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PREFACIO                                                                                                                     

La coexistencia de múltiples desórdenes metabólicos, tales como 

dislipidemia, hipertensión arterial, hiperinsulinemia, diabetes tipo II y 

obesidad, ha sido denominada Síndrome Plurimetabólico o Síndrome X. 

Existen también otras denominaciones para este conjunto de patologías 

como Síndrome metabólico múltiple ó Síndrome metabólico de inflamación 

sistémica (SIMS) por la reciente asociación entre los componentes del 

Síndrome y un incremento en la producción de citoquinas pro-inflamatorias 

(Das, 2002). 

De acuerdo a estudios de la Organización Mundial de la Salud, la 

Diabetes Mellitus No Insulino Dependiente (DMNID) tipo 2, enfermedad 

generalmente asociada a obesidad y sedentarismo, es hoy un problema 

mayor de salud pública ya que afecta a millones de personas alrededor del 

mundo. En nuestro país existe un 6% de prevalencia, porcentaje que duplica 

al de hace 10 años (Gagliardino y col, 1993). 

La resistencia a la acción de la insulina (resistencia insulínica) por 

parte de los tejidos sensibles a ella (por ejemplo: hígado, músculo y tejido 

adiposo), es una anomalía común del Síndrome X. 

Los factores genéticos, nutricionales y metabólicos que contribuyen 

al desarrollo de la resistencia insulínica y disfunción de la célula β, así como 

la secuencia precisa de eventos que conducen a la aparición de la diabetes 

tipo 2 no están aún completamente dilucidados representando en la 

actualidad un problema aún no resuelto desde el punto de vista de su 

patogenicidad y consecuentemente de su prevención y tratamiento (Zimmet y 

col, 2001) (Reaven, 2000). 

En este contexto el tejido adiposo es hoy reconocido por diferentes 

autores como un tejido clave en la resistencia insulínica y por ende en el 

Síndrome X relacionado a ella (Arner, 2003). 
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La función tradicional del tejido adiposo es la de depósito de energía 

en forma de triglicéridos a través de la reesterificación o síntesis “de novo” 

ácidos grasos, siendo además el principal proveedor de ácidos grasos a la 

circulación para hacer frente a la demanda de combustible energético por 

otros tejidos en situaciones tales como ayuno o ejercicio prolongado, a través 

de la lipólisis de los triglicéridos de depósito en dicho tejido.  

El tejido adiposo es además reconocido como un importante órgano 

secretor, liberando a la circulación péptidos semejantes a hormonas 

(peptides like hormone) que afectan al metabolismo sistémico (sensibilidad 

insulínica, homeostasis energética, etc) y a la propia célula adiposa, 

incluyendo entre otros, a la leptina, adiponectina, TNFα (factor de necrosis 

tumoral α), etc. Ambas funciones convierten al tejido adiposo en un tejido 

clave para esclarecer algunos aspectos y/o mecanismos fisiopatológicos 

involucrados en el desarrollo de dislipidemias, resistencia insulínica y 

Diabetes tipo 2 presentes en el síndrome metabólico. 

Sin embargo, la contribución de los ácidos grasos a la resistencia 

insulínica parece depender de su naturaleza: la ingesta de una fuente de 

grasas rica en ácidos grasos monoinsaturados favorecen la resistencia 

insulínica, mientras que los ácidos grasos polinosaturados (por ejemplo los 

ácidos grasos n-3 de origen marino) ejercerían un efecto protector. Las 

modificaciones de la fuente de grasa dietaria se reflejan en el tipo de ácidos 

grasos presente en la célula adiposa. Estos últimos, de acuerdo a su grado 

de insaturación y longitud de cadena, pueden ejercer un rol muy importante 

como componentes de las membranas plasmáticas así como en su 

interacción con los receptores nucleares activadores de proliferación 

peroxisomal (PPAR). 

Experimentalmente es posible inducir un estado metabólico similar 

al descripto en el Síndrome X por manipulación dietaria (dietas ricas en 

azúcares refinados, sacarosa y fructosa) y sedentarismo. Al respecto, 

numerosos investigadores incluyendo nuestro grupo de trabajo, han 
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demostrado que ratas normales alimentadas crónicamente con una dieta 

rica en sacarosa (DRS), desarrollan dislipidemia (aumento ácidos grasos y de 

triglicéridos), intolerancia a la glucosa, resistencia insulínica, hiperglucemia, 

hipertensión arterial, moderado sobrepeso y adiposidad visceral (Lombardo y 

col, 1996a) (Schonfeld y Pfleger, 1971) (Blakely y col, 1982) (Reaven y col, 

1979).  

Un elevado y sostenido incremento de ácidos grasos plasmáticos 

podría ejercer un importante efecto modulador de la acción de la insulina. 

En este modelo, la mayor disponibilidad de ácidos grasos plasmáticos 

favorecería la transferencia de los mismos a tejidos “no adiposos” (hígado, 

músculo esquelético, páncreas, etc), que en presencia de hiperglucemia, 

jugarían un rol importante en los mecanismos denominados de 

“glucolipotoxicidad” (Prentki y col, 2002).  

Utilizando este modelo nutricional experimental y dado el 

importante rol metabólico y funcional del tejido adiposo sobre los lípidos 

plasmáticos, la homeostasis de la glucosa y la resistencia insulínica, los 

objetivos generales del presente trabajo de tesis son:  

a) Analizar algunos mecanismos que relacionen cambios morfológicos, 

funcionales y moleculares del tejido adiposo en el modelo 

experimental de dislipidemia y resistencia insulínica inducido por 

la administración prolongada de DRS, 

b) Determinar de que manera estos cambios contribuyen a la 

hiperglucemia, resistencia insulínica y dislipidemia, y 

c) Analizar si una sustitución parcial en el tipo de ácidos grasos de la 

dieta (aceite de maíz –rico en ácidos grasos n-6- por aceite de 

hígado de bacalao - rico en ácidos grasos n-3) contribuye a mejorar 

y/o revertir estas anormalidades metabólicas. 
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INTRODUCCIÓN 

Características del tejido adiposo 

La estrecha relación entre adiposidad y resistencia insulínica 

(Frayn, 2001), señala la fundamental importancia de conocer los 

mecanismos de regulación de la masa grasa. Entre estos, la formación del 

tejido adiposo blanco a través de la diferenciación adipocitaria, el equilibrio 

entre las funciones de acumulación y de mobilización de los lípidos en el 

adipocito, la secreción de numerosos factores con actividad de hormonas 

tales como la leptina (capaz de informar al organismo sobre la cantidad de 

lípidos acumulados en el tejido adiposo), adiponectina, factor de necrosis 

tumoral α (TNFα), etc, por mencionar sólo algunos, constituyen mecanismos 

claves en el desarrollo del tejido adiposo. 

Metabolismo normal del tejido adiposo: 

1. Formación y diferenciación del adipocito: 

El adipocito es una célula altamente diferenciada y especializada. La 

diferenciación adipocitara ó adipogénesis es un proceso secuencial. 

La primera etapa, donde el adipoblasto (célula no diferenciada) se 

convierte en preadipocito, se caracteriza por la activación transcripcional de 

genes, entre los cuales están los factores de transcripción C/EBP (CAAT/ 

proteína de aumento de unión) β y δ y el PPARδ. Las células adquieren las 

funciones y la morfología definitiva de la célula adiposa. Numerosos factores 

de transcripción tales como el PPARγ, C/EPBα y ADD1 (determinación y 

diferenciación adipocitaria 1) son expresados al inicio de esta etapa terminal. 

Se ha identificado al PPARγ como el regulador principal de la adipogénesis 

(Walczak y Tontonoz, 2002) (Grimaldi, 2001) (Barak y col, 1999) (Rosen y col, 

1999) (Tontonoz y col, 1994), y se conocen dos isoformas del PPARγ, γ1 y γ2, 

siendo la forma predominante en tejido adiposo de roedores la γ2 mientras 
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que la isoforma γ1 es la más importante en tejido adiposo humano (Ferré, 

2004). 

El control de ésta etapa de diferenciación terminal es realizado por 

la insulina, la hormona de crecimiento, las hormonas tiroideas, los 

glucocorticoides, prostaglandinas y ácidos grasos de cadena larga, entre 

otros. La acción de estos factores adipogénicos se realiza a nivel intracelular 

a través de la activación de proteínas kinasas C (PKC) y A (PKA), la 

movilización de calcio y la acumulación de adenosina monofosfato cíclico 

(AMPc) (Ailhaud y col, 1992) (MacDouglas y Lane, 1995). 

2. Homeostasis energética y metabolismo del adipocito:  

El adipocito tiene la capacidad de almacenar energía bajo la forma 

de lípidos neutros. Durante el período postprandial, se deposita energía en 

forma de triglicéridos (principalmente por reesterificación de ácidos grasos 

captados de la circulación, ya que la síntesis “de novo” juega un rol menor 

en el depósito de grasa en el tejido adiposo (Shrago y Spennetta, 1976). Por 

el contrario, durante el ayuno, un incremento de la lipólisis favorece la 

liberación de los ácidos grasos de los depósitos de triglicéridos al plasma y 

permite la utilización de los mismos por los tejidos no adiposos (ej: músculo 

esquelético, hígado, etc). 

2.1 Almacenamiento de ácidos grasos en el tejido adiposo 

2.1.1 Entrada de los ácidos grasos en el adipocito 

Los triglicéridos originarios de la dieta (exógenos) ingresan a la 

circulación plasmática desde la linfa en la forma de quilomicrones (Q), 

lipoproteínas que se originan en las células de la mucosa del intestino 

durante el proceso de absorción. Por su parte, el hígado sintetiza y secreta 

otra lipoproteína, la lipoproteína de muy baja densidad (VLDL), la cual 

constituye el vehículo de transporte de los triglicéridos endógeno sintetizados 

desde el hígado hasta los tejidos extrahepáticos (Jump y Clarke, 1999).  
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La captación por parte del tejido adiposo y otros tejidos periféricos 

(músculo esquelético, corazón, etc) de los triglicéridos a partir de las 

lipoproteínas Q y VLDL está catalizada por la enzima lipoproteína lipasa 

(LPL). Esta enzima es sintetizada por el adipocito y actúa en el endotelio de 

los capilares. Así, las lipoproteínas ricas en triglicéridos que ingresan en la 

microcirculación se unen a la enzima por la cual tienen gran afinidad, 

debido a la presencia de apolipoproteína CII (apo CII) como parte integral de 

estas lipoproteínas. La apo CII juega un rol importante en el metabolismo de 

lípidos plasmáticos incrementando la afinidad de la enzima LPL por las 

partículas lípidicas (Olivecrona y Beisiegel, 1997).  

Los triglicéridos contenidos en las lipoproteínas son sometidos así a 

una hidrólisis progresiva hasta ácidos grasos libre y glicerol. Los ácidos 

grasos son captados por la célula adiposa principalmente para reesterificarse 

y almacenarse como triglicéridos, mientras que el glicerol es captado 

principalmente por las células hepáticas (Best y Taylor, 1991). 

La LPL está regulada tanto a nivel hormonal como nutricional: los 

glucocorticoides estimulan la expresión del gen de la LPL (Fried y col, 1993) 

en tanto que la insulina (y la glucosa) inducen la transcripción del gen y la 

glicosilación y dimerización de la enzima, necesarias para su maduración 

(Raynolds y col, 1990) (Semenkovich y col, 1989). El AMPc disminuye la 

expresión de la LPL a nivel transcripcional (Raynolds y col, 1990). A nivel 

nutricional, el ayuno disminuye la actividad de la enzima en el tejido adiposo 

mientras que estimula su actividad en otros tejidos, como el músculo 

esquelético y cardíaco, de manera de redirigir preferentemente los 

triglicéridos hacia los tejidos que necesitan ácidos grasos como sustratos 

energéticos. Al contrario, en el estado postprandial, la actividad de la LPL en 

el tejido adiposo es estimulada por la insulina y así el mecanismo se invierte 

y los ácidos grasos, producto de la hidrólisis de los triglicéridos de las 

lipoproteínas, tienden preferentemente a reesterificarse y a depositarse como 

triglicéridos en el tejido adiposo (Doolittle y col, 1990). 
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La hidrólisis de los triglicéridos plasmáticos permite que los ácidos 

grasos sean captados por la célula adiposa y transportados en el interior de 

la misma por la proteína que une ácidos grasos específica para tejido 

adiposo (AFABP). Esta proteína de bajo peso molecular, también llamada 

aP2, se halla en abundante cantidad en el citoplasma celular y es expresada 

durante la diferenciación adipocitaria, llegando a representar el 6% de las 

proteínas citoplasmáticas en la célula madura. Se ha propuesto que esta 

proteína estaría involucrada en el tránsito intracelular y en el metabolismo 

de los ácidos grasos, llevándolos por el citosol acuoso hacia la membrana de 

la organela intracelular involucrada en la síntesis de triglicéridos (Retículo 

Endoplasmático Liso) o en la oxidación de los ácidos grasos (mitocondria). 

Los fosfolípidos de la membrana de la organela interaccionan con los 

residuos básicos de la aP2, y así los ácidos grasos quedan disponibles para 

su utilización metabólica (Frühbeck y col, 2001) (Shaughnessy y col, 2000).  

2.1.2 Lipogénesis 

La lipogénesis es la vía metabólica que permite la síntesis de novo 

ácidos grasos a partir de acetil-CoA. Los sitios principales donde se realiza 

lipogénesis son el hígado, tejido adiposo y glándula mamaria.  

En tejido adiposo, la glucosa es transportada al interior de la célula 

por el transportador de glucosa GLUT4. En este tejido, el transporte de 

glucosa tiene la particularidad de estar estimulado por la insulina. La 

hormona, a través de la unión a su receptor de membrana, genera una señal 

que desencadena el movimiento de las vesículas que contienen los 

transportadores GLUT4 desde el citosol hacia la membrana plasmática para 

permitir la entrada de la glucosa a la célula. Una vez en el citoplasma, la 

glucosa es metabolizada hasta piruvato, con producción concomitante de 

adenosina trifosfato (ATP). El piruvato ingresa en la mitocondria y por 

decarboxilación oxidativa irreversible (a través del complejo enzimático 

piruvato dehidrogenasa – PDH) se transforma en acetil-CoA. Este se 

condensa con el oxalacetato generando citrato, el cual es transferido al 
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citosol donde es desdoblado a oxalacetato y acetil-CoA (paso catalizado por 

la enzima ATP-citrato liasa). El acetil-CoA es transformado a malonil-CoA 

por carboxilación irreversible catalizada por la acetil CoA carboxilasa (ACC). 

Luego, el malonil-CoA es elongado por el complejo de la sintetasa de ácidos 

grasos (FAS) hacia acil-CoA. La Figura 1 representa las secuencias 

metabólicas anteriormente descriptas. Un aumento en la producción de 

malonil-CoA, inhibe la oxidación de ácidos grasos a través de su interacción 

alostérica con la CPT-1 (carnitina palmitoil transferasa-1) e incrementa el 

flujo de ácidos grasos hacia la esterificación (Prentki y col, 2002). 

Una de las enzimas clave en la regulación de la lipogénesis es la 

ACC, la cual está regulada por modificaciones alostéricas o covalentes. El 

citrato induce el pasaje de la forma monomérica de la enzima a la forma 

polimérica y activa de la ACC (Volpe y Vagelos, 1976) (Beaty y Lane, 1983). 

Esta enzima está igualmente regulada por factores tales como el ayuno, que 

disminuye su actividad al disminuir su síntesis y aumentar la velocidad de 

degradación de la enzima (Majerus y col, 1969) (Nakanishi y Numa, 1970). 

Es regulada negativamente por el glucagón (Brownsey y Denton, 1982) 

(Witters y col, 1988), la adrenalina y el AMPc y en forma positiva por la 

insulina (Brownsey y col, 1979) (Holland y col, 1985). La regulación de la 

actividad de la FAS, otra enzima clave de este proceso de síntesis, es 

pretraduccional, ya que el AMPc y el glucagón disminuyen su síntesis y la 

insulina aumenta la transcripción de su gen (Moustaid y Sul, 1991) (Volpe y 

Marasa, 1975). 

La célula utiliza nicotinamida adenina dinucleótido fosfato (NADPH) 

en muchos de sus procesos de síntesis reductivas. Por lo tanto, la magnitud 

de la lipogénesis depende no solo del aporte de sustratos lipogénicos sino 

también del aporte de los equivalentes reducidos NADPH. Las principales 

fuentes de NADPH para estas reacciones anabólicas, son la vía de las 

pentosas fosfato (a través de la glucosa-6-fosfato dehidrogenasa – G6PDH, 
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enzima clave que regula la vía) y la reacción catalizada por la enzima málica 

(ME) que transforma el malato en piruvato (Wise y Ball, 1964).  

Una vez sintetizados los acil-CoA, estos pueden seguir diferentes 

rutas metabólicas, siendo su destino habitual la esterificación a 

acilgliceroles.  

2.1.3 Síntesis de Triglicéridos 

Los triglicéridos son sintetizados a partir de acil-CoA y glicerol-3-

fosfato. La baja actividad de la enzima gliceroquinasa en el tejido adiposo 

determina que la provisión de glicerol-3-fosfato necesaria para este camino 

metabólico dependa de la captación y posterior metabolización de la glucosa 

(Raclot y Oudart, 2000), la cual aporta carbonos para la formación de 

glicerol-3-fosfato. Además, la glucosa proporciona energía en forma de ATP 

generado a partir de su propia degradación, que puede ser utilizada para 

esta vía anabólica.  

La vía de síntesis de triglicéridos comienza con la acilación del 

glicerol-3-P en posición sn-1 por la glicerol 3-fosfato aciltransferasa (G3PAT) 

para formar ácido lisofosfatídico (LPA). La enzima LPA aciltransferasa 

(LPAAT) incorpora un acil-CoA en la posición sn-2 para formar ácido 

fosfatídico, el cual se hidroliza en diacilglicerol, precursor en la síntesis de 

fosfolípidos y triglicéridos. La diacilglicerol acil transferasa (DAGAT) es la 

enzima clave que controla este proceso, catalizando el último paso en la 

síntesis “de novo” de triglicéridos a partir de diacilglicerol y acil-CoA (Igal y 

col, 2001) (Yu y col, 2002) (Figura 1). La síntesis de triglicéridos está 

controlada primariamente por la cantidad de ácidos grasos disponibles 

mientras que la síntesis de fosfolípidos está estrechamente regulada de 

acuerdo con los requerimientos de recambio de membranas y proliferación 

celular (Igal y col, 2001). 
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2.2 Movilización de los ácidos grasos 

La liberación de los ácidos grasos desde los triglicéridos 

almacenados en el adipocito hacia la circulación para ser utilizados como 

combustible celular durante el ayuno o ejercicio, es catalizada por la lipasa 

sensible a hormonas (HSL). La activación de esta enzima, paso limitante de 

la vía lipolítica, se realiza vía una cascada de señales celulares y está sujeta 

a un control exhaustivo realizado por hormonas y neutrotransmisores que 

modulan la concentración intracelular de AMPc (Langin y col, 1996). 

La primera acción de los reguladores endocrinos y/o parácrinos de 

la lipólisis es su unión al receptor de membrana. El control de la función de 

la célula grasa involucra varios subtipos diferentes de adrenorreptores (β1, 

β2, β3, α2). Los receptores adrenérgicos que activan la adenilato ciclasa (β1, 

β2, β3) para generar AMPc coexisten en la misma célula grasa con los que la 

inhiben (α2 adrenorreceptor) (Lafontan y Berlan, 1995). 

La activación de los β receptores lleva a la generación de AMPc por 

estimulación de la enzima adenilato ciclasa de membrana. Esta vía está 

mediada por la proteína Gs, la cual está positivamente ligada a la enzima. 

Una elevación del AMPc intracelular lleva a la activación de la proteína 

kinasa dependiente de AMPc (AMPc-PK) la cual media, a través de 

fosforilaciones, la activación de la HSL. Al contrario, la estimulación del 

receptor α2 promueve la inhibición de la adenilato ciclasa vía la proteína Gi, 

reduce el contenido intracelular de AMPc y por consiguiente inhibe la 

lipólisis (Lafontan y Berlan, 1995). 

La HSL fosforilada se mueve desde el citosol hacia la superficie de la 

gota grasa de la célula adiposa. La fosforilación de la familia de proteínas 

localizadas en la superficie de la gota grasa, las perilipinas, es también 

requerida antes de que la HSL pueda catalizar la hidrólisis de los 

triglicéridos. Las perilipinas no fosforiladas crean una barrera entre la HSL y 

los lípidos, previniendo la lipólisis, mientras que la fosforilación de las 
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perilipinas por la proteina kinasa A (PKA) permite a la HSL acceder a la 

superficie de la gota grasa. La acción de la HSL sobre el triglicéridos 

presenta especificidad por los ésteres unidos en posición 1 y 3 (Yeaman, 

1990). Así, produce dos moles de ácido graso y un mol de monoglicérido. La 

hidrólisis de este monoglicérido remanente para dar un glicerol y un ácido 

graso, ocurre por la acción de la monoglicérido-lipasa (MGL), que no se 

encuentra bajo control hormonal y cuya abundancia en la célula es 

suficiente para evitar la acumulación de productos intermediarios de la 

lipólisis (Horowitz, 2003). La Figura 2 representa los cambios metabólicos 

antes descriptos. 

Un único residuo de serina es fosforilado por la proteína kinasa 

dependiente de AMPc (AMPc-PK): el sitio 1 o sitio regulador. La fosforilación 

reversible del sitio 1 controla el estado activo de la enzima. Por otra parte, 

otro residuo de serina puede ser fosforilado: el sitio 2 o sitio basal. Esta 

fosforilación puede ser realizada “in vitro” por tres proteínas kinasas: 

proteína kinasa Ca++/calmodulina-dependiente, glucógeno sintasa kinasa-4 

y proteína kinasa activada por 5’AMP. La fosforilación de este residuo no 

altera directamente la actividad de la HSL pero sí ejerce un rol regulatorio ya 

que la fosforilación del sitio 1 y 2 de la HSL no se dan en simultáneo. Esto 

significa que por ejemplo, si el sitio 2 es fosforilado, entonces el sitio 1 está 

inaccesible a la AMPc-PK y por lo tanto no se produce la lipólisis. Este 

mecanismo claramente tiene el potencial de actuar como mecanismo 

antilipolítico “in vivo” (Langin y col, 1996). 

Son numerosas las hormonas que aumentan la velocidad de lipólisis 

de los depósitos de triglicéridos: adrenalina, noradrenalina, glucagón, 

hormona corticotrófica (ACTH), hormona melanocito estimulante (MSH), 

hormona estimulante de la tiroides (TSH), hormona de crecimiento (GH) y 

vasopresina. La insulina es la única hormona que antagoniza con la acción 

de las hormonas lipolíticas. Esto se debe en parte a la estimulación de la 
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captación de glucosa que favorece la esterificación de los ácidos grasos y 

reducen su movilización. Además actúa a nivel de la adenilato ciclasa, 

inhibiendo la formación de AMPc, y de la fosfodiesterasa (PDE), estimulando 

la degradación del AMPc (activo) a 5´AMP (inactivo) (Yeaman, 1990). Este 

último mecanismo, el más importante a través del cual la insulina 

disminuye los niveles intracelulares de AMPc, lo realiza a través del 

mediador de los efectos metabólicos dependientes de la insulina, la 

fosfoinositol 3 kinasa (PI3-K), que activa por fosforilación a la PDE (Langin y 

col, 1996). 

Factores secretados por el adipocito 

Al presente se conoce que además de la tradicional función de 

depósito de energía como triglicéridos y la consecuente producción de ácidos 

grasos de enorme importancia fisiológica, el adipocito posee actividad de 

célula secretora, operando como un órgano endócrino liberador de hormonas 

con producción de numerosas sustancias, llamadas adipocitoquinas   

(Figura 3). A través de estas sustancias no solo influye sobre la propia 

biología adipocitaria sino también sobre la regulación de la homeostasis 

energética, sensibilidad insulínica y metabolismo de lípidos y carbohidratos 

(Havel, 2004). 

• Desde los años cincuenta, se conoce la existencia de un sistema 

capaz de regular la masa grasa por intermedio de una señal producida por 

las células grasas. Esta teoría lipostática se basa en el hecho de que una 

señal humoral generada en el tejido adiposo puede informar al cerebro sobre 

las reservas energéticas del organismo a fin de modificar la ingesta 

alimentaria, el peso corporal y el metabolismo energético (Havel, 2000), y la 

alteración de éste sistema conduce a la obesidad. La hormona producida se 

denomina leptina (del griego leptos: delgado) y el gen que codifica para ella 

se denomina gen ob el cual fue identificado y caracterizado por Zhang y col 

(1994). En términos generales, las concentraciones plasmáticas de 
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Figura 3: Factores secretados por el adipocito.

PAI-1: inhibidor del activador de plasminógeno-1, TGF- : factor de crecimiento- , NO: óxido 
nítrico, interleuquina proteína estimulante de acilación, TNF- : factor de 
necrosis tumoral , Apo E: apoproteína E, CETP: proteína transportadora de steres de 
colesterol, LPL: lipoproteína lipasa, AFABP: proteína que une cidos grasos especifica del 
tejido adiposo. 
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leptina son proporcionales a la masa grasa, elevadas cuando existe obesidad 

y bajas cuando hay pérdida de peso (Havel, 2000). 

La influencia de la leptina sobre el gasto energético se ejerce 

probablemente a través del hipotálamo y de la estimulación de la producción 

de la hormona tiroidea T3 que induce el proceso de termogénesis (Legradi y 

col, 1997). Existen varios estudios que indican que la leptina podría 

igualmente aumentar el gasto energético modulando directamente la 

expresión de los genes de distintas proteínas desacoplantes (UCP) del tejido 

adiposo blanco y marrón, como así también del músculo esquelético, 

desacoplándose la β oxidación mitocondrial de la síntesis de ATP y 

estimulándose la termogénesis y la disipación de calor (Saleh y col, 2002).  

Varias hormonas pueden modular la transcripción y secreción de la 

leptina “in vivo” e “in vitro”, siendo las más importantes la insulina y la 

norepinefrina. Estudios realizados en ratas machos Wistar, muestran que in 

vivo, el ayuno y la restricción alimentaria disminuye las concentraciones 

plasmáticas y la transcripción en tejido adiposo epididimal de leptina. Estos 

cambios están asociados con una disminución de la concentración 

plasmática de insulina, activación del sistema nervioso simpático, 

incremento de la lipólisis, y elevados niveles plasmáticos de ácidos grasos. 

La administración de insulina o la realimentación, revierte la concentración 

baja de leptina plasmática. La exposición al frío es otra condición fisiológica 

que disminuye dramáticamente los niveles de leptina en plasma y su 

transcripción en tejido adiposo a través del mecanismo mencionado 

anteriormente para el ayuno (Cammisotto y col, 2003). 

Se ha observado en modelos animales alimentados con dieta grasa, 

un incremento en la expresión del gen ob en el tejido adiposo y en la 

concentración plasmática de leptina. Esto, sin embargo, no previno la 

hiperfagia y la obesidad, sugiriendo que los animales que reciben la dieta 

grasa desarrollan resistencia a la leptina (Anini1 y Brubaker, 2003) (Naggert 

y col, 1995).  
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La falta de respuesta a la leptina por mutaciones en el gen que 

codifica para el receptor de leptina, está asociada a resistencia insulínica y 

obesidad severa, como se observa en ratas Zucker fa/fa (Gilbert y col, 2003). 

• La adiponectina, también conocida como proteína adipocitaria 

relacionada con el complemento 30 (ACRP30), gen de transcripción más 

abundante del tejido adiposo (apM1) y adipoQ; es otra proteína sintetizada por 

el adipocito. Tiene propiedades antiinflamatorias y antiaterogénicas ya que 

disminuye la síntesis de moléculas de adhesión endoteliales e inhibe la 

respuesta inflamatoria, pero además está involucrada en el metabolismo de 

hidratos de carbono y de lípidos sensibilizando a los tejidos a la acción de la 

insulina (propiedades antidiabetogénicas) (Weyer y col, 2001) (Hu y col, 1996) 

(Hotta y col, 2001). 

La adiponectina tiene la capacidad, por un lado, de aumentar el 

efecto de la insulina sobre hepatocitos aislados, lo que favorece la 

disminución de la producción hepática de glucosa (Scherer, 2003), y por el 

otro lado de estimular la oxidación de los ácidos grasos en el músculo 

esquelético, lo que provoca una disminución plasmática de glucosa, ácidos 

grasos y triglicéridos y por lo tanto mejora la sensibilidad insulínica (Arner, 

2003) (Havel, 2004).  

Niveles plasmáticos bajos de adiponectina se correlacionan 

negativamente con la masa de tejido adiposo y se han asociado con varios 

componentes del Síndrome Metabólico, incluyendo distribución grasa 

intrabdominal, hiperlipidemia, niveles bajos de lipoproteína de alta 

densidad-colesterol (HDL-Col), resistencia insulínica y Diabetes Mellitus No 

Insulino Dependiente (DMNID) (Havel, 2004). 

La correlación negativa entre los niveles plasmáticos de 

adiponectina y grasa visceral es significativamente mayor que la correlación 

que presenta con la grasa subcutánea. Una explicación para este hecho es 

que la adiponectina es primariamente producida por el tejido adiposo 
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visceral, pero si estos adipocitos están sobrecargados de triglicéridos 

producen menos adiponectina. La acción de la adiponectina de sensibilizar a 

los tejidos a la acción de la insulina sugiere que la producción reducida de 

esta adipocitoquina contribuye a la ya conocida relación entre depósitos de 

grasa visceral y resistencia insulínica (Havel, 2004).  

Aunque el proceso que regula la producción de adiponectina no ha 

sido completamente caracterizado, se conoce que el TNF-α, la interleuquina 

6 (IL 6) y los agonistas β adrenérgicos reprimen su síntesis (Havel, 2004). 

• La resistina fue recientemente identificada por el grupo de 

Steppan y col (2001). Esta adipocitoquina suprime la capacidad de la 

insulina de estimular la entrada de la glucosa en el adipocito, pero aún no se 

conoce completamente su acción sobre otros tejidos tales como músculo 

esquelético, hígado o cerebro. La resistina se encuentra implicada en el 

desarrollo de la resistencia insulínica e intolerancia a la glucosa. Sus 

concentraciones plasmáticas están elevadas en modelos animales de 

obesidad, genéticos o inducidos por dietas. La expresión de su gen y su 

secreción se encuentran fuertemente disminuidas por las thiazolidinediones 

(TZD) (Arner, 2003), drogas que aumentan la sensibilidad a la insulina por 

los tejidos periféricos, disminuyendo la hiperglucemia, hiperinsulinemia e 

hipertrigliceridemia (Ferré, 2004). 

• El TNF-α es una citoquina proinflamatoria clave en la 

modulación del metabolismo del adipocito, con un rol directo sobre varios 

procesos mediados por la insulina, incluyendo homeostasis de la glucosa y 

metabolismo de lípidos. Regula la producción de factores derivados del 

adipocito involucrados en la captación y metabolismo de lípidos, incluyendo 

LPL, proteína que une ácidos grasos (FABP) y acetil CoA sintetasa (ACS) 

(Arner, 2003). 

La expresión de TNF-α aumenta con el incremento y diminuye con el 

descenso del peso corporal. El efecto neto del TNF-α es disminuir la 
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lipogénesis (captación de ácidos grasos y reesterificación a triglicéridos) e 

incrementar la lipólisis; y sus niveles están asociados tanto con 

hiperinsulinemia como con resistencia insulínica (Arner, 2003). Sonnenberg 

y col (2004) han observado que el uso de anticuerpos anti-TNF-α en ratones 

obesos mejora notablemente la sensibilidad insulínica. 

Hotamisligil y col (1993) observaron una mayor producción de TNF-

α en diferentes modelos experimentales de obesidad y en pacientes obesos 

que presentan una resistencia a la acción de la insulina. Los estudios 

revelan que la acción del TNF-α sobre la acción insulínica se sitúa a nivel de 

sus señales, ya que el TNF-α sería responsable de una disminución de la 

actividad tirosina quinasa del receptor de la insulina, de la fosforilación del 

sustrato receptor de insulina (IRS-1) y también de la síntesis y translocación 

del GLUT 4 (Arner, 2003). 

Además, el TNF-α reduce la expresión y secreción de la 

adiponectina, posiblemente a través de la activación de la producción de IL6, 

que también inhibe la secreción de adiponectina (Sonnenberg y col, 2004). 

La leptina estimula la síntesis y secreción de TNF-α (Das, 2002). 

• La Interleuquina 6 (IL 6) es otra citoquina proinflamatoria y un 

tercio de su concentración plasmática es originado en el tejido adiposo. 

Incrementa los niveles de proteina C reactiva y de moléculas de adhesión 

que median los procesos inflamatorios, y que recientemente se han 

relacionado con las alteraciones presentes en el Síndrome metabólico (Das, 

2002). 

Su producción y su concentración en plasma han sido 

correlacionadas positivamente con los depósitos grasos. Se ha observado que 

su aumento plasmático estimula la secreción de triglicéridos por el hígado y 

por lo tanto contribuye con la hipertrigliceridemia asociada a obesidad 

visceral. El TNF-α, los corticoides, la leptina y las catecolaminas inducen la 

expresión de IL 6 por los adipocitos (Frühbeck y col, 2001). 
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• Otra adipocitoquina sintetizada en el tejido adiposo es la proteína 

estimuladora de la acilación (ASP) que actúa de forma paracrina 

estimulando la captación de glucosa, y aumentando la actividad de la 

diacilglicerol acil transferasa (DAGAT) e inhibiendo la actividad de la HSL. 

Estas acciones incrementan la eficiencia de la síntesis y almacenamiento de 

triglicéridos en adipocitos, acelerando el clearence de ácidos grasos y 

triglicéridos de la circulación. La masa de tejido adiposo es el principal 

determinante de los niveles plasmáticos de ASP y por lo tanto estos se 

encuentran aumentados en sujetos obesos y con resistencia insulínica y 

disminuyen durante el ayuno y pérdida de peso corporal (Havel, 2004). 

• La sintetasa de óxido nítrico (NO) está expresada en tejido 

adiposo blanco, indicando que el adipocito es una fuente de producción de 

NO. Recientemente se ha vinculado al NO con la lipólisis. Altas 

concentraciones intracelulares de NO inhiben la lipólisis mientras que 

concentraciones bajas son necesarias para que se produzca. También inhibe 

la disipación de energía y la lipogénesis (Schling y Löffler, 2002) (Frühbeck y 

col, 2001). 

• El Angiotensinógeno, precursor de la angiotensina II, es 

sintetizado primariamente por el hígado aunque su ácido ribonucléico 

mensajero (mRNA) está expresado en varios tejidos, incluyendo el tejido 

adiposo. Se ha sugerido que tiene influencia en la diferenciación adipocitaria 

induciendo a las células grasas a producir prostaciclinas. La expresión de 

angiotensinógeno en tejido adiposo está incrementada en obesidad y es 

regulada por el estado nutricional. Durante el ayuno disminuye en el tejido 

adiposo la secreción y la expresión génica (mRNA) de esta adipocitoquina. El 

angiotensinógeno podría jugar un papel en el incremento del flujo sanguíneo 

local del tejido adiposo y por lo tanto aumentar la disponibilidad de 

sustratos para la reesterificación de ácidos grasos. Así, afectando el flujo 

sanguíneo y promoviendo la diferenciación preadipocitaria, está capacitado 
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para regular el tamaño del adipocito en respuesta a señales nutricionales 

(Frühbeck y col, 2001). 

• El TGF-β (Factor de crecimiento β) es una citoquina 

multifactorial capaz de regular el crecimiento y diferenciación de numerosos 

tipos celulares. Su expresión en tejido adiposo de ratones obesos es mayor 

que en sus respectivos controles, y el TNF-α contribuye a este aumento. De 

esta manera, incrementa la proliferación celular y contribuye a la elevada 

celularidad presente en los depósitos grasos relacionada con el fenotipo de 

obesidad (Frühbeck y col, 2001). 

• La expresión y secreción del Inhibidor del Activador de 

Plasminógeno –1 (PAI-1) por el tejido adiposo ha sido demostrada aunque 

se conoce muy poco sobre su regulación a nivel del adipocito. Es un potente 

inhibidor del sistema fibrinolítico, y por lo tanto, concentraciones 

plasmáticas elevadas favorecen las complicaciones tromboembolíticas. 

También, se ha reportado una correlación positiva de sus niveles 

plasmáticos con la distribución abdominal del tejido adiposo y con 

resistencia insulínica. La insulina, el TGF-β y el TNF-α estimulan su 

secreción (Frühbeck y col, 2001). 

• Además el tejido adiposo secreta importantes reguladores del 

metabolismo de lipoproteínas como LPL, apolipoproteína E (apo E) y 

proteína transportadora de esteres de colesterol (CETP). 

Por lo tanto, la regulación de la masa grasa es multifactorial. 

Además del rol clave de la diferenciación adipocitaria y el equilibrio 

entre el depósito y la movilización de los ácidos grasos, también 

intervienen de forma igualmente importante todos los factores 

secretados por el adipocito. 

Las alteraciones que se producen en el tejido adiposo y que 

contribuyen, entre otras, al desarrollo de dislipidemia, resistencia insulínica 

y DMNID, anomalías metabólicas todas ellas presentes en el Síndrome 
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Metabólico, pueden ser analizadas utilizando distintos modelos 

experimentales. 

• Modelos experimentales de dislipidemia, resistencia 

insulínica y diabetes tipo 2 asociados o no a obesidad: 

Genéticos  

Rata ZDF (rata Zucker Diabética y Obesa) 

La rata ZDF se caracteriza por una resistencia insulínica asociada a 

una obesidad debido a la mutación fa del gen que codifica para el receptor 

de la leptina, que lleva a una señalización anormal (Peterson y col, 1990) 

(Phillips y col, 1996). La rata macho ZDF desarrolla una diabetes tipo 2 entre 

la 7ma y la 10ma semana de vida. El estado prediabético está marcado por 

un aumento de la secreción de insulina basal o estimulada por la glucosa, 

un aumento de la masa de las células β, como así también por un aumento 

de su contenido de triglicéridos. El pasaje de prediabetes a diabetes se 

caracteriza por hiperinsulinemia basal y disminución de la secreción de 

insulina bajo el estímulo de la glucosa. El aumento de los triglicéridos 

intracelulares son el origen de la disfunción de la célula β en la rata ZDF y 

llevan a la aparición de la diabetes (Unger, 1997). Es interesante notar que 

la mutación fa del receptor de la leptina no puede explicar por sí solo el 

fenotipo de la rata macho ZDF, ya que la hembra, obesa e insulino 

resistente, no presenta diabetes pero porta la mutación. 

La translocación de la proteína GLUT4 se encuentra alterada en el 

tejido adiposo de las ratas ZDF. La insulino resistencia presente en tejido 

adiposo es inducida por la glucotoxicidad resultante de la hiperglucemia de 

este modelo (Nawano y col, 2000).  
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Rata obesa Zucker fa/fa  

Está caracterizada por una resistencia insulínica asociada a 

obesidad severa. Como en la rata ZDF, esta mutación fa que afecta al gen del 

receptor de la leptina y que pierde por lo tanto su funcionalidad, comienza 

con hiperfagia que lleva a la obesidad. Esta obesidad se declara a las 4 

semanas de edad, y se combina con una hiperinsulinemia, pero 

contrariamente a la rata ZDF, la rata Zucker fa/fa permanece 

normoglucémica (Bray, 1977) (Zucker y Antoniades, 1972).  

A nivel pancreático, la rata Zucker fa/fa presenta a la vez hipertrofia 

e hiperplasia de las células β. La rata obesa secreta proporcionalmente mas 

insulina que su control delgado en respuesta a la misma sobrecarga de 

glucosa. 

No se conoce claramente si la hiperinsulinemia de la rata Zucker 

fa/fa es un factor primario o secundario a la instalación de la resistencia 

insulínica, principal característica fisiológica de este modelo. La resistencia 

insulínica puede igualmente ser la consecuencia de la obesidad y del 

desarrollo del tejido adiposo blanco que lleva a una producción elevada de 

TNF-α, responsable de alterar las vías de señal de insulina. 

En la rata Zucker fa/fa la obesidad se debe, no solo a la derivación 

de los sustratos energéticos hacia el almacenamiento como triglicéridos en el 

tejido adiposo, sino también a una mayor lipogénesis (Lopez-Soriano y col, 

1991). Por otra parte, la expresión de la adiponectina en este tejido se 

encuentra disminuida, volviendo a valores normales cuando existe una 

reducción del peso corporal (Milan y col, 2002). 
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Espontáneos 

Genético sin obesidad 

La rata GK (Goto y Kakizaki) 

Este modelo ha sido obtenido por Goto y col (1977). Fue producido 

por cruzas repetidas y selectivas de ratas Wistar no diabéticas pero con 

intolerancia a la glucosa. A partir de la 37ma generación, todas las ratas GK 

fueron diabéticas, reproduciendo espontáneamente los problemas 

característicos de la diabetes tipo 2: hiperglucemia moderada en ayuno, neta 

intolerancia a la glucosa, franca alteración de la secreción de insulina 

inducida por la glucosa y finalmente resistencia periférica y hepática a la 

insulina, sin obesidad. Con la progresión de la enfermedad, el modelo 

también desarrolla complicaciones características de la DMNID, como ser 

daño tisular pancreático con pérdida progresiva de células β en islotes por 

fibrosis (Koyama y col, 1998). 

La utilización de la glucosa (Abella y col, 2003) y la activación de la 

glicerol 3 fosfato acil transferasa (G3PAT) inducida por la insulina (Farese y 

col, 1994) se encuentra disminuida en adipocitos de ratas GK. 

Genético con obesidad 

La rata OLETF (Otsuka Long Evans Tokushima Fatty) 

Se caracteriza por manifestaciones tempranas de sobrepeso 

asociado a hiperinsulinemia. A partir de la 18va semana de vida se desarrolla 

espontáneamente la hiperglucemia, una hiperplasia de los islotes 

pancreáticos y finalmente la aparición de complicaciones renales. Todas 

estas alteraciones hacen que este modelo presente similitudes con la 

diabetes tipo 2 en el hombre.  Otra gran característica del modelo es que a 

partir de la 40ta semana de vida, estas ratas se convierten en insulino-
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dependientes: pierden peso progresivamente, desarrollan poliuria, la 

hiperglucemia se agrava y la insulinemia disminuye (Kawano y col, 1992). 

En tejido adiposo, los niveles de mRNA y de proteína GLUT4 se 

encuentran significativamente disminuidos, junto con la captación de 

glucosa basal e inducida por insulina por parte de los adipocitos (Furuta y 

col, 2002). Por otro lado, el tejido adiposo de las ratas OLETF muestra un 

incremento en la expresión de la proteína PPAR y del SREBP (proteína de 

unión al elemento regulador de esterol), factores de transcripción asociados 

con el metabolismo lipídico (Kajita y col, 2003). 

Inducida por fármacos 

Sin obesidad 

Rata diabética STZ (Streptozotocina) 

La rata STZ es un modelo de diabetes tipo 2 inducido por la 

administración de STZ durante el período neonatal (Bonner-Weir y col, 1981) 

(Portha y col, 1979), frecuentemente nombrada en la literatura “modelo x-

STZ”, donde x representa el día de inyección. La streptozotocina destruye 

selectivamente las células β pancreáticas y la severidad de su acción 

depende de la especie de la rata y del momento de la inyección de la STZ.  

Lacasa y col (1983) observaron una disminución del contenido de 

lípidos en adipocitos de ratas tratadas con STZ, probablemente como 

consecuencia de un defecto en la lipogénesis debido a una reducida 

actividad de la LPL y de la captación de glucosa. 

• Modelos experimentales de resistencia insulínica, 

dislipidemia y anormal homeostasis a la glucosa por manipulaciones 

nutricionales. 

Dieta grasa (DG) (presencia de obesidad) 
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En la rata normal, una dieta rica en lípidos saturados (> a 60% de la 

energía total) puede inducir una resistencia insulínica en tejidos blancos a la 

acción de la insulina (hígado, músculo esquelético y tejido adiposo) asociada 

a dislipidemia, anormal homeostasis a la glucosa y obesidad (Storlien y col, 

1996) (Storlien y col, 1986) (Kraegen y col, 1986) (Oakes y col, 1997). 

Se han señalado defectos en la señal de insulina en tejidos 

periféricos cuando se administra esta dieta a animales de experimentación. 

En tejido adiposo la dieta grasa disminuye la masa proteica del sustrato 

receptor de insulina 1 y 2 (IRS-1, IRS-2), además de la expresión génica 

(mRNA) del transportador de glucosa GLUT4 (Pedersen y col, 1991) (Sevilla y 

col, 1997). En músculo esquelético disminuyen tanto las vías oxidativas 

como no oxidativas de la glucosa mientras que aumentan el contenido de 

triglicéridos, acil-CoA de cadena larga y diacilglicerol (DAG) (Oakes y col, 

1997) (Kraegen y Cooney, 1999) (Schmitz-Peiffer y col, 1997), alterando las 

primeras secuencias de la señal insulínica las cuales involucran la 

fosforilación de la tirosina del IRS-1 como también de la actividad de la PI3K 

(Bell y col, 2000) (Taouis y col, 2002).  

Las dietas grasas aumentan la concentración plasmática y la 

expresión del gen de la leptina en tejido adiposo (Masuzaki y col, 1995) 

(Rousseau y col, 1997) de animales de experimentación que reciben esta 

dieta. Este aumento, sin embargo, no previene la hiperfagia y la obesidad, 

sugiriendo que estos animales desarrollan resistencia a la leptina (Anini1 y 

Brubaker, 2003) (Naggert y col, 1995). Por otro lado, los niveles plasmáticos 

de adiponectina disminuyen cuando existe aumento de la masa adiposa 

(Arita y col, 1999).  

Dieta rica en sacarosa (DRS) (presencia de adiposidad visceral) 

Un régimen dietario rico en hidratos de carbono simples (sacarosa, 

fructosa, etc) induce rápidamente, en la rata normal, la aparición de 

hipertrigliceridemia, hiperinsulinemia e intolerancia a la glucosa (Lombardo 
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y col, 1983) (Pagliassotti y col, 1996) (Reaven y col 1979) (Ahrens y col, 

1961).  

Laube y col (1973) observaron efectos metabólicos diferentes cuando 

se ingiere almidón (hidrato de carbono complejo) en comparación a la ingesta 

de disacáridos (sacarosa) o monosacáridos (glucosa y fructosa). Estos 

estudios demostraron niveles plasmáticos elevados de triglicéridos y ácidos 

grasos en ratas alimentadas con disacáridos o monosacáridos en 

comparación con los animales alimentados con almidón durante el mismo 

período de tiempo.  

Diferentes investigadores, incluyendo nuestro grupo (Reaven, 1984) 

(Vräna y Kazdova, 1986) (Lombardo y col, 1983) (Gutman y col, 1985 a) 

(Chicco y col, 1990) (Bernal y col, 1995) demostraron que ratas jóvenes 

alimentadas por un corto período de tiempo (3-5 semanas) con una dieta rica 

en sacarosa (DRS) desarrollaban hipertrigliceridemia, elevados niveles de 

ácidos grasos, incremento de triglicéridos hepáticos y mayor secreción 

hepática de lipoproteínas de muy baja densidad (VLDL-Tg), anormal 

homeostasis a la glucosa e hiperinsulinemia en ausencia de obesidad. Esto 

se acompaña de resistencia insulínica periférica global y moderada 

hipertensión (Thorburn y col, 1989) (Storlien y col, 1988) (Young y col, 1988) 

(Pagliassotti y col, 1996) (Storlien y col, 1993 a). El desarrollo de resistencia 

insulínica hepática y periférica podría deberse a alteraciones a nivel 

postreceptor de la señal de insulina, involucrando una disminución de la 

fosforilación del residuo de tirosina del IRS y de la actividad de la PI3K 

(Pagliassoti y col, 2002).  

En relación al músculo esquelético, tejido clave en la acción 

insulínica, los elevados niveles de ácidos grasos plasmáticos conducen a un 

incremento de acil-CoA (Chicco y col, 2003) y DAG (Chunli y col, 2002). Esto 

se asocia con una activación de la PKC θ y una reducción de la fosforilación 

de la tirosina del IRS-1 y de la masa de la IRS-1 asociado con la actividad 
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PI3K, alterando el transporte de la glucosa bajo el estímulo de la insulina 

(Chunli y col, 2002).  

Respecto al tejido adiposo, su masa puede cambiar bajo distintas 

condiciones que incluyen edad, estado metabólico y balance energético 

(Hausberger, 1967) (Schling y Löffler, 2002). En relación a esto, Soria y col 

(2001) demostraron cambios metabólicos en adipocitos aislados de ratas 

alimentadas con DRS por un período corto de tiempo, con aumento de la 

lipólisis basal y disminución de la acción antilipolítica de la insulina sin 

alteraciones del tamaño celular o de la masa del tejido adiposo epididimal. 

Además Peyron-Caso y col (2002 a) observaron una disminución en la 

actividad, masa proteica y mRNA del transportador GLUT4 en tejido adiposo 

epididimal de animales alimentados con DRS durante 3 semanas. 

Numerosos trabajos señalan que intervenciones farmacológicas 

(diazóxido, clofibrato, prazosin, benfluorex) y nutricionales (cambios en la 

composición de ácidos grasos de la dieta), muchas de las cuales descienden 

los niveles de triglicéridos plasmáticos, previenen el desarrollo de 

dislipidemia y resistencia insulínica (Gutman y col, 1985 a) (Gutman y col, 

1985 b) (Belahsen y Deshaies, 1993) (Storlien y col, 1993 b) (Klimes y col, 

1993) (Rizkalla y col, 1993). 

Son escasos los estudios sobre los mecanismos responsables de las 

consecuencias metabólicas de una ingesta prolongada de fructosa o 

sacarosa (Blakely y col, 1982) (Chicco y col, 1999) (Lombardo y col, 1996 a) 

(Schonfeld y Pfleger, 1971). La magnitud de los cambios endócrino-

metabólicos inducidos por la ingesta de una dieta rica en sacarosa, depende 

de la cronicidad de la dieta. Al respecto, trabajos previos de nuestro grupo 

demostraron que el perfil metabólico y hormonal de este modelo 

experimental, evoluciona en función del tiempo de ingesta desde 

normoglucemia e hiperinsulinemia (3-5 semanas: período de inducción), con 

normalización espontánea de estos parámetros y de la dislipemia al cabo de 

6-8 semanas (período de adaptación) a hiperglucemia y normoinsulinemia 
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(13-15 semanas continuando al menos hasta 40 semanas de ingesta: 

período de recurrencia) (Lombardo y col, 1983) (Chicco y col, 1990) (Chicco y 

col, 1991) (Gutman y col, 1987) (Chicco y col, 1999) (Bernal y col, 1995) 

(Lombardo y col, 1996 a) (Montes y col, 2000). Los niveles de ácidos grasos 

plasmáticos incrementados a las 3 semanas son aún más elevados a partir 

de las 13-15 semanas de ingesta de DRS. 

La sensibilidad insulínica periférica global (clamp euglucémica-

hiperinsulinémica) decrece significativamente luego de 3-5 semanas de dieta 

y continúa deteriorándose en función del tiempo de ingesta a partir de las 

13-15 semanas (Chicco y col, 2000). Estas anomalías conducen a cambios 

en la utilización del combustible energético (lípidos vs. glucosa) a nivel del 

músculo esquelético. En este tejido se observa que un continuo y progresivo 

deterioro de las vías oxidativas y no oxidativas de la glucosa acompaña la 

insensibilidad insulínica periférica global (D’Alessandro y col, 2000). A partir 

de las 3 semanas de ingesta un significativo incremento de acil-CoA de 

cadena larga es la manifestación más temprana de un disturbio del 

metabolismo lipídico en dicho tejido, que continúa deteriorándose con la 

cronicidad de la dieta. Al respecto, un incremento en el contenido de los acil-

CoA, triglicéridos, DAG y masa proteica de la PKC θ a nivel de membrana 

puede constatarse en el músculo esquelético de los animales alimentados 

con DRS durante 30 semanas, lo que podría constituir un nexo entre 

resistencia insulínica y el contenido lipídico en dicho tejido (D’Alessandro y 

col, 2006).  

Anormalidades del metabolismo lipídico pueden modular a nivel 

pancreático la secreción de insulina. Chicco y col (2003) demostró un 

deterioro en el patrón bifásico de insulina bajo el estímulo de la glucosa de 

islotes perifundidos de ratas alimentadas con DRS durante 30 semanas. Más 

aún, al cabo de este tiempo, constatamos en el páncreas endocrino, un 

significativo incremento del área y número de las células β, así como un 

alterado perfil de la distribución celular del islote. Estas alteraciones no se 
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acompañaron de un aumento del contenido pancreático de Insulina 

Inmunoreactiva (IRI) (Lombardo y col, 1996 a). 

El tejido adiposo juega un rol clave en la provisión de ácidos grasos 

plasmáticos. Sin embargo, al presente son escasos los datos disponibles en 

la literatura respecto a los cambios morfológicos, metabólicos y moleculares 

y su relación con la homeostasis de la glucosa y resistencia insulínica 

cuando la dieta rica en sacarosa es administrada durante un período 

prolongado de tiempo (30-40 semanas) (Cohen y col, 1972) (Blakely y col, 

1982). 

Como mencionáramos anteriormente, el perfil metabólico-hormonal 

que acompaña a la resistencia insulínica luego de una ingesta prolongada de 

DRS es muy diferente al observado luego de un corto período de dieta 

(período de inducción), a lo que debemos agregar un ligero incremento del 

peso corporal (aproximadamente 15%) y un muy significativo incremento del 

peso del tejido adiposo epididimal y de los niveles de ácidos grasos 

plasmáticos (Chicco y col, 1999).  

Con respecto a las intervenciones nutricionales, la mayoría de los 

estudios experimentales que examinan la relación entre los componentes de 

la dieta y la insulino resistencia se han enfocado en la prevención de esta 

alteración, pero muy pocos han examinado la posibilidad de mejorarla y/o 

revertirla. Al respecto, desde hace algunos años se ha incrementado el 

interés en el consumo de aceites de pescado ricos en ácidos grasos n-3 

polinsaturados, especialmente aquellos de origen marino, ácidos 

eicosapentaenoico (20:5, n-3) y docosahexaenoico (22:6, n-3) que abundan 

en los peces, ostras y animales marinos y escasean o están ausentes en 

animales y plantas terrestres (Din y col, 2004).  

Este interés surge a través de numerosos estudios e investigaciones 

clínicas y experimentales que han sugerido que la incorporación de estos 

ácidos grasos en las dietas tendría efectos beneficiosos (Harris y col, 1997) 
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(Mori y col, 2000) (Kris-Etherton y col, 2002) (Hwang, 2000) ya que parecen 

jugar un importante rol protector contra los síntomas adversos del Síndrome 

Plurimetabólico. Los ácidos grasos n-3 de origen marino pueden mejorar o 

prevenir situaciones tales como degeneración vascular aterosclerótica 

(Kinsella y col, 1990), enfermedad coronaria, dislipemias, intolerancia a la 

glucosa, diabetes mellitus tipo 2, resistencia insulínica, hipertensión, etc. 

(Simopoulos y col, 1999) (Storlien y col, 1991). Existen numerosos trabajos a 

nivel experimental que demuestran que el aceite de pescado dietario 

disminuye el contenido de triglicéridos plasmático y tisular. En músculo 

esquelético, por ejemplo, mejora la acción de la insulina sobre el 

metabolismo de la glucosa previniendo el desarrollo de resistencia insulínica 

cuando se lo administra conjuntamente con dietas ricas en grasas o 

sacarosa por períodos cortos de tiempo (3-6 semanas) (Klimes y col, 1993) 

(Podolín y col, 1998) (Storlien y col, 1987). 

En este contexto Lombardo y col. (1996 b) demostraron en animales 

alimentados con DRS por un período prolongado de tiempo (15 semanas), 

que la sustitución parcial del tipo de grasa dietaria (aceite de maíz por aceite 

de hígado de bacalao) durante las 4 últimas semanas de experimentación, 

normaliza la dislipidemia y la homeostasis de la glucosa sin modificaciones 

en la insulinemia.  

Se han postulado diferentes mecanismos a través de los cuales los 

ácidos grasos n-3 ejercerían su acción. Estudios recientes sugieren que los 

ácidos grasos n-3 actuarían como mediadores importantes de los eventos 

nucleares que gobiernan la expresión de genes específicos involucrados en el 

metabolismo de los lípidos y la glucosa. Esta acción la realizarían vía 

factores de trascripción como el receptor activador de la proliferación de 

peroxisomas (PPARs) y la proteína que une al elemento regulador de 

esteroles-1 (SREBP-1c) (Jump, 2002). 

El factor de trascripción SREBPs tiene un rol importante sobre la 

expresión de genes que codifican para enzimas lipogénicas, promoviendo la 
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actividad de varias enzimas hepáticas como FAS y ACC. Los ácidos grasos 

polinosaturados n-3 disminuyen los niveles hepáticos de mRNA de SREBP-

1c y por consiguiente la forma madura de SREBP-1 en hígado, con la 

correspondiente disminución de los niveles de mRNA de enzimas lipogénicas 

y colesterogénicas (Xu y col, 1999).  

Otros autores (Neschen y col, 2002) (Halvorsen y col, 2001) han 

demostrado que el aceite de pescado n-3 dietario administrado a ratas, 

incrementa la capacidad oxidativa hepática a través de la habilidad para 

funcionar como ligando activador de los PPARα, y por este medio induciendo 

la trascripción de varias proteínas que codifican genes relacionados con la 

oxidación de ácidos grasos. 

Los ácidos grasos n-3 son también ligandos naturales de los PPARγ, 

moduladores claves de la homeostasis de lípidos, y así promueven la 

diferenciación adipocitaria y activan genes que codifican para proteínas 

relacionadas directamente con el metabolismo lipídico como aP2, LPL, etc 

(Walczak y Tontonoz, 2002).  

Además, estudios experimentales, sugieren que un mayor contenido 

de ácidos grasos polinosaturados (por ejemplo n-3) en la composición de 

ácidos grasos en los fosfolípidos de membrana de los tejidos “blanco” a la 

acción de la insulina (tales como, hígado, tejido adiposo, y músculo 

esquelético) son un factor crítico que influencia la acción biológica de la 

insulina (Ej. cambios en la fluidez de membranas, función de segundo 

mensajero del diacilglicerol, etc.) (Luo y col, 1996) (Clamp y col 1997) 

(Storlien y col, 1996). 

El efecto de los ácidos grasos n-3 para revertir las alteraciones 

producidas por la administración crónica de una DRS, ha sido escasamente 

estudiado en algunos tejidos (músculo, hígado) (Podolín y col, 1998) 

(Lombardo y col, 1996 b) (D’Alessandro y col, 2000) y menos aún en relación 

con el metabolismo del tejido adiposo. 
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De todo lo expuesto anteriormente y dado la importancia fisiológica 

del tejido adiposo y la complejidad de su metabolismo, en constante 

interacción con diferentes factores hormonales y nutricionales, este trabajo 

de tesis se propone evaluar la participación de dicho tejido en las distintas 

alteraciones endocrino-metabólicas presentes en el modelo experimental de 

hipertrigliceridemia y resistencia insulínica inducido por una ingesta crónica 

de una dieta rica en sacarosa. Para ello, los  

OBJETIVOS GENERALES del presente trabajo son:  

1. Analizar algunos mecanismos que relacionen cambios 

morfológicos, funcionales y moleculares del tejido adiposo en el modelo 

experimental de dislipidemia y resistencia insulínica inducido por la 

administración prolongada de una dieta rica en sacarosa, 

2. Determinar de que manera estos cambios contribuyen a la 

hiperglucemia, resistencia insulínica y dislipidemia, y 

3. Analizar si la sustitución parcial del tipo de ácidos grasos de la 

dieta (Aceite de maíz –rico en ácidos grasos n-6, por aceite de hígado de 

bacalao -rico en ácidos grasos n-3) contribuye a mejorar y/o revertir estas 

anormalidades metabólicas. 

De acuerdo a los objetivos generales propuestos y a las 

consideraciones globales y fundamentos sobre la importancia del tema a 

analizar, los  

OBJETIVOS ESPECÍFICOS propuestos son: 

• Evaluar algunas vías metabólicas involucradas en la regulación 

de la masa grasa que puedan influenciar el balance energético y contribuir a 

la hipertrofia celular del tejido adiposo. En particular se analizará: a) 

enzimas implicadas en la captación y síntesis de ácidos grasos, b) actividad 
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lipolítica basal y frente a estímulos, actividad antilipolítica de la insulina, c) 

captación de glucosa basal y frente al estímulo de insulina. 

• Analizar el rol de la leptina y adiponectina, explorando si 

cambios en estas adipocitoquinas (niveles plasmáticos y expresión génica) 

participan en la resistencia insulínica y adiposidad inducida por la ingesta 

de una dieta rica en sacarosa. 

• Evaluar los posibles efectos beneficiosos de la suplementación 

dietaria de ácidos grasos n-3 de origen marino sobre las alteraciones 

metabólicas anteriormente mencionadas. 
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MATERIALES Y METODOS 

I-Animales de experimentación y dietas 

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar C.F. provenientes de la 

Comisión de Energía Atómica (CNEA), Buenos Aires, Argentina; con un peso 

inicial de aproximadamente 180-200 g (adultos jóvenes). Desde su llegada al 

bioterio, los animales tuvieron libre acceso al agua y a una dieta estándar 

comercial de laboratorio (Ralton, Purina, St Louis, MO, USA) y fueron 

mantenidos en un ambiente climatizado (22 ± 1°C) con un ciclo de luz-

oscuridad de 12 horas (7-19 hs). Transcurrida una semana desde su arribo 

al laboratorio (período de aclimatación), los animales fueron divididos al azar 

en dos grupos: a) Control y b) Experimental.  

El grupo control recibió una dieta semisintética cuya fuente de 

hidratos de carbono fue almidón (62,5% p/p) (DC). El grupo experimental 

fue alimentado con la misma dieta semisintética con la única modificación 

en la fuente de hidratos de carbono: la sacarosa reemplazó al almidón 

(62.5% p/p) (DRS). En ambas dietas la fuente de grasa fue el aceite de maíz 

8% p/p (AM). 

Luego de 210 días de ingesta el grupo experimental DRS se dividió 

aleatoriamente en dos subgrupos: un subgrupo continuó con la dieta rica en 

sacarosa 62.5% p/p hasta el final de la experiencia (270 días), mientras que 

en el otro subgrupo se sustituyó la fuente de grasa de 8% AM por 7% aceite 

de hígado de bacalao (AHB: rico en ácidos grasos poliinsaturados n-3) más 

1% aceite de maíz (ver esquema experimental).  
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Los animales del grupo control continuaron con la DC hasta 

alcanzar los 270 días de ingesta. 

Las dietas control y DRS fueron balanceadas en colesterol, vitamina 

A y D presentes en la dieta DRS + AHB durante los últimos 60 días de 

experiencia. 

Esquema experimental  

 
                     DC 

                   0                                                                       270 días 
                                                                                    
 
                                                                        DRS 
                                                                                            270 días 
 
                   0   DRS                                  210       
            
                                                                 
                                                                                            270 días           
                                                                        DRS + AHB                           

 

Ambas dietas fueron preparadas semanalmente siguiendo las 

recomendaciones de la dieta AIN-93 M del Instituto Americano de Nutrición 

(Final Report of the American Institute of Nutrition Ad Hoc Writting 

Committee on the Reformulation of the AIN-76 A Rodent Diet) y se 

conservaron a 4°C. 

En la tabla 1 se describe la composición (% en peso y % en energía) 

de las dietas administradas. Las dietas son isocalóricas, proveen 

aproximadamente 16,24 Kjoule/100g de comida y fueron administradas “ad 

libitum” durante el período experimental. El aceite de hígado de bacalao 

(AHB) fue separado en alícuotas bajo corriente de nitrógeno, guardado a -

20°C e incorporado diariamente a la dieta descongelando las alícuotas 

necesarias de acuerdo al tamaño del lote de animales en experimentación. 
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Más detalles sobre la preparación, contenido y manejo de las dietas 

se han descripto previamente por nuestro grupo (Gutman y col, 1987). 

 

 

 

Tabla 1.  Composición de las dietas experimentales (% en peso y % en kJ).1 

 

DIETA DC DRS DRS + AHB 

  
(% en 
peso) 

(% en 
kJ) 

(% en 
peso) 

(% en 
kJ) 

(% en 
peso) 

(% en 
kJ) 

Almidón 62,5 64,1 -  -  

Sacarosa -  62,5 64,1 62,5 64,1 

Aceite de maíz 8 18,5 8 18,5 1 2,3 

AHB -  -  7 16,2 

Caseína libre de 
vitaminas 17 17,4 17 17,4 17 17,4 

Celulosa 7,5  7,5  7,5  

Mezcla de sales 2 

 

3,5  3,5  3,5  

Mezcla de vitaminas 3 1  1  1  

Metionina 0,3  0,3  0,3  

Cloruro de colina 0,2   0,2   0,2   

 

1Las dietas están basadas en las recomendaciones realizadas por el Instituto Nacional de la 
Nutrición, USA (dieta AIN-93 M). 

2Mezcla de sales basadas en la mezcla AIN-93 M-MX (en g/Kg de dieta). Carbonato de calcio, 
357,0; fosfato monobásico de potasio, 250,0; cloruro de sodio, 74,0; sulfato de potasio, 46,6; 
citrato de potasio monohidrato, 28,0; óxido de magnesio, 24,0; citrato férrico, 6,06; 
carbonato de zinc, 1,65; carbonato de manganeso, 0,63; carbonato cúprico, 0,30; yodato de 
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potasio, 0,01; selenato de sodio, 0,01025; para-molibdato de amonio, 0,00795; cromato de 
potasio, 0,275. 

3Mezcla de vitaminas basadas en la mezcla de AIN-93 M-VX (en g/Kg de dieta). Niacina, 
3,000; pantotenato de calcio, 1,600; piridoxina HCL, 0,700; tiamina HCL, 0,600; riboflavina, 
0,600; ácido fólico, 0,200; D-biotina, 0,020; vitamina B12, 2,500; vitamina E (500 UI/g), 
15,00; vitamina A (500.000 UI/g), 0,800; vitamina D3 (400.000 UI/g), 0,250; vitamina K, 
0,075. 

 

La composición centesimal de los ácidos grasos de los aceites de 

maíz e hígado de bacalao y la respectiva mezcla utilizada fueron analizados 

por cromatografía gaseosa con columna D.E.G.S. (Dietilen glicol succinato) 

15% sobre Chromosorbw AW 80/100 (detector de ionización de llama –

Hewlett Packard HP 5890 A-). La misma puede observarse en la tabla 2. Las 

muestras fueron previamente derivatizadas (transesterificadas a ésteres 

metílicos mediante calentamiento a reflujo durante 8 horas en una solución 

de 5% de HCl(g) en metanol anhidro). Los ácidos grasos fueron identificados 

por el tiempo de retención en comparación con estándares conocidos. Estas 

determinaciones fueron realizadas en el Departamento de Química Orgánica 

(IPNAYS) de la Facultad de Ingeniería Química de la Universidad Nacional 

del Litoral. 

El peso de cada animal fue registrado dos veces por semana durante 

el transcurso de la experiencia. En un experimento en paralelo, utilizando 

un número adecuado de animales en cada lote, se determinó dos veces por 

semana la ingesta energética y la ganancia de peso. 
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Tabla 2. Composición de ácidos grasos (% del total de ácidos grasos) de las 

diferentes fuentes de grasa.a       

 
ACIDOS GRASOS b   AM c AM + AHB d

14:0 trazas 4,1 
16:0 10,4 12,8 

16:1 n-7 - 9,5 
18:0 2,6 2,8 

18:1 n-9 32,1 26,0 
18:2 n-6 51,5 9,0 
18:3 n-3 0,4 - 

20:0 0,4 0,9 
20:1 n-9 1,6 12,0 
20:4 n-3 - 3,1 
20:5 n-3 - 9,0 
22:5 n-3 - 0,5 
22:6 n-3 - 8,1 

Total   
Saturados 13,4 20,6 

Monoinsaturados 33,7 47,5 
Polinosaturados n-6 51,5 9,0 
Polinosaturados n-3 0,4 20,7 

Relación Polinosat./Saturados 3,87 1,44 
Relación n-3/n-6 0,008 2,30 

 
a Composición de ácidos grasos del aceite de hígado de bacalao (% del total de ácidos 
grasos): 14:0 4,7; 16:0 12,8; 16:1 n-7 10,8; 18:0 3,0; 18:1 n-9 25,0; 18:2 n-6 2,6; 18:3 n-3 
trazas; 20:0 0,9; 20:1 n-9 13,7; 20:4 n-3 3,5; 20:5 n-3 10,3; 22:5 n-3 0,6; 22:6 n-3 9,3. 
Relación Polinosaturados/Saturados: 1,23. Relación n-3/n-6: 9,11. 
b Otros ácidos grasos menores se han excluido. 
c Aceite de maíz (AM) Mazola (Best Foods, Canadá, Starch, Montreal, Que., Canadá). 
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d Incluye 1% p/p AM y 7% p/p aceite de hígado de bacalao (AHB) (MP Biomedicals, Inc. 
Ohio). 

 

 

 

 

 

II- Obtención de muestras de sangre y tejidos: 

Finalizado el período experimental, los animales fueron pesados y 

anestesiados en forma intraperitoneal con pentobarbital sódico (60 mg/Kg 

de peso corporal) y las experiencias se llevaron a cabo entre las 8 y 10hs, a 

excepción de aquellos destinados a la experiencia de la clamp euglucémica-

hiperinsulinémica y a la perifusión de páncreas, en los cuales se procedió 

como se detalla más adelante. 

-Las muestras de sangre fueron extraídas de la vena cava inferior, colocadas 

en tubos de centrífuga (con o sin anticoagulante, según el ensayo) 

previamente enfriados a temperatura del N2 líquido y centrifugadas en 

centrífuga refrigerada a 4°C. El plasma o suero obtenido se procesó en el 

momento o se conservó a -20°C hasta su procesamiento (dentro de los tres 

días siguientes o no mayor a una semana). Estas muestras se utilizaron 

para cuantificar los niveles de glucosa, triglicéridos, ácidos grasos no 

esterificados, leptina, adiponectina e insulina.  

-Los tejidos adiposos fueron obtenidos inmediatamente después de la 

extracción de sangre y de acuerdo a la técnica a realizarse, se utilizaron de 

inmediato (aislamiento de adipocitos, etc.) o fueron congelados a la 

temperatura de nieve carbónica utilizando una pinza de Wollemberger 

(Wollemberger y col, 1960) previamente enfriada a dicha temperatura. Así 

congelados fueron pulverizados en un mortero con nieve carbónica y 
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transferidos a tubos crioscópicos donde se conservaron a la temperatura de 

N2 líquido hasta su procesamiento. 

-Los islotes pancreáticos fueron aislados por digestión con colagenasa y 

colectados bajo microscopio estereoscópico, como se indica en detalle en el 

item III-5. 

 

 

III- Procedimientos experimentales: 

Métodos Analíticos 

III-1) Determinaciones séricas: 

Glucosa:  

Fue dosada por el método espectrofotométrico basado en el sistema 

enzimático glucosa oxidasa-peroxidasa de acuerdo a Bergmeyer (1974). Los 

resultados se expresan como mmol/L. 

Triglicéridos: 

Cuantificados por método espectrofotométrico de acuerdo a la 

técnica descripta por Laurell (1966). Brevemente, se extraen los lípidos 

utilizando como solvente no polar una mezcla de éter isopropílico/etanol 

(95:5 v/v) al tiempo que se extraen los fosfolípidos con ácido silícico. Los 

triglicéridos contenidos en el sobrenadante se someten a hidrólisis alcalina 

con una mezcla de OHK/ etanol (0.5/9.5 v/v). El glicerol liberado se recoge 

por adición de una solución acuosa – H2SO4 0.6 N – eliminándose los ácidos 

grasos liberados por aspiración de la capa orgánica. Finalmente el glicerol 

liberado se oxida a formaldehído al reaccionar con ácido peryódico. El exceso 

de este último se elimina con arsenito de sodio. El formaldehído reacciona 

con el ácido cromotrópico en medio sulfúrico y en caliente para dar un 
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cromóforo violeta cuya intensidad se mide a 570 nm. Se utilizó como 

estándard trioleína (SIGMA – 99% pureza). Los resultados se expresan como 

mmol/L. 

Ácidos grasos no esterificados: 

Se cuantificaron a través del método espectrofotométrico que emplea 

acilCoA sintetasa en presencia de ATP, cationes Mg y CoA para 

transformarlos, en una primera etapa, en acilCoA. En una segunda etapa, 

éste es oxidado por la acilCoA oxidasa con producción de peróxido de 

hidrógeno. El mismo en presencia de peroxidasa permite la formación de un 

producto de condensación oxidativa con un máximo de absorción a 550 nm 

cuya intensidad de color resulta proporcional a la cantidad de ácidos grasos 

presentes en la muestra. Se utilizó para esta determinación el kit enzimático 

comercial WACO NEFA-C (Wako Chemicals USA Inc., Richmond, Virginia, 

USA). Los resultados se expresan como µmol/L. 

Insulina: 

La insulina inmunorreactiva (IRI) fue dosada por el método 

propuesto por Herbert y col. (1965) utilizando como estándard insulina de 

rata (Novo Denmark). La sensibilidad fue de 0.5 µU/ml, con un coeficiente 

de variación (CV) intra-ensayo de 8.7%, 6.2% y 5.1% para los rangos de 

determinación de 1-5, 5-10 y 10-50 µU de insulina/ml respectivamente y 

coeficientes de variación inter-ensayo de 6.6%, 5.0% y 5.2% para dichos 

rangos. Los resultados se expresan como pmol/L. 

Leptina y Adiponectina: 

Se determinaron por radioinmunoensayo (Linco, Clinisciences, 

Montrouge, France). Este método utiliza un antisuero específico para el 

antígeno en estudio (Leptina ó Adiponectina) y el antígeno marcado 

radioactivamente con 125Iodo. Una curva estándar se construyó con 

concentraciones crecientes del estándar de antígeno no marcado y a partir 
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de ésta curva, la concentración de antígeno en muestras incógnitas pudo ser 

calculada. 

Los resultados se expresaron como ng/ml para leptina y μg/ml para 

adiponectina. 

III-2) Capacidad de utilización de la glucosa por los tejidos “in vivo”. 

Clamp euglucémica-hiperinsulinémica: 

Esta técnica fue utilizada con el fin de determinar la sensibilidad 

insulínica periférica global como una medida de la resistencia insulínica. 

La misma consiste en una infusión simultánea por vía endovenosa 

de insulina a una velocidad constante y glucosa a velocidad variable con 

objeto de mantener la euglucemia. Bajo estas condiciones de 

hiperinsulinemia la producción hepática de glucosa se encuentra inhibida y 

la secreción basal de insulina no se modifica bajo la infusión de insulina 

exógena. El músculo esquelético capta aproximadamente el 85-90% de la 

glucosa total metabolizable (Mandarino, 1989). El hígado y el tejido adiposo 

juegan un rol mínimo en la utilización (Burnol y col, 1984). En esta 

situación, la masa de glucosa exógena perfundida equivale a la cantidad de 

glucosa utilizada por los tejidos periféricos. Al mantener el nivel de glucosa 

en un valor clampeado luego de la administración de insulina, no solamente 

se previene reacciones hipoglucémicas sino que no ocurre la compleja 

respuesta neuroendocrina que sobreviene a la misma. 

La clamp euglucémica-hiperinsulinémica fue realizada de acuerdo a 

la metodología propuesta por De Fronzo y col (1979) y utilizada en distintos 

trabajos de nuestro grupo (D´Alessandro y col, 2000). 

Brevemente, las ratas ayunadas durante un período de 5 horas 

fueron anestesiadas y se les colocó una cánula en la vena yugular derecha, a 

través de la cual se extrajeron muestras de sangre para la determinación de 

los niveles de glucosa e insulina durante el transcurso de la experiencia. La 
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vena yugular izquierda se canalizó con cánula de doble entrada, 

infundiéndole por una de ellas insulina (0.8 U/Kg hora) a velocidad 

constante  durante dos horas, por medio de una jeringa de infusión. En toda 

la experiencia la glucemia fue mantenida en su nivel basal (5.5-6.0 mM, 

euglucemia) por medio de una infusión de una solución de glucosa 20% 

(p/v) a velocidad variable usando una bomba peristáltica (Sage Instruments 

model 355) conectada a la segunda entrada de la cánula. La infusión de 

glucosa comenzó a los 5 minutos posteriores a la iniciación de la infusión de 

insulina. 

Previo a comenzar la infusión se extrajo sangre de la vena yugular 

derecha (tiempo cero), continuando con extracciones a intervalos de 3-5 

minutos durante la primer hora y entre 5-7 minutos en la segunda hora de 

experiencia, determinándose la glucemia utilizando el equipo Accu-Chek 

Sensor Confort (Roche). 

La velocidad de infusión de glucosa (VIG) en el estado estacionario 

(durante la segunda hora de la clamp) fue considerada como la velocidad de 

captación periférica global de glucosa y fue expresada como mg glucosa/ 

(Kg.minuto). El hematocrito medido al comienzo y al final de la experiencia 

se mantuvo constante. 

III-3) Determinaciones en tejido adiposo epididimal: 

III-3.1 Aislamiento de adipocitos de tejido epididimal: 

Una vez extraído el tejido adiposo epididimal, se lavó rápidamente 

en solución salina tibia (NaCl 0,9 g% a 37ºC), se secó con papel absorbente y 

se pesó. Las porciones distales de cada epidídimo se cortaron en trozos. En 

aproximadamente 0,2 gramos de tejido, se determinó el contenido lipídico 

total de acuerdo a la técnica propuesta por Folch y col. (1957).  

Para el aislamiento de adipocitos se utilizó la metodología indicada 

por Rodbell (1964). Brevemente, alrededor de un gramo de tejido epididimal 
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se colocó en un erlenmeyer de 25 ml conteniendo 3 ml de buffer Krebs-

Henseleit fosfato (pH=7,4) adicionado de: Ca+2 1,25 mM, glucosa 5,5 mM, 

albúmina sérica bovina esencialmente libre de ácidos grasos (fracción V) 40 

mg/ml y colagenasa aislada del Clostridium histolyticum (específica para el 

aislamiento de adipocitos) 1 mg/ml, a 37ºC. La digestión se realizó en un 

agitador metabólico tipo Dubnoff a 37ºC durante 1 hora, con una agitación 

de 60-80 giros/minuto. La liberación de células se puso de manifiesto con 

un incremento en la turbidez del medio de incubación. Finalizado el tiempo 

de incubación, las células grasas se separaron del estroma y de los vasos 

sanguíneos por filtración a través de una malla de nylon, presionando 

suavemente sobre una varilla de vidrio. La suspensión de células obtenidas 

se centrifugó durante un minuto a 400xg, de esta manera los adipocitos 

flotan en la superficie mientras que las células vasculares y del estroma 

(capilares, macrófagos, mastocitos y células epiteliales) sedimentan. 

Finalizada la centrifugación, los adipocitos fueron removidos 

cuidadosamente por aspiración y lavados por resuspensión en 

aproximadamente 6 ml del buffer descripto anteriormente, a 37ºC y sin 

adición de colagenasa, con posterior centrifugación (1 minuto a 400xg). Este 

procedimiento de lavado se repitió dos veces. 

Las gotas de grasa provenientes de la rotura de los adipocitos, que 

se dirigen más rápidamente hacia la superficie que las células grasas, se 

eliminaron por aspiración luego de una suave agitación de la suspensión 

celular. 

Una vez concluidos los lavados correspondientes, las células grasas 

se resuspendieron en un volumen adecuado de buffer Krebs-Henseleit 

fosfato (pH = 7,4) con Ca+2 1,25 mM, glucosa 5,5 mM y albúmina sérica 

bovina (fracción V) esencialmente libre de ácidos grasos 40 mg/ml a 37ºC, 

para obtener una suspención final de aproximadamente 1x105 células/ml. 
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III-3.2 Determinación del diámetro, área y volumen promedio de los 

adipocitos aislados: 

Los métodos más utilizados para la determinación del tamaño de los 

adipocitos incluyen: 

1) Examen microscópico de preparaciones fijas de secciones delgadas 

del tejido intacto. 

2) Determinación electrónica del tamaño celular de adipocitos aislados 

del tejido fijado previamente con tetróxido de osmio. 

3) Examen microscópico de preparaciones frescas de células aisladas 

por digestión por colagenasa. 

Este último, la determinación directa de la distribución de los 

diámetros de adipocitos coloreados aislados con colagenasa, requiere un 

equipamiento mínimo y permite determinar los diámetros celulares en forma 

rápida y precisa. Este método, propuesto por Di Girolamo y col (1971), fue 

utilizado por nuestro grupo en trabajos previos (Soria y col, 2001), 

detallándose brevemente a continuación: 

A 1 ml de la suspención celular (obtenido según lo descripto en el 

ítem anterior) se le agregaron 2-3 gotas de una solución acuosa de Azul de 

Metileno al 1%. Una alícuota de esta suspención de células grasas teñidas se 

ubicó en un portaobjetos y se examinó al microscopio. Los diámetros de los 

adipocitos aislados se midieron con un aumento de 400X, utilizando un 

ocular graduado provisto con una escala con intervalos regulares de 2,5μ 

cada uno. 

Las células grasas se reconocieron por su forma esférica, su núcleo 

teñido con uno o dos nucleolos y su citoplasma coloreado. Las células se 

enfocaron en la escala calibrada y, ubicando el plano ecuatorial de las 

mismas, se determinó el diámetro de cada una de ellas. Se recopilaron los 
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diámetros celulares en clases cuyos puntos medios son múltiplos sucesivos 

de 2,5μ, construyendo de esta manera un histograma de frecuencia de 

diámetros celulares. 

La medición y el agrupamiento de 100 células grasas 

correspondientes a cada epidídimo analizado fueron realizados por un único 

observador, durante 15-20 minutos. Este período de tiempo es crítico, 

debido a que las células comienzan a deformarse cuando el mismo se 

prolonga, en cuyo caso debe utilizarse un nuevo preparado celular. A partir 

de estos datos se calculó el diámetro celular medio (DCM) y su varianza (S2). 

Cuando los diámetros obtenidos se dispusieron según una 

distribución normal, se empleó para el cálculo del volumen celular medio 

(VCM) la fórmula propuesta por Goldrick (1967): 

VCM = /6 (3S2 + DCM 2) DCM, 

donde:                         = 3,1416, 

                               DCM = diámetro celular medio, 

y                                 S2  = varianza del diámetro celular medio. 

Estas fórmulas consideran al sesgo que se produce cuando se 

grafica el cuadrado y el cubo de una variable normalmente distribuida y 

proveen, en cada caso, una mejor estimación que el cuadrado y el cubo del 

diámetro medio. 

Si los diámetros obtenidos no se disponen según una distribución 

normal, el VCM se obtiene promediando los volúmenes correspondientes a 

los distintos diámetros mediante las fórmulas: 

VCM = Σ niVi/n, 

donde:                   Vi = volumen correspondiente al diámetro Xi, 
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                             ni = frecuencia correspondiente al diámetro Xi, 

y                           n = número total de diámetros medidos (n=100). 

III-3.3 Determinación del contenido lipídico celular medio. 

Se realizó la estimación del contenido lipídico celular medio (CLCM) 

en base a las siguientes suposiciones: 

• Las gotas de lípido asumen una configuración esférica en las 

células grasas, de manera tal que la determinación del diámetro transversal 

de la célula representa esencialmente el diámetro de la gota lipídica (Di 

Girolamo y col, 1971); y 

• La densidad lipídica intracelular es similar a la de la trioleína: 

0,915 (Di Girolamo y col, 1971, Sinnett-Smith y Waddington, 1992) 

De esta  manera: CLCM = VCM x δTO; donde δTO es la densidad de 

la trioleína. 

III-3.4 Determinación de la celularidad del tejido adiposo epididimal. 

Si bien en distintos tejidos, la celularidad puede ser determinada 

por su contenido de ADN, esto no es del todo conveniente en el tejido 

adiposo debido a que, aún cuando los adipocitos son los constituyentes 

principales del tejido, las células del estroma representan la fuente más 

importante de material nuclear extractable. 

Por esto, la estimación del número de células grasas en el epidídimo 

se obtuvo dividiendo el contenido lipídico total del tejido (CLT) por el 

contenido lipídico celular medio (CLCM), suponiendo que todo o casi todo el 

lípido contenido en el tejido adiposo es intracelular (Di Girolamo y col, 1971). 

Para determinar el CLT del tejido adiposo se realizó una extracción 

de los lípidos totales homogeneizando una porción del tejido con una mezcla 

cloroformo/metanol (2/1 v/v) en un homogeneizador del tipo Potter-



 
 
 
 
Facultad de Bioquímica y Cs. Biológicas – UNL 

 
 

 

 
Doctorado en Ciencias Biológicas – Andrea S. Rossi 

 

49

Elvenhjen, procediendo de acuerdo al método propuesto por Folch y col 

(1957). Considerando que los triglicéridos son la fracción constitutiva más 

importante de los lípidos adipocitarios, se determinó su concentración en el 

extracto lipídico, dosando el glicerol liberado luego de la saponificación de 

los mismos. 

Aunque la metodología empleada en los ítems III-3.2, III-3.3 y III-

3.4 está sujeta a las limitaciones impuestas por el uso de ciertas 

suposiciones, es importante destacar algunos aspectos valiosos de la misma: 

a) La estimación del número total de células grasas presenta límites de 

confianza en el nivel 95% de ± 5 a 10%. 

b) El muestreo es representativo de la población celular original en el 

tejido debido a que se emplea un gran número de células aisladas 

cuidadosamente homogeneizadas. 

c) Permite cuantificar el grado de dispersión del tamaño celular en una 

población determinada y, dado que la heterogeneidad es un atributo 

natural importante de la población celular, posibilita incorporar un 

elemento más al análisis de la misma. 

III-3.5 Determinación del número de adipocitos en la suspensión 

celular. 

Se utilizó una metodología similar a la detallada para la 

determinación del número de células grasas en el tejido adiposo descripta en 

el ítem anterior. En una primera etapa se procedió a cuantificar el contenido 

lipídico por ml de suspención celular (CL/ml SC), para lo cual se extrajeron y 

purificaron los lípidos totales de una alícuota de la suspención, de acuerdo 

con lo descripto por Folch y col (1957), y se determinó finalmente la 

concentración de triglicéridos por ml de suspención. 
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La estimación del número de células por ml de suspención se 

obtuvo dividiendo el CL/ml SC por el CLCM. 

Fue necesaria una manipulación cuidadosa en cada uno de los 

pasos involucrados tanto en la preparación como en la utilización de la 

suspención celular a fin de que los triglicéridos dosados en la misma reflejen 

solamente los triglicéridos celulares de adipocitos intactos, y por ende, 

fisiológicamente activos, y no sea significativo el aporte de triglicéridos 

provenientes de la rotura de los mismos. 

 

III-3.6 Determinación de la lipólisis basal e inducida en adipocitos 

aislados. 

Se colocaron alícuotas de la suspención celular (aprox. 1 x 105 

células/ml) obtenida de acuerdo con lo descripto anteriormente, en 

recipientes de vidrio siliconizados determinándose en paralelo lipólisis basal 

(a tiempo 0 y 60 minutos) y lipólisis inducida para cada una de las muestras 

analizadas.  

Los adipocitos fueron incubados en buffer Krebs-Henseleit fosfato 

(pH=7,4) adicionado de Ca+2 1,25 mM, glucosa 5,5 mM y albúmina sérica 

bovina (fracción V) esencialmente libre de ácidos grasos 40 mg/ml y en el 

caso de la lipólisis inducida, con (-) - isoproterenol (N-isopropil-

noradrenalina, agonista β-adrenérgico) en una concentración de 1x10-6M. La 

incubación se realizó durante una hora a 37ºC, en un agitador metabólico 

(60 ciclos/minuto), bajo una atmósfera de O2:CO2 (95%:5%). Finalizado el 

tiempo de incubación, se extrajo una alícuota del medio infranadante libre 

de células grasas y se procedió inmediatamente a su desproteinización, con 

ácido perclórico 1 N. La mezcla se agitó vigorosamente y luego se centrifugó 

15 minutos a 3000 rpm. En el sobrenadante obtenido, se determinó la 

cantidad de glicerol liberado por la suspención celular al medio de 

incubación utilizando el método fluorométrico de Davidson y Karjala (1970). 
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Este método se basa en la medida fluorométrica del  NADH2 que se forma 

cuando el glicerol es oxidado por la enzima glicerol dehidrogenasa. Las 

experiencias fueron realizadas por duplicado. 

Brevemente, 1 ml del sobrenadante ya desproteinizado, se incubó a 

temperatura ambiente por 90 minutos con una mezcla de reacción 

conteniendo 6 mg de NAD+ y 0,1 U de glicerol dehidrogenasa (1 unidad de 

glicerol dehidrogenasa oxida 1 µmol de glicerol a dehidroxiacetona por min. a 

25ºC a pH 10) en un volumen total de 4 ml de buffer glicina 0,05 M, pH 9.5 

(Davidson y Karjala, 1970). Se midió la fluorescencia producida por el 

NADH2 con filtros de excitación a 350 nm y de emisión a 465 nm. 

III.3.7 Acción antilipolítica de la insulina 

En el estudio de la acción de la insulina sobre la lipólisis deben 

considerarse: 

1- que la velocidad de lipólisis espontánea de los adipocitos 

provenientes del tejido epididimal de ratas normales es muy baja y por lo 

tanto es difícil detectar el efecto antilipolítico de la insulina. En consecuencia 

en experiencias donde se desea estudiar la acción antilipolítica de la 

hormona, es necesario estimular la lipólisis con agonistas β adrenérgicos 

para poder cuantificar la inhibición de la lipólisis mediada por la insulina 

(Green y Newsholme, 1979) (Reaven y col, 1989). 

2- Además, de acuerdo con los trabajos de Hoffman y col (1981), 

Fredholm (1981) y Schwake y col (1975), la adenosina liberada 

espontáneamente por los adipocitos es un inhibidor potente y eficaz de la 

lipólisis. Para contrarrestar este efecto, se agrega al medio de incubación 

adenosina deaminasa, que convierte la adenosina en inosina. De esta 

manera, la presencia de la enzima asegura una concentración de adenosina 

baja y constante durante el período de incubación, permitiendo que las 

condiciones de ensayo sean realmente reproducibles (Green y Newsholme, 

1979) (Reaven y col, 1989). 
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En base a lo expuesto, para determinar la actividad antilipolítica de 

la insulina, se llevaron a cabo ensayos en paralelo donde alícuotas de la 

suspensión de adipocitos fueron incubadas durante 1 hora a 37ºC en buffer 

Krebs-Henseleit fosfato (pH: 7,4) adicionado de Ca+2 1,25 mM, glucosa 5,5 

mM y albúmina sérica bovina (fracción V) esencialmente libre de ácidos 

grasos 40 mg/ml, isoproterenol 10-7 M (Reaven y col, 1989) (Luo y col, 1992) 

y adenosina deaminasa 1U/ml (Reaven y col, 1989) (Londos y col, 1985) en 

ausencia o presencia de 1,7 nM de insulina. La incubación se realizó en un 

agitador metabólico (60 ciclos/minuto), bajo una atmósfera de O2:CO2 

(95%:5%). Finalizado el tiempo de incubación, se extrajo una alícuota del 

medio infranadante libre de células grasas y se procedió a determinar el 

glicerol liberado por el método fluorométrico de Davidson y Karjala (1970) 

descripto en el ítem anterior. 

III-3.8 Determinación de la actividad glucosa-6-fosfato dehidrogenasa: 

De acuerdo con lo descripto por Cohen y col. (1972), un trozo de 

tejido adiposo epididimal lavado con solución salina (NaCl 0,9%) fría (0-4ºC), 

fue secado cuidadosamente y pesado. El tejido fue homogeneizado durante 2 

minutos en baño de hielo, utilizando un homogeneizador de tipo Potter-

Elvehjem previamente enfriado, en un medio compuesto por sacarosa 0,2 M; 

trietanolamina-HCl 20 mM pH=7,5; ditiotreitol (DTT) 1 mM y EDTA disódico 

en una proporción 25% peso/volumen. El homogeneizado se centrifugó 

durante 20 minutos en una centrífuga refrigerada a 15.000 rpm. La capa 

lipídica superior fue removida cuidadosamente y se procedió a cuantificar la 

actividad glucosa-6-fosfato dehidrogenasa en el extracto acuoso obtenido de 

acuerdo al método descripto por Löhr y Waller (1963) cuyo fundamento es el 

siguiente: 

GLUCOSA-6-P + NADP+      G-6-PDH       6-FOSFOGLUCONATO + NADPH + H+ 
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donde la velocidad de formación de NADPH a 340 nm, expresada en 

µmol/minuto, representa la actividad enzimática de la Glucosa-6-fosfato 

Dehidrogenasa 

La actividad específica de la enzima fue calculada utilizando la 

siguiente ecuación: 

 

Actividad específica (µmol/min.mg de proteína) =  ΔE  x     V      x Cproteínas-1 

                                                              Δt     ε x d x v 

donde: 

ΔE/ Δt  = variación de la extinción respecto del tiempo (minuto-1) 

 ε = coeficiente de extinción (cm2/µmol) correspondiente a la λ usada 

(para λ = 340 nm, ε = 6,22) 

 d = paso de luz (cm) 

 V = volumen de ensayo (ml) 

 v = volumen de muestra usada en el ensayo (ml) 

 Cproteínas = concentración de proteínas en el extracto analizado 

(mg/ml) 

La concentración de proteínas en el extracto se determinó por el 

método propuesto por Lowry y col. (1951). 

III-3.9 Determinación de la actividad lipoproteína lipasa en tejido 

adiposo: 

Se utilizó la técnica descripta por Hidalgo y col. (1994). Brevemente 

un trozo de tejido epididimal fue adicionado de buffer tris (hidroximetil) 

aminometano (Tris)-HCl 0,2 mM pH=8,2 a 4 ºC, en una proporción de 0,2 

g/ml, y homogeneizado en un homogeneizador Potter-Elvehjen a dicha 
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temperatura. A una alícuota del homogeneizado se agregó suero inactivado 

por calentamiento a fin de favorecer la precipitación de proteínas y realizar la 

preparación del polvo de acetona. Esta última consiste en una doble 

extracción con acetona (-20ºC) (proporción 1:6) y una doble extracción con 

éter dietílico (-20ºC) en la misma proporción mencionada anteriormente. El 

precipitado obtenido (polvo de acetona) fue llevado a sequedad bajo corriente 

de N2 (1 hora a 4ºC).  

El polvo de acetona fue resuspendido en buffer NH4OH-NH4Cl 0,05 

M pH=8,1 en ausencia y en presencia de NaCl 2M. Alícuotas de dicha 

suspensión fueron incubadas en un medio constituido por: trioleína (5,66 

μmol/ml), lecitina (0,3mg/ml), albúmina sérica bovina (1g/100ml), buffer 

Tris-HCl pH=8 (172,4 mM), suero inactivado de rata (8,33%) durante 1 hora 

a 37ºC, en un baño Dubnoff con agitación. Finalizado el período de 

incubación, la reacción es detenida por el agregado de una mezcla SO4H2 

1N: n-heptano: alcohol isopropílico (0,1/1/4 – v/v/v) de acuerdo a la técnica 

descripta por Dole y Meinertz (1960). Los ácidos grasos liberados bajo las 

condiciones del ensayo se distribuyen en la fase superior no polar. Una 

alícuota de dicha fase es titulada con OHNa en presencia de azul de timol 

como solución indicadora, bajo corriente de N2. Concentraciones conocidas 

de ácido palmítico recristalizado y disuelto en heptano fueron utilizadas 

como estándar. La actividad lipoproteína lipasa (LPL) se determinó 

sustrayendo la actividad lipolítica no específica (determinada en presencia de 

NaCl 2M) de la actividad lipolítica total (determinada en ausencia de NaCl 

2M). Los resultados se expresaron como pKatal (pmol/seg). 

III-3.10 Determinación de la actividad de la enzima sintetasa de 

ácidos grasos 

Un trozo de tejido adiposo fue homogeneizado a 0-4ºC en un buffer 

conteniendo sacarosa 0,25 M, DTT 1mM y EDTA 1Mm, pH=7,4 y 

centrifugado a 100.000 x g durante 1 hora a 4ºC para obtener la fracción 

citosólica. La actividad enzimática de la sintetasa de ácidos grasos (FAS) fue 
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determinada inmediatamente a través de la oxidación de NADPH 

dependiente de malonil-CoA a 37ºC de acuerdo a la técnica descripta por 

Agheli y col (1998). El medio de reacción utilizado fue: fosfato de potasio 

100mM, pH=7,0, EDTA 100 μM, DTT 1 mM, NADPH 125 μM, acetil-CoA 25 

μM y malonil-CoA 50 μM.  

Una unidad de actividad enzimática representa 1 μM de NADPH 

oxidado por minuto a 37ºC. Los resultados se expresaron como mU/g tejido 

adiposo y como mU/mg proteína.  

 

 

III-3.11 Determinación de la actividad de la enzima acetil-CoA 

carboxilasa (ACC) 

El método utilizado, descripto por Halestrap y Denton (1973), se 

basa en la incorporación del (14C) bicarbonato en malonil-CoA. Brevemente, 

la extracción de la enzima se realizó homogeneizando el tejido adiposo a      

0-4ºC con un buffer fosfato de potasio 100 mM pH=7,3, conteniendo EDTA 2 

mM y glutation reducido (GSH) 5 mM. El homogeneizado fue 

inmediatamente centrifugando a 1500 x g por 1 minuto para remover la 

grasa y los detritos celulares.  

En el infranadante removido con una jeringa se cuantificó la 

actividad enzimática. A los 5 minutos de realizada la extracción se cuantificó 

la actividad inicial de la acetil-CoA carboxilasa. Para obtener la actividad 

total, se incubó previamente una alícuota del infranadante con citrato de 

potasio 20 mM a 30ºC por 30 minutos.  

El ensayo se inició agregando 50 μl del infranadante a 0,45 ml de 

un medio conteniendo tris HCl 100 mM pH=7,4, ATP 5 mM, MgCl2 10 mM, 

EDTA 0,5 mM, GSH 1 mM, KH14CO3 15 mM (radioactividad específica 
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aproximada: 0,4 μCi/μmol) y acetil-CoA 0,15 mM. Se incubó 3 minutos a 

30ºC y se detuvo la reacción mediante el agregado de 0,1 ml HCl 5M. Una 

alícuota de 0,4 ml se evaporó hasta sequedad en un vial de centelleo a 85ºC. 

El residuo se disolvió en agua (0,2 ml) y se midió la radioactividad en un 

contador de centelleo.  

Los resultados se expresaron como mU/mg proteína, mU/g tejido 

húmedo, mU/106 células y mU/órgano total. 

III-3.12 Determinación de la actividad de la enzima málica (ME) 

Se utilizó el método de Wise y Ball (1964). Brevemente, el tejido 

adiposo (20% peso/vol) fue homogeneizado a 0-4ºC en una solución de 

sacarosa 0.25 M y luego centrifugado a 40.000 x g durante 10 minutos a 0-

3ºC. La actividad enzimática se determinó midiendo la formación de 

NADPH en el sobrenadante acuoso a 340 nm y a 37ºC según: 

L-malato + NADP+          ME        piruvato + CO2 + NADPH2+ 

Los cambios de absorbancia se midieron durante 15-75 segundos 

luego de la adición del malato. Los resultados fueron expresados como mU/g 

tejido húmedo y como mU/mg proteína.  

III-3.13 Captación de glucosa por el adipocito 

Dos análogos de glucosa diferentes se utilizan para medir su 

captación en adipocitos. La 2-D-glucosa es captada y fosforilada por las 

células mientras que la 3-O-metilglucosa también es captada pero no puede 

seguir siendo metabolizada, de manera que rápidamente su concentración se 

equilibra a través de la membrana celular. Se ha establecido que en el 

adipocito, 2-D-glucosa y 3-O-metilglucosa son captadas por el mismo 

sistema de transportadores (Olefsky, 1978). 

En el presente trabajo de tesis se cuantificó la captación de glucosa 

por los adipocitos utilizando la 3-O-metilglucosa marcada. Los adipocitos 
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fueron aislados según la técnica de Rodbell previamente descripta en el ítem 

III-3.1. 

Se incubaron 50 µl de la suspención celular a 37ºC con 20 µl de una 

mezcla de 3-O-metilglucosa marcada (concentración final: 0,1 mM, 0,2 

µCi/ml) y glucosa no marcada. La captación es terminada a los 2-4 

segundos agregando 400 µl de phloretin 0,1 mM. Posteriormente, una 

alícuota de 400 µl de ésta mezcla, se colocó sobre 100 µl de aceite de 

silicona, contenidos en tubos de centrífuga eppendorf, para ser 

centrifugados por 30 segundos. La capa celular, que luego de la 

centrifugación se halla sobre la capa de aceite de silicona, se coloca en viales 

de centelleo para medir su radioactividad.  

En las experiencias en donde se estudió el efecto estimulante de la 

insulina, las células se preincubaron con una concentración máxima efectiva 

de insulina (10nM) por 30 minutos a 37ºC. La cantidad de azúcar atrapada 

en el espacio extracelular se determinó usando (3H) inulina, siendo éste 

factor sustraído del valor de captación total para poder determinar sólo la 

captación mediada por trasportadores (Ciaraldi, 1989). 

III-3.14 Ob ARNm y adiponectina ARNm 

Preparación del ARN total: 

El ARN total del tejido adiposo se extrajo a partir de homogeneizados 

de muestras del tejido graso de acuerdo a las instrucciones del kit comercial 

RNA plus kit (Bioprobe system, Montreuil Sous-Bois, France). La 

concentración de ARN de cada muestra se calculó a partir de la medida de 

absorbancia y su pureza a través de la relación 260/280. Las muestras de 

ARN total fueron conservadas a –80ºC hasta la cuantificación de los mRNAs 

correspondientes. 

Real-time RT-PCR: 
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Para la cuantificación relativa de mRNAs se realizó un ensayo de 

Real-time, two-step RT-PCR. Los primers específicos fueron diseñados por 

TIB Mol-Biol Syntheselabor (Berlín, Alemania). Las secuencias específicas 

para primers y sondas de ratas usadas, fueron las siguientes: ob forward, 

ATTTCACACAAgCAgTCggTAT; ob reverse, gAAgCCCgggAATgAAgT; sonda ob, 

6FAM-CgCCAggCAgAgggTCACCg XT-PH; adiponectin (APM) forward, 

CCAAggAAACTTgTgCAggTT, APM reverse, CgCTCCTgTCATTCCAgCA, sonda 

APM, 6FAM-ATACCgggCCgTgATggCAgAgAT—TMR 

El cDNA fue sintetizado a partir de 1 μg de RNA total de tejido 

adiposo en 10 μl de volumen de reacción usando random hexámeros y 

transcriptasa reversa de origen murino (murine Maloney virus – M-MLV), de 

acuerdo al M-MLV first strand cDNA synthesis system protocol (Invitrogen 

Life Technology, Cergy Pontoise, France). Usando un instrumento Light-

Cycler (Roche, Indianapolis, IN), el ADNc fue amplificado con una sonda 

TaqMan en un capilar de vidrio con un volumen final de 10 μl de mezcla de 

reacción conteniendo 2,5 μl de cDNA, 1X de sondas LightCycler-FastStart 

DNA Master Hybridization (Roche Diagnostics, Meylan, France), 1 μM de 

primers forward y reverse, 0,2 μM de la sonda específica y 3 mM de MgCl2. 

La PCR se realizó en 40 ciclos con 480 segundos a 95ºC (desnaturalización), 

10 segundos a 95ºC seguido de 40 segundos a 60ºC (amplificación) y 60 

segundos a 60ºC (elongación). La especificidad de la amplificación se 

determinó por el análisis de las curvas de fusión y la amplificación tanto de 

adiponectina como de leptina mostraron sólo un pico en el análisis. 

La cuantificación del rRNA 18S se realizó para normalizar las 

muestras. rRNA 18S se cuantificó utilizando también una sonda TaqMan. 

Brevemente, 10 μl de mezcla para PCR conteniendo 2,5 μl de cDNA, 1X de 

sondas LightCycler-FastStart DNA Master Hybridization (Roche Diagnostics, 

Meylan, France), 1X 18S primers y mezcla de sondas (nº 4333760F, Applied 

Biosystems, Courtaboeuf, France) y 3 mM de MgCl2. La PCR se realizó en 40 
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ciclos con 10 segundos a 95ºC (desnaturalización), y 40 segundos a 60ºC 

(amplificación y elongación). 

Un pool de RNA total de tejido adiposo de diferentes grupos 

experimentales se usó para realizar la curva estándar. Resumiendo, luego de 

la transcripción reversa, al cDNA se le realizó una dilución serial entre 10-1 y 

10-6, las cuales se amplificaron junto con la muestra. Ploteando, en 

unidades arbitrarias, las diluciones seriales, se obtuvieron datos 

cuantitativos de las muestras con un software LightCycler. La curva 

estándar también se usó para evaluar la eficiencia de la PCR examinando la 

pendiente la cual era constantemente –3.3 para cada gen en estudio. Cada 

cDNA se cuantificó por duplicado y algunas veces por triplicado para 

incrementar la exactitud. El valor promedio para cada muestra fue usado 

para la cuantificación. Las variaciones en las medidas para un gen 

determinado en cada muestra generalmente eran de 1-10%. Los datos 

cuantitativos-relativos se expresaron como el cociente entre el nivel de mRNA 

para adiponectina o leptina y el nivel de rRNA 18S en unidades arbitarias 

(Rossi y col, 2005).  

III-4 Análisis de la composición de la carcasa: 

Seis ratas de cada grupo dietario, anestesiadas como se describió 

anteriormente, fueron rasuradas completamente. Luego se les practicó una 

incisión abdominal y se procedió a la remoción de las vísceras. Las carcasas 

fueron pesadas, colocadas en recipientes plásticos y congeladas a –20ºC. 

Posteriormente fueron trituradas a la temperatura de nitrógeno líquido hasta 

obtener una mezcla homogénea. Salvo indicación contraria, la determinación 

de la composición se efectuó en alícuotas de las mismas almacenadas a       

–20ºC. 

III-4.1 Determinación del contenido de agua. 

La determinación de agua se efectuó inmediatamente luego de la 

trituración de las carcasas. Para ello se deshidrataron alícuotas de 
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aproximadamente 10g en una estufa de secado a 75-80 ºC durante 24 horas 

(hasta peso constante). El contenido acuoso de la muestra se obtuvo por 

diferencia de peso de la muestra (Cunniff, 1999). 

III-4.2 Determinación del contenido de grasa. 

La determinación de grasa extraíble con éter se efectuó sobre 

alícuotas de carcasa previamente deshidratadas. Para la extracción se utilizó 

un equipo Twysselman utilizando como solvente éter de petróleo (Cunniff, 

1999). 

III-4.3 Determinación del contenido proteico. 

El nitrógeno presente en 2g de carcasa molida no deshidratada fue 

convertido a sulfato de amonio y cuantificado por el método de Kjeldhal 

(Cunniff, 1999). El contenido de proteínas se estimó multiplicando el 

contenido de nitrógeno de la muestra por 6,25. 

III-4.4 Determinación del contenido de cenizas. 

Las cenizas fueron determinadas por el método de incineración 

única. Alícuotas de aproximadamente 1g de carcasa molida deshidratada 

fueron incineradas en mufla a una temperatura de 550ºC hasta la obtención 

de cenizas blancas (Cunniff, 1999). 

III-5 Secreción de insulina en perifusión de islotes pancreáticos 

aislados frente al estímulo de la glucosa. 

Los islotes pancreáticos de animales ayunados por 12 horas, fueron 

aislados por digestión con colagenasa y colectados bajo microscopio 

esteroscópico (Lacy y Kostianovsky, 1967). Una vez aislados, los islotes 

fueron lavados dos veces con buffer bicarbonato Krebs-Ringer (KRB) y 

colocados en grupos de 30-40 islotes en cámara de 13 mm conteniendo un 

filtro de membrana de nylon de 5 μm. Los islotes fueron perifundidos de 

acuerdo a la técnica de Burr y col (1969) con KRB conteniendo: glucosa 3 
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mM, albúmina sérica bovina libre de ácidos grasos 250 mg/l, dextrán-70 

40mg/l a pH 7,4 y 37ºC, constantemente gasificado con una mezcla O2:CO2  

(95:5) a flujo constante de 0,9-1,2 ml/min durante 30 minutos. Finalizado 

este período de lavado, se obtuvieron dos muestras basales para el dosaje de 

insulina y posteriormente el KRB fue adicionado de glucosa 16,5 mM hasta 

el final del período de perifusión (40 minutos). Durante los primeros 15 

minutos se recogieron alícuotas de efluente con intervalos de 1 minuto y a 

partir del minuto 16 a intervalos de 5 minutos hasta finalizar la perifusión. 

Las muestras fueron conservadas a –20ºC hasta la determinación de los 

niveles de insulina inmunorreactiva como se describió anteriormente. 

 

 

IV- Reactivos utilizados: 

Los reactivos enzimáticos, sustratos y coenzimas utilizados en las 

técnicas previamente detalladas fueron provistos por SIGMA (St. Louis, Mo., 

USA) o Boehringer Mannheim (Indianapolis, Ind., USA). Los reactivos 

radiactivos fueron provistos por Amersham Biosciences. Los demás reactivos 

químicos son de grado analítico (máxima pureza disponible comercialmente).  

V- Análisis estadístico de los datos experimentales: 

Los resultados experimentales se expresan como media + SEM. Las 

diferencias estadísticas entre los grupos se realizaron transversalmente entre 

los distintos grupos dietarios en cada período del estudio (210 días y luego 

hasta los 270 días). Las diferencias estadísticas entre los grupos se 

determinaron por ANOVA (análisis de varianza), con un factor (dieta), 

seguidas de la inspección de las diferencias entre pares de medias por el test 

de Newman Keuls o Scheffe’s (Snedecor y Cochran, 1967). Valores de p<0,05 

se consideraron estadísticamente significativos. En todos los casos, los 

coeficientes de correlación intraclase fueron de al menos 0,73. 
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RESULTADOS EXPERIMENTALES 
 
Parte I 
 

Como mencionáramos en el capítulo “Introducción”, ratas normales 

alimentadas crónicamente con una dieta rica en sacarosa (DRS) desarrollan 

dislipidemia, moderada hiperglucemia y resistencia insulínica. Estas 

alteraciones se acompañan de un incremento de la ingesta calórica que se 

refleja en un incremento del peso corporal y del tejido adiposo visceral 

(Chicco y col, 2000).  

Los ácidos grasos n-3 de origen marino tienen efecto hipolipemiante 

y numerosos autores (Harris y col, 1997) (Mori y col, 2000) (Storlien y col, 

1998) han señalado a nivel experimental su acción beneficiosa en 

situaciones de dislipidemia y resistencia insulínica. 

En función a lo expuesto analizamos primeramente el efecto de la 

administración de ácidos grasos n-3 sobre parámetros plasmáticos, 

incremento de peso, adiposidad y resistencia insulínica periférica global. 
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Es por ello que en las experiencias realizadas se utilizaron tres 

grupos experimentales: 

-Grupo Control (DC): recibió una dieta semisintética (%p/p: almidón 

62.5, proteína 17, aceite de maíz (AM) 8) durante 270 días. 

-Grupo Experimental: fue alimentado con la misma dieta 

semisintética con la única modificación en la fuente de hidratos de carbono: 

la sacarosa reemplazó al almidón (62,5 % p/p) (DRS) durante 210 días. Al 

cabo de este tiempo, el grupo experimental fue dividido al azar en dos 

subgrupos: uno de ellos continuó hasta el día 270 con la DRS mientras que 

en el otro se sustituyó durante 60 días la fuente grasa (8% p/p Aceite de 

maíz por 7% p/p aceite de hígado de bacalao (AHB) + 1% p/p AM (DRS + 

AHB). 

Más detalles de los grupos de animales y componentes de las dietas 

fueron descriptos en el capítulo “Materiales y Métodos”. 

Los resultados alcanzados son: 

1- Peso corporal e ingesta calórica 

El peso corporal y la ingesta calórica fueron monitoreados 

cuidadosamente en todos los grupos de ratas a lo largo del período 

experimental. La tabla 3 muestra el peso corporal (en gramos) al inicio y al 

final de la experiencia, y la ingesta calórica (kJ/día) de las ratas alimentadas 

con las distintas dietas experimentales. Como puede observarse, las 

diferentes dietas fueron aceptadas y asimiladas por los animales en forma 

adecuada. 

Los cambios en el peso corporal generalmente se correlacionan con 

una mayor ingesta calórica. Durante los primeros 90 días de dieta, la ingesta 

calórica no presentó diferencias significativas entre los lotes y los 

incrementos de peso tuvieron comportamientos similares entre los grupos 
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control y experimentales (datos no mostrados). Sin embargo, a partir del 

tercer mes, en el lote experimental DRS se observó un incremento 

significativo (p<0.05) del peso corporal que alcanzó aproximadamente al 

16%-18% y de la ingesta calórica (aproximadamente 20%) comparado con 

las ratas alimentadas con DC. Estos resultados corroboran datos 

anteriormente publicados (Chicco y col, 2000) (Chicco y col, 2003) (Soria y 

col, 2001).  

Durante los últimos 60 días de experimentación el grupo DRS + 

AHB presentó una moderada reducción en la ganancia de peso corporal 

respecto a los otros dos grupos experimentales. Simultáneamente se observó 

un incremento ligeramente menor (no significativo) en la ingesta calórica 

respecto al grupo DRS. 

 

Tabla 3: Peso corporal, ingesta calórica y ganancia de peso de ratas 

alimentadas con dieta control (DC), dieta rica en sacarosa (DRS) y DRS + 

aceite de hígado de bacalao (AHB).1 

 

 

 
 

 
Dieta 

 
Peso 

corporal 
inicial 

 
Peso 

 Corporal 
 210d 

 
Ingesta 
calórica  

(1 a  
210d) 

 
Dieta 

 
Peso  

corporal  
270d 

 
Ganancia 

 peso 
(210 a 
270d) 

 
Ingesta 
 calórica 
(210 a 
270d) 

  
g 

 
g 

 
kJ/día 

  
g 

 
g 

 
kJ/día 

 
DC 
(8) 

 
183,2±6,1a

      

 
408,2±20,1b

 
280,2±17,4b

 
DC 
 (8) 

 
442,5±10,2b

 
33,2±4,8b

 
278,6±10,4b

 
DRS 
(16) 

 
187,5±7,5a

   

 
475,4±9,8a

 
347,5±18,6a

 
DRS  
(8) 

 
513,1±19,8a

   

 
31,0±4,7a

 
345,2±19,5a

 
 

    
DRS+ 
AHB 
(8) 

 
487,3± 7,0a

   

 
16,3±4,9a

 
330,0±11,2a
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1 Los valores se expresan como media ± SEM. Los números entre paréntesis indican el 
número de animales utilizados en cada grupo experimental. Los valores en cada columnas 
que no comparten la misma letra superescrita son estadísticamente diferentes (p<0.05) 
cuando cada variable es comparada con el test de Newman Keuls. 
2 El grupo DRS + AHB consumió DRS por 210 días (fuente grasa aceite de maíz AM), 
sustituyéndose parcialmente AM por AHB durante los últimos 60 días de la experiencia.
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2- Metabolitos y niveles de insulina plasmáticos 

En la tabla 4 se observa, al final  del período de oscuridad, un 

incremento significativo de los niveles de triglicéridos, ácidos grasos y 

glucosa sin modificaciones de la insulina plasmática en ratas alimentadas 

crónicamente (270 días) con DRS comparadas con las del grupo DC. 

La administración de AHB normalizó estos parámetros (tabla 4).  
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Tabla 4: Parámetros plasmáticos en ratas alimentadas con dieta control 

(DC), dieta rica en sacarosa (DRS) y DRS + aceite de hígado de bacalao (AHB) 

al final del período experimental1 

 

   
 

1 Los valores se expresan como media ± SEM, al menos 6 animales fueron utilizados en cada 
grupo experimental. Los valores en cada columnas que no comparten la misma letra 
superescrita son estadísticamente diferentes (p<0.05) cuando cada variable es comparada 
con el test de Newman Keuls.  

 
Dieta 

 

 
Triglicéridos 

 
Ácidos grasos 

 libres 

 
Glucosa 

 
Insulina 

 
 

mmol/L µmol/L mmol/L pmol/L 

DC 
 

0,55 ± 0,04b
    

    

    

294,5 ± 17,4b 6,30 ± 0,25b 375 ± 30a

DRS 
 

2,18 ± 0,07a 887,2 ± 20,0a 8,16 ± 0,09a 369 ± 33a

DRS +AHB 
 

0,53 ± 0,06b 280,5 ± 38,2b 6,54 ± 0,21b 370 ± 27a
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3- Peso de tejidos adiposos epididimal y retroperitoneal 

El aumento del peso corporal y de la ingesta energética constatado 

en los animales alimentados con DRS, se correlacionan positivamente con 

un incremento del peso de los tejidos adiposos epididimal y retroperitoneal. 

La tabla 5 muestra que al final del período experimental, el peso del tejido 

adiposo epididimal y retroperitoneal (absoluto y relativo) del grupo DRS 

incrementó significativamente respecto al grupo DC. La administración de 

AHB disminuyó sensiblemente (p<0.05) el peso de ambos tejidos sin alcanzar 

aún los valores obtenidos en el grupo control. 

4- Composición de carcasa 

La composición de la dieta puede influenciar el peso corporal y la 

composición de la carcasa (Suzuki y col, 1975). En la tabla 6 observamos la 

composición de la carcasa de los animales de los distintos grupos 

experimentales. Las ratas alimentadas con DRS durante 270 días, presentan 

un incremento significativo (p<0.05) del peso y del contenido de grasa de la 

carcasa y una disminución del contenido de agua de la misma. 

Cuando el aceite de pescado reemplazó parcialmente al aceite de 

maíz como fuente grasa dietaria, el peso de la carcasa disminuyó 

ligeramente respecto al grupo DC, incrementándose el contenido de agua 

que alcanzó valores comparables a los del grupo DC. Más aún, el contenido 

de grasa bajó significativamente (p<0.05) aunque los valores permanecieron 

aún más elevados que los observados en el grupo DC.  

El resto de los componentes analizados (proteínas y cenizas) no 

presentaron diferencias significativas entre los diferentes grupos dietarios. 
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Tabla 5: Peso del tejido adiposo epididimal y retroperitoneal de ratas 

alimentadas con dieta control (DC), dieta rica en sacarosa (DRS) y           

DRS + aceite de hígado de bacalao (AHB) al final del período experimental.1 

 
 

 

 

1 Los valores se expresan como media ± SEM, al menos 8 animales fueron utilizados en cada 
grupo experimental. Los valores en cada fila que no comparten la misma letra superescrita 
son estadísticamente diferentes (p<0.05), cuando cada variable es comparada con el test de 
Newman Keuls. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
DC  

 

 
DRS  

 
DRS + AHB  

 
Tejido adiposo epididimal 
 

   

Peso total (g) 
 

7,30 ± 0,79c
   

   

16,91 ±0,91a 11,80 ± 0,80b

Peso relativo 
(g/100g peso corporal) 

1,67 ± 0,18c 3,29 ± 0,18a 2,42 ± 0,16b

 
Tejido adiposo retroperitoneal 
 

   

Peso total (g) 
 

6,30 ± 0,51c
   

   

16,00 ±1,08a 11,20 ± 1,19b

Peso relativo 
(g/100g peso corporal) 

1,42 ± 0,11c 3,12 ± 0,21a 2,29 ± 0,18b
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Tabla 6: Composición de carcasa de ratas alimentadas con dieta control 

(DC), dieta rica en sacarosa (DRS) y DRS + aceite de hígado de bacalao (AHB) 

al final del período experimental.1 

 

 

 
  

DC  
 

 
DRS  

 
DRS + AHB  

 
Carcasa  

   

 (g) 339,1 ± 5,9b
  

   

  

  

410,0 ± 19,9a 368,1 ± 11,5a 

 
Proteínas    
 (% peso húmedo) 20,6 ± 0,3ª 19,2 ± 0,4ª 19,2 ± 0,5ª 
 (g) 69,9 ± 2,8ª 76,5 ± 3,4ª 70,2 ± 1,8ª 

 
Grasa    
 (% peso húmedo) 13,1 ± 0,5c 24,6 ± 1,7a 19,0 ± 1,4b

 (g) 44,5 ± 3,3c 102,3 ± 9,9a 69,8 ± 7,4b 

 
Agua    
 (% peso húmedo) 60,2 ± 1,8ª 54,5 ± 1,4b 58,4 ± 0,9a

 (g) 203,0 ± 5,6ª 214,0 ± 6,4ª 214,0 ± 4,4ª 
 

Cenizas    
 (% peso húmedo) 4,1 ± 0,2ª 3,5 ± 0,5ª 3,5 ± 0,2ª 
 (g) 14,7 ± 0,3ª 14,5 ± 1,4ª 13,4 ± 0,2ª 

 
 
 
1 Los valores se expresan como media ± SEM, al menos 8 animales fueron utilizados en cada 
grupo experimental. Los valores en cada fila que no comparten la misma letra superescrita 
son estadísticamente diferentes (p<0.05), cuando cada variable es comparada con el test de 
Newman Keuls. 
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5- Estudio de la sensibilidad insulínica periférica global: 

Velocidad de Infusión de Glucosa (VIG). 

Al finalizar el período experimental, se realizó una clamp 

euglucémica-hiperinsulinémica en animales pertenecientes a los tres grupos 

dietarios, a fin de evaluar la sensibilidad insulínica periférica global como 

medida de la resistencia insulínica.  

Como se describiera previamente en “Materiales y Métodos”, luego 

de 5 horas de ayuno, los niveles de glucemias postprandiales (preclamp) 

fueron: (mmol/l; media ± SEM; n = 8): DC: 5,61 ± 0,29; DRS: 8,12 ± 0,30; 

DRS + AHB: 6,01 ± 0,21).  

Los niveles plasmáticos de insulina obtenidos en estas condiciones 

fueron similares a aquellos observados al final del período de oscuridad 

(basales) (datos no mostrados).  

La glucemia fue clampeada a 5,5-6,0 mmol/l. La VIG obtenida en el 

estado estacionario fue significativamente inferior (p<0,01) en los animales 

alimentados con DRS en comparación con aquellos de igual sexo y edad 

alimentados con DC (Figura 4). Estos resultados demuestran un importante 

deterioro de la sensibilidad insulínica periférica global con la cronicidad de la 

dieta. 

La sensibilidad insulínica periférica global se normalizó, 

observándose valores de VIG comparables a los obtenidos para el grupo DC 

cuando el aceite de pescado reemplazó parcialmente al aceite de maíz como 

fuente de grasa dietaria.  

No se observaron cambios significativos en el hematocrito de los 

animales de los tres grupos experimentales durante el transcurso de la 

clamp. 
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   DC DRS DRS+AHB 

   Glucosa 
(mmol/l) 

5,70±0,24 5,90±0,29 5,98±0,06 

   Insulina 
(μU/ml) 

702±39 762±36 716±35 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 4: Velocidad de infusión de glucosa (VIG) en ratas alimentadas con 

dieta control (DC), dieta rica en sacarosa (DRS) y DRS + aceite de hígado de 

bacalao (AHB) al final del período experimental.1 

1 Los valores se expresan como media ± SEM. Al menos 5 animales fueron utilizados en cada 
grupo experimental. *p<0.01 DRS vs. DC y DRS + AHB. Glucosa e Insulina: Los valores 
representan los niveles alcanzados en el estado estacionario durante los últimos 60 minutos 
de la clamp euglucémica hiperinsulinémica. 

*
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Estos resultados demuestran que una dieta rica en sacarosa 

administrada por un período prolongado de tiempo (270 días) a ratas Wistar 

machos normales induce importantes alteraciones a nivel metabólico-

hormonal. En términos generales se observa: dislipidemia (elevados niveles 

plasmáticos de triglicéridos y ácidos grasos) moderada hiperglucemia y 

pronunciada resistencia insulínica periférica global (disminución del VIG), 

resultados que confirman estudios previos del grupo (Chicco y col, 2003). 

Por otra parte pudimos constatar que estas alteraciones se acompañan de 

un moderado incremento de la ingesta calórica y del peso corporal 

(aproximadamente 18%) que se correlaciona con un significativo aumento 

del peso de los tejidos adiposos epididimal y retroperitoneal como también de 

un mayor contenido lipídico de la carcasa.  

Sustituyéndose isocalóricamente la fuente de grasa dietaria (aceite 

de maíz rico en ácidos grasos n-6, por aceite de hígado de bacalao rico en 

ácidos grasos n-3) durante los últimos 60 días de experimentación, el perfil 

lipídico y los niveles de glucemia plasmáticos alcanzan los valores 

observados en los animales controles de igual sexo y edad, sin experimentar 

modificaciones en los niveles plasmáticos de insulina. La resistencia 

insulínica periférica global también logra normalizarse en este grupo 

experimental DRS + AHB. Si bien la ingesta calórica y el peso corporal 

fueron significativamente superiores a los del grupo control, estos 

parámetros mostraron una moderada reducción respecto al grupo DRS. Con 

respecto a los valores correspondientes tanto al peso del tejido adiposo 

epididimal y retroperitoneal como al contenido graso de la carcasa, estos 

mostraron una reducción significativa respecto al grupo DRS aunque 

continuaron siendo superiores a los obtenidos para el grupo control (DC). 
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La resistencia insulínica junto con la dislipidemia, hipertensión y 

Diabetes Mellitus tipo 2, entre otras anormalidades metabólicas, constituyen 

el llamado Síndrome X o Síndrome Plurimetabólico. La obesidad es un 

componente importante de este síndrome cuya prevalencia en la población 

mundial constituye un importante desafío en materia de salud en el siglo 

XXI.  

El incremento de la masa grasa (particularmente de la adiposidad 

visceral) puede ser el resultado de una hipertrofia y/o hiperplasia de las 

células adiposas. 

Diversos factores genéticos y ambientales (Ej.: nutrición, 

sedentarismo) pueden determinar cambios en el tamaño y/o número de los 

adipocitos conduciendo en consecuencia a alteraciones morfológicas del 

tejido adiposo. Entre los factores no genéticos, la dieta desempeña un rol 

muy importante. 

Dado que la movilización de lípidos a partir del tejido adiposo como 

su interacción con el entorno metabólico-hormonal están influenciados por 

el tamaño de los adipocitos (Holm y col, 1975) (Östman y col, 1973), se 

propuso analizar aspectos morfológicos del tejido adiposo epididimal de ratas 

insulino-resistentes que, como demostramos anteriormente, presentan un 

aumento significativo de la adiposidad visceral como consecuencia de la 

ingesta prolongada de una dieta rica en sacarosa (DRS). Esto nos permitiría 

conocer la participación del tejido adiposo en la resistencia insulínica global 

presente en este modelo.  

En este contexto, los objetivos propuestos fueron: 
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a) determinar en el tejido adiposo epididimal el número y volumen 

celular como así también el contenido de triglicéridos y la distribución de los 

adipocitos aislados de animales alimentados crónicamente con DRS y  

b) evaluar si una vez establecida la dislipidemia y resistencia 

insulínica, la sustitución parcial del aceite de maíz por aceite de hígado de 

bacalao (rico en ácidos grasos n-3) como fuente de grasa dietaria podría 

mejorar y/o revertir las posibles alteraciones morfológicas producidas por la 

ingesta prolongada de DRS en dicho tejido. Esta hipótesis se fundamenta en 

los resultados obtenidos anteriormente donde se observa la capacidad de los 

ácidos grasos polinosaturados n-3 de normalizar la dislipidemia y la anormal 

homeostasis de la glucosa (Lombardo y col, 1996 b). 

Para lograr estos objetivos utilizamos los siguientes grupos de 

animales:  

-Grupo Control (DC): recibió una dieta semisintética cuya fuente de 

hidratos de carbono fue almidón (62,5 % p/p) y la fuente de grasa de la dieta 

fue aceite de maíz (AM 8% p/p) durante todo el período experimental (270 

días). 

-Grupo Experimental: fue alimentado con la misma dieta semisintética 

con la única modificación en la fuente de hidratos de carbono: la sacarosa 

reemplazó al almidón (62,5 % p/p) (DRS) durante 210 días. Al cabo de este 

tiempo, el grupo experimental fue dividido al azar en dos subgrupos: uno de 

ellos continuó hasta el día 270 con la DRS (8% p/p de aceite de maíz (AM)), 

mientras que el otro subgrupo recibió la DRS sustituyéndose la fuente de 

grasa dietaria, 8 % p/p de AM por 7 % p/p aceite de hígado de bacalao 

(AHB) + 1 % p/p de AM (DRS + AHB) hasta finalizar el período experimental 

(270 días). 

Una vez finalizado el período de ingesta, los animales de todos los 

grupos experimentales fueron sacrificados y se extrajeron muestras de tejido 

adiposo epididimal. Los adipocitos fueron aislados utilizando el método de 
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Rodbell (1964) para luego determinar el volumen, contenido de triglicéridos e 

histograma de distribución celular de acuerdo a lo previamente descripto en 

“Materiales y Métodos”. 

Los resultados alcanzados son: 

6- Aspectos morfológicos del tejido adiposo epididimal 

En la tabla 7 se observa que el volumen de los adipocitos del tejido 

epididimal así como su contenido en triglicéridos (índice del tamaño celular) 

es significativamente superior en el grupo DRS respecto al grupo control 

(DC). El número de células adiposas expresadas por gramo de tejido en el 

grupo DRS es también significativamente menor (p<0,05), resultados que 

demuestran una hipertrofia de las células adiposas en este grupo 

experimental. 

La presencia del AHB en la dieta disminuyó significativamente la 

hipertrofia de los adipocitos observándose un menor volumen celular y un 

menor contenido de triglicéridos, así como también una reducción del peso 

total del tejido adiposo epididimal respecto al grupo DRS. Sin embargo, estos 

valores son aún significativamente mayores a los observados en el lote 

alimentado con DC.  

No se observaron diferencias significativas entre los grupos respecto 

al número total de células adiposas expresadas por peso total del tejido. Los 

valores obtenidos son (media ± SEM): DC: 29,40 ± 1,51; DRS: 32,25 ± 1,22; 

DRS + AHB: 33,45 ± 1,56.  

Estos hallazgos demuestran que la dieta rica en sacarosa, en las 

condiciones experimentales utilizadas, induce una hipertrofia del tejido 

adiposo epididimal en ratas Wistar normales. 

7- Histograma de distribución de diámetros celulares 
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La Figura 5 muestra el histograma de frecuencia de los diámetros 

celulares del tejido adiposo epididimal (con intervalos de 2,5 μm) en los 

distintos grupos experimentales y al final del período de ingesta.  

Los diámetros de los adipocitos se distribuyen en forma gaussiana 

en los tres grupos dietarios estudiados, aunque se observaron poblaciones 

diferentes para cada uno de ellos. 

En el grupo DRS existe un claro desplazamiento de los diámetros 

celulares hacia la derecha con un incremento significativo (40%) del 

diámetro celular medio y una mayor heterogeneidad de la población celular 

comparado con los animales que recibieron la dieta DC.  

La administración de AHB como fuente principal de grasa dietaria 

condujo a una significativa reducción del diámetro celular medio, con un 

histograma de distribución celular que se aproxima al del grupo DC. 
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Tabla 7: Peso total, volumen celular y contenido de triglicéridos de 

adipocitos aislados del tejido adiposo epididimal de ratas alimentadas con 

dieta control (DC), dieta rica en sacarosa (DRS) y DRS + aceite de hígado de 

bacalao (AHB) al final del período experimental.1 

 

  
DC  

 

 
DRS  

 
DRS + AHB  

 
Peso total (g) 

 

 
7,35 ± 0,79c

  

 
14,40 ± 0,92a

 
10,83 ± 0,44b 

 
Volumen celular (pl) 

 
263,5 ± 16,6c

  

 

  

497,2 ± 11,2a 358,5 ± 20,3b 

 
nº células x 106/g tejido 4,00 ± 0,20ª 2,24 ± 0,15c     3,09 ± 0,12b 

 
Triglicéridos 
(μmol/célula) 

 

0,30 ± 0,02c 0,59 ± 0,04a 0,44 ± 0,02b 

 

 
 

1 Los valores se expresan como media ± SEM, al menos 8 animales fueron utilizados en cada 
grupo experimental. Los valores en cada fila que no comparten la misma letra superescrita 
son estadísticamente diferentes (p<0,05), cuando cada variable es comparada con el test de 
Newman Keuls. 
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Figura 5: Histograma de distribución promedio de los diámetros de 

adipocitos epididimales aislados de ratas alimentadas con dieta control (DC), 

dieta rica en sacarosa (DRS) y DRS + aceite de hígado de bacalao             

(DRS + AHB), al final del período experimental.1 

 

 
 DC       DRS       DRS + AHB 
 
 

 
1 Las columnas representan el porcentaje promedio de células medidas que corresponden al 
intervalo de clase indicado. Se procesaron al menos 8 animales en cada uno de los grupos 
experimentales. 
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Discusión Parte I 

La administración prolongada (270 días) de una dieta rica en 

sacarosa (DRS) a ratas Wistar machos normales produce, en tejido adiposo 

epididimal, una clara alteración de la distribución celular con un aumento 

significativo del tamaño de los adipocitos que se visualiza en un incremento 

del volumen celular medio (VCM) y del contenido de triglicéridos en la célula. 

Estos hallazgos se corresponden con un aumento significativo de la ingesta 

calórica, peso corporal, peso de los tejidos adiposos epididimal y 

retroperitoneal y contenido lipídico de la carcasa, respecto de animales de 

igual sexo y edad que ingirieron una dieta control (DC) durante el mismo 

período de tiempo. 

La sustitución parcial de la fuente de grasa dietaria de aceite de 

maíz por aceite de hígado de bacalao (AHB) durante los últimos 60 días de 

experiencia (grupo DRS + AHB), indujo una disminución significativa en la 

adiposidad visceral y en el contenido graso de la carcasa. Se observó así, una 

reducción de la hipertrofia de los adipocitos epididimales asociada a una 

distribución del tamaño celular que se aproxima a la observada en animales 

alimentados con DC. Todos estos hallazgos se acompañan de una 

normalización en los niveles de triglicéridos y ácidos grasos libres 

plasmáticos, homeostasis de la glucosa y resistencia insulínica periférica 

global, alteraciones todas ellas presentes en el grupo de animales 

alimentados crónicamente con DRS. 

Varios autores han estudiado la influencia de la administración de 

una DRS sobre el peso corporal y los depósitos grasos, aunque estos 

estudios dejan ver que la respuesta a la administración de sacarosa depende 

de la especie del roedor utilizado, de la edad del mismo y del tiempo de 
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administración de la dieta. Así es como ratas Osborne-Mendel responden 

con acumulación de grasa y ganancia de peso, mientras que en las ratas S 

5B/PI, la sacarosa induce una pérdida de peso (Schemmel y col, 1982).  

Un incremento en el peso corporal acompañado de un mayor 

depósito de grasa visceral fue observado por Blazquez y López-Quijada 

(1964) en ratas Wistar alimentadas desde el final de la lactancia y por 30 

días con una dieta rica en sacarosa (68 % p/p). Kanarek y Orthen-Gambill 

(1982) también observaron que la adición de azúcares simples (fructosa y/o 

sacarosa 32% p/v) durante 50 días al agua de bebida de ratas jóvenes 

adultas Sprague-Dawley, conducía a un incremento del peso corporal y del 

tejido adiposo retroperitoneal. Rizkalla y col (1990), administrando durante 

10 semanas una dieta rica en fructosa, también observaron un incremento 

del peso del tejido adiposo epididimal en estos animales.  

Por su parte, Newby y col (1990) demostraron, en ratas Wistar 

normales estudiadas desde el mes y medio hasta los 24 meses de vida, una 

correlación lineal entre el peso del tejido adiposo epididimal y el peso 

corporal y entre el incremento de la grasa corporal y el peso del tejido 

adiposo retroperitoneal. 

Nuestro grupo de trabajo (Soria y col, 2001) ha observado que 

administrando una DRS por un período corto de tiempo (21 días) a ratas 

macho Wistar normales, el peso corporal y el del tejido adiposo epididimal, 

junto con el tamaño y distribución celular de los adipocitos, fueron 

comparables a los del grupo control. En la presente experiencia, luego de 

270 días de dieta, observamos que la masa del tejido adiposo epididimal y 

retroperitoneal aumentó de acuerdo al incremento del peso corporal, siendo 

este aumento significativo respecto del grupo control (DC).  

El incremento de la adiposidad junto a una alterada distribución 

celular, demuestran la presencia de hipertrofia celular en los animales del 
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grupo DRS. Una distribución celular similar fue observada en humanos 

adultos obesos por Salans y col (1968). 

En general, los cambios en la masa del tejido adiposo pueden ser 

atribuidos a la diferencia entre ingesta calórica y gasto energético. El mayor 

aporte energético observado en estos animales podría jugar un papel 

importante en el desarrollo de la adiposidad y en el incremento del peso 

corporal total. 

La composición de la carcasa puede estar también influenciada por 

la dieta. Suzuki y col (1975) demostraron que tanto la ingesta de una dieta 

rica en grasa como de una dieta rica en hidratos de carbono durante 14 

días, conduce a un incremento en el contenido graso de la carcasa en ratas 

hembras normales. De acuerdo con estos resultados, observamos que la 

ingesta prolongada de una DRS condujo también a un aumento del 

contenido graso de la carcasa con disminución del contenido de agua de la 

misma.  

Si bien el tejido adiposo representa solo una pequeña fracción de la 

utilización global de la glucosa en el organismo, es un tejido target en la 

provisión de ácidos grasos hacia otros tejidos no adiposos sensibles a la 

acción insulínica. Los elevados niveles de ácidos grasos observados en este 

modelo podrían ejercer un efecto modulador de la acción insulínica periférica 

global contribuyendo indudablemente a la resistencia insulínica observada 

en los animales con DRS. Al respecto, Cooney y col (2002) observaron en 

modelos animales de resistencia insulínica (dietas ricas en grasa, infusión de 

lípidos o de glucosa) la presencia de altos niveles de ácidos grasos 

plasmáticos y de ácidos grasos de cadena larga en el citosol de las células 

musculares que llevan a alteraciones en la señal de insulina (IRS1, IRS2, 

PI3K, etc).  

La administración de AHB condujo a una reducción significativa del 

peso de los tejidos adiposos epididimal y retroperitoneal, acompañado de 
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una disminución en el contenido graso de la carcasa. Además, el tamaño y 

distribución de los adipocitos del tejido adiposo epididimal tiende a 

normalizarse. Fickova y col (1998) demostraron, en ratas Wistar, que la 

incorporación ácidos grasos n-3 a una dieta estándar tiene la capacidad de 

limitar la hipertrofia del tejido adiposo y de disminuir su peso. Al respecto, 

Raclot y Groscolas (1993) y Hill y col (1993) demostraron que los ácidos 

grasos n-3 son movilizados selectivamente de los depósitos grasos y oxidados 

limitando así la hipertrofia del tejido adiposo.  

Varios autores observaron una reducción de la masa de tejido 

adiposo blanco y del tamaño del adipocito en ratas alimentadas con dietas 

grasas y ricas en aceite de pescado (EPA, DHA) o ácidos grasos 18:3, n-3 en 

comparación con aquellos animales que recibieron grasas saturadas (lard) o 

ricas en ácidos grasos n-6 (aceite de girasol) (Okuno y col, 1997). Al estudiar 

los mecanismos por los cuales los ácidos grasos n-3 causaban una menor 

acumulación de grasa corporal, numerosos autores demostraron que esto se 

debía a un incremento en la termogénesis del tejido adiposo marrón 

(Ohinata y col, 1998) con incremento de la proteína desacoplante UCP1 

(Kawada, 1998) y de los niveles de su mRNA (Takahashi y Ide, 2000). Si bien 

no tenemos datos en el modelo DRS sobre las proteínas UCP1 y UCP2 en 

tejido adiposo marrón, un incremento de estas proteínas desacoplantes 

podría jugar un rol importante en la reducción de la masa del tejido adiposo, 

del contenido graso de la carcasa y del peso corporal observados.  

Otro posible mecanismo responsable de la marcada reducción de la 

masa del tejido adiposo, de la hipertrofia de las células grasas, y del 

mejoramiento de la alterada distribución del tamaño celular en el grupo  

DRS + AHB, podría deberse a la activación de la expresión de los PPARγ 

realizada  por los ácidos grasos n-3. El PPARγ2 (isoforma del PPARγ) controla 

la expresión de genes relacionados con la adipogénesis, transporte, depósito 

y oxidación de ácidos grasos en el tejido adiposo blanco (Rousseau y col, 

1997). 
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La normalización de los lípidos circulantes (ácidos grasos y 

triglicéridos) y de la adiposidad visceral luego de la administración de AHB 

contribuiría a la reversión de la resistencia insulínica periférica global 

observada en los animales alimentados crónicamente con DRS. 

Nuestros resultados permiten poner en evidencia que en el modelo 

de resistencia insulínica inducido por una ingesta crónica (270 días) de DRS, 

la sustitución de la fuente de grasa de la dieta (aceite de maíz por aceite de 

hígado de bacalao) durante los últimos 60 días de experiencia, lleva a una 

disminución del peso corporal y del peso de los tejidos adiposos epididimal y 

retroperitoneal, aunque sin alcanzar valores comparables a los del grupo 

control. Los parámetros plasmáticos (glucosa, triglicéridos y ácidos grasos) 

se normalizan sin cambios en la concentración plasmática de insulina, con 

restauración de la sensibilidad insulínica periférica global. 
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Parte II 

La asociación entre adiposidad visceral e insulino resistencia está 

ampliamente documentada (Dea y col, 2000) (Bergman y col, 2001) (Kabir y 

col, 2005). 

En el Capítulo I hemos demostrado que la alimentación de ratas 

normales con una DRS por un período prolongado de tiempo (270 días) 

induce insulino resistencia, aumento significativo de la grasa visceral 

(epididimal y retroperitoneal), hipertrofia celular y una alterada distribución 

de los diámetros de los adipocitos. 

El contenido de triglicéridos en la célula adiposa depende del 

equilibrio entre los procesos metabólicos de reesterificación y síntesis “de 

novo” de ácidos grasos y de la liberación de los mismos desde los depósitos 

hacia el plasma a través del mecanismo de lipólisis. Estos procesos 

dependen de las condiciones fisiológicas y necesidades energéticas del 

organismo.  

A fin de interpretar algunos mecanismos que conducen al observado 

incremento en el acumulo de triglicéridos y en la consecuente hipertrofia de 

los adipocitos de ratas alimentadas crónicamente con DRS, se procedió a 

determinar las actividades de algunas enzimas relacionadas con la captación 

de ácidos grasos y síntesis “de novo” de los mismos. Así también se evaluó la 

lipólisis de los triglicéridos celulares en condiciones basales y frente al 

agonista β adrenérgico isoproterenol, como una estimación de la actividad 

Lipasa hormona sensible (HSL).  
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Dada la baja actividad de la enzima gliceroquinasa en el tejido 

adiposo, el glicerol resultante del proceso de lipólisis es escasamente 

utilizado en la reesterificación de los acil CoA intracelulares, por lo que el 

adipocito depende de la disponibilidad y metabolización de la glucosa para la 

provisión de glicerol-3-P. Siendo el tejido adiposo un tejido muy sensible a la 

insulina, la captación de glucosa por el adipocito de ratas alimentadas 

crónicamente con DRS, podría estar muy alterada como consecuencia de la 

resistencia insulínica periférica global presente en este lote experimental. 

Para evaluar este aspecto, medimos la captación de glucosa en adipocitos 

aislados en condiciones basales y frente al estímulo de la insulina. Por otra 

parte, y como otro parámetro de sensibilidad a la insulina por la célula 

adiposa, evaluamos la capacidad de la hormona de ejercer su acción 

antilipolítica en adipocitos aislados de los diferentes grupos experimentales. 

Otro de nuestros objetivos fue estudiar los posibles efectos, sobre 

los parámetros anteriormente mencionados, de la incorporación de ácidos 

grasos n-3 en la dieta DRS a través de la administración de aceite de hígado 

de bacalao (AHB). 

Para lograr estos objetivos utilizamos tres grupos experimentales: 

Grupo Control (DC), Grupo Dieta rica en sacarosa (DRS) y Grupo DRS 

adicionado de AHB (DRS + AHB) en las mismas condiciones y por el mismo 

período de tiempo, como previamente se detalló en “Materiales y Métodos”. 

Una vez finalizado el período experimental de 270 días, los animales 

fueron sacrificados. Trozos de tejido adiposo epididimal fueron congelados a 

la temperatura del nitrógeno líquido y el resto del tejido se utilizó para aislar 

adipocitos según la técnica de Rodbell (1964), realizándose a continuación 

los estudios de las vías y mecanismos previamente mencionados. 

Más detalles de los grupos de animales, componentes de las dietas y 

metodología utilizada fueron descriptos en el capítulo “Materiales y 

Métodos”. 



 
 
 
 
Facultad de Bioquímica y Cs. Biológicas – UNL 

 
 

 

 
Doctorado en Ciencias Biológicas – Andrea S. Rossi 

 

86

Los resultados alcanzados son: 

 a- Actividad glucosa-6-P dehidrogenasa (G6PDH) y enzima málica (ME): 

Uno de los destinos metabólicos de la glucosa en la célula adiposa 

es la vía de las pentosas, que en este tejido constituye la ruta principal de 

oxidación de la hexosa. En esta vía, la actividad de la G6PDH cumple un rol 

clave regulando el flujo de carbonos y la producción de NADPH (junto con la 

enzima málica) necesarios para las síntesis reductoras, como por ejemplo, la 

síntesis de ácidos grasos.  

En el grupo DRS la actividad de las enzimas G6PDH y ME 

aumentaron significativamente, expresadas tanto por órgano total como por 

106 células, respecto al grupo control (Figura 6a y 6b). Una actividad 

incrementada de estas enzimas estaría indicando una provisión de NADPH 

que serían necesarios para la síntesis “de novo” de ácidos grasos así como 

también para su reesterificación. 

Cuando se modificó la fuente de grasa de la dieta en el grupo       

DRS + AHB, la ME, expresada como mU/106cél, alcanzó los mismos valores 

obtenidos para el lote control, pero cuando se la expresa por órgano total es 

aún significativamente mayor que el grupo DC. La actividad de la G6PDH 

descendió dramáticamente alcanzando valores inclusive más bajos que los 

del grupo DC (Figura 6a y 6b).  

 b- Actividad acetil-CoA carboxilasa (ACC) y sintetasa de ácidos grasos  

(FAS): 

Se evaluaron las actividades de enzimas claves en la regulación de 

la síntesis “de novo” de ácidos grasos, ACC y FAS, en tejido adiposo 

epididimal. 

Cuando las actividades enzimáticas son expresadas por órgano total 

o por 106 células (Figura 7a y 7b), se observa para FAS un aumento 
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significativo en el lote DRS respecto al grupo control. La actividad para ACC 

presenta una tendencia a incrementar, aunque esta diferencia no alcanza a 

ser significativa. La modificación parcial de la fuente de grasa dietaria (aceite 

de maíz por aceite de hígado de bacalao (DRS + AHB), conduce a una 

disminución de la actividad enzimática ACC que alcanza niveles semejantes 

a los del lote DC. La actividad FAS también disminuye significativamente 

pero cuando se la expresa como U/órgano total aún es significativamente 

mayor que en el lote control. 

c- Actividad lipoproteína lipasa (LPL): 

El ingreso de los ácidos grasos provenientes de las lipoproteínas 

VLDL y quilomicrones a la célula adiposa para ser utilizados por la misma, 

es mediado por la acción de la enzima LPL, cuya actividad está regulada por 

factores hormonales y nutricionales (ayuno, alimentación, composición de la 

dieta, etc). 

Las ratas alimentadas con DRS mostraron un aumento significativo 

en la actividad de la enzima LPL del tejido adiposo epididimal, expresada por 

peso total del órgano o por el número total de células (Figura 8a y 8b). 

La administración de AHB disminuye significativamente la actividad 

de la LPL, cualquiera sea la forma de expresión utilizada, alcanzando valores 

comparables a los observados en el grupo control (DC) (Figura 8a y 8b). 
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Figura 6: Actividad glucosa 6-fosfato dehidrogenasa (G6PDH) y enzima 

málica (ME) en tejido adiposo epididimal de ratas alimentadas con dieta 

control (DC), dieta rica en sacarosa (DRS) y DRS + aceite de hígado de 

bacalao (DRS + AHB) al final del período experimental.1 
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Figura 6a                                       Figura 6b 
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1 Los valores se expresan como media ± SEM, al menos 6 animales fueron utilizados en cada 
grupo experimental. *  p<0,05 DRS vs. DC y DRS + AHB, # p<0,05 DRS + AHB vs. DC. 
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Figura 7: Actividad acetil-CoA carboxilasa (ACC) y sintetasa de ácidos grasos 

(FAS) en tejido adiposo epididimal de ratas alimentadas con dieta control 

(DC), dieta rica en sacarosa (DRS) y DRS + aceite de hígado de bacalao   

(DRS + AHB) al final del período experimental.1 
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1 Los valores se expresan como media ± SEM, al menos  animales fueron utilizados en cada 
grupo experimental. *  p<0,05 DRS vs DC y DRS + AHB.  # p<0,05 DRS + AHB vs. DC. 
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Figura 8: Actividad enzimática lipoproteína lipasa (LPL) en tejido adiposo 

epididimal de ratas alimentadas con dieta control (DC), dieta rica en 

sacarosa (DRS) y DRS + aceite de hígado de bacalao (DRS + AHB) al final del 

período experimental.1 
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1 Los valores se expresan como media ± SEM, al menos 6 animales fueron utilizados en cada 
grupo experimental. * p<0.05 DRS vs DC y DRS + AHB. 
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d- Lipólisis basal y estimulada por isoproterenol en adipocitos aislados 

El tejido adiposo participa en la homeostasis energética del 

organismo a través del equilibrio entre sus funciones de síntesis “de novo” de 

ácidos grasos y reesterificación a triglicéridos, y también, a través del 

proceso de lipólisis en el cual se produce la hidrólisis de los triglicéridos 

acumulados en la célula adiposa con liberación de ácidos grasos a la 

circulación general. En este último proceso se encuentra involucrada la 

enzima lipasa hormona sensible (HSL). Por ello, en la siguiente experiencia, 

realizada en adipocitos aislados, cuantificamos la lipólisis basal y frente al 

estímulo del isoproterenol (agonista β adrenérgico) a través del glicerol 

liberado al medio de incubación, como una estimación de la actividad HSL. 

La Figura 9 muestra el glicerol liberado al medio de incubación - 

como índice de lipólisis - por los adipocitos aislados de los diferentes grupos 

experimentales.  

La lipólisis basal “in vitro” está aumentada, aproximadamente 4 

veces, en las células adiposas de las ratas pertenecientes al grupo DRS 

respecto al grupo DC. Estos resultados señalan que en el lote DRS, un 

incremento de la lipólisis basal podría ser uno de los mecanismos 

responsables de los niveles plasmáticos elevados de ácidos grasos presentes 

en dicho lote.  

Cuando la fuente de grasa es parcialmente reemplazada por AHB, la 

lipólisis basal disminuye significativamente respecto al grupo DRS aunque 

los valores se mantienen levemente superiores respecto al grupo DC.  
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En la Figura 9 también se observa la respuesta lipolítica al agonista 

β adrenérgico isoproterenol (10-6 M) en adipocitos aislados de los distintos 

grupos dietarios. 

En términos de valores absolutos, la lipólisis estimulada por 

isoproterenol fue significativamente mayor que la lipólisis basal (p<0,05) en 

todos los grupos experimentales. Sin embargo, la estimulación relativa, veces 

de incremento respecto al basal, fue menor en el grupo DRS (2,5 veces) que 

en los otros grupos dietarios (6,5 y 4,0 veces en DC y DRS + AHB, 

respectivamente). 

e- Acción antilipolítica de la insulina 

La rápida reversión de la lipólisis inducida por la insulina se refleja 

en una reducción de la cantidad de glicerol liberado al medio por los 

adipocitos incubados en presencia del β agonista isoproterenol cuando se los 

compara con muestras que son incubadas en paralelo en ausencia de la 

hormona. 

La Figura 10 muestra la supresión de la lipólisis estimulada por 

isoproterenol mediada por la insulina. Comparada con el grupo DC, los 

adipocitos de los animales alimentados con DRS mostraron una disminución 

de la sensibilidad a los efectos antilipolíticos de la insulina.  

Por otra parte, la sustitución parcial de la fuente de grasa dietaria, 

aceite de maíz por aceite de hígado de bacalao, en el grupo DRS + AHB 

reestablece completamente la sensibilidad del adipocito a la acción 

antilipolítica de la insulina. 
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Figura 9: Lipólisis basal y estimulada por isoproterenol (Iso) en adipocitos 

aislados de tejido adiposo epididimal de ratas alimentadas con dieta control 

(DC), dieta rica en sacarosa (DRS) y DRS + aceite de hígado de bacalao   

(DRS + AHB) al final del período experimental.1 
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1 Los valores se expresan  como media ± SEM, al menos 8 animales fueron utilizados en 
cada grupo experimental.     p<0,05 DRS basal vs. DC o DRS + AHB basal.      p<0,05 DRS 
basal o DRS + AHB vs. DC basal. * p<0.05 isoproterenol (10-6 M) vs. su respectivo grupo 
basal.      p<0,05 DRS isoproterenol (10-6 M) vs. DC isoproterenol (10-6 M) o DRS + AHB 
isoproterenol (10-6 M).  
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Figura 10: Máxima acción antilipolítica relativa de la insulina en adipocitos 

aislados de tejido adiposo epididimal de ratas alimentadas con dieta control 

(DC), dieta rica en sacarosa (DRS) y DRS + aceite de hígado de bacalao   

(DRS + AHB) al final del período experimental.1 
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1 Los valores se expresan como media ± SEM, al menos 8 animales fueron utilizados en cada 
grupo experimental. Los adipocitos fueron incubados por triplicado con isoproterenol 10-7 M 
en presencia o ausencia de insulina 1,7 nM. Los resultados se expresan como el porcentaje 
entre el valor de lipólisis inhibida por la insulina y el valor correspondiente a la lipólisis 
estimulada por isoproterenol en ausencia de insulina. * p<0,05 DRS vs. DC y DRS + AHB. 
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d- Captación de glucosa por el adipocito 

En el tejido adiposo los ácidos grasos provenientes de la hidrólisis 

de los triglicéridos de las VLDL y/o quilomicrones o los unidos a la 

albúmina, tienen como destino principal su reesterificación para formar los 

triglicéridos de depósito. Debido a la baja actividad de la enzima 

gliceroquinasa en este tejido, el glicerol-3-fosfato necesario para este proceso 

metabólico depende de la captación y posterior metabolización de la glucosa.  

La entrada de glucosa al adipocito se realiza fundamentalmente por 

difusión facilitada, mediante un mecanismo saturable y estereoespecífico 

estimulada por la insulina, en el que intervienen proteínas transportadoras 

de la familia de los GLUT (GLUT 4). 

Con el objeto de analizar este aspecto del problema, estudiamos la 

captación de glucosa en adipocitos aislados en condiciones basales y frente 

al estímulo de insulina en los tres grupos experimentales. 

En la Figura 11 se observa la captación de glucosa por parte de los 

adipocitos en condiciones basales y estimuladas por insulina. En 

condiciones basales, la captación de glucosa fue similar en los tres grupos 

dietarios, mientras que bajo el estímulo de la insulina la captación de 

glucosa disminuyó significativamente en el grupo alimentado con DRS. La 

administración de AHB normalizó la captación de glucosa en este grupo de 

animales. 
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Figura 11: Captación de glucosa en adipocitos aislados de tejido epididimal 

de ratas alimentadas con dieta control (DC), dieta rica en sacarosa (DRS) y 

DRS + aceite de hígado de bacalao (DRS + AHB) al final del período 

experimental.1 

 
 
 

Captación de glucosa

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

(-)    (+) (-)     (+)   (-)     (+)

nm
ol

/1
06  c

él
/m

in

 
 

 
DC       DRS       DRS + AHB 

 
 
1 Los valores se expresan como media ± SEM, al menos 8 animales fueron utilizados en cada 
grupo experimental.* p<0,05 DRS vs. DC y DRS + AHB.  
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e- Secreción de insulina por islotes pancreáticos 

En la Figura 12 se observa el patrón de secreción de insulina de los 

islotes pancreáticos perifundidos aislados de animales de los tres grupos 

dietarios. 

La secreción de insulina bajo el estímulo de la glucosa (16,5 mmol/l) 

en ratas alimentadas con DC mostró el clásico patrón bifásico, con un 

primer pico de secreción de la hormona a los 4 minutos y una segunda fase 

que alcanzó su valor máximo a los 40 minutos de comenzada la perifusión. 

En el grupo DRS se observa ausencia del primer pico de secreción y una 

segunda fase hipersecretora cuando se lo compara con los animales 

controles. La alterada secreción de insulina en los animales alimentados con 

DRS se normaliza completamente cuando se sustituye la fuente de grasa de 

la dieta en el grupo DRS (aceite de maíz por aceite de hígado de bacalao) 

durante los últimos 60 días del período experimental (Pighín y col, 2003).  
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Figura 12: Secreción de insulina bajo el estímulo de glucosa en islotes 

pancreáticos perifundidos de ratas alimentadas con dieta control (DC), 

dieta rica en sacarosa (DRS) y DRS + aceite de hígado de bacalao (AHB) al 

final del período experimental.1 
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1 Los valores se expresan como media ± SEM, al menos 6 animales fueron utilizados en cada 
grupo experimental. * p < 0,05 DRS vs. DC y DRS + AHB en cada tiempo. 

 
 
 
 

Cuando la dieta rica en sacarosa es administrada a ratas normales 

machos Wistar por un período prolongado de tiempo (270 días) se producen 

importantes cambios metabólicos y morfológicos en el animal “in toto”. Se 

evidencia una franca resistencia insulínica periférica global que engloba a 

uno de los tejidos target a la acción de la hormona como lo es el tejido 

adiposo. Así lo indican la disminuida acción antilipolítica de la insulina y la 

disminuida captación de glucosa estimulada por la hormona en el adipocito 

aislado de estos animales. Además, el patrón bifásico de secreción de 

insulina (estimulado por glucosa) por el páncreas, se halla evidentemente 

deteriorado, con pérdida del primer pico y presencia de una segunda fase 

hipersecretora. Todas estas alteraciones se acompañan de dislipidemia e 

incremento de la adiposidad visceral. 

Interesantemente, la adición de aceite de hígado de bacalao (rico en 

ácidos grasos n-3) durante los últimos 60 días de experiencia, logra revertir 

la resistencia insulínica tanto a nivel periférico global como a nivel del tejido 

adiposo epididimal. Estos efectos se acompañan de la normalización del 

patrón de secreción de insulina estimulado por glucosa, junto a una 

disminución de la adiposidad visceral. 

El tejido adiposo es hoy considerado como un importante órgano 

secretor que libera a la circulación moléculas llamadas adipocitoquinas. 

Estas moléculas (Ej.: leptina, adiponectina) son capaces de comunicarse con 

otros tejidos y órganos e inclusive con las demás células adiposas y de esta 

manera regular el metabolismo glucídico y lipídico, y además, accionar sobre 

el balance energético y la acción insulínica.  

Al respecto, otro de nuestros objetivos fue evaluar a) si la regulación 

de las adipocitoquinas, especialmente leptina y adiponectina, contribuyen a 
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la resistencia insulínica periférica global y adiposidad inducida por la ingesta 

prolongada (270 días) de una dieta rica en sacarosa, y b) si estos cambios 

pueden ser revertidos o mejorados por la administración de aceite de hígado 

de bacalao durante los últimos 60 días de la experiencia. 

Para lograr estos objetivos se utilizaron tres grupos experimentales: 

Grupo Control (DC), Grupo Dieta Rica en Sacarosa (DRS) y DRS + aceite de 

hígado de bacalao (DRS + AHB). Más detalles de los grupos de animales y 

componentes de las dietas fueron descriptos en el capítulo “Materiales y 

Métodos”. 

Finalizado el período experimental, los animales se sacrificaron y se 

tomaron muestras de plasma y tejido adiposo analizándose los niveles 

plasmáticos y la expresión del mRNA para la leptina y adiponectina, en tejido 

adiposo epididimal y retroperitoneal como se describió previamente en el 

capítulo “Materiales y Métodos”. 

Los resultados alcanzados son: 

f- Niveles de leptina y adiponectina en plasma 

En la tabla 8 podemos observar los niveles de leptina y adiponectina 

plasmáticos. Estos disminuyeron significativamente (p<0,05) en el grupo 

DRS respecto al grupo DC, mientras que en el grupo DRS + AHB los valores 

aumentaron hasta ser comparables con los del grupo de referencia DC.  

g- Expresión del mRNA para el gen ob (leptina) y el gen adiponectina en 

tejido adiposo epididimal y retroperitoneal 

Tanto el mRNA para el gen ob como para el gen adiponectina, 

mostraron un perfil similar en tejido adiposo epididimal y retroperitoneal 

dentro del mismo grupo experimental. Por ello, la Figura 13 muestra el 

mRNA para cada uno de los genes estudiados, en tejido adiposo blanco 
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(epididimal + retroperitoneal) al final del período de ingesta (270 días) en los 

distintos lotes de animales. 

No se observaron diferencias significativas entre los grupos de 

animales.  

 

 

Tabla 8: Niveles de leptina y adiponectina plasmáticos de ratas alimentadas 

con dieta control (DC), dieta rica en sacarosa (DRS) y DRS + aceite de hígado 

de bacalao (DRS + AHB) al final del período experimental.1 

 
 

  
DC  

 
DRS  

 
DRS + AHB  

 
 
Leptina (ng/ml) 
 

 
18,70 ± 3,39ª 

 
9,04 ± 1,01b

  

 
17,56 ± 3,13a

 
Adiponectina (µg/ml) 

 

 
2,58 ± 0,48a

   

 
1,74 ± 0,15b

 
3,20 ± 0,20a

 
 
1 Los valores se expresan como media ± SEM, al menos 6 animales se incluyeron en cada 
grupo experimental. Los valores en cada fila que no comparten la misma letra superescrita 
son estadísticamente diferentes (p<0,05) cuando cada variable es comparada con el test de 
Newman Keuls. 
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Figura 13: Cuantificación de la expresión del mRNA para leptina (ob) y 

adiponectina (adip) en tejido adiposo blanco (epididimal + retroperitoneal) de 

ratas alimentadas con dieta control (DC), dieta rica en sacarosa (DRS) y  

DRS + aceite de hígado de bacalao (DRS + AHB) al final del período 

experimental.1 

 

 

 

DC       DRS       DRS + AHB 
 

 

1 Los niveles de mRNA fueron determinados por “real time” RT-PCR cuantitativa. Los valores 
representan la media ± SEM y se expresan como unidades arbitrarias (ob/18S; 
adiponectina/18S). Cinco determinaciones individuales fueron incluidas en cada grupo 
experimental. 
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Discusión Parte II 

Los mecanismos de hidrólisis y síntesis de triglicéridos en el tejido 

adiposo determinan que la masa de los lípidos presentes en el mismo sea el 

resultado del balance neto entre las velocidades relativas de lipólisis de 

triglicéridos y reesterificación de ácidos grasos. Por otra parte, la actividad 

metabólica de los adipocitos se encuentra influenciada por el tamaño de los 

mismos en ratas (Bjorntorp y Sjostrom, 1972) (Smith y col, 1974) y en 

humanos (Smith, 1971). 

En el modelo de DRS observamos una hipertrofia de la célula 

adiposa que se corresponde con un incremento del contenido de triglicéridos 

en dicha célula. Una de las vías metabólicas que contribuye a este acumulo 

de triglicéridos es la de síntesis “de novo” de ácidos grasos, catalizada por las 

enzimas lipogénicas. En este contexto, las ratas alimentadas crónicamente 

con DRS presentan un incremento de algunas de las enzimas claves 

relacionadas con la síntesis “de novo” de ácidos grasos en tejido adiposo 

epididimal (sintetasa de ácidos grasos (FAS) y, en menor medida, acetil CoA 

carboxilasa (ACC).  

La enzima ACC cataliza la conversión de acetil-CoA a malonil-CoA 

para la síntesis de ácidos grasos en los tejidos lipogénicos, como en el caso 

del tejido adiposo y el hígado. El malonil-CoA es un regulador clave de la 

oxidación de los ácidos grasos y del metabolismo energético, inhibiendo la 

enzima carnitina palmitoil transferasa I (CPT1) y por lo tanto, la oxidación 
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mitocondrial de ácidos grasos. Al respecto, Oh y col (2005) demostraron en 

ratones knock out para ACC 2 (ACC2 -/-) (una de las isoformas de ACC) 

alimentados con una dieta rica en grasa e hidratos de carbono (59% de las 

calorías aportadas por la grasa y 24% aportadas por los hidratos de 

carbono), que estos animales estaban protegidos contra el desarrollo de 

obesidad y resistencia insulínica. Adipocitos aislados de estos animales 

muestran un aumento de la oxidación de ácidos grasos y una disminución 

de los depósitos grasos. 

Estudios realizados por Shafrir (1985) en ratones albinos y spiny 

(Acomys Cahirinus) alimentados durante un mediano plazo (3 meses) con 

una dieta rica en fructosa (50% p/p), demostraron un incremento 

significativo de las enzimas ACC y FAS. Blakely y col (1982), alimentando 

ratas Wistar con una dieta con 15-20 % p/p de fructosa por 9 meses, 

observaron un incremento de las enzimas lipogénicas en el tejido adiposo 

epididimal de estos animales. Si bien existen diferencias entre las 

experiencias realizadas por estos autores y la nuestra (especie de roedor, 

tiempo de administración de la dieta y/o tipo de hidrato de carbono 

utilizado), sus hallazgos con respecto a la actividad de las enzimas 

lipogénicas frente a la presencia de fructosa en la dieta, se corresponden con 

los resultados obtenidos en el presente trabajo de tesis. 

De acuerdo con ello, Minehira y col (2003) demostraron, en 

humanos sanos, que la sobrealimentación con hidratos de carbono 

incrementó significativamente en tejido adiposo subcutáneo el mRNA que 

codifica para las enzimas claves de la síntesis “de novo” tales como FAS y 

ACC.  

Una ruta muy importante de la oxidación de la glucosa en el tejido 

adiposo es la vía de las pentosas, la cual produce cofactores reducidos 

necesarios para las síntesis de ácidos grasos. La enzima glucosa 6-fosfato 

dehidrogenasa (G6PDH), una enzima clave en esta vía, se encuentra 

regulada por la insulina. Existen también otras enzimas implicadas en la 
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generación de cofactores reducidos como la enzima málica (ME) y la            

6-fosfogluconato dehidrogenasa (6PGDH). Una actividad normal o 

incrementada de estas enzimas indicaría una provisión adecuada de NADPH 

necesarios para la síntesis de ácidos grasos. Nuestros resultados indican que 

en el grupo DRS se observa un incremento significativo en la actividad de la 

G6PDH y de la ME en tejido adiposo epididimal. 

Al respecto, el nivel del mRNA y la actividad enzimática para G6PDH 

se encuentran elevados en el tejido adiposo de varios modelos de obesidad 

en ratones (db/db, ob/ob, obesidad inducida por dieta), implicando que un 

incremento de la expresión de G6PDH está asociado con una actividad 

lipogénica anormal en el tejido en estudio (Park y col, 2005). 

En relación a esto, Cohen y col (1972) señalaron un aumento 

significativo en la actividad de las enzimas de la vía de las pentosas, G6PDH 

y 6P-gluconato dehidrogenasa, además de un incremento de la actividad de 

la enzima NADP-malato deshidrogenada en el tejido adiposo de ratas albinas 

alimentadas durante 12 meses con una DRS (72% p/p).  

Otro de los procesos que contribuyen al acúmulo de triglicéridos en 

tejido adiposo es la captación de ácidos grasos provenientes de las 

lipoproteínas plasmáticas ricas en triglicéridos (VLDL y Quilomicrones) 

mediada por la acción de la enzima lipoproteína lipasa (LPL). 

La mayor actividad enzimática de la LPL epididimal y el incremento 

del contenido lipídico celular en presencia de hipertrigliceridemia en el grupo 

DRS, sugiere una acción de masas: la gran disponibilidad de triglicéridos 

asociados a las lipoproteínas circulantes conduciría a una mayor captación 

de ácidos grasos por el tejido adiposo, determinando una mayor 

disponibilidad de los mismos para reesterificarse y pasar a formar parte del 

depósito de triglicéridos en la célula adiposa.  

Para este proceso, los ácidos grasos deben ser transportados por 

proteínas a través del citoplasma celular. La abundancia de estas proteínas 
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transportadoras está regulada por las demandas metabólicas de la célula en 

cuestión, siendo su expresión y regulación similar en ratones y humanos 

(Tuncman y col, 2006). Numerosos estudios han demostrado que el 

transporte de ácidos grasos y/o la expresión de sus proteínas 

transportadoras pueden estar alterados en modelos animales con insulino 

resistencia. Memon y col (1999) demostraron en tejido adiposo de ratones 

ob/ob, un aumento en la expresión del mRNA para FAT/CD36 y FABP. Por 

otro lado, la captación de ácidos grasos se encuentra incrementada en 

adipocitos de roedores con insulino resistencia y obesidad genética (Luiken y 

col, 2002) (Berk y col, 1997) y/o inducida por la dieta (Berk y col, 1999). 

Además, ratones con déficit de FABP en tejido adiposo, alimentados con una 

dieta grasa, no desarrollaron insulino resistencia (Xu y col, 2006). 

Vräna y Fabry (1973) observaron una mayor incorporación del 

glicerol - proveniente del metabolismo de la glucosa - a triglicéridos en el 

tejido adiposo de ratas alimentadas durante cuatro semanas con fructosa. 

Además, una actividad LPL normal por unidad de peso en el tejido adiposo 

epididimal, que se traduce en un incremento significativo cuando se refiere 

al órgano total, fue observada por Deshaies (1986) en ratas Wistar 

alimentadas con DRS (63% p/p) por el mismo período de tiempo. Estos 

resultados son similares a los obtenidos en nuestra experiencia. 

La insulina es el mayor promotor de la actividad de la LPL, 

aumentando su síntesis, dimerización, secreción y su masa asociada a la 

superficie celular (Faraj y col, 2004) (Knutson, 2000). Sin embargo, en el 

presente trabajo los niveles de insulinemia consecuentes a la administración 

a largo plazo de una DRS (normoinsulinemia) no serían responsables de la 

estimulación de la actividad LPL en el tejido adiposo epididimal de estos 

animales (aumentada respecto del grupo DC).  

El tejido adiposo es un tejido clave tanto en el almacenamiento de 

lípidos como en la provisión de ácidos grasos al plasma para su utilización 

por el resto de los tejidos. Un incremento y disponibilidad de ácidos grasos 
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plasmáticos consecuentes a un aumento en la actividad HSL del tejido 

adiposo, podría alterar la sensibilidad insulínica y la captación y utilización 

de la glucosa por los tejidos. La lipólisis de los triglicéridos del tejido adiposo 

(indicada como glicerol liberado) se relaciona con un incremento del 

contenido intracelular de triglicéridos y del tamaño celular. Al respecto, 

varios autores (Tsujita y col, 1995) (Morimoto y col, 1998) demostraron una 

incrementada lipólisis basal en las células adiposas hipertrofiadas de ratas 

obesas. Los adipocitos de mayor tamaño presentan una mayor actividad de 

la lipasa sensible a hormonas (HSL) (Tsujita y col, 1995). Aún más, 

recientemente se ha demostrado que la actividad lipolítica de las células 

adiposas refleja no solo la actividad de la enzima HSL sino también la 

translocación de la enzima a la gota grasa intracelular en respuesta a 

agentes lipolíticos (Morimoto y col, 2001). También es interesante destacar lo 

observado por Herberg y col (1970) en ratones genéticamente obesos (New 

Zealand) donde un incremento lineal de la lipólisis basal espontánea y 

estimulada se correlaciona con un incremento en el tamaño celular.  

En nuestro diseño experimental la hipertrofia de los adipocitos se 

correlaciona con una mayor lipólisis basal de ácidos grasos sugiriendo un 

mayor clivaje de los depósitos de triglicéridos celulares en el tejido adiposo. 

Por otro lado, la estimulación de la lipólisis por el agonista β adrenérgico 

isoproterenol respecto al valor basal en los adipocitos aislados de animales 

DRS, fue menor al observado en el grupo control. De esta manera, una 

menor respuesta lipolítica neta al efector se asociaría principalmente a la 

mayor lipólisis basal que presentan las células hipertróficas del grupo DRS. 

Este mecanismo contribuiría al incremento de ácidos grasos plasmáticos 

observado en el grupo DRS. 

Algunas de las alteraciones metabólicas que llevan a la hipertrofia 

de las células grasas estarían asociadas con la expresión del PPAR γ (Nadler 

y col, 2000) (Farmer, 2005). Este, se expresa principalmente en tejido 

adiposo y se encuentra involucrado en funciones críticas como la 



 
 
 
 
Facultad de Bioquímica y Cs. Biológicas – UNL 

 
 

 

 
Doctorado en Ciencias Biológicas – Andrea S. Rossi 

 

108

adipogénesis y el metabolismo de la glucosa y colesterol. Induce la 

diferenciación adipocitaria desde preadipocitos hacia adipocitos maduros y 

funcionales y estimula la captación de ácidos grasos y su esterificación a 

triglicéridos en coordinación con el SREBP-1 que regula la lipogénesis para 

llenar la gota grasa (Farmer, 2005). 

Luego de la diferenciación terminal, el gen PPAR γ se expresa para 

mantener el fenotipo de adipocito maduro, aunque, en tejido adiposo de 

ratones y humanos obesos, el mRNA para el gen PPAR γ se encuentra 

significativamente disminuido (Brun y Spiegelman, 1997). Como 

consecuencia, el adipocito, aunque repleto de lípidos (hipertrofiado), tiene 

sobrepasada su capacidad para esterificar el gran exceso de ácidos grasos a 

triglicéridos, conduciendo a un aumento en la liberación de los mismos 

hacia el torrente sanguíneo y de allí a otros tejidos no adiposos (Unger y 

Zhou, 2001) (Torres y col, 2006). Un incremento y disponibilidad de ácidos 

grasos plasmáticos podría alterar la sensibilidad insulínica y la captación y 

utilización de la glucosa por los tejidos.  

Una mayor actividad lipolítica basal e incremento de los ácidos 

grasos plasmáticos fueron observados también por Shafrir y Trostter (1984) 

en ratones Spiny (Acomys Cahirinus) alimentados con DRS durante 3 meses. 

Sin embargo en estos animales, a diferencia de nuestro modelo 

experimental, se observa una disminución del tamaño de los depósitos 

grasos incluyendo el del tejido adiposo epididimal. Esta diferencia respecto a 

nuestros hallazgos, se debería, como mencionáramos anteriormente, a 

distintas respuestas a la administración de sacarosa según la especie de 

roedor utilizada. 

La insulina juega un rol fundamental en el metabolismo lipídico del 

tejido adiposo. En este órgano la hormona inhibe la lipólisis y estimula la 

conversión de glucosa a lípidos (lipogénesis). La marcada reducción del 

efecto antilipolítico de la insulina observado en los animales alimentados con 

DRS, podría ser uno de los mecanismos involucrados en el incremento de la 
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lipólisis basal de este grupo experimental. Hallazgos semejantes fueron 

evidenciados por Gries y col (1972) en células grasas abdominales de 

humanos obesos. 

Debido a la baja actividad de la enzima gliceroquinasa en el tejido 

adiposo, el glicerol resultante de la lipólisis es escasamente utilizado en la 

esterificación de los acil-CoA intracelulares. Por lo tanto el adipocito depende 

de la captación y del metabolismo de la glucosa para la provisión del  

glicerol-3P. Así, la captación de glucosa por el adipocito es uno de los pasos 

fundamentales para su metabolismo en este tejido. Boden (1996) demostró 

que los ácidos grasos parecen ejercer un efecto inhibitorio sobre la captación 

de glucosa solo bajo el estímulo de la insulina. Nuestros resultados 

concuerdan con ello: mientras que en condiciones basales no existieron 

diferencias significativas en la captación de glucosa entre los grupos, el 

efecto estimulatorio de la insulina fue menor en las ratas dislipidémicas 

alimentadas con dieta DRS. 

Shepherd y Kahn (1999) observaron que la resistencia a los efectos 

de la insulina sobre el transporte y metabolismo de la glucosa en músculo y 

adipocitos es uno de los defectos más tempranos en el desarrollo de la 

resistencia insulínica. Nuestros resultados sugieren una resistencia del 

tejido adiposo a la acción de la insulina (menor acción antilipolítica de la 

hormona y menor captación de glucosa bajo el estímulo de la insulina).  

Estudios realizados por nuestro grupo de trabajo, demuestran que 

el entorno metabólico-hormonal de los animales alimentados con una DRS 

es muy diferente en el corto plazo (3-5 semanas) respecto al largo plazo (30-

40 semanas). Durante el primer período, se observa dislipidemia con 

normoglucemia basal e hiperinsulinemia, mientras que en el período a largo 

plazo, los animales demuestran una dislipidemia más marcada con 

hiperglucemia moderada y normoinsulinemia. Ambos períodos se 

caracterizan por la presencia de resistencia insulínica (Bernal y col, 1995) 

(Chicco y col, 2003). 
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La resistencia insulínica debido a la ingesta de sacarosa o fructosa 

ha sido demostrada previamente a nivel del tejido adiposo, pero en estudios 

realizados a corto plazo, es decir, con la presencia de hiperinsulinemia. Luo 

y col (1996) constataron en ratas normales que la alimentación con fructosa 

(62% p/p) durante 6 semanas, determina en adipocitos aislados una menor 

incorporación de glucosa a lípidos en respuesta a una dosis de estímulo 

máximo de insulina, asociada a una ligera disminución de CO2, sin que se 

presenten alteraciones en el transporte de la misma en los adipocitos. Una 

menor conversión de glucosa a lípidos en condiciones basales junto con una 

mayor conversión de glucosa a CO2 fue descripta por Blakely y col (1987) en 

ratas alimentadas con fructosa (27% p/p) durante 4 semanas. Más aún, 

Vräna y col (1993) constataron una menor conversión de glucosa a 

triglicéridos (basal y estimulada por insulina) sin modificaciones de la 

incorporación de glucosa a glucógeno en ratas alimentadas con sacarosa 

(79% p/p) por el mismo período de tiempo (4 semanas).  

Nuestros resultados muestran que la captación de glucosa basal en 

adipocitos aislados es el grupo DRS es similar al grupo control. Sin embargo, 

bajo el estímulo de la insulina esta captación es menor. De acuerdo con esto, 

Park y col (2005) observaron en adipocitos que sobreexpresaron G6PDH, un 

incremento del contenido celular de ácidos grasos y triglicéridos así como 

también una disminución en la captación de glucosa estimulada por 

insulina y un aumento de la lipólisis a través del incremento de la expresión 

de la lipasa hormona sensible (HSL). Por su parte, Aguilera y col (2004) 

demostraron un aumento de los niveles de TNF-α (estimulante de la lipólisis) 

en ratas macho Wistar a las que se suministró sacarosa (30%) en el agua de 

bebida durante 21 días.  

Otras adipocitoquinas sintetizadas y secretadas por el tejido 

adiposo, entre ellas la leptina y adiponectina, modulan varias funciones 

biológicas y juegan un rol importante en el metabolismo de lípidos y glucosa. 

Nuestros resultados demuestran que la administración crónica (270 días) de 
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una DRS a ratas normales Wistar induce una disminución de los niveles 

plasmáticos de leptina y adiponectina. La presencia de adiposidad, 

dislipidemia y resistencia insulínica, acompañan estas modificaciones, sin 

cambios en la expresión génica de ambas adipocitoquinas en tejido adiposo 

blanco. Varios estudios realizados en roedores y humanos, y de acuerdo con 

nuestros resultados, han encontrado una actividad metabólica alterada en el 

adipocito durante el desarrollo de obesidad y desórdenes relacionados, 

conduciendo a niveles plasmáticos de leptina y adiponectina anormales 

(Wajchenberg, 2000) (Ding y col, 2005). 

El tamaño del tejido adiposo blanco, incrementa con la edad y 

contribuye a aumentar la adiposidad y los niveles plasmáticos de leptina, 

tanto en humanos (Pittas y col, 2004) (Meier y Gressner, 2004) como en 

animales (Ahren y col, 1997). En nuestro estudio, sin embargo, el moderado 

incremento del peso corporal y de la adiposidad con hipertrofia de las células 

grasas en los animales alimentados con DRS, no se correlaciona 

positivamente con los niveles plasmáticos de leptina, que inclusive 

disminuyen. 

La disociación entre cambios en los niveles plasmáticos de leptina, 

peso corporal y masa del tejido adiposo en el modelo de resistencia 

insulínica inducido por sacarosa, está presente solo cuando la ingesta de la 

DRS es crónica. Peyron-Caso y col (2002 b) previamente demostraron que la 

administración de dieta rica en sacarosa a ratas Sprague-Dawley durante un 

corto período de tiempo (3-6 semanas) induce un incremento paralelo de la 

adiposidad y de la leptina plasmática. 

El descenso de los niveles de leptina plasmáticos en nuestros 

resultados puede deberse a una exposición prolongada a niveles aumentados 

de ácidos grasos plasmáticos. Recientemente se ha demostrado que tanto la 

masa proteica como los niveles de mRNA para el gen ob, disminuían en 

presencia de triacsina y ácidos grasos de cadena larga mono y 

polinosaturados en cultivo de adipocitos de ratas (Shintani y col, 2000) 
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(Cammisotto y col, 2003), sugiriendo que niveles elevados de ácidos grasos 

en plasma podría llevar a una supresión relativa en la secreción de leptina 

por el tejido adiposo. Cammisotto y col (2003) mostraron que un incremento 

en el contenido intracelular de ácidos grasos, generados por una intensa 

actividad lipolítica, inhibe la secreción de leptina. Consecuentemente, esto 

sugiere que los ácidos grasos de cadena larga podrían jugar un rol 

importante entre la activación de la lipólisis y la inhibición final de la 

secreción de leptina por los adipocitos del tejido adiposo blanco.  

Un mecanismo alternativo de disminución de los niveles de leptina 

plasmáticos en el largo plazo de administración de la dieta rica en sacarosa 

podría ser la marcada hipertrigliceridemia presente en este modelo 

experimental. Banks y col (2004) recientemente demostraron que 

incrementando los niveles plasmáticos de triglicéridos se inhibía el 

transporte de leptina a través de la barrera hematoencefálica, induciendo 

por lo tanto resistencia a la leptina. Los triglicéridos actuarían directamente 

sobre los transportadores de leptina o uniéndose a la hormona en la 

circulación. En el presente estudio, el dosaje de leptina en plasma podría 

estar enmascarado por complejos triglicéridos-leptina, resultando por lo 

tanto en una subestimación de los niveles de leptinemia. Esto podría 

contribuir al incremento en la ingesta calórica y consecuente incremento del 

peso del tejido adiposo y del peso corporal.  

Los niveles de adiponectina mostraron una regulación paralela a la 

encontrada para la leptina: la insulino resistencia inducida por la 

alimentación crónica con una dieta rica en sacarosa a ratas Wistar, 

disminuye los niveles de adiponectina en el plasma. Esto es consistente con 

muchos estudios que demostraron una disminución en los niveles 

plasmáticos de adiponectina en Resistencia Insulínica y obesidad (Hu y col, 

1996) (Weyer y col, 2001).  

Estudios “in vivo” indican que los niveles en ayuno de insulina están 

negativamente correlacionados con los niveles plasmáticos de adiponectina 
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(Yu y col, 2002) (Bluher y col, 2002). Estos resultados concuerdan con 

resultados “in vitro” que demuestran que el tratamiento crónico con insulina 

reduce la expresión de adiponectina en adipocitos 3T3-L1 (Fasshauer y col, 

2002). La alimentación crónica con DRS en nuestro estudio se acompañó de 

normoinsulinemia. Por lo tanto, la insulina no siempre se correlaciona con 

los niveles de adiponectina en plasma. La concentración de adiponectina se 

correlaciona negativamente con un incremento de la lipólisis y liberación de 

ácidos grasos por el tejido adiposo (Delporte y col, 2002). En el presente 

estudio, luego de 270 días de alimentación con DRS, las modificaciones en 

los niveles de ácidos grasos eran opuestas a las de adiponectina en plasma: 

los ácidos grasos aumentaron luego de la ingesta de DRS y disminuyeron los 

niveles de adiponectina.  

Una mayor disponibilidad de lípidos plasmáticos como la observada 

en los animales alimentados con DRS contribuye al deterioro de la acción 

insulínica en tejidos sensibles a la acción de la hormona (resistencia 

insulínica periférica global). Al mismo tiempo una exposición crónica de las 

células β pancreática a niveles elevados de ácidos grasos y glucosa “in vitro” 

e “in vivo”, favorece su disfunción mediante un proceso de 

glucolipotoxicidad. 

Varios mecanismos podrían contribuir a la disfunción de la célula β, 

entre ellos:  

- cambios en la oxidación de la glucosa. 

- incremento del contenido de triglicéridos. 

- incremento en la síntesis de ceramidas. 

- regulación negativa de diferentes genes (GLUT 2 y glucoquinasa).  

- inducción de las proteínas desacoplantes UCP 2.  

- inducción de stress oxidativo. 

- disminución de la actividad quinasa dependiente de AMP (AMPK). 
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- estimulación de la expresión del factor de transcripción SREBP-1c. 

- estimulación de la expresión del factor de transcripción PPARs. 

 

Al respecto, hemos demostrado recientemente (Pighín y col, 2003] 

un incremento de los depósitos de triglicéridos y descenso de la actividad del 

complejo PDH dentro de las células β aisladas de animales alimentados con 

DRS por 270 días. La inhibición del complejo PDH limita la conversión del 

piruvato derivado de la glicólisis a acetil-CoA y disminuye el metabolismo 

oxidativo de la glucosa, una señal para la secreción y síntesis de insulina 

(Randle, 1998) (Man y col, 1997). Este podría ser uno de los mecanismos que 

contribuiría a la disfunción de la célula β en los animales alimentados 

crónicamente con DRS. 

El significativo aumento en el tamaño y en el contenido de 

triglicéridos de los adipocitos observado en el grupo DRS estaría relacionado 

con un aumento de la síntesis de triglicéridos, vinculada a una mayor 

captación de ácidos grasos de las lipoproteínas circulantes (mayor 

reesterificación) sumado a una mayor actividad lipogénica “de novo” de 

ácidos grasos. Además, la cronicidad de la dieta conduce a una mayor 

lipólisis basal en el tejido adiposo que se asocia con un aumento de los 

ácidos grasos y alterados niveles plasmáticos de leptina y adiponectina. La 

captación de glucosa estimulada por insulina y la acción antilipolítica de la 

hormona se encuentran disminuidas evidenciando la pérdida de sensibilidad 

a la insulina por el adipocito. Esto se acompaña de una clara alteración del 

patrón de secreción de insulina (estimulada por glucosa) y de la resistencia 

insulínica periférica global. 

En conclusión, la administración prolongada de una dieta rica en 

sacarosa a ratas normales induce cambios morfológicos, metabólicos y 

funcionales en el tejido adiposo blanco que pueden contribuir a los 

mecanismos de anormal homeostasis de la glucosa con resistencia 
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insulínica. La hipertrofia del tejido adiposo es la consecuencia de un 

aumento del contenido de triglicéridos, que podría deberse a: 1) un aumento 

de la síntesis de los mismos vinculada a una mayor captación de ácidos 

grasos de las lipoproteínas circulantes (mayor reesterificación) y 2) a una 

mayor actividad lipogénica (síntesis “de novo” de ácidos grasos). 

El segundo objetivo del presente trabajo de tesis fue evaluar el efecto 

de cambios parciales en la composición grasa de la dieta (aceite de maíz por 

aceite de hígado de bacalao) sobre todas las alteraciones metabólicas antes 

mencionadas. 

La dislipidemia presente en los animales alimentados con dieta rica 

en sacarosa fue normalizada al modificar la fuente de grasa de la dieta. Esto 

se acompañó de una significativa disminución de las actividades de enzimas 

claves relacionadas con la lipogénesis en el tejido adiposo, de una marcada 

reducción de la masa grasa visceral y de la hipertrofia adipocitaria, 

mejorando al mismo tiempo la distribución celular.  

Los posibles mecanismos involucrados en estos procesos incluirían 

la unión de los ácidos grasos n-3, ligandos naturales del factor de 

transcripción PPARγs en el tejido adiposo. La presencia de los ácidos grasos 

n-3 en la dieta normaliza la lipólisis basal, la estimulada por isoproterenol y 

la acción antilipolítica de la insulina. 

Es bien conocido que en los animales alimentados con DRS existe 

un incremento de los niveles hepáticos de triglicéridos, ya que la sacarosa es 

un potente inductor del factor de transcripción proteína-1 que une 

elementos reguladores de esterol (SREBP-1c) presente en los genes que 

codifican enzimas involucradas en la lipogénesis hepática activando su 

transcripción (Miyazaki y Watanabe, 2004) (Horton y col, 2002). Numerosos 

estudios experimentales han demostrado que el aceite de pescado puede 

down-regular los niveles de mRNA en hígado para el SREBP-1c por 

mecanismos que incluyen la supresión de la transcripción génica y el 
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procesamiento proteolítico, disminuyendo la estabilidad del mRNA SREBP-1c 

e incrementando su degradación en los proteasomas (Fernández y West, 

2005). Además, ratas alimentadas con aceite de pescado presentan mayor 

capacidad oxidativa hepática de los ácidos grasos (Neschen y col, 2002) 

posiblemente vía una regulación positiva del factor de transcripción PPAR α. 

Por lo tanto, a través de estos mecanismos que involucrarían al 

PPAR α y SREBP-1c, los ácidos grasos n-3 (aceite de pescado, AHB) 

disminuirían los niveles de triglicéridos elevados (tanto en plasma como en 

hígado) que observamos en los animales alimentados crónicamente con DRS.  

La reversión de la dislipemia observada en los animales con DRS + 

AHB podría ser uno de los mecanismos involucrados en la reducción de la 

hipertrofia celular del tejido adiposo. Otro posible mecanismo se relaciona 

con la disminución de las actividades de las enzimas lipogénicas en dicho 

tejido. Al respecto, Raclot y col (1997) y Haug y Hostmark (1987) 

demostraron en tejido adiposo de ratas normales alimentadas con dieta rica 

en grasa (22%) que incorporaron en la dieta ácidos grasos (11% aceite de 

pescado), una disminución de los niveles de mRNA y de las actividades de 

varias enzimas relacionadas con la lipogénesis, incluyendo FAS y LPL. 

Los ácidos grasos n-3, especialmente el ácido eicosapentaenoico 

(EPA), se une y activa la expresión de los PPAR γ2 (isoforma del PPAR) en 

tejido adiposo. La activación del PPAR γ2 conduce a un incremento 

coordinado de un gran número de genes relacionados con la adipogénesis, 

transporte, depósito y oxidación de ácidos grasos en el tejido adiposo blanco 

(Rousseau y col, 1997), además de remodelar el tejido adiposo en las ratas 

adultas estimulando el desarrollo de adipocitos más pequeños y más 

sensibles a la acción insulínica. Al respecto, Peyron-Caso y col (2002 b) 

demostraron que los adipocitos de ratas Sprague-Dawley alimentadas con 

dieta rica en sacarosa adicionada de aceite de pescado durante 3 semanas, 

son de menor tamaño y más sensibles a la estimulación por la insulina que 
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aquellos aislados de ratas alimentadas por el mismo período de tiempo con 

dieta rica en sacarosa adicionada de aceite vegetal. 

Los ácidos grasos actuarían en forma similar a la descripta para los 

fármacos antidiabéticos orales de la familia de las thiazolidinedionas (TZD), 

ligandos sintéticos de los PPARγ (Spiegelman, 1998) (Okuno y col, 1998). 

La activación de los PPARγ induce además, la diferenciación de 

adipocitos del tejido adiposo marrón que tienen el potencial de disipar el 

exceso de energía en forma de calor (Rousseau y col, 1997) (Willson y col, 

2001). Este mecanismo favorecería a la menor acumulación de grasa 

corporal causada por los ácidos grasos n-3. Además se ha demostrado que la 

estimulación del PPAR γ disminuye la producción adipocitaria de TNF- lo 

que también contribuye a la mejora de la sensibilidad insulínica (Miles y col, 

1997) (Peraldi y col, 1997).  

Cuando la fuente de grasa de la dieta DRS (aceite de maíz) es 

parcialmente reemplazada por AHB, la lipólisis basal aumentada en el grupo 

DRS disminuyó significativamente. La adicción de AHB normalizó también la 

lipólisis estimulada por isoproterenol, alcanzando valores similares a los 

obtenidos para el grupo DC. 

De acuerdo con nuestros resultados, Rustan y col (1998) mostraron 

una disminución de la lipólisis basal y estimulada en tejido adiposo 

epididimal y perirrenal de ratas alimentadas con dieta grasa saturada 

suplementada con ácidos grasos n-3 por 7 semanas comparada con el grupo 

alimentado con dieta grasa por el mismo período de tiempo. 

Por otro lado, Parrish y col (1991) observaron una alta respuesta 

lipolítica a la noradrenalina en adipocitos de ratas alimentadas durante 3 

semanas con aceite de pescado en comparación con aquellas alimentadas 

con grasa de cerdo (lard) por el mismo período de tiempo. Un incremento de 

la respuesta lipolítica a la adrenalina en adipocitos de ratas Wistar 

alimentadas con ácidos grasos n-3, comparada con aceite de girasol, fue 
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observado también luego de 7 días de administración de la dieta. Esto 

sugiere un efecto general de los ácidos grasos n-3 en modular los caminos de 

la cascada lipolítica, a nivel de los receptores adrenérgicos o de la actividad 

de la adenilato ciclasa, fosfodiesterasa o HSL (Fickova y col, 1998). Raclot y 

Groscolas (1993) demostraron, que bajo condiciones de lipólisis estimulada, 

los ácidos grasos insaturados y que tienen sus dobles enlaces más cerca del 

metilo terminal, son más rápidamente movilizados. La movilización 

diferencial estaría relacionada a una mayor solubilidad del ácido graso en la 

interfase lípido-agua donde la HSL hidroliza a los triglicéridos. Como 

resultado, estos estarían más accesibles a la enzima y, por lo tanto, a ser 

hidrolizados.  

Nuestro estudio no provee datos sobre los procesos celulares 

responsables de la normalización de la lipólisis aumentada en los adipocitos 

de ratas del grupo DRS luego de la ingesta de AHB. Sin embargo, se ha 

demostrado que tanto la alimentación con fructosa como con sacarosa eleva 

la presión sanguínea, y este podría ser el mecanismo que activa el sistema 

nervioso simpático (Storlien y col, 1993 a), lo que contribuiría a aumentar la 

actividad lipolítica. Por otro lado, Huang y col (1997) demostraron que la 

administración por 3 semanas de aceite de pescado mejoraba la hipertensión 

inducida en ratas por la alimentación con fructosa. Esto influenciaría la 

lipólisis del tejido adiposo. Además, la significativa reducción del tamaño 

celular de los adipocitos contribuiría también a disminuir la lipólisis basal. 

La administración de ácidos grasos n-3 normalizó la acción 

antilipolítica de la insulina y la captación de glucosa en el tejido adiposo de 

ratas alimentadas crónicamente con DRS. Al respecto, Vräna y col (1988) 

demostraron el efecto beneficioso de los ácidos grasos n-3 sobre la acción 

insulínica en adipocitos aislados de ratas alimentadas durante 3 semanas 

con DRS. Además, Vräna y col (1986) mostraron que la adición a una DRS 

de 1 mililitro de aceite de pescado por día aumenta la incorporación de 

glucosa a lípidos totales en adipocitos de ratas que recibieron esta dieta. En 
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el mismo modelo, Luo y col (1996) demostraron que la disminución en el 

transporte de glucosa estimulado por insulina, su oxidación y su 

incorporación a lípidos totales es prevenida cuando el aceite de pescado es la 

principal fuente de grasa de la DRS durante 6 semanas. También aquí, el 

incremento en la actividad del transportador de glucosa GLUT4 se acompañó 

de un aumento de la proteína y de sus niveles de mRNA. Al respecto, Peyron-

Caso y col (2002 a) observaron un incremento en el transporte de glucosa 

estimulado por insulina en adipocitos, asociado a un incremento de la 

proteína GLUT4 y de sus niveles de mRNA en ratas alimentadas durante 3 

semanas con DRS suplementada con aceite de pescado. 

Por otro lado, hemos demostrado recientemente (Pighín y col, 2003) 

que la administración de ácidos grasos n-3 normaliza la secreción de 

insulina, bajo es estímulo de la glucosa, de islotes aislados perifundidos. Los 

posibles mecanismos involucrados en este proceso incluyen una 

normalización de los depósitos de triglicéridos y de la oxidación de la glucosa 

en la célula β. 

Además de la regulación de los niveles de los lípidos plasmáticos, 

otros mecanismos relacionados con los efectos de los ácidos grasos n-3 de 

origen marino sobre la acción insulínica involucrarían la composición de los 

ácidos grasos de los fosfolípidos de membranas en tejidos blanco a la acción 

de la hormona. Este sería un factor crítico que influenciaría la acción 

biológica de la insulina (por ejemplo: cambios en la fluidez de la membrana, 

función del DAG como segundo mensajero, etc.) (Storlien y col, 1991). 

Las membranas de las vesículas intracelulares que contienen a los 

transportadores de glucosa GLUT 4 en las células adiposas, contienen la 

enzima sintetasa de ácidos grasos de cadena larga 1 y su producto, los acil-

CoA (Sleeman y col, 1998). Estos acil-CoA son sustratos para la biosíntesis 

de fosfolípidos. Así, la translocación de los transportadores GLUT4 desde las 

vesículas intracelulares está influenciada por los lípidos que constituyen las 

membranas de las mismas, siendo estimulada por los fosfolípidos formados 
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por ácidos grasos polinosaturados e inhibida cuando los ácidos grasos son 

saturados (Sandra y col, 1984). De esta manera, un alto porcentaje del 

transporte de la glucosa está ligado a un incremento en la fluidez de la 

membrana, que facilita la penetración del GLUT4 en ella (Spector y Yorek, 

1985) y/o induce cambios conformacionales en la estructura cuaternaria de 

la proteína. Además, un aumento en la fluidez de membrana está asociado a 

un mayor número de receptores de insulina y a una mayor sensibilidad a la 

acción de la hormona (Borkman y col, 1993) (Storlien y col, 1996) (Ginsberg 

y col, 1981) (Ghafoorunissa y col, 2005).  

Recientemente hemos observado un incremento de ácidos grasos n-

3 (EPA 20:5 y DHA 22:6) en los fosfolípidos del músculo esquelético de ratas 

alimentadas con DRS + AHB (n6/n3: 1.23 para DRS + AHB vs. 7.2 para 

DRS). En estos animales, la resistencia periférica insulínica global fue 

revertida ante la presencia de ácidos grasos n-3 en la dieta. Aunque en el 

presente trabajo no analizamos la composición de los ácidos grasos de la 

membrana de los adipocitos, es posible que cambios en el tipo de ácidos 

grasos que componen los fosfolípidos de sus membranas puedan contribuir 

al aumento en la captación de glucosa observada en ratas alimentadas con 

DRS + AHB y a la mayor sensibilidad a la insulina por los adipocitos. De 

acuerdo con esto, Luo y col. (1996) demostraron que la acción insulínica se 

correlaciona positivamente con el índice de insaturación de ácidos grasos en 

los fosfolípidos de membrana de los adipocitos de rata cuando el aceite de 

pescado representa la principal fuente de lípidos en dietas ricas en sacarosa 

durante 6 semanas. 

La adición de aceite de pescado a la dieta rica en sacarosa durante 

los últimos 60 días de ingesta normaliza los niveles de leptina y adiponectina 

plasmáticos sin modificaciones en la expresión génica de ambas 

adipocitoquinas en los tejidos adiposos blancos. La naturaleza de los ácidos 

grasos de la dieta, independientemente de la masa de tejido adiposo, parece 

jugar un rol determinante de los niveles circulantes de leptina en plasma 
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(Cha y Jones, 1998). Al respecto, concentraciones elevadas de leptina en 

plasma se observaron en ratas normales alimentadas con 20% de aceite de 

pescado durante 10 semanas comparadas con ratas alimentadas con beef 

tallow.  

Aunque las ratas alimentadas con DRS presentan una deficiencia, 

y/o posible resistencia a la leptina, el incremento en los niveles de 

leptinemia, que se mantienen dentro del rango de los valores controles luego 

de la administración de AHB, no puede ser considerado como una 

resistencia a la leptina. Estos niveles de leptina contribuirían a mantener el 

peso corporal y a limitar el incremento de algunos depósitos grasos en las 

ratas alimentadas con DRS. Estos resultados sugieren que los efectos de la 

leptina en regular el peso corporal y la masa del tejido adiposo no pueden 

explicarse solamente por variaciones en la ingesta calórica. Dentro de este 

contexto, esta regulación estaría mediada por la habilidad de la leptina en 

promover la hidrólisis de triglicéridos y oxidación de ácidos grasos e inhibir 

su síntesis (Steinberg y col, 2002) (Reidy y Weber, 2002). Más aún, los 

efectos de la leptina sobre la masa grasa pueden también estar mediados por 

un incremento en el gasto energético a través de un aumento de la 

termogénesis en el tejido adiposo marrón (Dhillon y col, 2001) (Scarpace y 

col, 1997). Luego de su unión a los receptores hipotalámicos, la leptina 

inhibe la secreción del neuropéptido Y y estimula la liberación de la hormona 

melanocito estimulante, la cual incrementa el gasto energético a través de 

las proteínas desacoplantes UCP 1 del tejido adiposo marrón (Morrison, 

2004). 

Por lo tanto, al favorecer la utilización de los lípidos como fuente de 

energía, la leptina podría prevenir el desarrollo de la masa grasa. Nuestros 

resultados mostraron que el aumento de la leptinemia por el AHB está 

asociado a una disminución de la actividad de las enzimas lipogénicas (FAS, 

ACC, ME, G6PDH, LPL) pero no a una estimulación de la lipólisis in vitro.  
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En el presente trabajo, el incremento en los niveles plasmáticos de 

leptina no se correlaciona con variaciones de la expresión génica del ob en 

tejido adiposo blanco. Otros estudios (De Vos y col, 1996) (Reseland y col, 

2001), sin embargo, encuentran que la alimentación con aceite de pescado 

por 3 semanas o por 3 meses podrían reducir el mRNA para el gen ob. Estos 

resultados no contradicen los presentes hallazgos, ya que una ligera aunque 

no significativa disminución en el mRNA para el gen ob se encontró en las 

ratas alimentadas con DRS + AHB. Esto sugiere que un incremento en la 

leptina plasmática sería consecuencia de un incremento en la secreción por 

parte del adipocito más que a incremento en su síntesis. 

Muchos estudios demostraron que la leptina mejora la resistencia 

insulínica en adipocitos de ratas (Sivitz y col, 1997) y que estimula el 

transporte de glucosa en el adipocito (Barzilai y col, 1997) (Haque y col, 

1999) y en el músculo esquelético (Furnsinn y col, 1998). De acuerdo a 

Barzilai y col (1999) ésta sensibilidad aumentada de los adipocitos a la 

acción de la insulina sería debido a una acción directa de la leptina. Por lo 

tanto, el incremento en los niveles de leptina podría ser la causa y no la 

consecuencia del mejoramiento de la resistencia insulínica como también de 

la homeostasis de lípidos y glucosa, observada en los animales alimentados 

con DRS + AHB. 

La insulina estimula la secreción y la expresión del gen de la leptina 

(Rosenbaum y col, 1996) (Wabitsch y col, 1996) (Boden y col, 1997) (Caro y 

col, 1996). Aunque los niveles plasmáticos de insulina no cambiaron, sí se 

observó una mayor sensibilidad a la acción de la insulina por las células 

adiposas. Esto coincide con numerosos estudios que demostraron que el 

transporte y metabolismo de la glucosa en el adipocito son factores 

importantes en la regulación de la expresión y secreción de leptina y que el 

efecto de la insulina en incrementar la utilización de la glucosa en la célula 

adiposa podría contribuir a la secreción de leptina estimulada por la 

hormona (Mueller y col, 1998) (Nyholm y col, 1997). 
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Estudios recientes sugieren complejas interacciones entre la leptina 

y la vía de señales de la insulina, que potencialmente podrían llevar a 

modificaciones diferenciales de los efectos metabólicos de la hormona 

ejercidos a través de los receptores IRS1 e IRS2 (Frühbeck y col, 2001). 

Consecuentemente esto puede incrementar la sensibilidad insulínica 

periférica global vía efectos periféricos sobre los tejidos sensibles a la acción 

de la hormona (hígado, músculo y tejido adiposo) (Zhou y col, 1997) 

(Greenberg y col, 1999).  

Pighín y col (2003) observaron una disminución del contenido de 

triglicéridos pancreático y hepático en ratas alimentadas crónicamente con 

DRS en la que se reemplazó la fuente de grasa de la dieta (aceite de maíz por 

AHB). En el mismo modelo experimental, D’Alessandro y col (2000) 

observaron también una disminución de los triglicéridos en músculo 

esquelético. Estos efectos podrían estar mediados por la acción de la leptina 

activando la quinasa dependiente de AMP cíclico a través de un efecto 

directo sobre el músculo esquelético e indirectamente a través del eje 

hipotálamo-sistema nervioso simpático (Minokoshi y col, 2002). Además 

debemos considerar que los ácidos grasos n-3 de origen marino favorecen la 

oxidación de los ácidos grasos en el hígado induciendo la expresión de genes 

involucrados en este proceso, a través del PPAR  (Neschen y col, 2002) 

(Clarke, 2001). 

La administración de ácidos grasos n-3 normaliza los niveles de 

adiponectina plasmáticos en ratas alimentadas crónicamente con DRS. Más 

aún, en un trabajo reciente (Rossi y col, 2005) hemos demostrado que la 

administración simultánea de aceite de pescado y sacarosa durante un 

período corto de tiempo (3 semanas) permitía prevenir la disminución de los 

niveles plasmáticos de adiponectina inducidos por la DRS.  

La incorporación de ácidos grasos n-3 dietarios probablemente 

incremente las concentraciones de adiponectina en plasma a través de la 

activación selectiva de los PPAR γ en tejido adiposo, ya que estos factores de 
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transcripción regulan la síntesis y secreción de esta adipocitoquina 

(Gustafson y col, 2003). Estos resultados están de acuerdo con el ya 

demostrado incremento de la adiponectina en plasma, y consecuente mejora 

en la sensibilidad insulínica, luego del tratamiento durante 6 meses con 

agentes como las rosiglitazonas (Yu y col, 2002), miembros de la familia de 

las thiazolidinedionas, agonistas de los PPAR γ (Coort y col, 2005). 

Los mecanismos implicados en los cambios de los niveles en plasma 

de adiponectina todavía no son claros. Algunos estudios encontraron que la 

expresión de adiponectina en las células grasas incrementa en paralelo con 

el incremento de la sensibilidad insulínica y pérdida de peso (Yang y col, 

2001). En contraste con esto, Milan y col (2002) observaron que las 

modificaciones en los niveles plasmáticos de la adipocitoquina no estaban 

asociadas con un incremento en la expresión del mRNA para adiponectina.  

Por otro lado, los niveles elevados de ácidos grasos en el plasma de 

la DRS podrían ejercer un efecto inhibitorio de la secreción de adiponectina 

por la célula grasa. La normalización de los ácidos grasos por la 

administración del AHB podría eliminar este efecto inhibitorio. Además, el 

efecto de la DRS o DRS + AHB sobre el tamaño celular y por lo tanto sobre la 

sensibilidad a la insulina por el adipocito, puede también ser otro 

mecanismo involucrado en la regulación de la adiponectina plasmática. 

En conclusión, la administración de ácidos grasos n-3 a ratas 

dislipémicas insulino resistentes, disminuye los niveles de triglicéridos y 

ácidos grasos plasmáticos y puede inducir una modificación selectiva en 

ciertos tejidos adiposos, modulando el tamaño del adipocito y de esta 

manera, incrementando la sensibilidad insulínica por otros mecanismos. Los 

adipocitos sensibilizados a la insulina, en ausencia de altos niveles de 

triglicéridos y ácidos grasos, secretarían más leptina y adiponectina. Estas 

adipocitoquinas podrían estar involucradas en la mayor sensibilidad 

periférica global a la insulina. 
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CONCLUSIONES 

El estilo de vida moderno - abundante suministro de nutrientes y 

reducida actividad física - ha contribuido, junto con el factor genético, a un 

dramático incremento de las enfermedades metabólicas, relacionadas 

estrechamente con la calidad de los macronutrientes de la dieta. Esto se 

asocia a un aumento de obesidad, DMNID, hipertensión, dislipemia, 

enfermedad cardiovascular, etc, todas ellas incluidas en el denominado 

Síndrome X. 

Numerosos son los esfuerzos que se están realizando para tratar de 

ampliar los conocimientos de las bases científicas de dichos desórdenes 

metabólicos, que discapacitan a un número cada vez más elevado de 

personas de la población en general. En la investigación básica se utilizan 

diferentes modelos experimentales nutricionales que se asemejan, en 

diferentes aspectos bioquímicos-metabólicos, a los descriptos en Síndrome X 

y que, a pesar de sus limitaciones en la extrapolación al humano de los 

resultados obtenidos, resultan sumamente útiles para estos fines. 

En este trabajo de tesis, utilizando el modelo nutricional de 

dislipemia y resistencia insulínica logrado a través de la administración 

crónica de una dieta rica en azúcares refinados, analizamos el rol del tejido 

adiposo en estos desórdenes metabólicos y demostramos que cumple un rol 

clave en las alteraciones funcionales y metabólicas presentes en el modelo. 

Más aún, cambios en uno de los macronutrientes de la dieta (lípidos) como 

lo es la sustitución parcial del tipo de ácido graso (n-6 de origen vegetal por 
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n-3 de origen marino), logran modificar favorablemente las anomalías 

metabólicas antes descriptas. 

 

 

 

RESUMEN 

El Síndrome X o Plurimetabólico, integrado por una constelación de 

anormalidades tales como diabetes, hipertensión, dislipemia, insulino 

resistencia y enfermedad coronaria, tiene gran incidencia en la comunidad. 

Los mecanismos íntimos no están aún bien dilucidados, haciendo necesario 

orientar los esfuerzos para tratar de ampliar las bases científicas de dichos 

desórdenes, con el objeto de prevenir o mejorar las condiciones de salud de 

la población en general. Experimentalmente es posible lograr un modelo 

similar al del Síndrome X por manipulación dietaria, por ejemplo a través de 

la administración de una dieta rica en sacarosa (DRS) o en grasas saturadas. 

El tejido adiposo es hoy reconocido por diferentes autores como un 

tejido clave en la resistencia insulínica y por ende en el Síndrome X 

relacionado a ella (Arner, 2003). Dado el importante rol metabólico y 

funcional del tejido adiposo sobre los lípidos plasmáticos, la homeostasis de 

la glucosa y la resistencia insulínica, los objetivos generales del presente 

trabajo de tesis fueron: 1) Analizar algunos mecanismos que relacionen 

cambios morfológicos, funcionales y moleculares del tejido adiposo en el 

modelo experimental de dislipidemia y resistencia insulínica inducido por la 

administración prolongada de una dieta rica en sacarosa, 2) Determinar de 

que manera estos cambios contribuyen a la hiperglucemia, resistencia 

insulínica y dislipidemia, y 3) Analizar si una sustitución parcial en el tipo 

de ácidos grasos de la dieta (aceite de maíz –rico en ácidos grasos n-6- por 
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aceite de hígado de bacalao - rico en ácidos grasos n-3) contribuye a mejorar 

y/o revertir estas anormalidades metabólicas. 

A través de los resultados del presente trabajo de tesis, pudimos 

constatar en el grupo experimental (alimentado con una dieta rica en 

sacarosa durante 270 días): a) Expansión de la masa del tejido adiposo 

epididimal y retroperitoneal (hipertrofia) y anormal distribución del tamaño 

celular de los adipocitos, alteraciones que se acompañan de un moderado 

incremento de la ingesta calórica y del peso corporal (aproximadamente 18%) 

correlacionándose también con un mayor contenido lipídico de la carcasa. b) 

Mayor lipólisis basal; c) Disminuida acción antilipolítica de la insulina; d) 

Menor captación de glucosa estimulada por la insulina en adipocitos 

aislados e)Incremento en las actividades de las enzimas lipogénicas y de la 

lipoproteína lipasa; f) Disminución de los niveles de leptina y adiponectina 

en plasma sin cambios en la expresión génica de estas adipocitoquinas en 

tejido adiposo blanco g) Deterioro del patrón bifásico de secreción de 

insulina (estimulado por la glucosa) en islotes perifundidos, con pérdida del 

primer pico de secreción y una segunda fase hipersecretora.  

La sustitución parcial de la fuente de grasa dietaria de aceite de 

maíz por aceite de hígado de bacalao (AHB) durante los últimos 60 días de 

experiencia (grupo alimentado con dieta rica en sacarosa con AHB como 

principal fuente de grasa dietaria), indujo: a) Disminución significativa en la 

adiposidad visceral y del contenido graso de la carcasa; b) Disminución de 

las actividades de las enzimas relacionadas con la lipogénesis respecto del 

grupo DRS; c) Reducción de la hipertrofia de los adipocitos asociada a una 

distribución del tamaño celular que se aproxima a la observada en animales 

alimentados con DC; d) Normalización de la lipólisis basal. e) El efecto 

hipolipemiante del AHB, logró revertir la resistencia insulínica periférica 

global y del tejido adiposo; f) Normalización del patrón de secreción de 

insulina bajo el estímulo de la glucosa, en islotes aislados perifundidos. g) 
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Normalización de los niveles plasmáticos de leptina y adiponectina sin 

cambios en la expresión génica de dichas adipocitoquinas.  

En conclusión, el tejido adiposo cumple un rol clave en las 

alteraciones funcionales y metabólicas presentes en el modelo experimental 

de dislipidemia y resistencia insulínica inducido por una dieta rica en 

azúcares refinados. Cambios en uno de los macronutrientes de la dieta 

(lípidos) como lo es la sustitución parcial del tipo de ácido graso (n-6 de 

origen vegetal por n-3 de origen marino), logran modificar favorablemente las 

anomalías metabólicas antes descriptas. 

SUMMARY 

Both genetic and environmental factors (eg. nutrition, life style) 

contribute to develop several metabolic disorders such as cardiovascular 

disease, hypertriglyceridemia, insulin resistance, hypertension, impaired 

glucose homeostasis, type 2 diabetes mellitus and obesity. All these 

metabolic abnormalities constitute the so called Plurimetabolic Syndrome or 

Syndrome X which has a high prevalence in the world population and is one 

of the thoughest challenges in human health in the 21st century.  

Experimentally, is possible to induce a nutritional model by dietary 

manipulation that resemble in several aspects to the Syndrome X (eg. by 

chronic administration of sucrose (SRD) or high fat diets). 

Nowadays, adipose tissue is well recognized as one of the key factor 

in the development of Syndrome X, playing an important metabolic role in 

the regulation of plasma lipids level, glucose homeostasis and insulin 

sensitivity. In the present work we investigate: 1) The morphological, 

functional and molecular changes induced in adipose tissue of rats fed 

chronically (270 days) a sucrose rich diet, 2) How this changes contribute to 

the hyperglycaemia, insulin resistance and dislipidemia present in this 

animal model and 3) If the partial substitution of the source of dietary fat 
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(corn oil- rich in n-6 fatty acids- by cod liver oil- rich in n-3 fatty acids) could 

normalize and/or improve these metabolic abnormalities.  

The results obtained in the present work; show that rats fed a SRD 

during 270 days develope: a) Visceral adiposity with increase fad pad mass 

and abnormal cell size distribution. These alterations were accompanied by a 

moderate increase of caloric intake and body weight, as well as carcass lipid 

content. b) Isolated adipocytes show an enhanced basal lypolisis and both c) 

Diminished antilipolytic action of insulin and insulin stimulated glucose 

uptake, d) Increased enzymatic activities of lipogenic enzymes and 

lipoprotein lipase; e) Diminished plasmatic leptin and adiponectin levels 

without changes in white adipose tissue mRNA gene expression, f) 

Deteriorate biphasic patterns of glucose-stimulated insulin secretion from 

perifused islets with absence of the first peak and increased second phase of 

hormone secretion.  

The partial substitution of dietary source of fat from corn oil to cod 

liver oil during the last 60 days of the experimental period (group fed a 

sucrose rich diet with cod liver oil as the principal source of fat), caused: a) 

Reduction of fat pads mass and hypertrophy of fat cells, improving the 

altered cell size distribution and carcass fat content, b) Reduction of the “in 

vitro” enhanced basal lipolysis and normalization of isoproterenol-stimulated 

lipolysis. c) Correction of the inhibitory effect of high sucrose diet upon the 

antilipolytic action of insulin, and normalization of insulin stimulated 

glucose uptake d) Reduction of fad pads lipogenic enzymes activities, and e) 

Improvement of the peripheric insulin resistance; with f) normalization of the 

glucose-stimulated insulin secretion patterns in perifused pancreatic islets. 

g) Even more, cod liver oil caused an increase in plasma levels of leptin and 

adiponectin without changes in white adipose tissue mRNA gene expression,  

In conclusion, the adipose tissue has a key role in functional and 

metabolic alterations present in an experimental model of dyslipidemia and 

insulin resistance induced by a refined sugar rich diet. Changes in one 
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macronutrient of the diet (lipids) as is the partial substitution of the type of 

fatty acid (n-6 from vegetal source for n-3 from marine source), can improve 

the metabolic abnormalities previously described. 
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