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RESUMEN

El Sindrome Plurimetabdlico presenta una serie de alteraciones del
metabolismo de los lipidos y los hidratos de carbono, asi como también
anormalidades que incluyen obesidad, diabetes tipo 2 e hipertension. Su
prevalencia, extremadamente elevada en las sociedades occidentales, también
ha comenzado a extenderse hacia las sociedades desarrolladas de oriente
como consecuencia del fenomeno de globalizacion, constituyendo asi un
problema mundial no sélo de salud sino también socioeconémico debido a la
morbimortalidad de las patologias asociadas al mismo. Atento a ello, el estudio
de las variables suceptibles de ser modificadas (tales como la dieta y el estilo
de vida) cobra fundamental importancia. Consecuentemente, en este trabajo
estudiamos en un modelo experimental adecuado para este fin la posibilidad de
revertir o al menos mejorar alguna de las manifestaciones bioquimicas-

metabdlicas de este Sindrome por manipulacién dietaria.

A tal efecto se utiliz6 un modelo experimental de hipertrigliceridemia,
intolerancia a la glucosa vy resistencia insulinica estable inducido
nutricionalmente en ratas normales por una ingesta crénica (30 -42 semanas)
de dieta rica en sacarosa 63% p/p (DRS 63%). En estos animales se redujo el
porcentaje de sacarosa (63 a 20% p/p) sustituyéndola por almidén durante las
ultimas 12 semanas de ingesta. Los estudios se focalizaron en diferentes
aspectos del metabolismo lipidico y su relacidn con la homeostasis de la

glucosa.

De los resultados obtenidos puede concluirse que:

1. La marcada reduccion en el peso corporal, la adiposidad (masa de tejido
adiposo visceral), la disponibilidad de acidos grasos no esterificados
(AGNE) plasmaticos y el contenido de grasa en la carcasa pudo
obtenerse por la sustitucion parcial del porcentaje de sacarosa dietaria

sin necesidad de recurrir a la restriccion caldrica.



2. La sustitucion parcial del contenido de sacarosa dietaria por almidon
normaliza el contenido de triglicéridos plasmaticos (TG) y la velocidad de
secrecion hepatica de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL-TG),
asi como la velocidad de remocién de triglicéridos plasmaticos (K2).

Ambos mecanismos contribuyen a la normotrigliceridemia.

3. La menor disponibilidad de AGNE plasmaticos indujo a un menor
contenido lipidico en tejidos no adiposos (higado, musculo esquelético y
cardiaco) y esto posiblemente contribuye a mejorar el patrén de
secrecion de insulina en islotes aislados perifundidos frente a diferentes
secretagogos. La homeostasis de la glucosa tiende a normalizarse sin

modificaciones en la insulinemia.

Si bien nuestros resultados no pueden ser extrapolados en forma directa a
lo que ocurre en humanos, consideramos que la recomendacion de la
reduccion del consumo por parte de la poblacion de azucares refinados y/o la
sustitucién de los mismos por azucares complejos (almidones) puede ser muy
util no solo para ayudar en la prevencion sino también para mejorar patologias

asociadas al Sindrome Plurimetabdlico.



SUMMARY

The Plurimetabolic Syndrome is characterized by a series of alterations in
the metabolism of lipids and carbohydrate as well as by obesity, type 2 diabetes
and hypertension. Although it shows an extremely high prevalence in Western
societies, because of globalization, it has started to spread to Eastern
developed societies. Thus, it now constitutes a wordwide health and
socioeconomic issue due to the morbimortality of the pathologies associated to
the Syndrome. This is why the study of those variables capable of being
modified, such as diet and life style acquire paramount importance. In the
present work we have studied the possibility of reversing or improving some of
the pathologies associated with this Syndrome by means of dietary

manipulations.

An experimental model of stable hypertriglyceridemia, glucose intolerance
and insulin resistance was used. Normal rats were chronically (30-42 weeks)
fed a sucrose rich diet (SRD 63% w/w). In half of the rats the sucrose
percentage was later reduced to 20% w/w by substituting starch for sucrose
during the last 12 weeks. Studies focused on the different aspects of lipid

metabolism and its relationship with glucose homeostasis.

From the results here obtained, the following conclusions can be pointed

out:

1. The marked reduction in body weight, adiposity (visceral adipose tissue
mass), availability of plasmatic non-esterified fatty acids (NEFA) and fat
content in the rat carcass could be achieved by the partial replacement of

sucrose in the diet, there being no need of caloric restriction.

2. The partial substitution of starch for dietary sucrose not only normalizes
the content of plasmatic triglycerides (TG) and the rate of hepatic

secretion of very low density lipoproteins (VLDL-TG), but also the rate of



removal of plasmatic triglycerides (Ky), both mechanisms contributing to

normotriglyceridemia.

3. The lower availability of plasmatic NEFA led to a lower lipid content in
non-adipose tissues (liver, skeletal and cardiac muscles), which probably
contributes to the improvement of the insulin secretion pattern in isolated
islets perifused with different secretagoges. Glucose homeostasis tends

to normalize, with no changes in insulinemia.

Although the results obtained cannot be directly extrapolated to human
beings, a reduction in the consumption of refined sugars and/or their
replacement by complex sugars (starches) is recommended in order to
contribute not only to the prevention but also to the improvement of pathologies

associated to the Plurimetabolic Syndrome.
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INTRODUCCION

. EL SINDROME PLURIMETABOLICO

Los factores nutricionales, genéticos y el estilo de vida (sedentarismo)
contribuyen al desarrollo de una serie de anormalidades metabdlicas muy
comunes en la poblacidn general tales como: dislipidemias (incremento de los
niveles de triglicéridos y/o colesterol plasmatico), intolerancia a la glucosa,
diabetes mellitus tipo 2 (no insulino dependiente) hipertension arterial,
obesidad, etc.

El conjunto de estas dismetabolias se hallan presentes en el conocido
Sindrome X o Sindrome Plurimetabdlico. A fines de la década del ‘80, Reaven
(1988) sugirié que la resistencia a la insulina asociada a hiperinsulinemia era la
anomalia mas comun en el Sindrome X. Aunque existen controversias acerca
de cuales son los componentes que lo constituyen, la definicion mas
ampliamente utilizada incluye: intolerancia a la glucosa, diabetes tipo 2,
hiperinsulinemia, resistencia a la insulina, obesidad central, dislipidemia e
hipertension. Todas éstas estrechamente relacionadas con la enfermedad
cardiovascular (ECV) (Eschwége y Balkau, 2001). Mas aun, se ha reconocido
ampliamente la implicancia de la insulino-resistencia en los factores de riesgo
de ECV [Adult Treatment Panel Ill (ATP Ill) Guideliness, 2004]. Otros
componentes sugeridos comprenden hiperuricemia, microalbuminuria,
hipercoagulacion e hiperleptinemia (Sindrome Plurimetabodlico, Actas del

Simposio Internacional 2001).

Estudios estadisticos acerca de la prevalencia del Sindrome Plurimetabdlico
en la poblacién de los EEUU han estimado que se encuentra presente en 1 de
cada 4 adultos (Ford y col, 2002; Reaven G, 2002). En nuestro pais patologias
relacionadas al Sindrome representan un considerable problema de salud
publica. Al respecto la enfermedad cardiovascular es la principal causa de
muerte en individuos mayores de 45 anos. En este sentido, la American Heart
Association (AHA) en su revision del afio 2006 considera a la dieta como parte

de un “todo” que incluye el estilo de vida y reconoce que la mejora de ambos



aspectos es un componente critico en la estrategia para prevenir la ECV (Diet
and Lifestyle Recommendations Revision 2006). Ademas estudios recientes de
la prevalencia de diabetes mellitus alcanzan en nuestro pais cifras del 6-7%
(Gagliardino y col., 2000). Estos datos han incrementado notablemente en los
ultimos afios. Aun mas, este hecho se observa en individuos muy jévenes (30
afos). Otro aspecto importante a valorar es el aumento de sobrepeso vy
obesidad, lo que ha llevado a ser considerado por numerosos paises, incluido

el nuestro, como un problema “endémico”.

La morbimortalidad asociada a estas patologias es un considerable
problema desde el punto de vista humano y socioeconomico.
Consecuentemente, resulta de gran interés para los investigadores y clinicos lo
que atafie al conocimiento de los mecanismos involucrados en la etiologia y el
desarrollo de la enfermedad, tanto para su prevencion como para su

tratamiento.

Il. MODELOS EXPERIMENTALES ANIMALES

Los estudios realizados en humanos han permitido observar que algunos
grupos son mas susceptibles que otros a manifestar los trastornos metabdlicos
asociados al Sindrome Plurimetabdlico. Es probable que factores tales como la
etnia, los habitos alimentarios, la proporcion y tipo de grasa u otros
constituyentes de la dieta, sumados a la susceptibilidad individual, resulten una
complicada variedad de parametros a tener en cuenta a la hora de interpretar
los resultados obtenidos (Thorburn, 1990; Bantle, 2000; Meyer, 2000; Liu
2000). El uso de modelos animales -donde se pueden acotar algunas de las
variables mencionadas- resulta sumamente util para discernir entre los posibles
mecanismos fisiopatoldgicos involucrados en las alteraciones metabdlicas
presentes en el Sindrome Plurimetabdlico.

Existen numerosos modelos animales experimentales utilizados para el
estudio de dislipidemia, diabetes no insulinodependiente y resistencia insulinica

entre ellos podemos mencionar:
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1. Modelos genéticos experimentales de dislipemia,

resistencia insulinica y diabetes tipo 2 asociada a obesidad.

e Ratas Zucker:

Se han usado ampliamente como modelo para el estudio de
obesidad. Se caracterizan por presentar obesidad genéticamente
transmitida por mutacion autosémica recesiva del gen fa, recientemente
identificado en el cromosoma 5, que codifica para el receptor de la
leptina. Dicho gen presenta homologia con el gen db de ratones
diabéticos. Los animales homozigotos (fa/fa) presentan hiperglucemia,
hiperinsulinemia con resistencia insulinica, hiperfagia, intolerancia a la
glucosa, hipersecrecion de insulina estimulada por glucosa, disminuida
secrecion de glucagon, hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia.
Pueden considerarse como un modelo de diabetes tipo 2 y de dislipemia
tipo IV (D. Mathé, 1995). Datos mas recientes indican que los niveles de
MRNA transcriptos del gen ob en el tejido adiposo aumentan a temprana
edad (3 semanas de vida) y continuan aumentando luego con la edad, el
peso corporal y la insulina sérica, reflejando un precoz desarrollo de la

resistencia a la leptina y a la insulina (lgel M y col., 1996).

o Ratas Wistar obesas:

El gen fa fue transferido desde las ratas Zucker a las ratas Wistar
Kyoto (WKY), desarrollando un modelo de ratas Wistar obesas (fa/fa).
Del mismo modo que las Zucker se hallan presentes la obesidad y los
trastornos relacionados, tales como hiperinsulinemia e hiperlipemia. Los
machos desarrollan hiperglucemia, glucosuria y poliuria a edades
tempranas con posterior aparicion de hipertensién arterial. La tolerancia
oral a la glucosa y la respuesta insulinica también disminuyen con la
edad. Los cambios observados en los animales diabéticos parecen ser
causados por una interaccion entre la predisposicion a desarrollar
diabetes en las WKY vy la obesidad inducida por el gen fa. (Ikeda y col.,
1981; Yamakawa y col, 1995).



Ratas JCR LA cp:

Este modelo de rata seleccionada genéticamente posee el gen cp
(denominado comunmente “corpulento”), autosémico recesivo. El
modelo posee una caracterisrtica que lo hace unico entre las cepas
obesas, ya que los machos homozigotos desarrollan espontaneamente
lesiones cardiovasculares. En lineas generales, al igual que las Zucker,
los homocigotos presentan obesidad, hiperlipemia, e insulino-resistencia,
mientras que los heterocigotos son delgados y normolipémicos (D.
Mathé, 1995). Se ha sugerido que este modelo resulta interesante para
el estudio de ateroesclerosis, ya que las lesiones se presentan tanto en
los homocigotos como en los heterocigotos, aunque son mas frecuentes

y severas en los primeros (Russell y col., 1986).

Ratones db/db:

Presentan una mutacion puntual autosdmica recesiva del gen que
codifica para el receptor de la leptina denominada db. La expresion de la
obesidad y la diabetes inducida por la mutacién varia segun las cepas.
Estos ratones son leptino-resistentes (Zhang y col, 1994). Cuando la
mutacion se encuentra presente en forma homocigota, los animales
desarrollan hiperglucemia moderada. En ratones de la cepa C57BL/Ks,
la expresion es mas pronunciada, presentando obesidad, resistencia
insulinica y severa hiperglucemia, con una importante disfuncién en los
islotes pancreaticos (Kaku y col. 1989). Comparados con controles no
diabéticos, los ratones de esta cepa muestran una actividad LPL
disminuida, con un aumento de las lipoproteinas de baja densidad (LDL)
(Kobayashi y col, 2000).

Ratones ob/ob:

La simple mutacion de un gen (ob) que codifica la leptina, genera una
proteina inactiva. En la cepa C57BL/6J provee un modelo caracteristico
de hiperfagia acompafada de obesidad, diabetes (hiperinsulinemia y
moderada hiperglucemia), anormalidades metabdlicas, enddcrinas e

inmunoldgicas. La obesidad es causada por la deficiencia que presenta
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el producto del gen ob, y puede ser corregida por administracién del
péptido. Los niveles de mRNA que codifican la informacién del gen ob
son 20 veces mas elevados que en los controles delgados, indicando
que la falta de una leptina activa produce una contrarregulacion

incrementando la expresidon génica. (Igel y col, 1996; Unger y col. 1997).

2. Modelos experimentales de resistencia insulinica,
dislipidemia y anormal homeostasis a la glucosa o diabetes

tipo 2 por manipulacién nutricional.

e Ratas del desierto (Psammomys obesus):

Son normoglucémicas y normoinsulinémicas, desarrollando un peso
corporal normal cuando se alimentan con su dieta vegetariana natural,
originaria de Africa del Norte y Medio Oriente. Sin embargo, cuando
consumen dieta estandar de laboratorio se vuelven obesas, desarrollan
hiperglucemia, hiperinsulinemia y resistencia insulinica. EI numero de
receptores de la insulina estd marcadamente disminuido. La
hiperlipidemia resulta de una incrementada produccién de lipoproteina
de muy baja densidad (VLDL) y de un disminuido clearence lipidico. Es
un modelo de de insulino-resistencia y diabetes tipo 2, en el cual la
exigencia en la secrecion de la célula 3 conduce a la degranulacion y
apoptosis. Cuando se someten a dietas especialmente suplementadas
(por ejemplo con colesterol), pueden desarrollar lesiones
cardiovasculares, constituyendo un interesante modelo de diabetes
asociada a ateroesclerosis sensible al tratamiento dietario y por drogas
(D. Mathé, 1995; Shafrir y col, 1999).

o Dietas ricas en grasas (DRG): (presencia de obesidad)
En la rata normal, una dieta rica en lipidos saturados (mas de 60% de
la energia total) puede inducir resistencia insulinica en tejidos blanco a la

accion de la insulina (higado, musculo esquelético y tejido adiposo)



asociada a dislipemia, anormal homeostasis a la glucosa y obesidad
(Storlien y col, 1993 y 1986; Kraegen y col, 1986; Oakes y col, 1997b).
Se han sefalado defectos en la sefal de insulina en tejidos periféricos
cuando se administra esta dieta a animales de experimentacion. En
tejido adiposo la dieta grasa disminuye la masa proteica del sustrato
receptor de insulina 1y 2 (IRS-1, IRS-2), ademas de la expresion génica
(mRNA) del transportador de glucosa GLUT4 (Pedersen y col, 1991)
(Sevilla y col, 1997). En musculo esquelético disminuyen tanto las vias
oxidativas como no oxidativas de la glucosa mientra que aumentan el
contenido de triglicéridos, acil-CoA de cadena larga y diacilglicerol (DAG)
(Oakes y col, 1997a; Kraegen y Cooney, 1999; Schmit-Peiffer y col,
1997), alterando las primeras secuencias de la sefal insulinica las
cuales involucran la fosforilacién de la tirosina del IRS-1 como también
de la actividad del la PI3K (Bell y col, 2000; Taouis y col, 2002). También
se observa resistencia insulinica hepatica (falla en la supresion de la
produccion hepatica de glucosa y consecuente aumento de
gluconeogénesis) (Commenford y col. 2002).

Las dietas grasas aumentan la concentracién plasmatica y la
expresion del gen de la leptina en tejido adiposo (Masuzaki y col, 1995;
Rousseau y col, 1997) de animales de experimentacidn que reciben esta
dieta. Este aumento, sin embargo, no previene la hiperfagia y la
obesidad, sugieriendo que estos animales desarrollan resistencia a la
leptina (Aninil y Brubaker, 2003; Naggert y col, 1995). Por otro lado, los
niveles plasmaticos de adiponectina disminuyen cuando existe aumento

de la masa adiposa (Arita y col, 1999).

e Dietas ricas en sacarosa: (presencia de adiposidad visceral)
Numerosas investigaciones incluyendo las de nuestro grupo
(Lombardo y col, 1983 y 1996; Pagliassotti y col, 1996 y 2002; Reaven y
col, 1979 y 1984; Vrana y Fabry, 1983) demostraron que ratas normales
alimentadas con dietas ricas en carbohidratos (fructosa o sacarosa) por
un periodo de tiempo desarrollan hipertrigliceridemia, elevados niveles de

AGNE, incremento del contenido de TG hepaticos y en tejidos periféricos
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(musculo esquelético y cardiaco), hiperinsulinemia, resistencia insulinica
en tejidos blanco (higado, musculo esquelético y tejido adiposo),
moderada adiposidad e hipertension. Muchas de estas anormalidades
metabdlicas se encuentran también presentes en el Sindrome
metabdlico en el humano (Zakim y col, 1969; Parks E., 2001; Schulze y
col, 2004; Landry y col, 2003).

Dada la importancia de este modelo nutricional para el estudio del
S. Plurimetabdlico ha sido utilizado para el desarrollo de esta Tesis. De
lo expuesto, un detalle mas preciso del modelo se desarrollara a

continuacion.

Ill- LA DIETA RICA EN SACAROSA

1. GENERALIDADES DEL METABOLISMO DE LA FRUCTOSA

La D-Fructosa esta presente en los alimentos ya sea como azucar simple
(monosacarido) o formando parte del disacarido sacarosa, compuesto que
posee una molécula de glucosa y una de fructosa. Los procesos digestivos y

absortivos de los dos monosacaridos son diferentes.

Cuando la sacarosa es clivada por la disacaridasa (sacarasa), la glucosa se
absorbe por cotransporte asociado al Na®, utilizando como transportador al
SGLT1 (intestinal sodium dependent D-glucose co-transporter protein) mientras
que la fructosa lo hace por difusion facilitada sin gasto energético utilizando
como transportador al GLUT 5 (small intestine facilitative glucose transporter).

En humanos dietas conteniendo elevadas cantidades de sucrosa (60% de la
energia) incrementan la actividad de la sacarasa y la capacidad de absorcion
de la fructosa proveniente de la sacarosa excede la capacidad del

monosacarido como un nutriente aislado (Bizeau y col, 2005).
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Luego de la absorcidn, glucosa y fructosa se dirigen por circulacién portal al
higado. Este 6rgano resulta el sitio principal de extraccion y metabolizacion de
la fructosa dando cuenta de un 50-70% de la fructosa disponible, mientras que
para la glucosa representa un 20-30% de la glucosa absorbida (Bizeau y col,
2005). En humanos y en la rata tanto la mucosa del intestino delgado como el
rindn también contienen las enzimas necesarias para el catabolismo de la
fructosa. Sin embargo, la utilizacion de fructosa en tejidos periféricos es minima
(Hallfrish, 1990).

La metabolizacién hepatica de la glucosa y de la fructosa difieren
sustancialmente como puede observarse en la Fig. 1. El metabolismo hepatico
de la fructosa comienza a partir de la fosforilacion (con adenosina trifosfato)
para formar fructosa-1-fosfato, reaccion catalizada por la enzima fructoquinasa
(EC 2.7.1.4). Incrementos en la cantidad de fructosa en la dieta de ratas y
humanos induce incrementos en la actividad de la fructoquinasa (Hallfrish,
1990). La fructosa 1-fosfato es escindida por la aldolasa B (EC 4.1.2.13) en
gliceraldehido y dihidroxiacetona fosfato. La actividad de esta enzima resulta
incrementada por aumento de la fructosa dietaria en humanos y ratas (Hallfrish,
1990).

Las dos triosas formadas por el clivaje de la fructosa 1-fosfato pueden seguir
las siguientes vias:

A) Dihidroxiacetona fosfato continuando la via glicolitica puede 1) ser
isomerizada a gliceraldehido fosfato y continuar hacia la via glucolitica
dando piruvato, el cual se convierte en lactato (en condiciones
anaerobicas) o entra en el ciclo del acido citrico como acetil-CoA (bajo
condiciones aerdébicas). El acetil-CoA puede a su vez producir energia via
cadena respiratoria o ser usado como sustrato en la sintesis de acidos
grasos; 2) reducirse a glicerol-3-fosfato y proveer el esqueleto glicerol para
la sintesis de triglicéridos, fosfolipidos y otros lipidos.

Otro aspecto a considerar a partir del gliceraldehido-3-fosfato es la via
neoglucogénica con formacion de fructosa-1,6-difosfato para dar finalmente

glucosa o glucogeno (Hallfrish, 1990).
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Figura 1. Metabolismo hepatico de la fructosa y la glucosa
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La fructosa es fosforilada y Iluego convertida en triosa-fosfato que sirve
como esqueleto para la sintesis de triglicéridos. En contraste la glucosa
depende para la progresion en la via glucolitica de la actividad de la
fosfofructoquinasa, una enzima altamente regulada. Puesto que la fructosa
evita esta etapa limitante, un elevado flujo de la misma promociona la sintesis
de TGy la produccién de VLDL.
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B) Gliceraldehido puede 1) fosforilarse por accion de la triosa-quinasa.
Esta enzima presente en higado de rata aumenta en animales alimentados
con fructosa (Hallfrish, 1990). EL gliceraldehido fosforilado puede continuar
hacia la glucolisis, ser utilizado para la gluconeogénesis o almacenarse
como glucoégeno; 2) reducirse a glicerol por accién de una alcohol
dehidrogenasa. El glicerol a su vez puede fosforilarse a glicerol-3-fosfato;
3) convertirse en glicerato por accion de una dehidrogenasa y luego entrar a

la via glucolitica.

Asi, la molécula de fructosa es convertida en 2 moléculas de triosa fosfato
que evitan el principal punto de control de la glucolisis (la fosfofructoquinasa,
EC 2.7.1.11). A este nivel el metabolismo de la glucosa esta limitado por la
regulacion inhibitoria del citrato y del ATP. Ma&s recientemente se ha
descubierto una forma de la fructosa —fructosa 2,6 bifosfato- que serviria como
un importante regulador positivo del metabolismo de los carbohidratos en el
higado. Su sintesis y degradacién es catalizada por un unico complejo (6-
fosfofructo-2-quinasalfructosa-2,6-bifosfatasa) cuyo control se produce por
fosforilacién y desfosforilacion segun las necesidades energéticas. El nivel de
la fructosa 2,6-bifosfato afecta el nivel de dos enzimas importantes en la
regulacion del metabolismo de los carbohidratos en el higado:

fosfofructoquinasa 1 y fructosa 1,6 difosfatasa (Hallfrish, 1990).

2- EFECTO DE LA FRUCTOSA EN EL HOMBRE

La fructosa presente en la dieta parece jugar un rol importante en el

metabolismo de la glucosa.

Reducidas cantidades de fructosa pueden incrementar la captacion
hepatica de glucosa a partir de un efecto estimulador sobre la glucoquinasa -
via proteina regulatoria de la glucoquinasa-, incrementar el flujo hacia la
glucdgeno sintetasa y estimular la sintesis de glucégeno (Bizeau y col, 2005).

En el hombre la respuesta glucémica e insulinémica post-prandial difiere

sustancialmente cuando se ingieren almidones (o0 aun glucosa misma) en
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relacion a la sacarosa/fructosa, mostrando niveles mas bajos para estos
ultimos durante las 2-3 hs posteriores a la ingesta (Daly, 2003). En relacion a
los mecanismos implicados en esta respuesta diferente se postula que la
glucosa, ademas de su accidn per se sobre la liberacidon de insulina
pancreatica, es capaz de estimular la liberacion de dos péptidos intestinales
(polipéptido insulinotrépico y péptido simil glucagon GLP1) con accién sobre la
secrecion insulinica. La fructosa, en cambio, es incapaz de estimular la
secrecion de insulina pancreatica, probablemente a causa de la falta de su
transportador GLUT-5 (Bray vy col, 2004).

En el diabético tipo 2 se sugiri6 que la fructosa podria restablecer la
disminucién de la respuesta glucémica y una mejor tolerancia luego de una
sobrecarga de glucosa, sin presentar cambios en la respuesta insulinica ni en
los niveles plasmaticos de AGL vy triglicéridos. De este modo, la evidencia de
que la fructosa tiene una menor influencia que la glucosa sobre los niveles
plasmaticos de insulina y la glucemia dieron lugar a la consideracion este
monosacarido como un tratamiento positivo para el control de la diabetes. Sin
embargo investigaciones al respecto alertaron rapidamente sobre otros efectos
“‘desfavorables” de este azucar sobre el incremento de peso corporal, la
obesidad y la resistencia insulinica lo cual hace que actualmente no sea
considerado un sustituto adecuado de la glucosa en estos pacientes (Basciano
y col, 2005).

Contrariamente, cuando las dosis de fructosa consumidas son mas
elevadas muchas de las cuestiones acerca de los efectos positivos y negativos
de la fructosa pueden ser resueltas examinando las vias metabdlicas. De este
modo los efectos benéficos no contindan con la utilizacion crénica puesto que,
como se menciona en el apartado anterior, la entrada de fructosa es capaz de
proveer carbonos tanto para glicerol como para los grupos acilos necesarios en
la sintesis de triglicéridos, evadiendo las vias de control metabdlico que pueden
existir frente a una ingesta de glucosa. De esta manera, la fructosa resulta mas
lipogénica que la glucosa. Este efecto es aun mas exacerbado en condiciones
preexistentes de hiperlipemia, resistencia insulinica y diabetes tipo 2 (Elliot y
cols, 2002).
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Se ha determinado también que existe una asociacion entre la sensacion de
saciedad producida por los alimentos y el indice glucémico (IG) de los mismos.
El IG es utilizado comunmente como elemento comparativo entre varios
nutrientes e indica como los distintos alimentos varian los niveles de glucemia
plasmaticos luego de su ingestidon. Existe una relacién inversa entre IG y el
apetito con consecuente incremento de la ingesta calérica (Basciano y col,
2005). Esto fue observado en individuos jévenes con dietas ricas en sacarosa
(Anderson y col, 2002). Mas aun es importante tener en cuenta que la ingesta
diaria de azucares refinados, fundamentalmente jarabes de alta fructosa, se
han ido incrementando en forma continua desde los ultimos 20 afos
fundamentalmente en niflos y adolescentes, lo cual parece cobrar un rol muy
importante en el desarrollo de la obesidad (Johnson y col, 2001). Estudios
realizados en USA muestran que un importante numero de individuos
aparentemente saludables obtiene mas del 30% de la energia total de sus
dietas a partir de azucares tales como sacarosa y fructosa. Un problema similar
ha sido observado en diferentes paises latinoamericanos incluidos el nuestro.
(Bray y col, 2004; Elliot y col, 2002; Saris, 2003; Malik y col, 2006; Ismail y col,
1997).

3- EFECTO DE LA DIETA RICA EN SACAROSA EN ANIMALES DE
EXPERIMENTACION

Como se menciond anteriormente (item IlI- 1.2, pag. 14) diferentes trabajos
incluyendo los de nuestro grupo (Reaven, 1984; Vrana y Kazdova, 1983;
Pagliassotti y col, 1996; Lombardo y col, 1983; Gutman y col, 1985; Chicco y
col, 1990; Bernal y col, 1995) demostraron que ratas adultas jovenes normales
alimentadas por un corto periodo de tiempo (3-5 semanas) con una dieta rica
en sacarosa (DRS) desarrollan dislipidemia (elevados niveles de AGNE vy
triglicéridos plasmaticos), incremento de ftriglicéridos hepaticos y mayor
secrecion hepatica de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL). Las dietas
ricas en sacarosa incrementan la lipogénesis hepatica. Miyazaki y col, (2004)
observaron en ratones alimentados con 60% de fructosa durante 7 dias una

induccion de la expresion génica de las enzimas Acido Graso Sintetasa (FAS),

20



Acil-CoA carboxilasa y la esteaoil-CoA desaturasa (SCD) -todas involucradas
en la lipogénesis- consecuente con una induccion de la isoforma SREPB1.
Anormal homeostasis a la glucosa, hiperinsulinemia, en ausencia de obesidad
y resistencia insulinica periférica global también fue constatado en los animales
alimentados con DRS (Thorburn y col, 1989; Storlien y col, 1988 y 1993; Young
y col, 1988; Pagliassotti y col, 1996). Pagliassotti y col (2002) demostraron que
el desarrollo de la resistencia insulinica periférica y hepatica podria deberse a
alteraciones a nivel postreceptor de la sefial de insulina, involucrando una
disminucién de la fosforilacion del residuo de tirosina del IRS y de la actividad
de la PI3K.

En relacidn al musculo esquelético, tejido clave en la accion insulinica, los
elevados niveles de acidos grasos plasmaticos conducen a un incremento de
acil-CoA (Chicco y col, 2003) y DAG (Chunli y col, 2002). Esto se asocia con
una activacién de la PKC 0 y una reduccién de la fosforilacidon de la tirosina del
IRS-1 y de la masa de la IRS-1 asociado con la actividad PI3K, alterando el
transporte de la glucosa bajo el estimulo de la insulina (Chunli y col, 2002).

Una excesiva disponibilidad de lipidos podria ejercer en el musculo cardiaco
un efecto deletéreo en la utilizacion del combustible energético (glucosa-
AGNE). Al respecto Lombardo y col (1983) demostraron un incremento en el
contenido de triglicéridos en el corazon de la rata alimentada con DRS
asociado a niveles elevados de AGNE y a insensibilidad insulinica. Mas aun
Chicco y col (1986) observaron una alterada actividad del complejo piruvato
dehidrogenasa (PDHc) enzima clave en la via oxidativa de la glucosa.

Respecto al tejido adiposo, su masa puede cambiar bajo distintas
condiciones que incluyen edad, estado metabdlico y balance energético
(Hausberger, 1967; Schling y Loffler, 2002). En relacion a esto, Soria y col
(2001) demostraron cambios metabdlicos en adipocitos aislados de ratas
alimentadas con DRS por un periodo corto de tiempo, con aumento de la
lipdlisis basal y disminucion de la accién antilipolitica de la insulina sin
alteraciones del tamafo celular o de la masa de tejido adiposo epididimal.
Ademas Peyron-Caso y col (2002) observaron una disminucién en la actividad,
masa proteica y mRNA del transportador GLUT4 en tejido adiposo epididimal

de animales alimentados con DRS durante 3 semanas.
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Efecto de la dieta rica en sacarosa administrada por un periodo
prolongado de tiempo.

La magnitud de los cambios enddcrinos inducidos por la ingesta de una DRS
depende de la cronicidad de la dieta. Numerosos estudios llevados a cabo en
nuestro laboratorio (Gutman y col., 1987; Lombardo y col., 1996; Chicco y col.,
2003) mostraron que en presencia de dislipemia, los niveles plasmaticos de
glucosa e insulina evolucionan desde normoglucemia e hiperinsulinemia luego
de 3-5 semanas de dieta a moderada hiperglucemia y normoinsulinemia luego
de 15 semanas. Mas aun cuando el periodo de alimentacién se extiende a 40
semanas se observa un estado estacionario de hipertrigliceridemia e
incrementados niveles de AGNE plasmaticos que se acompaha de
hiperglucemia, resistencia insulinica periférica global mas deteriorada, sin
cambios en los niveles de insulina.

El musculo cardiaco no es ajeno a los cambios del medio metabdlico
hormonal. En un trabajo reciente (D’Alessandro y col, 2007) se pudo constatar
que la lipotoxicidad (incremento en el contenido de TG, acil-CoA de cadena
larga y diacilglicerol) presente en este tejido se acompara de un significativo
decrecimiento del metabolismo oxidativo y no oxidativo de la glucosa. Mas aun
un incremento de la masa proteica de la isoenzima nPKCe en la fraccién de
membrana del miocardio sugiere la presencia de hipertrofia y disfuncién del
musculo cardiaco.

En este periodo de ingesta los animales alimentados con DRS presentan un
ligero incremento de peso y una manifiesta adiposidad visceral (Soria y col,
2002; Rossi y col, 2005). Ademas los niveles plasmaticos de leptina y
adiponectina se encuentran significativamente disminuidos (Rossi y col, 2005).

El pancreas enddcrino mostré un significativo incremento del numero y area
de las células B asi como del perfil de distribucion de las células de los islotes
sin cambio en el contenido pancreatico de insulina (Lombardo y col 1996)
(Chicco y col., 2003; Del Zotto y col, 2002 y 2004). Ademas el patron bifasico
de secrecion de insulina bajo el estimulo de glucosa en islotes aislados
perifundidos muestra un progresivo deterioro durante todo el periodo en que la
dieta es consumida. De esta manera podemos constatar una ausencia del
primer pico y un incremento de la segunda fase de secrecion de la hormona en

el periodo comprendido entre 30 y 40 semanas de ingesta. Los cambios

22



temporales metabdlicos previamente descriptos reflejarian las etapas
tempranas de la diabetes mellitus tipo 2, ya que en numerosos pacientes se
observa un incremento sostenido de AGNE y TG plasmaticos con una
sensibilidad insulinica periférica alterada y una pérdida del primer pico de
secrecion de insulina por la glucosa.

Por otro lado aspectos fisiolégico- metabdlicos parciales de la administracion
prolongada de una dieta rica en sacarosa fueron también observados por otros
autores. Al respecto Boot-Handford y Heat (1981) demostraron que la
alimentaciéon de ratas Wistar normales con una dieta rica en sacarosa (68%
p/p) durante 6 meses produjo glomeruloesclerosis y aumento en el peso renal.
Cohen y col. (1977, 1978) observaron alimentando ratas genéticamente
seleccionadas con dieta rica en fructosa o sacarosa (72 % p/p) durante 8
meses un incremento de los niveles de TG y colesterol plasmaticos y una
disminucién de la tolerancia a la glucosa con insulino-resistencia. Por su parte
Hallfrish y col. (1979) administrando dietas moderadamente ricas en fructosa
(15% a 20% p/p) durante tiempos prolongados (3 a 9 meses) demostraron una
disminuida tolerancia a la glucosa e incrementada respuesta insulinica en
pruebas de tolerancia oral a la glucosa. Ademas, la administracién de esta
dieta a ratas Wistar durante 9 meses produjo un incremento en las actividades
de las enzimas lipogénicas del higado y del tejido adiposo epididimal, mientras

que los niveles de TG y colesterol plasmatico permanecieron invariables.
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OBJETIVOS

De lo expuesto, los animales alimentados durante un periodo prolongado
con una DRS constituyen un modelo experimental apropiado para analizar
distintos aspectos fisiologicos-metabdlicos, asi como también el efecto de
cambios en el porcentaje o composicidon de los nutrientes que pudieran

conducir a corregir o mejorar estas anormalidades.

La mayor parte de los estudios experimentales que examinan la relaciéon
entre la dieta y la resistencia insulinica han sido enfocados en el desarrollo de
esta anomalia. A modo de ejemplo, Huang y col (1997) y Podolin y col (1998)
utilizaron un cambio parcial en la composicion de grasa dietaria de la DRS por
aceite de pescado rico en n-3 polinosaturados (PUFA) en estudios de
prevencion a corto plazo. Sin embargo relativamente pocos estudios han
examinado la eficacia de los nutrientes de la dieta en revertir la resistencia
insulinica (Lombardo y col, 1996; Soria y col, 2002; Podolin y col, 1998). Al
respecto, una posibilidad fue examinar el efecto de los PUFA en ratas en las
que se ha administrado una DRS por un periodo largo de tiempo (mayor a 15
semanas) en lugar de un periodo corto de tiempo (3-4 semanas). Mas aun,
como ya mencionaramos, nuestro grupo ha demostrado que el milleu
metabodlico-hormonal cambia y se deteriora con el transcurso del tiempo

durante el cual la dieta es administrada (Gutman y col, 1987).

Otro aspecto interesante pero poco analizado se refiere al cambio del tipo de
carbohidrato dietario. En esta linea Cohen y col. (1964) observaron que la
intolerancia a la glucosa inducida en ratas alimentadas durante 11 semanas
con DRS 67% (p/p) pudo revertirse cuando la fuente de hidrato de carbono de
la dieta (sacarosa) fue reemplazada completamente por almidén por un periodo
de 3 semanas. Sin embargo, cuando estos animales volvieron a alimentarse

con la DRS, se restablecié la intolerancia a la glucosa en sélo 10 dias.

Dentro de este contexto y de todo lo expuesto anteriormente el objetivo

general de la presente tesis es: testar si la reduccion del alto contenido de
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azucar refinado de la dieta (63% p/p) a niveles semejantes a los consumidos
actualmente por el hombre (aproximadamente 20%) en presencia de dislipemia
e insulino-resistencia cronica, puede contribuir a mejorar o revertir las

alteraciones antes mencionadas.

De acuerdo al objetivo general propuesto, a las consideraciones antes
expuestas y los fundamentos sobre la importancia del tema a analizar los

objetivos especificos fueron:

1) Determinar en forma secuencial el tiempo al cual es posible producir
cambios significativos en la dislipemia e insensibilidad insulinica
reemplazando el porcentaje de sacarosa (63% por 20%) a partir de las 30
semanas de ingesta (periodo de dislipemia y resistencia insulinica estable).
En particular se analizaran:

A. Modificaciones del peso corporal, la grasa visceral y la ingesta caldrica.
B. Niveles de TG, AGNE, Glucosa e Insulina plasmaticos. Contenido de

TG hepaticos y musculares (esquelético y cardiaco).

2) Una vez determinado el tiempo mas adecuado capaz de lograr las mayores
modificaciones de los parametros mencionados en el item 1, se analizaran
los siguientes aspectos bioquimicos-metabdlicos:

A. Composicion de la carcasa y actividad LPL del tejido adiposo
epididimal.
B. Mecanismos involucrados en la hipertrigliceridemia. Estudios “in vivo” :
secrecion hepatica de VLDL-TG y remocién plasmatica de TG.
C. Mecanismos relacionados con la homeostasis de la glucosa y secrecién
insulinica:
a) Contenido de glucogeno y actividad glucogeno sintasa en el
musculo esquelético.
b) “in vitro” secrecion de insulina en islotes pancreaticos aislados
perifundidos frente a estimulo de diferentes secretagogos

(Glucosa , Glucosa + Arginina)

25



MATERIALESY METODOS



. ANIMALES DE EXPERIMENTACION Y TRATAMIENTOS
DIETARIOS

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar C.F. con un peso inicial de 180-
200g provenientes de la Comision Nacional de Energia Atomica (CNEA,
Buenos Aires, Argentina). Desde su llegada y durante toda la experiencia los
animales se mantuvieron en bioterio estandarizado y bajo condiciones
controladas de temperatura (22 £ 1°C), humedad y ciclo de luz/ oscuridad (7:00
—19:00 hs).

Durante la semana siguiente a su arribo (periodo de aclimatacion) los
animales fueron alimentados “ad libitum” con una dieta comun de laboratorio
(pellet) y agua. Al cabo de este periodo las ratas se dividieron aleatoriamente
en dos grupos: el grupo experimental recibié una dieta semisintética rica en
sacarosa (DRS 63% p/p), mientras que el grupo control recibié la misma dieta
en la cual la sacarosa se reemplazo isocaléricamente por almidén (DC). En la
Tabla 1 puede observarse la composicion de las dietas basada en las
recomendaciones del Comité ad hoc del “American Institute of Nutrition”
(Reeves y col.,, 1993). Las mismas fueron preparadas semanalmente y
mantenidas a 4°C hasta el momento del consumo. Todas proveen

aproximadamente 16.05 kJ/g de comida seca.

Al finalizar las 30 semanas de dieta el grupo DRS se dividié aleatoriamente
en dos subgrupos: un subgrupo continud con la dieta rica en sacarosa 63% p/p
hasta el final de la experiencia (42 semanas), en el otro subgrupo se sustituyo
la sacarosa 63% por sacarosa 20% + almidon 43% (DRS 20%). Los animales
del grupo control continuaron con la DC hasta alcanzar las 42 semanas de

ingesta (Fig.2).

Los animales se pesaron individualmente al menos dos veces por semana
durante todo el periodo experimental. En un experimento en paralelo se estimé
la ganancia de peso e ingesta caldrica utilizando 6 a 8 animales en cada uno
de los lotes (DC, DRS 63% o DRS 20%).
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Tabla 1. Composicion de las dietas experimentales expresada como g/
100g de dieta en base seca (p/p) y como porcentaje de las calorias totales
(%E).

DC DRS 63% DRS 20%
Componentes
(p/p) %E (p/p) %E (p/p) %E
Almidon 63 65.8 ) ) 43 44.9
Sacarosa - - 63 65.8 20 20.9
Caseina 17 16.4 17 16.4 17 16,4
Aceite de maiz 7 17.8 7 17.8 7 17.8
Vitaminas' 1 ) 1 ) 1 i
Fibra (celulosa) 8 i 8 i 8 )
Salesl\;/jg\' FOM- 1 55 - 3.5 - 35 ;
Colina (bitartrato) 0.2 i 0.2 i 0.2 )
Metionina 0.3 i 0.3 i 0.3 i

1-Mezcla de vitaminas AIN-93M-VX (g/kg de dieta): Vitamina A (500.000 Ul/g) 0,8; vitamina
D3 (400.000 Ul/g) 2,75, vitamina E (500 Ul/g) 15.0; vitamina K, 0,075; biotina, 0.020; vitamina
B12, 2500; acido folico 0,200; niacina 3,0; pantotenato de calcio 1,6; piridoxina HCI 0,7;
rivoflavina 0,6; tiamina HCI 0,6.

2-Mezcla de sales AIN-93M-MX (g/kg de dieta): carbonato de calcio, 357,0; fosfato
monobasico de potasio, 250 ; cloruro de sodio, 74,0; sulfato de potasio, 46,6; citrato de potasio
monohidratado,28,0; 6xido de magnesio, 24,0; citrato férrico, 6,06; carbonato de zinc, 1,65;
carbonato de manganeso, 0,63; carbonato cuprico, 0,30; yodato de potasio, 0,01; selenato de
sodio, 0,01025; molibdato de amonio, 0,00795; cromato de potasio, 0,275.
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Figura 2. Disefio experimental

DRS 63% (p/p)

DRS 63% (p/p)

DRS 20% (p/p) +

almidon 43%

DC

DC

Sacrificio de los animales

semanas de dieta
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En relacién al primer objetivo planteado en la Tesis, en una primera etapa
se realiz6 un estudio a diferentes tiempos -posteriores a la disminucion del
porcentaje de sacarosa (DRS 20%)- a fin de identificar aquel al cual se
producen los cambios mas significativos en la dislipemia e insensibilidad
insulinica.

Siguiendo el objetivo planteado se sacrific6 un grupo de animales
alimentados con DRS 63% a las 30 semanas a fin de corroborar los datos
obtenidos en trabajos previos de nuestro grupo. Posteriormente los animales
de los tres grupos dietarios fueron sacrificados en forma secuencial a las 34, 38
y 42 semanas de dieta (4, 8 y 12 semanas respectivamente luego del cambio
de dieta).

Il. OBTENCION DE MUESTRAS DE SANGRE Y TEJIDOS

Finalizado el periodo experimental de ingesta los animales fueron pesados y
anestesiados intraperitonealmente con pentobarbital sédico (60 mg/ kg de peso
corporal) y las experiencias se llevaron a cabo entre las 8.00 y las 10.00 hs a

excepcion de experiencias especificas que se describiran posteriormente.

Las muestras de sangre extraidas de la vena cava inferior, se colocaron en
tubos de centrifuga frios (con o sin anticoagulante apropiado de acuerdo al
ensayo) y se centrifugaron a 4°C. El suero o plasma obtenido se utilizé en el
momento o se conservo a —20°C hasta su procesamiento (en un periodo no
mayor a 1 semana) para cuantificar los niveles de triglicéridos (TG), acidos

grasos no esterificados (AGNE), glucosa e insulina.

Las muestras de tejidos: higado, tejido adiposo epididimal y retroperitoneal,
musculo esquelético y cardiaco fueron obtenidas inmediatamente después de
la extraccidn de sangre y congeladas a la temperatura de nieve carbonica
utilizando una pinza de Wollemberger (Wollemberger y col, 1960) previamente
enfriada a dicha temperatura y pesadas. Los tejidos congelados fueron luego

pulverizados en un mortero con nieve carbonica y transferidos a tubos
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crioscopicos donde se conservaron a la temperatura de N, liquido hasta su

procesamiento.

lll. PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

1.1- Determinaciones séricas

1.1.1- Triglicéridos

La determinacioén de triglicéridos plasmaticos (TG) se realizé segun la técnica
descripta por Laurell (1966). Brevemente, los lipidos se extraen utilizando como
solvente no polar una mezcla de éter isopropilico / etanol (95:5 v/v) al tiempo
que se precipitan los fosfolipidos con acido silicico. Los triglicéridos contenidos
en el solvente no polar son sometidos a hidrélisis alcalina con una mezcla de
OHK/ etanol (0.5 / 9.5 v/v). El glicerol liberado se recoge por adicion de una
solucion acuosa — H,SO4 0.6 N — eliminandose los acidos grasos liberados por
aspiracion de la capa organica. Finalmente el glicerol liberado se oxida a
formaldehido al reaccionar con acido peryddico. El exceso de este ultimo se
elimina con arsenito de sodio. El formaldehido reacciona con el acido
cromotropico en medio sulfurico y en caliente para dar un cromoforo violeta
cuya intensidad se mide a 570 nm. Se utilizdé como estandard
trioleina (Sigma, 99% pureza). Los resultados se expresaron como mmol/L
(mM).

1.1.2- Acidos grasos libres (AGNE)

Los acidos grasos no esterificados séricos se determinaron por el método
espectrofotométrico enzimatico 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
produccion de perdxido de hidrégeno. El mismo, en presencia de peroxidasa,

permite la formacién de un producto de condensacién oxidativa con un maximo
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de absorcién a 550 nm cuya intensidad de color resulta proporcional a la
cantidad de AGNE presentes en la muestra. Se utilizé para esta determinacién
el kit enzimatico WACO NEFA-C (WaKo Chemicals USA Inc., Richmond,

Virginia, USA). Los resultados se expresaron como umol/L (uM).

1.1.3- Glucosa

La determinacién de glucosa plasmatica se realizd por el método
espectrofotométrico basado en el sistema enzimatico que emplea glucosa
oxidasa — peroxidasa de acuerdo a Bergmeyer (1974). Los resultados se

expresaron como mmol/L (mM).

1.1.4- Insulina

La insulina inmunoreactiva (IRl) fue dosada por el método propuesto por
Herbert y col. (1965) utilizando un estandar de insulina de rata (Novo
Denmark). La sensibilidad fue de 0,5 pU/ml, con un coeficiente de variacién
(CV) intra-ensayo de 8,7%, 6,2% y 5,1% para rangos de determinacion de 1-5,
5-10, y 10-50 pU insulina/ml respectivamente y coeficientes de variacion inter-
ensayo de 6,6%, 5,0% y 5,2% para dichos rangos. Los resultados se

expresaron como pU/mil.

1.2- Determinaciones en tejidos

1.2.1- Determinacién de Triglicéridos en tejidos hepatico y musculares.

Alicuotas de tejidos diluidas convenientemente (1/10) con solucién fisioldgica,
fueron homogeneizados a alta velocidad utilizando un homogeneizador con
vastago de teflon previamente enfriado y mantenido entre 0 y 4°C. Volumenes

adecuados de dichos homogeneizados (0.1 ml) fueron utilizados para la
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determinacién del contenido de triglicéridos de acuerdo a la técnica de Laurell
(1966) anteriormente descripta. Los resultados se expresaron en umoles/g de

tejido humedo (umol/g TH).

2- ESTUDIOS BIOQUIMICO-METABOLICOS

2.1- Analisis de la composicién de la carcasa

Seis ratas de cada grupo dietario, anestesiadas con pentobarbital, como se
describio anteriormente, fueron rasuradas completamente. Luego se les
practicd una incisidn abdominal y se procedié a la remocién de las visceras.
Las carcasas de cada uno de los animales fueron pesadas, colocadas en
recipientes plasticos y congeladas a —20°C. Posteriormente fueron trituradas a
la temperatura de nitrogeno liquido hasta obtener una mezcla homogénea.
Salvo indicacién contraria, la determinacién de la composicion se efectud por

duplicado en alicuotas de las mismas almacenadas a —20°C.

2.1.1- Determinacion del contenido de agua.

La determinacion de agua se efectué en forma inmediata luego de la
trituracion de las carcasas. Para ello se deshidrataron alicuotas de
aproximadamente 10g en una estufa de secado a 75-80°C durante 24 horas
(hasta peso constante). El contenido acuoso de la muestra se obtuvo por
diferencia de peso de la muestra (Cunniff, 1999). Los resultados se expresaron

en g/100g de muestra.
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2.1.2- Determinacion del contenido de grasa.

La determinacion de grasa se efectu6 sobre alicuotas de la carcasa
previamente deshidratadas. Basicamente la determinacion se llevé a cabo por
pesada luego de una extraccién utilizando como solvente éter de petréleo. Para
la extraccidn se utilizé un equipo Twysselman (Cunniff, 1999). Los resultados

se expresaron en g/100g de muestra.

2.1.3- Determinacion del contenido proteico.

El nitrogeno presente en 2g de carcasa molida no deshidratada fue
convertido a sulfato de amonio y cuantificado por el método de Kjeldhal. El
contenido de proteinas se estimé multiplicando el contenido de nitrégeno de la
muestra por 6,25. (Cunniff, 1999). Los resultados se expresaron en g/100g de

muestra.

2.1.4- Determinacion del contenido de cenizas.

Las cenizas fueron determinadas por el método de incineracién unica.
Alicuotas de aproximadamente 1g de carcasa molida deshidratada fueron
incineradas en mufla a una temperatura de 550°C hasta la obtencion de
cenizas blancas, enfriadas en desecador y pesadas rapidamente luego de
alcanzar la temperatura ambiente (Cunniff, 1999). Los resultados se

expresaron en g/100g de muestra.

2.2- Determinacion de la actividad Lipoproteina Lipasa (LPL)

en tejido adiposo

La actividad LPL en tejido adiposo epididimal se determin6 de acuerdo a la

técnica descripta por Martin-Hidalgo y col. (1994). Brevemente, un trozo de
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tejido adicionado de buffer tris (hidroximetil) aminometano (Tris)-HCI 0,2 mM
pH=8,2 a 4°C, en una proporciéon de 0,2 g/ml, se homogeneiz6 en un
homogeneizador del tipo Potter-Elvehjen manteniendo dicha temperatura. A
una alicuota del homogeneizado se le agregd suero inactivado por
calentamiento a fin de favorecer la precipitacion de proteinas y realizar la
preparacion del polvo de acetona. Esta ultima consiste en una doble extraccion
con acetona (-20°C) (proporcién 1:6) y una doble extraccion con éter dietilico (-
20°C) en la misma proporcion anterior. El precipitado obtenido (polvo de
acetona) fue llevado a sequedad bajo corriente de N, (1 hora a 4°C). Las
muestras se procesaron por duplicado.

El polvo de acetona, utilizado como fuente de la enzima, fue resuspendido
en buffer NH;OH-NH4Cl 0,05 M pH=8,1 en ausencia y en presencia de NaCl
2M. De acuerdo con la técnica descripta por Nilsson-Ehle y Schotz (1976), una
alicuota de dicha suspension fue incubada durante 1 hora a 37°C en un bafo
tipo Dubnoff con agitacién en presencia de un medio de incubacion que
contiene trioleina como sustrato. Dicho sustrato fue preparado por sonicacién
de trioleina (5.66 pumol/ml) en buffer Tris-HCI pH=8,0, utilizando lecitina (0,3
mg/ml) como emulsionante, albumina sérica bovina (1g/100ml) y suero
inactivado de rata (8,33%). La incubacién se lleva a cabo utilizando 1vol. de
sustrato mas 1 vol. de enzima o de buffer.

Finalizado el periodo de incubacién, la reaccion fue detenida por el
agregado de una mezcla SO4H; 1N: n-heptano: alcohol isopropilico (0,1/ 1/ 4 —
v/viv) de acuerdo a la técnica descripta por Dole y col. (1960). Los acidos
grasos liberados durante la incubacion fueron aislados usando un sistema de
particion liquido-liquido. A un pH=2,5 la maxima cantidad de acidos grasos se
distribuye en la fase superior no polar. Una alicuota de dicha fase es titulada
con OHNa en presencia de azul de timol como solucion indicadora, siempre
bajo corriente de N, Como patron de referencia se utilizd acido palmitico
recristalizado y disuelto en heptano.

La actividad LPL se determind sustrayendo la actividad lipolitica no
especifica (determinada en presencia de NaCl 2M) de la actividad lipolitica total
(determinada en ausencia de NaCl 2M). Los resultados se expresaron como

pKatal (pmol/seg).



2.3- Estudios que analizan los mecanismos de Ia

hipertrigliceridemia.

2.3.1- Velocidad de secrecion de triglicéridos hepaticos (VSTG)

En todos los lotes dietarios se determiné la VSTG utilizando para tal fin la
metodologia propuesta por Otway y col. (1967). La misma se fundamenta en la
inhibicion de la remocién intravascular de las lipoproteinas de d<1,006 g/ml por
la administracion de un detergente no idnico: Triton WR 1339 (Lote #
88FA0359 Sigma Chemical Company, USA). Los animales ayunados durante
12-18 hs fueron anestesiados con pentobarbital soédico (60 mg/kg de peso
corporal) administrandoseles, por via endovenosa, una solucién de Triton al
10% (v/v) en CINa 0,9% (dosis: 600 mg/Kg peso). La velocidad de secrecion de
los triglicéridos se calcul6d considerando un incremento lineal de los triglicéridos
plasmaticos en funcion del tiempo. Estudios preliminares en nuestro laboratorio
demostraron que dicho incremento es lineal hasta las dos horas y media
(Bernal, 1989). En muestras de sangre obtenidas al tiempo 0’ (previa
administracion del Triton WR 1339) y a los 60 y 120’ posteriores se analizo el
contenido de triglicéridos por la técnica de Laurell y se calculé la VSTG segun

la siguiente formula:

VSTG (nmol/min.100g rata) = [ TG 120]-[TG o] x Vp x 100
120 P 1000

VSTG: velocidad de secrecion plasmatica de triglicéridos

TG 120: concentracion (nmol/l) de triglicéridos plasmaticos al tiempo 120 min.
TG o: concentracion (nmol/l) de triglicéridos plasmaticos al tiempo 0.

Vp: volumen plasmatico (ml)

P: peso del animal en gramos

100: factor para corregir la expresion por 100g de rata

1000: factor para corregir las unidades de volumen
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El volumen plasmatico (Vp) se determind en una experiencia paralela
mediante la técnica de dilucion del Azul de Evans (Wang y col, 1949). Para
este propdsito a animales ayunados y anestesiados como se describid
previamente, se les extrajo 0,4 ml de sangre de la vena yugular y por la misma
via se les inyecté 0,2 ml de una solucion de colorante Azul de Evans 0,4%. A
los 5 minutos de la inyeccion del colorante se extrajo aproximadamente 1 ml de
sangre de la vena cava inferior. Las muestras de sangre fueron centrifugadas y
el suero diluido 1/10 en ambos casos. La absorbancia de la muestra se ley6 a
600 nm en espectrofotometro. La absorbancia debida al colorante fue calculada
por diferencia entre el valor obtenido para la muestra de plasma diluido extraido
antes y después de 5 minutos de la administracion del Azul de Evans. La curva
de calibrado fue construida agregando cantidades aditivas del colorante a la
muestra basal de plasma diluido. El volumen plasmatico fue calculado segun la
siguiente formula:

m
Vp(ml)= —
C

Donde m es la masa en pug de Azul de Evans adicionada y C la

concentracion en ug/ml del colorante luego de 5 minutos de su administracion.

El pool de triglicéridos plasmaticos fue determinado a partir de los niveles

basales de triglicéridos segun la siguiente expresion:

Pool de TG plasmaticos (nmol/100g derata) = [TGo] x Vp x 100
P

TG o: concentracion (nmol/l) de triglicéridos plasmaticos al tiempo 0.
Vp: volumen plasmatico (ml)
P: peso del animal en gramos

100: factor para corregir la expresion por 100g de rata
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2.3.2- Test de tolerancia grasa endovenoso: determinacion de la velocidad

de remocion de triglicéridos plasmaticos

El test de tolerancia grasa endovenoso que utiliza una emulsion grasa
artificial es una herramienta adecuada para estudiar la dinamica de los
triglicéridos tanto en estados metabdlicos normales como alterados (Rdsner y
col, 1974). Se ha comprobado que el Intralipid, actia como marcador util para
el estudio de la velocidad fraccional de remocion de los TG circulantes. El
mismo consiste en una emulsion grasa de aceite de soja compuesto por acido
oleico, acido linolénico, acidos grasos saturados y lecitina -20%-, fosfatidil
colina, fosfatidil etanolamina, lisolecitina, trazas de esfingomielina (1 a 2 g%),
glicerol (1,25%) y trazas de colesterol. Al ponerse en contacto con la circulacion
esta particula lipidica adquiere Apo CII, Clll y apo A de lipoproteinas (o-
lipoproteinas -HDL-) del animal receptor, constituyendo de esta manera un
sustrato adecuado para ser degradado en forma similar a las VLDL y
Quilomicrones por las enzimas lipoliticas tisulares (especialmente del musculo

esquelético).

El test se llevo a cabo en todos los lotes de estudio con animales ayunados
16-18 hs a los cuales se inyectdé por via endovenosa 0,1 ml/100g de peso
corporal de Intralipid al 10% (Lote M.R.50818B, Kabivitrum, Inc Alameda Ca,
USA) como describimos en trabajos previos del grupo (Chicco y col.,2000). Se
recolectaron muestras de sangre heparinizada (0.2-0.3 ml) inmediatamente
antes y en forma seriada entre 2 y 30 minutos luego de la inyeccidon y se
mantuvieron a 0-4 ‘C hasta finalizar el test. Posteriormente dichas muestras se
centrifugaron a 600 rpm (60 x g) durante 10 minutos a esa temperatura. Se
recolecto el plasma libre de globulos rojos y se repitid la centrifugacion bajo las
mismas condiciones para eliminar cualquier remanente de glébulos rojos. Una
alicuota del plasma (0,2 ml) se diluyé a 10 ml con solucion fisiolégica y se midid
la dispersion de la luz por nefelometria. Se realiz6 una curva de calibrado
usando una dilucién en solucién salina 1/2000 del mismo batch de Intralipid
como describiera Lewis y col. (1972). Todas las lecturas nefelométricas se
ajustaron sustrayéndoles un blanco salino. El valor del tiempo cero se rest6 de

los valores de cada muestra post-inyeccidn. Los valores obtenidos se
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graficaron en escala semilogaritmica en funcion del tiempo. Se calculé la
constante cinética de primer orden K, de eliminacion de la emulsion grasa de
circulacién sanguinea (velocidad de remocién fraccional: K, %min™') por el

método de los cuadrados minimos.

2.4- Homeostasis de la glucosa y secrecion insulinica en

islotes perifundidos.

2.4.1- Determinacion de la actividad Glucégeno Sintasa

La glucégeno sintasa (GS) esta presente en el tejido en dos formas
interconvertibles: a (activa, desfosforilada) y b (inactiva fosforilada). La forma b
s6lo muestra actividad en presencia de concentraciones saturantes de glucosa-
6- fosfato (G-6-P), que actua como efector alostérico positivo. La forma a es

activa, independientemente de la presencia de G-6-P.

La actividad de la enzima glucogeno sintasa presente en el homogeneizado
del musculo esquelético fue determinada in vitro de acuerdo al método de
Golden y col. (1997) que mide la incorporacién de UDP-'"Cglucosa en
glucégeno. El glucégeno asi formado se separa por pasaje a través de una
columna conteniendo una resina de intercambio anidnico que retiene los

compuestos fosforilados y otros electrolitos. El efluente contiene el glucogeno.

Brevemente, el tejido muscular fue homogeneizado en un buffer Tris-HCI 50
mM (pH= 6.8) conteniendo NaF 100 mM, EDTA 10 mM, glucogeno 0,5% (p/v) y
ditiotreitol (DTT) 5 mM. Una alicuota de homogeneizado fue agregada a un
medio de reaccion conteniendo Tris 50 mM (pH=7,5), EDTA 10 mM, glucégeno
1% (p/v), UDP-glucosa 1,5 mM, UDP-""C glucosa (actividad especifica: 267
uCi/mmol), y G-6-P 0.1 mM (baja concentracion de G-6-P) o 10mM (elevada
concentracion de G-6-P) e incubada 7 min. a 37 °C. La reaccién se detiene
pasando cada una de las muestras en columnas conteniendo una resina de

intercambio anidnico Dowex 1 x 8, 100-200 mesh para aislar el glucégeno
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marcado generado. Posteriormente las columnas fueron lavadas dos veces
con agua bidestilada, recolectando el eluido en miniviales de centelleo. A los
mismos se les adicion6 una mezcla de centelleo constituida por 1 volumen de
tolueno, 1 volumen de Triton X-100, 60 mg de POPOP (1,4 bis [5-fenil-2-
oxazolil]-benceno;2,2’-p-fenileno-bis[5-feniloxazol]) y 5 gramos de PPO (2,5-

difeniloxazol)/L. Finalmente, cada minivial fue cuantificado por centelleo liquido.

Los resultados se expresaron como actividad fraccional % (% GS aa+b) que
fue calculada como la relacién entre la actividad GS, (medida a bajas
concentraciones de G-6-P: 0,1 mM) y la actividad GS .., (medida a altas
concentraciones de G-6-P: 10 mM), expresandose dicha razén como
porcentaje. Esta forma de expresion, propuesta por Guinovart y col. (1997), es
muy sensible ya que refleja las variaciones en la capacidad de sintesis de
glucogeno ofreciendo una aproximacion al estado de activacion de la GS en la

célula.

2.4.2-Determinacion de Glucégeno en musculo gastrocnemio

Se cuantificé el contenido de glucégeno en homogeneizados de musculo
gastrocnemio utilizando el método enzimatico descripto por Huijing y col. (1970)
y previamente utilizado por nuestro grupo (Gutman y col, 1987). Brevemente, el
glucégeno se hidroliza por la accibn de las enzimas o-amilasa vy
amiloglucosidasa. La glucosa liberada se cuantifica de acuerdo al método de
glucosa oxidasal/peroxidasa. Los resultados se expresaron en términos de
glucosa liberada a partir del glucogeno como umoles de glucosa-glucégeno/g

de tejido humedo.

2.4.3- Perifusion de islotes pancreaticos aislados: Secrecion

de insulina frente a diferentes secretagogos.
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2.4.3.1- Aislamiento y perifusion de los islotes:

Los animales (6 de cada grupo dietario) ayunados 12 horas fueron
decapitados; los islotes pancreaticos se aislaron por digestion con colagenasa
y se colectaron bajo microscopio estereoscépico (Lacy y Kostianovsky, 1967)
como se describidé en trabajos previos (Chicco y col, 2003). Brevemente, el
pancreas extraido del animal se sumergié en un pequeno volumen de Buffer
Krebs-Ringer bicarbonato (KRB) (gaseado durante 10’ con una mezcla 5%
COy: 95% 0O3)) y se procedio al lavado trabajando en frio (0-4 °C). Luego de
cortar el pancreas en trozos pequefios se agrego colagenasa (Sigma C-9263
tipo V para aislamiento de islotes pancreaticos), siguiendo el proceso de
digestion bajo lupa. Cuando la digestion se completd, se procedié a detener la
misma con el agregado de buffer frio y los islotes se separaron por decantacién
o centrifugacién a baja velocidad. Una vez aislados, los islotes fueron lavados
dos veces con buffer bicarbonato Krebs-Ringer (KRB) y colocados en grupos
de 30-40 islotes en camara de 13 mm conteniendo un filtro de membrana de
nylon de 5 um. Los islotes fueron perifundidos de acuerdo a la técnica de Burr y
col. (1969) con KRB conteniendo: glucosa 3 mM, albumina de suero bovino
libre de acidos grasos 250 mg/l, dextran-70 40mg/l a pH 7,4 y 37°C,
constantemente gasificado con una mezcla de CO; 5% y O, 95%) a flujo
constante de 0,9-1,2 ml/min durante 30 minutos. Finalizado este periodo de

lavado, se obtuvieron dos muestras basales para el dosaje de insulina.

2.4.3.2- Perifusiéon frente a estimulo de glucosa 16,5 mM.

Posteriormente al periodo de lavado, los islotes de cada grupo dietario fueron
perifundidos con KRB adicionado de glucosa 16,5 mM durante un periodo de
40 minutos. Durante los primeros 15 minutos se recogieron alicuotas de
efluente con intervalos de 1 minuto y a partir del minuto 16 a intervalos de 5
minutos hasta los 40 minutos. Las muestras fueron conservadas a —20°C hasta
la determinacion de los niveles de insulina inmunoreactiva como se describio

anteriormente.

2.4.3.3- Perifusion frente a estimulo de arginina
Con el fin de comparar el efecto de otro secretagogo sobre la secrecion de

insulina, la perifusion se realiz6 como se describidé anteriormente, en presencia
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de buffer KRB conteniendo glucosa 5 mM y arginina 20 mM. Las muestras para
el dosaje de insulina fueron recogidas a los mismos intervalos de tiempo
mencionados en el item anterior y conservadas a -20°C hasta su

procesamiento.

2.4.3.4- Test de tolerancia endovenoso a la glucosa (TTEV)
Adicionalmente se efectu6é el TTEV a un grupo de animales de los lotes
alimentados con las diferentes dietas de acuerdo a la técnica descripta en
trabajos previos (Lombardo y col, 1983). Brevemente los animales ayunados 18
hs recibieron una dosis de glucosa por via endovenosa de 2.5 g/100g de peso
corporal. Se extrajeron muestras de sangre a tiempo 0 (antes la inyeccion) y
luego en forma seriada durante los 60 minutos posteriores a la infusion de
glucosa. Las ratas fueron mantenidas a la temperatura a 28°C durante toda la

experiencia, siguiendo la metodologia de Phenos y col (1971).

IV- REACTIVOS

Los reactivos enzimaticos, sustratos y coenzimas utilizados en las técnicas
previamente descriptas fueron provistos por SIGMA (St Louis, Mo., USA) o
Boheringer Manhenheim (Indianapolis. Ind., USA). Los reactivos radioactivos
fueron provistos por Amersham Biosciences. Los demas compuestos quimicos

son de grado analitico (maxima pureza) disponibles comercialmente.

V.- ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS EXPERIMENTALES

Los resultados experimentales fueron expresados como media + SEM
(desviacion estandar estimada de la media). Las diferencias estadisticas entre
grupos dietarios fueron analizadas por test “t” de Student o ANOVA (analisis de
varianza) y posterior inspeccion de diferencias por el test de Newman Keuls o
Scheffe’s (Snedecor y Cochran, 1967). Valores de p< 0,05 fueron considerados

estadisticamente significativos.
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TRABAJO EXPERIMENTAL

PRIMERA PARTE: ESTUDIO A DIFERENTES TIEMPOS DE
INGESTA

Como mencionamos en el capitulo Introduccion, ratas normales
alimentadas crénicamente (30 semanas) con una dieta rica en sacarosa (DRS)
desarrollan dislipemia, moderada hiperglucemia y resistencia insulinica
periférica global. Estas alteraciones se acompafian de moderado incremento de
la ingesta caldrica inducido por la DRS que se refleja en un incremento del
peso corporal y del tejido adiposo visceral. En este modelo, la dislipemia
parece jugar un rol importante en la sensibilidad insulinica y en la homeostasis
de la glucosa.

Con el objeto de analizar la posibilidad de revertir o mejorar estas
alteraciones el primer objetivo de esta Tesis fue reducir el porcentaje de
sacarosa dietaria (63% a 20%) durante un periodo de tiempo y establecer el
tiempo mas adecuado en el cual se puedan verificar las modificaciones mas
relevantes en las anomalias descriptas en este modelo nutricional en el largo

plazo.

Para lograr este objetivo se alimentaron dos lotes de animales, uno con
DC y otro con DRS 63% durante 30 semanas. Al cabo de este tiempo el grupo
DRS 63% se dividié aleatoriamente en dos subgrupos, uno continué con la
misma dieta y al otro se le suministré la DRS 20% hasta finalizar la experiencia.
Se procedio al sacrificio de los animales en forma secuencial a las semanas 30,
34, 38 y 42 utilizando los protocolos experimentales citados en el apartado de
Materiales y Métodos. Del mismo modo, el procesamiento de la muestras se

llevé a cabo de acuerdo a las técnicas ya descriptas en dicho apartado.
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RESULTADOS

1- Ingesta calérica, incremento de peso y eficiencia.

Como se demostrara previamente (Chicco y col, 2000 y 2003) si bien el peso
de los animales al iniciar la experiencia fue similar (DC: 190.2 = 9.9 g, n=8;
DRS 63%: 194.0 + 3.5 n=24; expresados como media + SEM), una vez
alcanzadas las 30 semanas de ingesta el peso en las ratas alimentadas con
DRS 63% fue significativamente mayor al observado en los respectivos
controles etarios alimentados con DC (Fig. 3). Las diferencias antes
mencionadas se mantienen aun cuando la DRS se extiende hasta la semana
42.

La reduccion en el contenido de sacarosa dietaria (63 a 20%) durante el
periodo 30-42 semanas indujo un menor incremento, aunque aun no
significativo, del peso corporal (aproximadamente del 10%). Los valores
promedio obtenidos fueron: media £+ SEM, n=8; 443.5 £ 18.9 para DC, 509.8 +
22.5 para DRS 63% y 496.0 + 17.0 para DRS 20%; DC vs DRS 63% p< 0.05.

La Fig. 4 muestra los cambios secuenciales de la ingesta cal6rica en los 3
grupos experimentales. El grupo alimentado con DRS 20% alcanza los valores
del control al cabo de 12 semanas del cambio en la proporcion de la sacarosa
de la dieta.

La energia ingerida por cada gramo de peso corporal ganado, denominada
“eficiencia” fue determinada como un indicador digestivo y metabdlico de la
facilidad con que la energia consumida se adiciona al peso corporal (Roberts y
col, 2001). Al finalizar el periodo experimental la eficiencia de la dieta fue
semejante en los 3 grupos experimentales (DC: 565.9, DRS 63%: 577.1, DRS
20%: 543.3).
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Figura 3. Ganancia de peso de los animales alimentados con las diferentes dietas experimentales.
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Los valores se expresan como media + SEM y corresponden al menos a 8 ratas en cada grupo dietario. *p< 0.05 DRS 63% vs DC;
DRS 20% p= NS vs DC y DRS 63%.



Figura 4. Modificaciones de la ingesta caldérica de los animales

alimentados con las diferentes dietas experimentales.

30 34 38 42

semanas de dieta

B DC BDRS 63% BDRS 20%

Los valores se expresan como media + SEM (n=8). Las barras que no
comparten la misma letra a cada tiempo de experiencia son significativamente
diferentes (p<0.05).
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Peso de los tejidos adiposos epididimal y retroperitoneal.

El peso relativo (g/100g peso corporal) de los tejidos adiposos epididimal y

retroperitoneal se observa en la Tabla 2.

El peso del tejido adiposo (epididimal y retroperitoneal) se incremento
significativamente en los animales alimentados con DRS 63% comparado con
el grupo control en cada uno de los tiempos analizados. Respecto a la dieta
DRS 20% el peso del tejido adiposo, tanto epididimal como retroperitoneal,
disminuyd significativamente a partir de las 8 semanas del cambio de dieta
cuando se comparé con el grupo alimentado con DRS 63%. Sin embargo los
valores obtenidos son aun significativamente mayores a los observados en el

grupo control.

3- Niveles de Triglicéridos (TG) y Acidos Grasos No
Esterificados (AGNE) plasmaticos.

La dislipidemia (incremento de TG y AGNE plasmaticos) presente a las 30
semanas en los animales alimentados con DRS 63% se mantiene elevada
dentro de niveles semejantes hasta las 42 semanas de ingesta cuando se

compara con ratas del mismo sexo y edad alimentadas con DC.

Cuando la sacarosa es sustituida parcialmente por almidén (DRS 20%) los
niveles de TG plasmaticos descienden secuencialmente, alcanzando niveles
semejantes al control a las 12 semanas posteriores al cambio de dieta. Los
niveles de AGNE plasmaticos se comportan de la en forma similar aunque, a
diferencia de los TG no alcanzan los valores controles aun después de las 12
semanas con DRS 20% (Fig. 5).
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Tabla 2. Pesos de tejido adiposo epididimal (2A) y retroperitoneal (2B)
expresados en forma relativa al peso corporal (g/ 100 g) en los animales

alimentados con las diferentes dietas experimentales.

Tabla 2A
Tejido adiposo epididimal
Semanas de dieta DC DRS 63% DRS 20%
138+014°  225+0.18° ;
30
34 135+012° 22140152 2.32+0.16°
c a b
38 1.70 £ 0.18 2.83+0.15 2.27 £0.16
c a b
49 1.64 £ 0.05 3.27 £+ 0.18 2.20 +0.17
Tabla 2B
Tejido adiposo retroperitoneal
Semanas de dieta DC DRS 63% DRS 20%
1.15+0.12° 1.80 £0.16° -
30
34 117 £0.16° 1.83+0.11° 1.85+0.10°
c a b
38 1.32 1 0.24 2.97+ 0.09 2.05 + 0.21
c a b
49 1.37£0.13 3.16 £+ 0.18 2.23 +0.09

Los valores se expresan como media £+ SEM, n=8 en cada grupo dietario. Los
valores en cada linea que no comparten la misma letra superescrita son

significativamente diferentes (p<0.05).



Figura 5. Niveles de triglicéridos (TG) y acidos grasos no esterificados
(AGNE) plasmaticos en los animales alimentados con las diferentes

dietas experimentales.
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Los valores se expresan como media £+ SEM y corresponden al menos a 6
ratas en cada grupo dietario. Los valores en cada tiempo que no comparten la

misma letra superescrita son significativamente diferentes (p<0.05).
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4- Niveles de Glucosa (G) e Insulina (I) plasmaticos

La hiperglucemia estable presente durante todo el periodo experimental en
los animales con DRS 63% desciende significativamente a partir de las 4
semanas cuando se cambia la proporcién de sacarosa de la dieta y permanece
en estos niveles hasta la semana 42 (aunque sin alcanzar los valores presentes

en los animales alimentados con DC) (Fig 6A).

Los niveles de insulina plasmatica no se modificaron en los tres grupos

dietarios a lo largo de todo el periodo experimental (Fig.6B).

5- Contenido de triglicéridos hepaticos y musculares.

El elevado contenido de TG hepaticos observados hasta las 30 semanas
de ingesta continda con niveles semejantes hasta la semana 42 respecto a los
animales alimentados con DC.

Cuando se sustituyé parcialmente la sacarosa dietaria (DRS 20%) el
contenido de triglicéridos hepaticos comenzd a descender a la semana 34 de
ingesta, continuando en este perfil hasta la semana 42 pero sin llegar a
normalizarse. Al finalizar el periodo experimental el contenido de triglicéridos
hepaticos es aun significativamente mayor que el observado en los animales de

igual sexo y edad alimentados con DC (Fig 7).

En relacion al contenido de triglicéridos en los musculos esquelético
(gastrocnemio) vy cardiaco no se observaron diferencias significativas en el
grupo de ratas en que se sustituy6 isocaldricamente el porcentaje de sacarosa
dietaria. En ambos grupos (DRS 63% y DRS 20%) el contenido de triglicéridos
en los tejidos mencionados fue significativamente mayor que el de sus

respectivos controles etarios (Tabla 3).



Figura 6. Niveles de glucemia (G) e insulinemia (I) en los animales

alimentados con las diferentes dietas experimentales.
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Los valores se expresan como media + SEM y corresponden al menos a 6
ratas en cada grupo dietario. Los valores en cada tiempo que no comparten la

misma letra superescrita son significativamente diferentes (p<0.05).



Figura 7. Contenido de triglicéridos hepaticos en los animales

alimentados con las diferentes dietas experimentales.
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Los valores se expresan en como media + SEM (n=6 en cada grupo dietario).
Los valores en cada tiempo que no comparten la misma letra superescrita son

significativamente diferentes (p<0.05).
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Tabla 3. Contenido de

triglicéridos en musculo esquelético

(gastrocnemio) y musculo cardiaco de ratas alimentadas las diferentes

dietas experimentales.

Tabla 3A

Semanas de dieta

Musculo esquelético

DC DRS 63% DRS 20%
30 2.98+0.29° 6.88 + 0.65° -
34 3.01+0.36° 7.30+0.72° 6.13+0.52°
38 2.45+0.32° 6.72+0.63° 6.64 + 0.65°
42 3.85+0.52° 7.18+0.60° 5.70 +0.78°
Tabla 3B
Musculo cardiaco
Semanas de dieta
DC DRS 63% DRS 20%
30 3.15+0.21° 6.70 + 0.40° -
34 3.06 +0.16 " 6.69 + 0.37 ° 6.42+0.21°
38 3.40 + 0.42° 6.73+0.19° 6.54 + 0.55°
42 3.94+0.18° 6.63+0.35° 6.19 + 0.86°

Los valores se expresan como media + SEM (n=6 en cada grupo dietario) en

pmol/g tejido humedo para cada una de las dietas. Los valores en cada linea

que no comparten la misma letra superescrita son significativamente diferentes

(p<0.05).
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En conclusion:

Los resultados hasta aqui expuestos nos sefalan que la sustitucion parcial
del contenido de sacarosa en la dieta (63% a 20%), durante 12 semanas, es
capaz de modificar secuencialmente algunas alteraciones bioquimico-
metabolicas caracteristicas de la dislipemia y la resistencia insulinica estable
presente en animales alimentados cronicamente (30 — 42 semanas) con una
dieta rica en sacarosa. Estos parametros que incluyen modificaciones
plasmaticas relacionadas al metabolismo lipidico (TG y AGNE) influencia el
metabolismo de la glucosa. Al respecto la moderada hiperglucemia presente en
los animales con DRS tiende a alcanzar valores normales. Lo mismo pudimos
observar en relacién a una reduccién del contenido de grasa visceral y de la
ingesta caldrica. Un incremento de la grasa visceral, de lipidos a nivel
plasmatico y tisular y anormal homeostasis de la glucosa, son anomalias
estrechadamente relacionadas con la insensibilidad insulinica.

Los mecanismos involucrados en la reversion y/o mejoramiento de la
dislipidemia y homeostasis de la glucosa inducidas por una reduccion del
porcentaje de sacarosa de la dieta no han sido bien dilucidados. Este aspecto

es evaluado como segundo objetivo de la presente tesis.
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SEGUNDA PARTE: ESTUDIOS BIOQUIMICOS- METABOLICOS

A partir de los resultados obtenidos previamente descriptos nos propusimos

analizar a las 42 semanas de ingesta:

1. Composiciéon de la carcasa y actividad LPL del tejido adiposo
epididimal.

2. Mecanismos involucrados en la hipertrigliceridemia: “in vivo”
secrecion hepatica de VLDL-TG y remocién plasmatica de
triglicéridos.

3. Mecanismos relacionados con la homeostasis de la glucosa y
secrecion insulinica:

c) “in vitro” secrecion de insulina en islotes pancreaticos aislados
perifundidos frente a estimulo de diferentes secretagogos
(glucosa, glucosa + arginina)

d) Contenido de glucdégeno y actividad glucogeno sintasa en el

musculo esquelético.

Para lograr los objetivos se alimentaron 2 grupos de ratas durante 30
semanas con dietas control (DC) o rica en sacarosa 63% (DRS 63%). Al cabo
de este periodo el grupo DRS 63% se subdividié en dos subgrupos. El primer
subgrupo continud con la misma dieta y al segundo se le sustituy6 parcialmente
el contenido de sacarosa (63% a 20%) durante 12 semanas mas. El grupo
control continu6é con la misma dieta hasta la semana 42. Mas detalles de los
grupos dietarios, componentes de las dietas y metodologias utilizadas fueron
descriptos en el Capitulo de Materiales y Métodos.

Los resultados alcanzados se describen a continuacion.
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RESULTADOS

1. Composicion de la carcasa

La composicion de la dieta puede influenciar el peso corporal y la
composicion de la carcasa (Suzuki y col, 1975). De acuerdo con los resultados
descriptos en el capitulo anterior se analizé la composicion de la carcasa en los
tres grupos dietarios al finalizar el periodo experimental (42 semanas) (Tabla
4).

Los animales pertenecientes al grupo DRS 63% mostraron un significativo
aumento en el peso de la carcasa cuando se compararon con los del grupo
control. Esto se acompafid de un incremento en el contenido de grasa
expresado tanto en forma absoluta como relativa, a expensas de una
disminucién del contenido de agua. Sin embargo, en este ultimo punto debe
mencionarse que el contenido de agua de la carcasa soOlo disminuye

significativamente cuando se expresa como porcentaje del peso humedo.

En las ratas alimentadas con DRS 20%, el peso de la carcasa se redujo pero
aun sin alcanzar los observados en el grupo control. Un comportamiento similar
se obtuvo con el contenido de grasa, aunque en este caso la disminucién
respecto del grupo DRS 63% resultd significativa. Paralelamente el contenido
de agua aumentd significativamente, alcanzando valores similares a los
observados en ratas alimentadas con DC. El resto de los componentes
analizados (proteinas y cenizas) no presentaron diferencias significativas en los

diferentes grupos dietarios.

Observando el contenido graso de la carcasa resulta interesante la
correlacion directamente proporcional entre este parametro y el peso del tejido

adiposo retroperitoneal (Fig. 8).

Otro aspecto interesante en destacar son las correlaciones entre el peso

corporal y los pesos del tejido adiposo epididimal y retroperitoneal. Como
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Tabla 4. Composicidn de la carcasa en los animales alimentados las

diferentes dietas experimentales a las 42 semanas de ingesta.

Composicion DC DRS 63% DRS 20%
Peso carcasa g 340.0+69°  411.1+1222  3740+138°
9/100 g TH 143209° 255+1.0° 189+15°
orasa g 53.4+3.3° 108.8 +9.9° 701+40°
9/100 g TH 59.3+1.5° 528+12° 57.3+1.2°
Agus g 221.4+56° 2255+6.4°%  2149+6.4°
, 9/100 g TH 20.7+05° 19.2+0.6° 19.9+06°
Proteinas g 77.3+208° 82.0+3.4° 76.5+3.4°
_ g/100 g TH 40+03° 3.7+03° 3.8+02°
cenizas g 14.9+0.6° 15.8 + 0.8 ° 145+1.0°

Los valores se expresan como media £+ SEM, n=6 en cada grupo dietario. Los
valores en cada linea que no comparten la misma letra superescrita son
significativamente diferentes (p<0.05) cuando una variable fue comparada a un

tiempo segun el test de Newman-Keuls.
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Figura 8. Relacion entre el peso del tejido adiposo retroperitoneal y el

contenido de grasa de la carcasa en los animales alimentados con las

diferentes dietas experimentales a las 42 semanas de ingesta.
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Figura 9. Relacidon entre el peso corporal y el peso del tejido adiposo

epididimal en los animales alimentados con las diferentes dietas.
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puede observarse en la Fig. 9 esta correlacion es directamente proporcional
para el tejido adiposo epididimal mientras presenta una curva exponencial para

el tejido adiposo retroperitoneal (Fig. 10).

2. Actividad de la lipoproteina lipasa (LPL) en tejido

adiposo epididimal

El ingreso de los acidos grasos provenientes de las lipoproteinas de muy
baja densidad (VLDL) y quilomicrones a la céulula adiposa para ser utilizados
por la misma es mediado por la accion de la enzima LPL, cuya actividad esta
regulada por factores hormonales y nutricionales (ayuno, alimentacion,

composicion de la dieta, etc.)

Cambios en la actividad de la LPL pueden contribuir a la adiposidad
observada en los animales con DRS 63%. Al respecto cuantificamos la
actividad enzimatica LPL en tejido adiposo epididimal en los tres grupos
dietarios. En la Figura 11 (A y B) podemos observar un significativo
incremento de la actividad LPL en los animales con DRS 63% cuando se los
compara con las ratas alimentadas por igual tiempo con dieta control
expresados por gTH u 6rgano total. La reduccion del porcentaje de sacarosa en
la dieta decrece la actividad enzimatica alcanzando los valores controles
cuando se expresa por gTH (Fig. 11A) siendo aun significativamente diferente
cuando se lo expresa por 6rgano total (Fig 11B). Al respecto, la tabla inserta en

la fig.11 muestra los pesos del tejido adiposo epididimal en valor absoluto.
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Fig. 11. Actividad enzimatica de la lipoproteina lipasa (LPL) en tejido

adiposo epididimal de los animales alimentados con las diferentes dietas

experimentales a las 42 semanas de ingesta.
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significativamente diferentes (p<0.05).
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3. Mecanismos involucrados en la hipertrigliceridemia:

Estudios “in vivo”.

Secrecion hepatica de VLDL-TG.
Remocion de triglicéridos plasmaticos: Test de tolerancia

grasa endovenoso.

Como mencionamos en el capitulo anterior los animales alimentados durante
30-42 semanas con DRS 63% presentan niveles elevados de triglicéridos (TG)
plasmaticos y hepaticos respecto al lote DC. Esto se acompafia de una elevada
velocidad de secrecion y disminuida velocidad de remocién plasmatica de TG
(Flg. 12y 13).

El cambio en el porcentaje de sacarosa de la dieta durante las ultimas 12
semanas experimentales normaliza los niveles de triglicéridos plasmaticos, la
velocidad de secrecion hepatica (Flg. 12 A y B) y remocidén plasmatica de

triglicéridos (Fig.13).

Una relacion reciproca entre los niveles de triglicéridos plasmaticos en
ayunas y la velocidad de remocion fraccional de la emulsion grasa puede

observarse en la Figura 14.
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Fig. 12. Secreciéon hepatica de VLDL-TG en los animales alimentados con las diferentes dietas experimentales a las 42

semanas de ingesta.
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(12A) Acumulacién plasmatica de TG luego de la inyeccion de Triton WR1339. Cada punto representa media + SEM (n=6).
Los valores que no comparten la misma letra superescrita son significativamente diferentes (p<0.05) cuando fueron comparados
a cada tiempo segun el test de Newman-Keuls. (12B) Velocidad de secrecion de TG hepaticos (VSTG). Los valores se expresan

como media + SEM (n=6). Los valores que no comparten la misma letra superescrita son significativamente diferentes (p<0.05)
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Figura 13. Test de tolerancia grasa endovenoso. Determinacion de la
velocidad fraccional de remocién grasa (K2) en los animales alimentados

con las diferentes dietas experimentales a las 42 semanas de ingesta.

BDC BDRS 63% BDRS 20%

Los valores se expresan como media + SEM (n=6). Los valores que no
comparten la misma letra superescrita son significativamente diferentes
(p<0.05)
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Figura 14. Correlacion entre los niveles de triglicéridos plasmaticos (TG) y
la velocidad fraccional de remocién grasa (K3) en animales alimentados
con las diferentes dietas a la semana 42.
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Los valores (n= 18) corresponden a los animales alimentados con las
diferentes dietas.



5.Homeostasis de la glucosa y secrecidn insulinica en

islotes pancreaticos.

4.2- Homeostasis de la glucosa

Un incremento en los niveles de lipidos plasmaticos y tisulares
(fundamentalmente musculo esquelético) juega un rol importante en la
homeostasis de la glucosa. Las ratas alimentadas cronicamente con DRS 63%
muestran un significativo incremento en los niveles de glucosa basal, los cuales
descienden significativamente sin alcanzar los niveles observados en las ratas
alimentadas con dieta control (DC) cuando se sustituye parcialmente la
sacarosa por almidon (DRS 20%). Estos cambios no se acompafan de

cambios similares en los niveles de insulina plasmaticos.

En relacidn a lo antedicho en la Figura 15 se observa una correlacion
positiva entre los niveles de glucemia y AGNE plasmaticos. Mas aun la tabla
inserta muestra que los niveles de TG dentro del musculo esquelético siguen
un patron semejante. Un mayor contenido de TG musculares se correlaciona
con niveles elevados de glucemia y AGNE. Sin embargo, en dicho musculo en
ninguno de los lotes experimentales se observaron cambios significativos en el
contenido de glucogeno y de la actividad glucégeno sintasa. Los valores

obtenidos se observan en la Tabla 5.

4.2- Secrecidn de insulina en islotes pancreaticos

Bajo el estimulo de la Glucosa (16,5 mM) el grupo control muestra el clasico
patrén bifasico de secrecidn de la hormona, con una primera fase secretoria
cuyo pico se ubica entre los 4 y 5 minutos, seguida de una segunda fase que
comienza hacia los 10 minutos y continia hasta finalizar la experiencia (40
minutos). En los animales alimentados con DRS 63% se observa una clara

alteracion del patron bifasico de la secrecion de insulina bajo estimulo de la
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Figura 15. Correlacion entre acidos grasos no esterificados (AGNE) y
glucemia en los animales alimentados con las diferentes dietas

experimentales a las 42 semanas de ingesta.

r=0.936; p< 0.05

¢ DC
m DRS 63%
ADRS 20%

AGL (uM)
(@)]
o
o

Glucosa (mM)

Contenido de TG en musculo esquelético
Dieta pMmol/gTH
DC 3.85+0.52"
DRS 63% 7.18+0.60°
DRS 20% 5.70+ 0.78 °

Los valores (n=18) corresponden a los animales alimentados con las
diferentes dietas. La tabla inserta muestra el contenido de TG en musculo
esquelético (gastrocnemio) expresado como media + SEM (n=6 en cada grupo
dietario). Los valores con letras superescritas distintas son significativamente
diferentes (p<0.05).
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Tabla 7. Contenido de Glucégeno y actividad Glucégeno Sintasa (GS)
en musculo esquelético gastrocnemio en los animales alimentados con

las diferentes dietas experimentales a las 42 semanas de ingesta.

Dietas
DC DRS 63% DRS 20%
Glucégeno 20.10 £ 1.96 ° 17.28 £ 1.72° 20.30 + 1.63°
(umol/gTH)
GS %
40.4+1.80°2 39.4 +2.46° 39.3+2.31°
GSa/ GS (atb)

La actividad de la GS se expresa como porcentaje de la fraccidn activa sobre
la total. Los valores se expresan como media + SEM (n=6). Los valores con
letras superescritas distintas son significativamente diferentes cuando una

variable fue comparada a un tiempo segun el test de Newman-Keuls.
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glucosa: ausencia del primer pico de secrecibn y una segunda fase
hipersecretora. Un perfil de secrecion similar se observa luego de 30

semanas de DRS (datos no mostrados). La reduccion en el contenido de la
sacarosa en la dieta durante 12 semanas ejerce un efecto beneficioso en la
secrecion de la hormona: se observa la presencia clara de un primer pico.
Aunque la segunda fase de secrecion es aun menor que la del grupo control
(Fig. 16).

La Figura 17 evalud la respuesta pancreatica frente a los secretagogos
arginina 20mM + glucosa 5mM. El aminoacido actua a través de una via de
estimulo diferente de la utilizada por la glucosa. Al igual que lo expuesto en el
parrafo anterior el cambio de dieta mejoro significativamente el alterado patron

secretorio presente en los animales alimentados con DRS 63%.
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Figura 16. Secreciéon de insulina en islotes pancreaticos aislados perifundidos con Glucosa 16.5 mM de los animales
alimentados con las diferentes dietas experimentales .

10 ] * *
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Los valores se expresan como media + SEM (n=6), * p< 0.05 DRS 63% vs DC; # p< 0.05 DRS 20% vs DC




Figura 17. Secrecién de insulina en islotes pancreaticos aislados perifundidos con Arginina 20 mM + Glucosa 5 mM de los

animales alimentados con las diferentes dietas experimentales.
8 _
Arginina 20mM

7 B +
Glucosa 5mM

—4— DRS 20%
—--DC
- DRS 63%

Insulina (uU/min/islote)

0 10 20 30 minutos 40
Los valores se expresan como media + SEM (n=6), * p< 0.05 DRS 63% vs DC; # p< 0.05 DRS 20% vs DC.
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DISCUSION



DISCUSION

La creciente prevalencia de obesidad, dislipemia, diabetes tipo 2 vy
enfermedades cardiovasculares entre otras alteraciones presentes en el
Sindrome Plurietabdlico es la consecuencia de factores genéticos y
ambientales. Dentro de estos ultimos, cambios en la composicion de los
nutrientes de la dieta tales como aumento del consumo de azucares refinados,
grasas saturadas, etc. y otros relacionados al estilo de vida tales como la
inactividad fisica parecen jugar un rol importante (Basciano y col., 2005; Ellioty
col., 2002; Volek y col., 2005).

Numerosos son los esfuerzos que se estan realizando para tratar de ampliar
los conocimientos de las bases cientificas de dichos desdérdenes metabdlicos,
que discapacitan a un numero cada vez mas elevado de personas de la
poblacion general. En las investigaciones basicas se utilizan diferentes
modelos experimentales nutricionales que se asemejan, en diferentes aspectos
bioquimicos-metabdlicos, a los descriptos en el Sindrome Plurimetabdlico o X'y
que a pesar de sus limitaciones en la extrapolacion de los resultados obtenidos

al humano, resultan sumamente utiles para estos fines.

En el presente trabajo de tesis utilizamos el modelo nutricional de dislipemia
e insulino-resistencia inducida por una administracion cronica de dieta rica en
sacarosa (DRS). Los cambios metabdlicos temporales descriptos anteriormente
en este modelo (item Introduccion) pueden reflejar las etapas tempranas de la
diabetes mellitus tipo 2, ya que muchos pacientes presentan en forma crénica
niveles plasmaticos elevados de acidos grasos no esterificados (AGNE) y
triglicéridos (TG), alterada sensibilidad insulinica periférica y pérdida del primer
pico de secrecidn de insulina en respuesta a la glucosa.

Este estudio fue realizado en ratas alimentadas con DRS durante 42
semanas, en las cuales una dislipemia e insulino-resistencia estable esta
presente antes de que la fuente de sacarosa (63%) de la dieta se reduzca a

20% durante las ultimas 12 semanas de ingesta.

Los hallazgos mas significativos sefalan:
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1- La reduccién del contenido de sacarosa de la dieta (63% a 20%)
durante 12 semanas produce en forma secuencial un descenso de la
glucemia, triglicéridos y AGNE plamaticos, sin modificaciones de la
insulinemia. Esto se acompafia de un descenso del contenido de
triglicéridos hepaticos. La exesiva adiposidad visceral mejora
sensiblemente.

Los cambios mas pronunciados se observan luego de la administracion

de 12 semanas de una DRS reducida en su contenido de sacarosa.

2- a) Al cabo de 12 semanas de la reduccion en el porcentaje de sacarosa
dietaria la secrecion “in vivo” de VLDL-TG y la remocion plasmatica de
triglicéridos alcanzo valores semejantes a los de animales alimentados
con dieta control (almidén 63%). Estos cambios se acompafan de una
marcada reduccion en el peso corporal y la adiposidad (tanto la masa

de tejido adiposo visceral como el contenido de grasa de la carcasa)

b) El patron de secrecion de insulina en islotes perifundidos aislados
frente a diferentes secretagogos (Glucosa 16.5 mM, Arginina 20 mM +
Glucosa 5 mM) mejora significativamente con respecto a lo observado
en animales alimentados con DRS 63%. También se observan cambios

favorables en la homeostasis de la glucosa.

Al respecto los cambios favorables puntualizados en el presente estudio
son el resultado de la reduccion de porcentaje de sacarosa dietaria y no
pueden ser atribuidos a un cambio en la edad de los animales ya que ratas de
igual sexo y edad alimentadas con dieta control no muestran cambios
apreciables en los parametrsos analizados a lo largo del periodo experimental,
a exepcion del peso corporal.

Como fue demostrado anteriormente por distintos autores (Reaven y col;
Zavaroni y col; Lombardo y col; Vrana y col., entre otros) la magnitud de la
dislipemia y la resistencia insulinica inducida por una dieta rica en
carbohidratos simple (sacarosa y/o fructosa) depende de la edad del animal, el

tipo y cantidad de carbohidrato y el tiempo durante el cual se suministra la
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dieta. Con respecto a la edad, Lingelbach y col. (2000) estudiaron el efecto de
la dieta rica en fructosa “ad libitum” en ratas Fischer 344 a los 9, 18 y 26
meses de edad, sumistrada a partir de los 3 meses de vida. En coincidencia
con otros autores (Blanton y col, 1998) determinaron que un indicador
importante es el descenso del peso corporal que comienza a declinar
significativamente hacia el final del periodo vital (a partir de 1 afio y 10 meses
aproximadamente) y se acompafia de una significativa reduccion en la ingesta.

Este aspecto no fue observado en ninguno de nuestros lotes experimentales.

Efecto de la reduccion de la sacarosa dietaria sobre el peso corporal y

la adiposidad visceral

En ratas Wistar normales alimentadas “ad libitum” Newby y col (1990) ha
demostrado que el tamano del tejido adiposo blanco (epididimal vy
retroperitoneal) incrementa con la edad y el peso corporal cotribuyendo al
desarrollo de adiposidad. Nuestros datos sefalan, utilizando ratas de la misma
cepa, de igual sexo y edad, un incremento significativamente mayor del tejido
adiposo epididimal y retroperitoneal cuando las mismas son alimentadas
cronicamente con DRS. Mas aun y consecuentemente con lo observado por
Newby y col (1990), el peso corporal de las ratas alimentadas con DRS se
asocio en forma directamente proporcional al acimulo de grasa epididimal y en
forma logaritmica con el tejido adiposo retroperitoneal. Estos resultados
estarian indicando que la dieta no modifica la dinamica de distribucion de los
triglicéridos en los distintos tejidos adiposos, al menos en lo que corresponde al
deposito de la grasa visceral, y que -tanto el tejido adiposo epididimal como el

retroperitoneal- continuan siendo marcadores utiles del depdsito lipidico.

Varios autores han estudiado la influencia de la administracion de una DRS
sobre el peso corporal y los depdsitos grasos, aunque estos estudios sefalan
que la respuesta a la sacarosa depende de la especie de roedor utilizada, de la
edad del mismo y del tiempo de administracién de la dieta. Asi es como ratas
Osborne-Mendel responden con una acumulacion grasa y ganancia de peso

mientras que en las ratas S 5B/Pl la sacarosa induce pérdida de peso
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(Schemmel y col, 1982). Las ratas hipertensas/corpulentas espontaneas ganan
peso con la ingesta de sacarosa (Michaelis y col, 1984), mientras las ratas
Cohen pierden peso y masa del tejido adiposo (Cohen y col, 1972) y los
ratones Spiny pierden peso con dietas prolongadas ricas en sacarosa (Shafrir
E, 2000). Mas aun ratas Wistar y Sprague-Dowley alimentadas con dietas ricas
en fructosa también muestran un incremento del peso del tejido adiposo
epididimal (Blakely y col, 1982; Rizkalla y col, 1990). Un incremento del peso
corporal acompanado de un mayor depdsito de grasa visceral fue observado
por Blazquez y Lopez-Quijada (1964) en ratas Wistar alimentadas desde el final
de la lactancia y por 30 dias (68% p/p). Kanarek y Orthen-Ganbill (1982)
también observaron que la adicion de azucares simples (fructosa y sacarosa
32% plv) durante 50 dias al agua de bebida de ratas jovenes adultas Sprague-
Dowly conducia a un aumento del peso corporal y del tejido adiposo

retroperitoneal.

La implementacién de una dieta con menor contenido de sacarosa (20%)
por un adecuado periodo de tiempo (12 semanas) condujo a un menor
incremento de la adiposidad visceral y del peso corporal presentes en las ratas
alimentadas cronicamente con DRS 63%.

En general los cambios en la masa del tejido adiposo pueden ser atribuidos
a la diferencia entre ingesta caldrica y gasto energético. Las variaciones en el
aporte energético de los animales alimentados con DRS 63% o0 20% podrian
jugar un papel importante en los cambios observados en ambos lotes en el
desarrollo de la adiposidad y en el incremento del peso corporal total. En
nuestros animales la reduccion del porcentaje de sacarosa de la dieta se
acompana de un menor incremento del peso corporal y de la ingesta caldrica.
Sin embargo no debemos descartar la posibilidad de que la sacarosa/fructosa
dietaria sea capaz de producir aumento de peso aun en ausencia de

incremento de ingesta caldrica, como fue demostrado por Oscai y col (1987).

La composicién 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 carbohidratos administrada durante 2

semanas conduce a un aumento del contenido graso de la carcasa en ratas
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hembras normales. De acuerdo con estos resultados observamos que la
ingesta prolongada de DRS condujo también a un aumento en el contenido
graso de la carcasa con disminucion del contenido de agua. El menor
porcentaje de sacarosa en la dieta tiende a normalizar estos parametros que se
asemejan a los observados en animales con dieta control.

Por otro lado, en el presente trabajo se ha demostrado que los animales a
los cuales se ha suministrado la dieta con reducido contenido de sacarosa
(DRS 20%) la normalizacion de los niveles plasmaticos de triglicéridos provee
menor cantidad de sustrato en circulacién para la sintesis por el tejido adiposo
y, ademas, la actividad de la enzima involucrada en la hidrdlisis de dichos
triglicéridos (lipoproteina lipasa) demostré estar significativamente disminuida
en el tejido adiposo del grupo DRS 20% comparado con el grupo DRS 63%. De
esta manera, puede sugerirse que estos mecanismos también estarian
contribuyendo a la reduccion de la masa adiposa.

Por otra parte, Roberts y cols (2001) alimentando ratas hembra Fischer “ad
libitum” con una dieta semejante a la consumida en occidente -elevado
contenido en grasas 39% y en sacarosa 40% de las calorias totales- durante 20
meses demostraron que la obesidad inducida por la dieta puede ser revertida
parcialmente reduciendo el contenido de grasa (12% de las calorias) y
administrando carbohidratos complejos (almidon 69% de las calorias totales)
durante 2 meses. La ingesta caldérica fue semejante entre los grupos
(experimentales y control) demostrando una disminuciéon del peso corporal y
observando menor contenido de grasa en la cavidad abdominal en los animales
con menor porcentaje de grasa y mayor contenido de almidén dietario. Estas
ultimas observaciones son similares a nuestros hallazgos en ratas donde se ha
reducido la cantidad de sacarosa de la dieta al 20%.

Ademas trabajos recientes indican que el incremento de la adiposidad
producida por la ingesta de elevadas cantidades de fructosa podria deberse a
los efectos del monosacarido sobre hormonas relacionadas a la saciedad tales
como insulina, leptina y ghrelina. Estas hormonas funcionan de manera clave
como sefiales en el sistema nervioso central en la regulacion a largo plazo del
balance energético. Se ha propuesto que la glucosa pero no la fructosa provee
sefales de saciedad al cerebro dado que esta ultima no puede ingresar al

mismo (Porte y col, 2002; Bray y cols, 2004; Wylie-Rosett y cols, 2004). En este
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sentido Miller y col (2002) inyectaron fructosa en los ventriculos cerebrales de
ratas y observaron que se producia un incremento en la ingesta caldrica,
mientras que inyectando concentraciones similares de glucosa el apetito era
suprimido. En nuestro trabajo los niveles de insulina plasmatica son semejantes
en los tres grupos dietarios. Aunque no se evaluaron los niveles de leptina o
ghrelina, no puede descartarse que el mecanismo descripto anteriormente
puede estar contribuyendo a la disminucion de la ingesta energética y de la

adiposidad observadas en las ratas alimentadas con DRS 20%.

Efecto de la reduccion del porcentaje de sacarosa dietario sobre el

metabolismo lipidico

El higado juega un rol central en el metabolismo global de los carbohidratos
y de los lipidos y numerosos caminos metabdlicos pueden ser regulados por
modificaciones en la actividad o abundancia de diferentes familias de factores
de transcripcidén, entre ellas los receptores nucleares activadores de la
proliferacion nuclear (PPARs), proteinas de unién al elemento receptor de
esteroles (SREBPs) y receptores nucleares hepaticos de hormonas (LXR a vy
B). Estos factores relacionados con la biosintesis y oxidacion de lipidos pueden
ser regulados entre otros por cambios nutricionales (PUFA, sacarosa) y
hormonales (insulina, glucagon, etc.). Al respecto Mijazaki y col (2004)
demostraron una induccion de la isoforma hepatica del SREBPc y de la
expresién de las enzimas lipogénicas: Sintetasa de Acidos Grasos, Acetil CoA
Carboxilasa y la Estearoil-CoA Desaturasa en ratones alimentados durante 7
dias con dietas ricas en fructosa (60%). Mas aun Nagai y col (2002) mostraron
que en ratas normales alimentadas durante 8 semanas con una dieta rica en
fructosa se modifica la expresiéon hepatica mMRNA-PPARa y su actividad, asi
como la expresion y actividad de enzimas involucradas en la oxidacion de
acidos grasos (ej. Carnitina palmitoil transferasa-1). Iritani y col (1992) también
observaron que niveles elevados de sacarosa dietarios (67% p/p) eran capaces
de regular a nivel transcripcional la concentracion de mRNA vy la induccién de

enzimas lipogénicas en higado de rata.
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Si bien en el desarrollo de esta tesis no hemos cuantificado las actividades
y/o expresion génica de las enzimas involucradas en el metabolismo de los
triglicéridos hepaticos, sin perjuicio de otros factores, los mecanismos antes
mencionados podrian contribuir al exesivo contenido de ftriglicéridos en las
ratas con DRS 63% y a su menor acumulo cuando se reduce el porcentaje de
sacarosa dietario.

Ademas una mayor disponibilidad de AGNE plasmaticos -consecuencia de
una incrementada lipdlisis del tejido adiposo (Soria y col, 2001)- como la
observada en los animales con DRS 63% podria también —via esterificacion-

contribuir sustancialmente a un mayor pool de triglicéridos hepaticos.

La reduccién en el contenido de sacarosa dietaria (20%) indujo un
descenso significativo en el contenido de triglicéridos hepaticos. Cambios
opuestos en la expresion de los factores de transcripcion PPARa y SREBP ¢
que inducen modificaciones en la actividad de las enzimas involucradas en el
metabolismo de los lipidos podrian explicar el descenso del pool hepatico de
triglicéridos consecuentes con el menor porcentaje de fructosa dietaria en este
grupo experiemental (10.5% de las calorias totales).

Un decrecimiento en los niveles de AGNE plasmaticos también fue
observado en los animales alimentados con DRS 20%. Esto condujo a un
menor flujo de acidos grasos del tejido adiposo al higado y a otros tejidos,

contribuyendo también a una menor sintesis de triglicéridos.

EL pool de triglicéridos hepaticos es la consecuencia del balance entre la
sintesis por esterificacion del glicerol-3-fosfato y los acidos grasos (sintetizados
“‘de novo” o provenientes del plasma de una mayor lipdlisis) y la secrecion de
VLDL-TG. En particular en una ingesta rica en sacarosa como se observa en
las ratas con DRS 63% el glicerol-3-fosfato proviene principalmente de la via de
metabolizacién de la fructosa. En este modelo hemos constatado que el
aumento de TG hepaticos se acompana de un significativo incremento en la
secrecion de VLDL-TG.

La menor proporcion de la sacarosa en la dieta disminuye la secrecion de

VLDL-TG cuyos valores se asemejan al grupo control (DC). Sin embargo en
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estos animales el pool de triglicéridos hepaticos —aunque sensiblemene menor
al de DRS 63%- es aun significativamente mayor al observado en las ratas
controles. Diferentes factores pueden influir en el desbalance entre la secrecién
de VLDL-TG y el contenido de triglicéridos hepaticos en estas ratas con DRS
20%; entre ellos: una alterada disponibilidad de apo B y/o ensamblaje, la
actividad de la proteina microsomal de transferencia de triglicéridos (MTP), el
entorno hormonal existente (sensibilidad insulinica), etc (Taghibiglou y cols,
2000). El respecto Reaven y col (1984) sefialaron que la velocidad de
secrecion de triglicéridos “in vitro” en presencia de acidos grasos varia
considerablemente dependiendo de los niveles pre-existentes “in vivo” de
insulina plasmatica. En un trabajo de revision sobre esteatosis hepatica en
modelos animales y su relacion con la produccion de VLDL-TG, den Boer y cols
(2004) coinciden con la importancia de los factores antes mencionados e
indican que el incremento del flujo de acidos grasos hacia el higado no es el

unico determinante de la secrecion hepatica de VLDL-TG.

Los niveles de TG presentes en el plasma son el resultado de una accién
combinada de la velocidad de secrecion de VLDL-TG y de la remocion
plasmatica. En el presente estudio la hipertrigliceridemia observada en las ratas
alimentadas con DRS 63% durante 42 semanas seria la consecuencia de una
combinacion de ambos procesos: una incrementada secrecion de VLDL-TG
acompanada de una defectuosa remocién de los triglicéridos plasmaticos
(disminucion de la velocidad fraccional de remocion de una emulsion grasa Kz
% min'1).

Cuando se sustituye parcialmente la sacarosa por almidén durante las
ultimas 12 semanas de la experiencia, la velocidad de remocion de los
triglicéridos circulantes se normaliza completamente (en concordancia con la
normalizacion de la hipertrigliceridemia). En lo que respecta a la velocidad de

clarificacion de los triglicéridos plasmaticos, cabe citar que Lithell y col (1976)
demostraron que la velocidad fraccional (K2% min'1) de remocién de una

particula grasa (Intralipid) se correlaciona positivamente con el nivel de TG
plasmaticos y la actividad LPL del musculo esquelético. De este modo,

podemos postular que la normalizacibn de los niveles de triglicéridos
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plasmaticos en ratas alimentadas con DRS 20% son el resultado de una
normalizacion de la secrecion de VLDL-TG y de la velocidad de remocién de

triglicéridos circulantes.

Efecto de la reduccion del porcentaje de sacarosa dietaria sobre la

homeostasis de la glucosa y la secrecion de insulina en islotes

pancreaticos perifundidos

En el musculo esquelético la regulacion del metabolismo de la glucosa
involucra un juego complejo con otros combustibles energéticos, especialmente
los acidos grasos. Estudios tanto en ratas como en humanos (Ellis y col, 2000)
han mostrado que el grado de resistencia insulinica se correlaciona
significativamente con el contenido de triglicéridos musculares. D’Alessandro y
col (2000) han demostrado recientemente en ratas alimentadas con DRS 63%
p/p un incremento significativo en el contenido tanto de triglicéridos como de
acidos grasos de cadena larga unidos a CoA (LCA-CoA) en el musculo
gastrocnemio. Esto se acompafa de una insensibilidad insulinica periférica
global muy pronunciada y elevados niveles plasmaticos de triglicéridos vy
AGNE.

La importancia de los niveles de AGNE plasmaticos como sustrato clave en
la regulacion metabdlica de la utilizacidon de combustible por parte del musculo
tanto esquelético como cardiaco se reconoce desde los inicios en los
postulados de Randle en la década del ’60.

El tejido adiposo es un tejido clave en la provision de AGNE hacia otros
tejidos no adiposos sensibles a la accion insulinica. Los elevados niveles de
AGNE observados en este modelo podrian ejercer un efecto modulador de la
accioén insulinica periférica global, contribuyendo indudablemente a la
resistencia insulinica. Al respecto Cooney y col (2002) observaron en modelos
animales de resistencia insulinica (dieta rica en grasa, infusion de lipidos o de
glucosa, etc) , la presencia de altos niveles de AGNE plasmaticos y de un
incrementado contenido de triglicéridos y LCA-CoA en las células musculares.
Esto conduciria a alteraciones en las sefales de insulina (IRS-1, IRS-2, PI3K,

etc).
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Nuestro grupo (Soria y col, 2001) demostré que ratas alimentadas con DRS
63% a largo plazo presentan un significativo aumento de la lipdlisis basal, lo
cual se corrrelacion6 con un elevado nivel de AGNE plasmaticos y una
marcada disminucion de la actividad antilipolitica de la insulina. En un trabajo
posterior (Soria y col, 2002) se observd que una intervencion dietaria
(sustitucion de la fuente grasa original —aceite de maiz- por aceite de higado de
bacalao) fue capaz de corregir el efecto inhibitorio de la sacarosa sobre la
actividad antilipolitica de la insulina, reduciendo la incrementada lipdlisis basal
“in vitro” y normalizando los niveles de AGNE plasmaticos. Si bien en el
presente trabajo no se midi6 la actividad antilipolitica de la insulina y la lipdlisis
basal en el tejido adiposo de los animales alimentados con DRS 20% es
posible suponer que el cambio en el porcentaje de sacarosa en la dieta puede
contribuir a mejorar este aspecto. La disminucién de los niveles de AGNE
plasmaticos sugieren entre otros este mecanismo. Mas aun la significativa
disminucién de los niveles de glucemia y el contenido de triglicéridos en el
musculo esquelético se correlacionaron positivamente con los niveles de AGNE
plasmaticos. Ademas Lee y cols (1996) demostraron que cambios en el nivel
de los AGNE plasmaticos también juegan un rol preponderante en la alteracion
del metabolismo de los carbohidratos a nivel hepatico y periférico global a partir
de la observacidn que compuestos que disminuyen los AGNE (Acipimox)
incrementan la sensibilidad insulinica a ambos niveles. En este sentido, en
ratas alimentadas con DRS 63% (Chicco y col, 1999) demostraron que cuando
la sacarosa de la dieta es removida totalmente durante 15 semanas los niveles
aumentados de TG se normalizan al cabo de 7 dias mientras que los niveles de
AGNE vy glucosa plasmaticos necesitan al menos el doble de tiempo en retornar
a los valores normales sin modificaciones en la insulinemia. Ademas, la
velocidad fraccional de desaparicion de la glucosa endovenosa (Kg) alcanzo
niveles comparados al observado en los animales controles (Chicco y col
1999). Una respuesta similar fue constatada cuando la sacarosa dietaria se
redujo al 20% (Fortino y col, 2006). Por lo tanto es posible sugerir que el
porcentaje de azucar simple dietario y el tiempo de suministro de la dieta son
factores muy importantes para modular la homeostasis de la glucosa y los

niveles de TG y AGNE plasmaticos.
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A nivel pancreatico la respuesta de la insulina a la glucosa depende tanto
de la masa de células B como de su funcién y de los factores que influencian
dicha funcién in vivo, tales como sistema nervioso, nutrientes y hormonas
circulantes (Ahrén y Pacini, 2002; Pacini y cols, 2001). Al respecto, en trabajos
previos a largo plazo utilizando ratas alimentadas con DRS 63% hemos
demostrado que existe un incremento de la masa de células 8 sin incremento
en el contenido de insulina pancreatico que resultan insuficientes para
compensar la alterada accion de la insulina (Lombardo y cols, 1996; Del Zotto,
Fortino y cols, 2002).

Los lipidos ejercen un efecto complejo sobre la funcién de la célula B. Al
respecto se ha propuesto que el incremento sostenido de los AGNE
plasmaticos ejercen efectos deletéreos sobre la funcidn de la célula B
pancreatica a partir de diferentes mecanismos  asociados al término
“lipotoxicidad” (Mc Garry y cols, 1999; Unger y cols, 1995). Por otro lado, la
hiperglucemia crénica también ha demostrado ser capaz de alterar tanto la
secrecidon como la acciéon de la insulina, concepto asociado al término
“glucotoxicidad”. Varios mecanismos podrian contribuir a la disfunciéon de la
célula B, entre ellos:

- cambios en la oxidacion de la glucosa

- incremento en el contenido de TG

- incremento en la sintesis de ceramida

- regulaciéon negativa de diferentes genes (Glut2 y Glucoquinasa)

- induccion de las proteinas desacoplantes (UCP2)

- induccidn de stress oxidativo

- disminucion de actividad quinasa dependiente de AMP (AMPK)

- estimulacion del factor de transcripcion SREBP1C

- regulacién de la expresion del factor de transcripcion PPARSs.

En este contexto nuestro grupo recientemente ha demostrado que el
aumento sostenido de glucosa y AGNE en plasma de ratas alimentadas por
mas de 30 semanas con DRS 63% altera la secrecién de insulina estimulada
por glucosa “in vitro” y ejerce un efecto deletéreo sobre la funcion de la célula 3
pancreatica. En estas condiciones observamos un patron de secrecién de

insulina caracterizado por una ausencia del primer pico de secrecion -fase
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importante en la regulacién de la produccion de glucosa hepatica (Pombo,
2002)- y una segunda fase hipersecretoria de la hormona bajo el estimulo de la
glucosa. En estos animales se obsevd un incremento de TG almacenados
dentro de la célula B y una disminuida oxidacion de la glucosa -sefial para la
sintesis y secrecion de insulina- (Pighin y col, 2003). Bajo estas condiciones la
sustitucién durante un periodo de 2 meses de la fuente grasa dietaria (aceite de
maiz 8% p/p por aceite de higado de bacalao 7% p/p + aceite de maiz 1% p/p)
fue capaz de normalizar la dislipemia, los niveles de glucosa plasmaticos y
normalizé el alterado patron de secrecion de insulina bajo estimulo de glucosa
(Pighin y col, 2003). Similarmente nuestros resultados indican que es factible
mejorar la secrecion de insulina (1° y 2° fase) bajo el estimulo de glucosa
cuando los animales fueron sometidos por un periodo de 12 semanas a una
reduccion en el porcentaje de sacarosa dietaria. Esta manipulacién nutricional
también indujo una sustancial reduccion en los niveles plasmaticos de AGNE y

glucosa.

Con el objeto de analizar la secrecion de insulina en islotes perifundidos
frente al estimulo de otros secretagogos, se analiz6 el efecto de la L-arginina.
La accion de los aminoacidos sobre la secrecion de insulina difiere
marcadamene de otros nutrientes que sirven de combustible a la célula B —
denominados iniciadores o estimulantes primarios- y dependen de la accién
permisiva de la glucosa por lo cual se los denomina potenciadores o
estimulantes secundarios. Asi, la L-arginina se metaboliza pobremente en la
célula B y se considera que actua de manera diferente a cualquiera de los
mecanismos de sefial metabdlica (tales como incremento en el
almacenamiento lipidico en la célula B pancreatica y/o disminuida actividad
PDH), por despolarizacion de la membrana y activacion de los canales de
calcio dependienes del voltaje, a causa de la presencia de su carga positiva
(Henquin JC, 1994). En el presente trabajo la anormal secrecion de insulina
bajo el estimulo de L-arginina in vitro observado en ratas alimentadas con DRS
63% mejord sustancialmente cuando se redujo la sacarosa dietaria tendiendo

al perfil mostrado por el grupo control.
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Resulta interesante destacar que la mejora del alterado patron de secrecidn
de insulina alcanzada por el cambio de dieta se verifica de forma independiente
del modo particular en que ambos nutrientes evaluados son capaces de
estimular la secrecién de la hormona.

De especial importancia en el analisis del patron de secrecion de insulina
en animales alimentados con DRS 20% surge la recuperacion y/o mejoria del
primer pico. Puesto que ha sido ampliamente considerado como marcador
temprano de la disfuncion de la célula B, permite sugerir que en estos animales
se ha recuperado -al menos parcialmente- la capacidad de respuesta rapida,

esencial para la homeostasis de la glucosa.
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CONCLUSION



CONCLUSION

Es una realidad bien conocida que las patologias asociadas al Sindrome
Plurimetabdlico representan uno de los principales problemas que aquejan a la
salud mundial y también a nuestro pais. Notables esfuerzos se realizan dia a
dia para contribuir con bases cientificas a la prevencién de los mismos asi
como también a la mejoria de la calidad de vida de quienes los padecen.

El mencionado Sindrome resulta de la conjuncién de factores genéticos y
factores relacionados al estilo de vida (nutricionales y actividad fisica). Los
macronutrientes de la dieta (en especial grasas e hidratos de carbono) juegan
un rol muy importante en su desarrollo. Dada la posibilidad de modificar estos
ultimos, han sido el blanco elegido tanto para el estudio de los mecanismos
implicados en la fisiopatologia como para la aplicacion de intervenciones que

resulten beneficiosas para la salud.

El objetivo del presente trabajo enfoc6 especificamente con el estudio de la
influencia que ejerce la sustitucion isocaldrica parcial de la fuente de Hidratos
de Carbono de la dieta (sacarosa por almidén) sobre aspectos del metabolismo
lipidicoy homeostasis de la glucosa. Para ello se utilizé un modelo animal de
dislipemia y resistencia insulinica logrado a través de la administracién crénica
de una dieta rica en azucares refinados que presenta en muchos aspectos
bioquimicos- metabdlicos similitudes el Sindrome Plurimetabdlico incluyendo
dislipidemias y diabetes mellitus tipo 2. En este contexto, los resultados del
presente estudio demuestran que la reduccién del porcentaje de sacarosa
dietario, en el modelo experimental utilizado, es capaz de producir una
significativa disminucion de los lipidos que se acompana de cambios favorables

en la homeostasis de la glucosa.

Si bien la extrapolacion de los resultados obtenidos en modelos animales
hacia el humano debe ser muy cuidadosa este trabajo pretende contribuir al
mayor conocimiento de los mecanismos que podrian estar involucrados en la
mejoria y/o reversion de alteraciones metabdlicas susceptibles de modificar por
la dieta. Atento a ello, consideramos que la recomendacién de la reduccion del

consumo por parte de la poblacién de azucares refinados y/o la sustitucién de



los mismos por azucares complejos (almidones) puede ser muy util no sélo
para ayudar en la prevencion sino también para mejorar patologias asociadas
al Sindrome Plurimetabdlico.

De esta manera, a partir de la investigacién basica, estaria intentando abrir
caminos que muestren alternativas para mejorar la calidad de vida del ser

humano.
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	III. PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES
	1.1- Determinaciones séricas

	   La determinación de triglicéridos plasmáticos (TG) se realizó según la técnica descripta por Laurell (1966). Brevemente, los lípidos se extraen utilizando como solvente no polar una mezcla de éter isopropílico / etanol (95:5 v/v) al tiempo que se precipitan los fosfolípidos con ácido silícico. Los triglicéridos contenidos en el solvente no polar son sometidos 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 cromóforo violeta cuya intensidad se mide a 570 nm. Se utilizó como estandard                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                     trioleína (Sigma, 99% pureza). Los resultados se expresaron como mmol/L (mM).
	1.2- Determinaciones en tejidos
	2.1- Análisis de la composición de la carcasa



