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Resumen

La obesidad es considerada una pandemia. En general no solo corresponde a
un desequilibrio entre el ingreso/egreso de energia, sino que también se encuentra
influenciada por factores genéticos, fisiologicos, metabdlicos y factores socio-

culturales.

Actualmente se ha informado que la microbiota que coloniza el intestino
humano puede desempefiar un papel importante en el desarrollo de la obesidad.
Esta afirmacidon se basa en varios estudios que muestran diferencias en la
microbiota intestinal entre los individuos delgados y obesos. Debido a que esta
ampliamente aceptado que la microbiota intestinal es esencial para una vida sana,
tratamientos terapéuticos basados en la modulacién de la microbiota intestinal han

despertado un interés considerable.

Recientemente, la cepa de Lactobacillus salivarius LPLM-O1 proveniente de
leche materna humana. Esta cepa ha mostrado diversas propiedades probidticas,
por lo que es interesante para propdsitos medicinales. Sin embargo, sus beneficios
sobre la obesidad no se han estudiado todavia.

El objetivo de este estudio fue evaluar in vivo el efecto metabdlico de la
administracion de L. salivarius LPLM-O1 en un modelo murino de obesidad inducida
por dieta alta en grasas. Aunque su efecto sobre la tolerancia a la glucosa y
sensibilidad a la insulina es discreto, la suplementacién de la dieta con la cepa
LPLM-O1 reduce la ganancia de peso total y la masa de tejido adiposo de ratones
obesos, mejora de marcadores inflamatorios y reduce los niveles circulantes de
glucosa e insulina, en comparacién con ratones delgados. En conclusién, el
consumo de LPLM-O1 mejora marcadores de obesidad en un modelo murino de la
obesidad inducida por la dieta. Estos resultados apoyan el potencial de L. salivarius

LPLM-O1 como tratamiento probidtico en la obesidad.

Palabras claves: dieta alta en grasas, probiotico, aumento de peso.
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Abstract

Since several decades, the obesity is considered a pandemic. Overall, obesity
not only corresponds to an intake/output energy imbalance, but also is influenced by

genetic, physiological, metabolic, social and cultural factors.

It is currently reported that the microbiota that colonizes the human gut may
play an important role in the development of obesity. This statement is based on
several studies showing differences in gut microbiota between lean and obese
individuals. Because it is widely accepted that intestinal microbiota is essential for a
healthy life, therapeutic treatments based on modulation of the gut microbiota have

garnered considerable interest.

The strain Lactobacillus salivarius LPLM-O1 has been recently isolated from
human breast milk. This strain has shown diverse probiotic properties, making it
interesting for medicinal purposes. However, the benefits on obesity have not been

studied yet.

The aim of this study was to evaluate in vivo the metabolic effect of
administering L. salivarius LPLM-O1 in a murine model of high fat diet-induced
obesity. Although the effect on glucose tolerance and insulin sensitivity is marginal,
diet supplementation with LPLM-O1 strain reduces the total weight gain ratio in
obese mice. This effect is linked to an improvement of inflammatory markers, as well
as to reduced circulating glucose and insulin levels, when compared to lean mice.
Additionally, LPLM-O1 supplementation reduces adipose tissue mass in obese
mice. In conclusion, diet supplementation with the L. salivarius LPLM-O1 strain
improves obesity markers in a murine model of diet-induced obesity. These results

support the potential use of L. salivarius LPLM-O1 as a probiotic treatment in obesity.

Keyword: probiotic, high fat diet, weight gain.
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. MARCO TEORICO

Actualmente la obesidad es considerada una pandemia. Segun la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en el 2005 habia aproximadamente 400
millones de adultos obesos, estimdndose para el afio 2015 alrededor de 2,300
millones de personas con sobrepeso y mas de 700 millones con obesidad (World
Health Organization. 2011. Obesity and overweight: World Health Organization.
Disponible en http://www.who.int).

En términos generales la obesidad corresponde a un desequilibrio del balance
energeético, con un gran consumo de energia y poco gasto de ésta, pero que ademas
se encuentra influenciada por factores genéticos, fisioldégicos, metabdlicos, sociales
y culturales (Yazdi et al., 2015). Fisiologicamente, éste es un desorden metabdlico
complejo que perturba el metabolismo de todo el cuerpo en el intento de
contrarrestar el exceso de energia. En la mayoria de los paises desarrollados y
aguellos en vias de serlo, el porcentaje de poblacién obesa casi se ha duplicado en
los dltimos 20 afios y de forma alarmante en la poblacion infantil. La obesidad
constituye ademas un grave problema de salud publica debido a que esta
acompafada por el desarrollo de patologias cronicas asociadas, como son la
resistencia a la insulina, diabetes, hipertension, enfermedades cardiovasculares,
higado graso y dislipidemias entre otras (Doo et al., 2015).

Se ha sefalado recientemente que la microbiota que coloniza el intestino
humano puede jugar un papel importante en el desarrollo de la obesidad y de otras
enfermedades metabdlicas e inmunoldgicas del hospedador. Dicha afirmacion se
basa en avanzados estudios metagenémicos que han determinado que existen

diferencias de microbiota intestinal entre individuos delgados y obesos. Las
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diferencias observadas se asocian a la presencia de una poblacién microbiana con
mayor capacidad para extraer energia de la dieta y/o que favorece la aparicion de
un estado de inflamacion cronico de bajo grado en individuos obesos.
Recientemente, la obesidad se ha correlacionado con una proporcion alterada de
dos grupos bacterianos predominantes, Bacteroidetes y Firmicutes tanto en
roedores (Sanz et al., 2010) como en humanos (Amores et al., 2004).

Debido a que es ampliamente aceptado que la microbiota intestinal es
indispensable para el desarrollo de una vida saludable, el desarrollo de la
terapéutica basada en la modulacion de la microbiota intestinal ha adquirido un
impulso considerable. Existen algunos agentes como los antibiéticos, probidticos,
prebibticos y simbidticos que tienen la capacidad de alterar la composicién de la
microbiota intestinal. Sin embargo, un nuevo término, farmabidticos, involucra
cualquier forma de explotacion terapéutica de la flora comensal, incluyendo el uso
de bacterias probiéticas vivas, derivados probiéticos y metabolitos bioldgicamente
activos, prebidticos, simbidticos o bacterias comensales modificados genéticamente

(Wu et al., 2015).

Recientemente, ha sido aislada desde lecha materna humana sana una cepa
de Lactobacillus salivarius denominada LPLM-O1 (Jara et al., 2011). Dicha cepa ha
mostrado propiedades probidticas y otras que la hacen interesante con fines
industriales. Dadas sus propiedades biolégicas y su potencial comercial, es
interesante evaluar in vivo el efecto que tendria la cepa LPLM-O1 en el desarrollo

de la obesidad asociada a una dieta rica en grasas (Ramirez de Arellano, 2012).
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1. Definicion y diagnéstico de la obesidad

La obesidad se define como una enfermedad cronica multifactorial
caracterizada por un aumento de la masa grasa, y por lo tanto del peso corporal,
como consecuencia de un balance energético positivo mantenido en el tiempo.
Aunque no todo incremento de peso corporal es debido a un aumento del tejido
adiposo, en la préctica cotidiana el concepto de obesidad se relaciona con el peso
corporal. La obesidad corresponde a un aumento de la grasa corporal en proporcion
al area del paciente. El diagnostico se establece con la medicion del indice de Masa
Corporal (IMC): peso en kilogramos dividido por altura en metros al cuadrado). Un
IMC entre 25 y 29,9 kg/m2 determina el diagnostico de sobrepeso, mientras que un
valor mayor o igual a 30 kg/m? se considera como obesidad (Nyholm et al., 2007).

Sin embargo, y como una forma de hacer participe a la poblacién general en
su control de peso, se ha establecido la medicion de la circunferencia de cintura
como una forma sencilla de evaluar la obesidad en un paciente. Esta medicidon se
basa en el entendido que la circunferencia de cintura da cuenta del depésito de
grasa visceral la cual, segun diversos estudios, es la fraccibn grasa con mayor
asociacion al desarrollo de patologias concomitantes a la obesidad. Asi, de acuerdo
a los criterios del Panel Il de Tratamiento de Adultos (ATP I1ll) del Programa
Nacional de Educacion sobre el Colesterol de los EEUU, establece como valor de
referencia un didmetro de cintura de 102 cm en hombres y 88 cm en mujeres (Third
Report of the National Cholesterol Education Program (NCEP) 2002. Expert Panel
on: Detection, Evaluation, and Treatment of High Blood Cholesterol in Adults (Adult

treatment Panel 1ll) Reporte final). Sin embargo, estos pardmetros han sido
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adaptados a la poblacion chilena de acuerdo a los valores obtenidos en la Encuesta
Nacional de Salud 2010 y que corresponden a 88 cm y 83 cm en hombres y mujeres,

respectivamente (Ministerio de Salud, 2010).

2. Obesidad a nivel global

Desde 1980, la prevalencia mundial de la obesidad, estandarizada por edad,
casi se ha duplicado pasando de 6,4% en 1980 a 12,0% en 2008, con la mitad de
éste aumento producido entre los afios 2000 y 2008 (Figura 1). Estadisticas globales
revelan que aproximadamente 1.460 millones personas tenian un IMC 225 y 508
millones personas eran obesos en 2008. Durante ese mismo periodo, el nimero de
adultos con sobrepeso y obesidad en los paises en desarrollo se triplico de 250

millones en 1980 a 904 millones de personas en el 2008. Utilizando

Obesity Prevalence
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Figura 1. Prevalencia de obesidad en mayores de 20 afios en los afios 1980 y 2008. (Imes y Burke,
2014).
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datos de 105 paises, Kanter y Caballero informaron de una mayor prevalencia de
obesidad en el sexo femenino en comparacién con la obesidad masculina. El Medio
Oriente y Africa del Norte tuvo mayores diferencias de sobrepeso femenino y la
obesidad. Sin embargo, entre los paises desarrollados, hubo una mayor prevalencia
de varones con sobrepeso en comparacion con las mujeres con sobrepeso (Amores

et al., 2004).

Ademas, la obesidad esta asociada a un incremento de la incidencia de
numerosas patologias como la apnea obstructiva del suefio, enfermedades
cardiovasculares y diabetes mellitus tipo 2; junto a numerosas otras comorbilidades
como reflujo gastrointestinal, pancreatitis, sindrome de ovario poliquistico, algunos
tipos de cancer, depresion, discriminacion social y laboral y reduccion de la calidad
de vida (Yatsuya et al., 2014). Este autor estima que la proporcion de adultos con
sobrepeso en el afio 2013 fue de 36% en hombres y 37% en mujeres. Debido a que
la obesidad trae consigo la presencia de otras enfermedades como hipertension,
enfermedades cardiovasculares, dislipidemias y diabetes, se asume que la

prevalencia de estas enfermedades aumenta de forma conjunta.

Efectivamente, no cabe discusién que la tendencia mundial de la obesidad
va en aumento, aun cuando existen variaciones significativas en relacién a las
diferentes regiones del planeta y a sus condiciones socio-econémicas que pueden
generar diferencias en el aumento del indice de masa corporal entre hombres y

mujeres (Yatsuya et al., 2014; Figura 2).
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Figura 2. Diez afios de tendencia (2000-2009) del IMC en paises seleccionados de América segun
Organizacion mundial de la Salud. Linea azul, hombres; linea roja mujeres. Modificado de Yatsuya
etal., 2014.

Cada ario fallecen 2,8 millones de personas adultas debido al sobrepeso y la
obesidad siendo éste el quinto factor principal de riesgo de defuncion en el mundo
y la segunda causa de mortalidad prematura evitable después del tabaco (Moreno,

2013).

3. Obesidad en Chile

La obesidad es una patologia transversal afectando a todos los paises,
culturas y continentes. Nuestro pais no escapa a los alcances de esta pandemia.
Actualmente, Chile es uno de los paises que presenta una mayor tasa de sobrepeso
y obesidad del continente, con importante incremento en los Gltimos afios (Amigo,
2003). La obesidad afecta al 7,4% de los menores de 6 afios y es del orden de un
25% en adultos y adultos mayores. Se estima que en nuestro pais, al afio 2007,
existian 3,4 millones de personas obesas, y desde entonces la cifra ha manifestado
un continuo aumento (Abello y Caro, 2007). En el 2009, el 39.3% de la poblacion
adulta en Chile presentaba sobrepeso y el 25,1% padecia de obesidad. En edades
pediatricas al igual que la tendencia en paises desarrollados, la obesidad infantil ha

aumentado en forma significativa y progresiva. Segun una encuesta del SIMCE
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2012 indica que un 44% de los nifios presenta sobrepeso u obesidad en Chile
(Agencia de Calidad de la Educacion, 2012), ocupando en sexto lugar con mayores
indices de obesidad infantil dentro de los paises de la Organizacion para la
Cooperacion y el Desarrollo Econémico (OCDE) (Espinoza-Silva y Aguilar-Farias,
2014).

La obesidad infantil y juvenil es una enfermedad crénica porque se perpetua
en el tiempo y suele acompafiarse de trastornos metabdlicos como la
hipercolesterolemia y resistencia a la insulina, que determinan a futuro un mayor
riesgo de desarrollar Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2), hipertension arterial y
arteriosclerosis, asi como muerte prematura por enfermedades cardiovasculares
isquémicas y algunos tipos de cancer (Burrows, 2007). Estudios en adultos han
demostrado que cambios en el estilo de vida que llevan a pérdida de peso mejoran
la resistencia a la insulina y previenen la diabetes (Tuomilehto et al., 2001). Esta
contribucion de la modificacion en los estilos de vida no ha sido suficientemente
estudiada en nifios y adolescentes. Sin embargo, se sabe que los habitos familiares
muy arraigados son dificiles de reemplazar por otros més saludables, si no se
involucra a la familia en el tratamiento del sobrepeso (Dominguez-Vasquez et al.,
2008).

Segun Farias y colaboradores (2011) el riesgo de desarrollar obesidad
aumenta con un estilo de vida occidentalizado el cual implica el consumo de comida
rica en carbohidratos y grasas en conjunto con un sedentarismo marcado,

conductas que se estan arraigando fuertemente en la sociedad chilena.
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4. Etiologiay fisiopatologia de la obesidad

Debido a la gran relevancia como problema de salud a nivel mundial, resulta
imperioso conocer los principales factores ambientales y socioculturales asociados
al desarrollo de obesidad. De igual forma, se hace necesario evaluar los desérdenes
organicos originados a partir de la alteracion de los mecanismos fisiolégicos que
controlan el equilibrio energético en nuestro organismo y que, en definitiva, son
responsables del desarrollo de la obesidad. Todo esto con el fin de comprender los
mecanismos involucrados en la regulacion del balance energético que permiten la
instauracion de esta patologia (Boguszewski et al., 2010; Gonzalez, 2013).

La comprension actual de la genética y la biologia molecular nos permite
considerar la etiopatogenia de la obesidad como un fenomeno bastante complejo.
En este sentido, la teoria de un aumento sostenido en el consumo de calorias,
asociado con la deficiencia en el gasto de energia es excesivamente simplista, ya
que la obesidad tiene un origen muy heterogéneo e involucra una gran variedad de
factores genéticos y nutricionales que se relacionan con su desarrollo (Lumeng,
2011).

Investigaciones realizadas en los Ultimos afios han revolucionado la
comprensién de los mecanismos fisioldgicos y moleculares que regulan el peso del
organismo. Asi, el descubrimiento de la leptina, su receptor, el receptor de
melanocortina, asi como el hallazgo de la accion de algunos mediadores
hormonales implicados en el mantenimiento del peso corporal, ha contribuido a una
mejor comprension de los procesos fisioldgicos implicados en el desarrollo de la
obesidad (Boguszewski et al., 2010). También, datos experimentales y clinicos

sugieren que el tejido adiposo de individuos obesos presenta un estado inflamatorio
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cronico persistente de bajo grado que provoca efectos sistémicos adversos.

(Shoelson, 2007; Lumeng, 2011).

4.1 Factores genéticos

La obesidad se debe a una constante y compleja interaccion entre genes
predisponentes y los estimulos ambientales. Muchas investigaciones sugieren que
el desarrollo de la obesidad puede tener su origen en las primeras etapas de la vida,
es decir, durante el periodo fetal. De acuerdo con esto, un mecanismo de
programacion se activard durante el periodo fetal debido a diversos factores como
los nutricionales, hormonales, fisicos y psicolégicos que actuarian en ciertos
periodos criticos de la vida para modificar algunos mecanismos fisiol6gicos.

La presencia en el mismo nucleo familiar de uno o varios miembros con
obesidad severa, ha sugerido la probable implicancia de los factores genéticos en
la ocurrencia de esta condicién desde una temprana edad. Por lo tanto, se ha
demostrado un aumento siete veces mayor riesgo de sufrir obesidad extrema (IMC>
45) cuando uno de los padres es obeso (Doo M. y Kim Y., 2015).

Multiples estudios de las familias, y los gemelos adoptados sugieren que los
factores genéticos representaron el 45 a 75% entre las variaciones individuales en
el IMC (Sharma A. y Padwal R., 2010). En un estudio de gemelos suecos, las
correlaciones para el IMC fueron 0,70 para los hombres y 0,66 para las mujeres
entre los gemelos idénticos criados por separado (Stunkard A. et al., 1986). En
Corea, la heredabilidad del IMC fue de 82% para los hombres y 87% para las
mujeres en los gemelos adolescentes (Hur Y., 2007) y la heredabilidad de la masa

grasa corporal fue de 45% con un fuerte componente familiar (Cho E. et al., 2001).
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En cuanto el patron de distribucion de grasa corporal, la heredabilidad
estimada oscila entre 28% a 61% para la relacion cintura/cadera, y del 29% al 82%
para la circunferencia abdominal (Fernandez R., 2013).

De acuerdo con la séptima revisién del mapa de la obesidad humana (Pérusse
et al., 2005), utilizando datos recogidos hasta el afio 2005, sumado a estudios
realizados por Ichahara y Yamada en el 2008 (Ichahara S et al., 2008), se han
reportado 47 casos de obesidad monogénica, 24 casos de cambios mendelianos y
115 diferentes loci susceptibles de estar implicados en la obesidad poligénica. En
este sentido, el mapa de la obesidad sugiere que, excepto en el cromosoma 'Y, todos
los cromosomas tienen genes con una implicancia potencial en la aparicion y
desarrollo de la obesidad. Hoy en dia, basada en los resultados de los 222 estudios
realizados sobre los genes y la obesidad, hay evidencia cientifica suficiente
disponible para identificar 71 genes como posibles inductores de la ocurrencia de
obesidad. Si también son consideradas regiones cromosémicas, este numero
aumenta a mas de 200 genes. Quince de estos genes estan estrechamente
asociado con volumen de grasa corporal. Uno de los genes descubiertos que posee
implicancia potencial en el desarrollo de la obesidad a una edad temprana es el gen
FTO (Cecil J. et al., 2008). Este gen se considera que induce el aumento de peso
progresivo en sujetos en los que es sobreexpresado. Su expresion es generalmente
mayor en las areas hipotalamicas involucradas en los procesos de alimentacion.
También se ha observado que en el caso de privacion aguda de alimentos, la
expresion de este gen se modifica, lo que sugiere su potencial interrelacion en el
nivel de apetito y la sensacion de saciedad. Por lo tanto, los datos de un estudio

realizado en nifios demostro que existe una estrecha relacion entre la sensacion de
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saciedad reportado por los nifios y el grado de la expresion génica. Asi, los nifios
que poseen dos alelos de riesgo mostraron una respuesta a la saciedad
significativamente menor (Cecil J. et al., 2008).

Por otra parte, las mutaciones en algunos genes humanos responsable de la
aparicion de los efectos pleiotropicos asociado con condiciones obesidad mérbida
como una manifestacion clinica se han conocido desde la década de los 80. Uno de
estas mutaciones es conocida como el sindrome de Prader Willi, que es un
trastorno autosdémico dominante. El setenta por ciento de los pacientes con este
sindrome presentan anormalidades en numerosos genes localizados entorno al
cromosoma 15 del padre. Clinicamente, este sindrome se caracteriza en nifilos por
la aparicion de obesidad, hipotonia muscular, retardo mental, hipogonadismo,
criptorquidia y baja altura asociada a manos y pies pequefios. En algunos casos,
este sindrome es frecuentemente asociado a la presencia de DM2, cetogénesis e
hiperglicemia. Este sindrome representa unos de los mas prevalentes ejemplos de
obesidad dismoérfica en humanos (Ichahara S. y Yamada, 2008; Doo M. y Kim Y.,

2015).

4.2 Cambios en los patrones de alimentacion y actividad fisica
En el mundo occidental, el advenimiento de la biotecnologia de los alimentos
tiene garantizado el consumo de cualquier tipo de alimento durante todo el afio.
Esto, combinado con un acceso casi ilimitado a la alimentacién de una gran parte
de la poblacion, ha dado lugar a una serie de cambios en la dieta habitual de los
individuos. Por lo tanto, se ha producido un aumento en el consumo de alimentos

de origen animal y las bebidas carbonatadas, que proporcionar 20 a un 30 % de la
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ingesta total de energia diaria. Cavadini et al. (2000), sefial6 que la
sobrealimentacion de los nifios, nifias y adolescentes por estos productos como
jugos de frutas es un elemento central que explica el exceso de acumulacion de
grasa corporal. Gonzalez-Jiménez en el 2010, sugiere que las calorias totales,
composicién de los alimentos, palatabilidad, y la variedad, el tamafio y el nimero de
comidas diarias también son factores estrechamente relacionados con la obesidad.

La obesidad puede ser el resultado de un mayor consumo de grasas en la
dieta y los alimentos de cal6ricos ricos en azucares (Amato R., 2010; Hinney et al.,
2010; Reedy J. y Krebs-Smith, 2010). Por otro lado, algunos estudios han
demostrado que las dietas o alimentos que controlan el apetito (tales como
verduras, frutas y granos enteros) fueron inversamente relacionados con la
prevalencia de la obesidad (Deram y Villares, 2009; Giske et al., 2011). Esto es
probablemente debido a la densidad de energia diluida en la dieta, la absorcion
incompleta, y un aumento de saciedad a través de vaciado géastrico retardado del
alimento consumido (Doo y Kim, 2015). Ademas, los patrones de dieta que alteran
la regulacion de la ingesta de energia alimentaria, tales como: saltarse una comida,
el consumo de “snacks”, comer fuera de casa, también fueron asociados con la
obesidad (Giske et al., 2011). Sin embargo, el consumo de dietas bajas en energia
mostro ser insostenibles en el mantenimiento de la pérdida de peso a largo plazo
en individuos obesos (Summerbell y Glasziou, 2008). El rol del consumo de frutas y
hortalizas en el peso corporal, como un indicador de la obesidad, no es claro (Alinia
et al., 2009). Curiosamente, el efecto de la composicion o tipo de dieta sobre la
obesidad tuvo resultados disimiles entre los individuos. Por ejemplo, algunos

individuos eran hiper-sensibles a las dietas benéficas (como las dietas o alimentos
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con que regulan y controlan apetito y las dietas de bajo consumo de grasa) y
mantenian pesos corporales saludables. Otros grupos eran mas propensos para
aumentar de peso con las dietas similares (Deram y Villares, 2009).

La evidencia cientifica muestra que la escasa actividad fisica (AF) y los habitos
sedentarios en la adolescencia, tienden a perpetuarse en la edad adulta. Por ello,
puede caracterizarse la adolescencia como el periodo en que se puede establecer
un estilo de vida sedentario y poco saludable. Ver la television, jugar video juegos,
estar en el computador por espacios prolongados de tiempo ha sido sefialado como
una de las causas importantes de desarrollo de obesidad (Guerra-Cabrera, 2009) y

enfermedad cardiovascular en nifios y adolescentes. (Nelson, 2009)

4.3 Indicadores morfométricos de obesidad en humanos

Sabemos que diversos factores favorecen un balance positivo de energia que
conlleva un aumento de masa grasa, por ende de peso corporal, que se mantiene
en el tiempo. (Bray y Bouchard, 2008; Prieto-Hontoria et al.,, 2011). Es este
incremento excesivo de peso a expensas de grasa corporal lo que caracteriza a la
obesidad. Sin embargo, un exceso de peso no necesariamente indica obesidad, ya
que éste puede deberse a diversas causas como masa muscular elevada,
embarazo, o relacionarse con algunas patologias como la insuficiencia cardiaca en
las que se retiene gran cantidad de liquido (Barbany y Foz, 2002).

En este sentido, el concepto de obesidad ha sufrido diversas interpretaciones
en los ultimos afios. En la actualidad también se define la obesidad como el

resultado de un desequilibrio entre la ingesta de la energia y el gasto energético
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mantenido en el tiempo, ocasionando tanto un incremento del nimero de adipocitos
como en su volumen y posiblemente también con modificaciones funcionales en su
metabolismo. (Moreno, 2013)

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define como obesidad cuando el
indice de masa corporal (IMC) es igual o superior a 30 kg/m2. Dicho indice es
utilizado por la mayoria de los estudios epidemioldgicos, y estd recomendado por
diversas sociedades médicas y organizaciones de salud internacionales para su uso

clinico, dada su reproducibilidad y facil utilizacién (Moreno, 2013).

Un reciente estudio de investigadores de la Clinica Universidad de Navarra
muestra que la evaluacion unica del IMC como indice de clasificacion de la
poblacién en sujetos obesos 0 con sobrepeso frente a la normalidad puede llevar a
error. Asi, dicho estudio mostré que el 29% de las personas que segun el IMC son
normo peso, ofrecen realmente un porcentaje de grasa corporal propio de una
persona obesay que un 80% de las personas que segun el mismo indice, presentan
sobrepeso, realmente son obesas. Para llegar a dichas conclusiones se utilizé la
pletismografia por desplazamiento de aire, que se realiza mediante el equipo
llamado BOP-POD (Moreno, 2013).

Otros criterios para la clasificacion de la obesidad son los siguientes:

I. Criterio celular: segun el numero y tamafio de los adipocitos (Moreno et al.,

2002):

e Hiperplasica: Si se debe a un aumento del nimero de células. Este tipo de
obesidad suele aparecer en épocas de crecimiento, considerandose responsable

de la obesidad infantil y del adolescente.
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e Hipertrofica: Si lo que se produce es un aumento del tamafo celular, en
particular de los adipocitos, siendo este tipo de obesidad el principal responsable de

la obesidad en el adulto.

II. Criterio anatémico: segun la cantidad asi como la localizacién predominante de

los depdsitos grasos. De esta forma se pueden distinguir al menos tres tipos

diferenciados de obesidad (Bouchard et al. ,1998).

e Obesidad difusa o de clase |: caracterizada por el exceso de grasa corporal

total sin que se produzca una concentracion especifica de tejido adiposo en alguna
region corporal.

¢ Obesidad central o de clase Il: también denominada obesidad “androide” por

considerarse tipica de varones y caracterizada por el exceso de grasa subcutanea
en la region abdominal (tipo manzana) y en el tronco. Es una obesidad
fundamentalmente hipertréfica, la grasa es visceral y altamente sensible a la lipdlisis
inducida por catecolaminas. Esta obesidad suele asociarse a intolerancia a la
glucosa, hipertrigliceridemia, diabetes mellitus tipo 2, hipertension y enfermedad
arterial coronaria.

eObesidad gluteo-femoral o de clase Ill: también denominada obesidad

‘ginoide”, tipica de mujeres, se caracteriza porque la grasa se localiza
preferentemente en la regién glateo femoral (tipo pera). Es una obesidad
hiperplasica y poco sensible a la lipdlisis. Suele asociarse a litiasis biliar,

tromboflebitis e hiperinsulinemia.
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4.4 Tejido adiposo

Dada la creciente prevalencia de obesidad en el mundo, el tejido adiposo ha
sido objeto de mucho interés en la investigacion; asi, con el objetivo de combatir las
graves complicaciones de la obesidad de manera efectiva el estudio del
metabolismo y funcionalidad del tejido adiposo se ha tomado en cuenta como diana
en la resolucion de ésta epidemia.

En roedores, asi como en el resto de los mamiferos, el tejido adiposo se
encuentra distribuido en distintas localizaciones en el organismo (Figura 3). Estos
depésitos se encuentran principalmente a nivel subcutaneo, mediastinico,
mesentérica, perigonadal, perirrenal y retroperitoneal (Smorlesi et al., 2012).

El tejido adiposo fue considerado durante muchos afios un tejido inerte sin
excesivo interés metabdlico, que almacenaba grasa de modo pasivo,
proporcionando aislamiento contra la pérdida de calor y funcionando como soporte
mecanico en ciertas regiones del cuerpo, protegiendo y manteniendo en su lugar
los 6érganos internos asi como a otras estructuras mas externas del cuerpo (Gomez-

Ambrosi et al., 2001; Prieto-Hontoria et al., 2011).
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Figura 3. Distribucion del tejido adiposo en ratones. (Moreno, 2013)

Afortunadamente en la actualidad el interés por el tejido adiposo ha aumentado
considerablemente, superando el concepto clasico y basico de éste tejido,
considerandolo mas que una mera célula reservorio.

Se distinguen dos grandes tipos de tejido adiposo, el tejido adiposo blanco y
el tejido adiposo pardo o marron. Ambos tienen capacidad de metabolizar y
almacenar lipidos, sin embargo sus funciones, morfologia vy distribucién son muy

distintas.

Adipocitos blancos y pardos tienen una morfologia diferente y funciones
opuestas, pero estudios anatomicos han demostrado que ambos tipos estan
contenidos en forma conjunta en varios lugares. Pequefios depdsitos se encuentran
ubicados en el espacio subcutaneo (depdsitos subcutaneos) o muy cercano y

rodeando los oOrganos del tronco (depdsitos viscerales). Distintas barreras
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anatomicas delimitan los depdsitos grasos. Asi, los tejidos adiposos subcutaneos
son delimitados por una capsula de tejido conectivo mientras que los depadsitos
viscerales estan delimitados por laminas peritoneales. La excepcion corresponde al
depdsito mediastinico que rodea el corazén y la aorta que es continuo junto al tejido
adiposo subcutaneo que rodea las arterias cardtida y subclavia. Cada depdsito
adiposo se asocia a pedunculos neuro-vasculares como lo hacen otros érganos

(Smorlesi et al., 2012).

=« Mitocondria
@ icleo

Vesicula de grasa

Figura 4. Dibujo representativo de la morfologia del adipocito blanco y pardo.

El tejido adiposo blanco (TAB) es el érgano especifico que almacena la
energia sobrante en forma de grasa, siendo capaz de proveer energia en forma de
acidos grasos y glicerol en periodos de balance energético negativo. Es el tejido
adiposo mayoritario. Esta extensamente distribuido por todo el cuerpo y es el
principal lugar de reserva energética (Fantuzzi, 2005). EI TAB contiene varios tipos
celulares como son: adipocitos, pre adipocitos, fibroblastos, células endoteliales de

los vasos sanguineos y macréfagos (Clement et al., 2004).
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Los adipocitos blancos almacenan los triglicéridos (TG) en una Unica gran gota
lipidica que ocupa préacticamente la totalidad de su citoplasma. En situaciones que
requieren gasto de energia, los TG son rapidamente hidrolizados por lipasas en un
proceso denominado lipdlisis y los acidos grasos obtenidos son transportados por
la sangre hacia otros tejidos donde seran oxidados en las mitocondrias como fuente
de energia (Guilherme et al., 2008).

Una concentracion excesivamente alta de acidos grasos libres en el plasma
tiene consecuencias muy adversas para la salud. Por este motivo, el papel regulador
del TAB es esencial para la coordinacién del metabolismo de los lipidos y la glucosa
y la salud del organismo (Gonzalez-Périz, 2009)

Normalmente el TAB corresponde entre el 10 al 20% del peso corporal en los
hombres y del 20 al 30% en las mujeres, lo que garantiza la reserva energética para
dos meses. No obstante, el contenido del TAB es altamente variable a lo largo de la
vida del individuo en funcién de multiples factores, siendo TAB el Ginico rgano con
un potencial ilimitado de crecimiento a cualquier edad del individuo. El crecimiento
del TAB puede ser de tipo hipertrofico y reversible, por aumento de la cantidad de
TG almacenados en los adipocitos, o hiperplasico e irreversible, por aumento del
namero de adipocitos. En las personas adultas, practicamente todo el tejido adiposo
es blanco, por tanto, al hablar de tejido adiposo se esta haciendo referencia al TAB.

La formacion del tejido adiposo blanco se inicia antes del nacimiento, sin
embargo esto puede variar entre especies. La mayor expansion del mismo tiene
lugar rapidamente después del nacimiento, pero su desarrollo es un proceso
continuo a lo largo de la vida. Es bien conocida la capacidad de generar nuevas

células grasas en respuesta a dietas con alto contenido de carbohidratos y grasa.
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Sin embargo, la nueva adquisicién de éstas células grasas parece ser un proceso

irreversible (Jacobi D. y Stanya K., 2012).

Teniendo en cuenta la localizacién de los depdésitos de tejido adiposo y las
caracteristicas funcionales de los adipocitos que los integran, el TAB se sub divide,
a grandes rasgos, en subcutaneo y visceral.

e Subcutdneo: comprende grasa ubicada entre la dermis y los musculos.

e Visceral: esta integrado por todo el tejido adiposo intraperitoneal.

Hace mas de 60 afios se observd que la adiposidad visceral se correlaciona
con el desarrollo de desdrdenes metabdlicos graves como el sindrome metabdlico.
Al respecto, los obesos presentan una actividad secretora del tejido adiposo
alterada que puede afectar al funcionamiento de distintos sistemas (Bray et al.,
2002). De hecho, se ha demostrado que los niveles de citoquinas pro inflamatorias
estan aumentados en pacientes con mayor adiposidad visceral.

Hoy se sabe que la principal diferencia entre el tejido adiposo subcutaneo y el
visceral radica en la secrecion de adipoquinas, las cuales tienen una implicacion en
la regulacion fisiol6gica del almacenaje de grasa, adipogénesis, metabolismo
energético, ingesta de alimentos y desordenes metabdlicos (Gonzalez-Périz, 2009,
Moreno-Aliaga et al., 2010). Esto explica por qué el aumento del tejido adiposo
visceral y no de subcutaneo, se asocia mayoritariamente con estos desordenes
metabdlicos (Jacobi D. y Stanya K., 2012).

Independiente de su clasificacion, los desérdenes clinicos asociados con la
obesidad se generan como consecuencia directa o secundaria al aumento de la

masa grasa total en el individuo.
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45 Glicemia

La glucosa es el sustrato metabdlico clave para la produccion de energia
tisular. Los niveles normales de glucosa en sangre, o glicemia, se mantienen en un
estrecho rango gracias a factores que controlan la produccion y la utilizacion de
ésta. Las hormonas clave que regulan la homeostasis de la glucosa incluyen la
insulina, glucagén, adrenalina, noradrenalina, cortisol y hormona del crecimiento

(Gluemes, et al., 2015).

La concentracion de glucosa en sangre se encuentra en funcion de la tasa de
entrada de glucosa a la circulacion equilibrada por la tasa de eliminacion de glucosa.
La glucosa circulante deriva de tres fuentes: la absorcion intestinal durante la

alimentacion, la glucogenolisis y la gluconeogénesis (Giemes, et al., 2015).

El principal determinante de la rapidez con la que la glucosa aparece en la
circulacién durante la alimentacion es la velocidad del vaciado géstrico. Otras
fuentes de glucosa circulante son derivadas principalmente de los procesos
hepéticos: la glucogenolisis, que corresponde a la metabolizacion del glucégeno,
forma en la cual se almacena la glucosa en el higado y en menor proporcion en
musculos; y la gluconeogénesis, que forma glucosa principalmente a partir de
acidos de lactato y aminoéacidos durante el estado de ayuno. Glucogenolisis y la
gluconeogénesis estan bajo el control del glucagon, una hormona producida en el
pancreas. Durante las primeras 8-12 horas de ayuno, glucogenolisis es el principal
mecanismo que permite la disponibilidad de glucosa circulante. El glucagon facilita

este proceso y, por lo tanto, promueve la aparicion de glucosa en la circulacion.
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Durante los periodos de ayuno prolongados, la glucosa es producida via

gluconeogénesis (Nilsson et al., 2012).

Las hormonas gluco-reguladoras incluyen insulina, glucagén, amilina, GLP-1,
péptido insulinotrépico dependiente de la glucosa (GIP), epinefrina, cortisol y
hormona de crecimiento. De éstos, la insulina y amilina junto al glucagon son
producidas por las células pancreaticas. GLP-1 y GIP son producidas por las células
L del intestino. Estas hormonas gluco-reguladoras permiten mantener las

concentraciones circulantes de glucosa en un intervalo relativamente estrecho.

En el modelo bi-hormonal de la homeostasis de la glucosa, la insulina es la
hormona reguladora clave en la disminucién de la glucosa circulante y el glucagén

un importante regulador de la aparicion en circulacion de la glucosa (Nathan, 2015).

Después de alcanzar un pico después del consumo de comidas, la glucosa en
sangre disminuye lentamente durante las siguientes horas, volviendo a los niveles
de ayuno. En estas condiciones la glucosa se dirige al musculo esquelético y tejido
adiposo impulsada principalmente por insulina. Al mismo tiempo, la produccion
enddgena de glucosa se suprime por 1) la accién directa de insulina, a través de la
vena porta, en el higado, y 2) el efecto paracrino de la insulina dentro del pancreas,

lo que resulta en la supresion del glucagén (Nilsson et al., 2012).

La glicemia es un parametro de rutina usado para la evaluacion de diversas
patologias, entre ellas la diabetes mellitus. Los métodos enzimaticos utilizados para
su cuantificacion no han cambiado de forma importante en los Ultimos afios,

sumandose los sistemas portatiles de medicidén de glucosa basados en métodos de
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guimica seca (glucémetro portatil), dos técnicas esenciales para la evaluacién
continua de pacientes, sobre todo diabéticos (Nathan, 2015). La glicemia basal (o

en ayuno) en humanos esté establecida en el rango 70 — 99 mg/dL.

4.6 Insulinay Resistencia ala Insulina

4.6.1 Insulina

La insulina es una hormona producida por las células beta pancreaticas que
es clave para la regulacién de la homeostasis de la glucosa. Asi, es la responsable
de mantener la normoglicemia (cantidad normal de glucosa en sangre) mediante un
equilibrio entre su accion en los tejidos y su secrecion desde el pancreas (Bowe J.
et al., 2014). La insulina disminuye las concentraciones de glucosa en sangre y la
actividad gluconeogénica y la lisis de glucogeno en el higado. También favorece la
sintesis de triglicéridos en el higado y en el tejido adiposo.

La secrecion de insulina se estimula por la presencia de glucosa en sangre
que es captada por el receptor Glut2 del pancreas (Lacy P. et al., 1975; Rorsman y
Renstrom, 2003) y, tras varios procesos, se oxida en el ciclo de Krebs, produciendo
ATP. Esto desencadena el cierre de los canales de K+ sensibles a ATP, induciendo

una despolarizaciéon de la membrana de las células beta
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Figura 5: Secrecion de insulina en células beta pancreaticas. La secrecion de insulina es
producida por estimulo de glucosa, el cual induce a un aumento en la relacion ATP/ADP. Este cambio
produce el cierre de canales de K + ATP, la despolarizacién de la membrana plasmatica, el aumento
de las concentraciones de calcio citoplasmaticas y la exocitésis de los granulos que contienen
insulina. Si se incrementa la demanda de insulina, el metabolismo de la glucosa en las células beta
puede ser mejorada por el aumento de actividad de la enzima glucoquinasa y por la reposicion de
los productos intermedios del ciclo del &cido tricarboxilico. A su vez los aumentos en los niveles de
citrato inducido por glucosa, conducen a un aumento de cantidades de malonil CoA, que a través de
la inhibicién de la carnitina palmitoil transferasa 1 (CPT-1) conducen a un aumento de los niveles de
Acil CoA, de diacilglicerol ( DAG) y de la sefializacion a través de la proteina quinasa C ( PKC) . Los
acidos grasos también participan de la liberacién de insulina a través de los receptores acoplados a
proteinas G , GPR40 o a través del metabolismo de Faty-acil CoA y la estimulacion de la exocitosis
de insulina. También se ha descrito que GLP - 1 potencia la liberacién de insulina estimulada por
glucosa a traveés de su receptor acoplado a proteinas —G por medio de mecanismos que incluyen la
estimulacion de la proteina quinasa A (PKA) y el factor de intercambio de nucledtidos de guanina
EPAC2. Del mismo modo, la liberacion de acetilcolina desde las terminaciones nerviosas
parasimpéticas activa el receptor muscarinico M2 , estimulando la liberacion de insulina dependiente
de DAG y PKC. A su vez, la masa de células beta puede ser regulada positivamente por el receptor
IGF-1, en el que el SRI-2 se fosforila y activa una cascada de moléculas, incluyendo PI3K , AKT y
Ras , lo que resulta en una mejor supervivencia de las células beta. Por altimo, receptor GLP-1 (GLP-
1R) puede incrementar de manera similar la supervivencia de las células beta e inhibir la apoptosis
de las mismas a través de varias vias, incluyendo la transactivacién del receptor del factor de

crecimiento epidérmico y la via del SRI-2.
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pancreaticas que permite la entrada de Ca2+ a la célula y la posterior fusién de los
granulos de insulina acumulados en el citoplasma a la membrana plasmética,
logrando finalmente su liberacién a circulacion (Rorsman y Renstrom, 2003 ).

(Figura 5).

La insulina, tras la union a su receptor en los distintos tejidos, induce una serie
de eventos que lleva a la translocacion del transportador de glucosa Glut4 a la

membrana (Figuras 5y 6).

Insulina

Captacion de O
Receptor de Glucosa O

Insulina

N l>
3 activa \
/ Sintesis de ¢ . Inhibicion de la
Proteinas \ Gluconeogénesis
Sintesis de
Lipidos
Proteinas Glucégeno
Translocacion de

GLUT4 a la membrana

Figura 6. Vias de sefalizacion de la insulina. La activacién del receptor de insulina induce al
aumento de la transcripcion de SREBP vy a la fosforilacion de miembros de la familia del SRI, SHC y
Chl. Tras la fosforilacion de tirosinas, estas proteinas interactian con moléculas de sefalizacion a
través de sus dominios SH2, lo que resulta en la activacién de una variedad de vias de sefializacion,
incluyendo a la PI3K, las MAPK y la activacién del complejo Cbl/CAP. Estas vias actian de forma
coordinada para regular el metabolismo de la glucosa, lipidos y proteinas.
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El receptor de insulina (RI) es un heterotetrdmero unido a membrana que
posee dos subunidades alfa y dos subunidades beta. La unién de la insulina a las
subunidades alfa permite un cambio conformacional que activa la autofosforilzacién
del receptor y la fosforilacion de otras proteinas como los sustratos de receptores
de insulina (SRI), SHC y Cbl. Estas, tras la fosforilacion de sus tirosinas, actian
como sitios de unién a proteinas con dominios SH2, como la PI3K, Grb-2 y SHP-2,
produciendo un amplio nimero de respuestas que van desde la translocacion de
Glut4 a la membrana a la sintesis de proteinas, lipidos y glucégeno, asi como la
regulacion de la expresion de genes (White M., 1997; Chang L. et al., 2004; Mouio
D. y Newgard C., 2008). Por un lado, la fosforilzacion de SRI'y SHC induce la unién
de Grb2 a los motivos fosforilados logrando asi su activacion. Grb2 activa al factor
intercambiador de guanina RAS que esta en la membrana plasmatica activando
ésta, a su vez, a una enzima serina/treonina quinasa que termina en la activacion

de la cascada de Raf/MEK/ERK (White M., 1997).

Por otro lado, el SRI también recluta a la membrana a PI3K, la cual cataliza la
conversion de fosfatidilinositol(4,5)P2 (PIP2) a fosfatidilinositol(3,4,5)P3 (PIP3). El
aumento de PIP3 en la membrana celular resulta en el reclutamiento de proteinas
con dominio PH, como AKT o PDK1, a dicha membrana (Mouio D. y Newgard C.,
2008; Pessin J. y Saltiel A., 2000). AKT es fosforilada por PDK1 en su residuo
treonina 308 y por mTORC2 en el residuo serina 473. Una vez fosforilada, AKT se
activa y fosforila a la proteina glicogeno sintasa-3 inactivandola y a AS160 RAB-
GTPasa que interacciona con RAB10 y permite la translocacion de Glut4 a la

membrana (Mouio D. y Newgard C., 2008; Pessin J. y Saltiel A., 2000). La
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finalizacion de esta sefializacién esta a cargo de la proteina tirosina-fosfatasa 1B
(PTP1B), PTEN y SHIP2, las cuales inactivan los productos lipidicos de PI3K

(Chang L. et al., 2004).

4.6.2 Resistencia a la insulina

La resistencia a la insulina se define como una condicién caracterizada por
una menor actividad biologica de esta hormona. Esta menor actividad se expresa
en sus diferentes acciones metabdlicas, siendo la mas evidente el desajuste en el
metabolismo de la glucosa que se manifiesta en érganos y tejidos como el higado,
tejido adiposo y muscular asi como también en el endotelio (James D. y Piper R.,
1994).

En un estado de resistencia a la insulina, las vias de sefializacion no
responden apropiadamente. Por ejemplo, los efectos de la fosforilizacion de IRS son
ahora opuestos por la accion de de-fosforilacién de los residuos de tirosina por
proteinas tirosina fosfatasas y por la fosforilacion en residuos serina y treonina del
IRS, lo que reduce su habilidad para actuar como sustrato del receptor de insulina,
impidiendo asi la sefalizacion posterior. Entre los estimulos que promueven la
fosforilacién de serina-treoninas en SRI1 y SRI2 estan: los acidos grasos libres, el
diacilglicerol, la glucosa y las ceramidas (James D. y Piper R., 1994), los cuales
inducen la fosforilacién de SRI1 y SRI2 por diversas proteinas como, mTORC1-
S6K1, IKK, ROCK1, PI3K-AKT, ERK1/2 y las estrés quinasas JNK y p38

(Danielsson et al., 2009; Archuleta et al., 2009).
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En cuanto a las proteinas fosfatasas implicadas en la desfosforilacion de la
tirosina del receptor de insulina y que permiten la regulacion negativa de la
sefalizacion de insulina, se encuentran la tirosina fosfatasa PTP1B, la tirosina
fosfatasa transmembrana LAR, la proteina tirosina fosfatasa con dominio SH2 que
contiene PTPasa-2 (SHP-2) y la fosfatasa relacionada con antigeno leucocitario
(LRP) (Archuleta et al., 2009).

La cantidad de SRI y RI también puede ser regulada por degradacién en la
que participan las proteinas de la familia SOCS a través de la via de ubiquitina-

proteasoma (Lu X., et al., 2013). (Figura 7)

Factores Mediadores de Via de desactivacion Via de activacion Vias de atenuacion
inhibitorios sefalizacion
Insulina I
PTP1B mmmmp  Defosforilacion —l Receptor de insulina
de tirosinas l
Aumento de
glucosa PKCs = Sustrato del
Acidos grasos m— atipicas receptor de
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/ Sefales inhibitorias l
- — fosforilacion de PI-3 quinasa
TNF-o m— c-Jun serinas a
Adipoquinas \ l
Mediadores — KKB PI3™-P
inflamatorios l
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. . Adiponectina
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Interleuquina-6 ~ wemmp SOCS3 —) SRI de fosfo serinas l
l AMPK
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Figura 7. Sefializacion de lainsulina y resistencia a la insulina. La insulina al unirse a su
receptor es seguida por una cascada de eventos intracelulares, representado como las vias de
activacién. La modulacién negativa de la accién de la insulina puede producir la resistencia a la
insulina, esta modulacién puede ser en parte por factores de transcripcién, que participan en las vias
de desactivacion (tirosinas fosfatasas, serina quinasas, fosfatasas y lipidos) o a las acciones
inhibitorias sobre la sefializacién de insulina (las vias de activacién). A su vez, la adiponectina tiene
una funcién en el metabolismo de la glucosa al mejorar de una forma distinta la sefializacion de
insulina. Adaptado de Stumvoll et al. (2005).
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La obesidad juega un papel importante en la insulino resistencia.
Considerando a la obesidad como un proceso pro inflamatorio, que provoca
cantidades importantes de radicales libres que desencadenaran el incremento del
estrés oxidativo, lo que trae como consecuencia la interrupcién de las sefiales de la
traduccion de la insulina, teniendo como consecuencia la resistencia a la insulina.
Esta relacion no solo sugiere una relacion con el grado de obesidad, si ho que se
establece una relacion de acuerdo de la distribucion del tejido adiposo. La mayor
relacion entre ambos se hace con el tejido adiposo visceral (TAV) ubicado en el
interior del térax, abdomen y pelvis. El TAV aumentado, posee un mayor riesgo de
padecer alguna enfermedad metabdlica, y este tejido daria inicio a la IR debido al
elevado flujo de acidos grasos libres (AGL) tanto en el sistema portal como en la
circulacién general tiene efectos sobre la captacion de glucosa a nivel celular y en
el metabolismo glucidico intracelular. Las grasas viscerales tienen caracteristicas
metabdlicas que las hacen mas lipoliticas y mas resistentes a efectos antilipoliticos
de la insulina. Esto produce que el higado reciba una mayor cantidad de AGL
provenientes del TAV, por otro lado el mayor flujo AGL al higado estimula sintesis
de triglicéridos, con un aumento en la secrecién de lipoproteinas de muy baja
densidad. También, se conoce que la grasa interfiere con la unién de la insulina con

su receptor hepético (Verdugo M., 2013).

4.7 Leptina
En el afio 1994 la revista Nature publica el articulo “Positional cloning of the
mouse obese gene and its human homologue”, debido al grupo liderado por J.

Friedman de la Rockefeller University (Zhang Y. et al., 1995). En esta publicacion
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se describe el gen ob en el raton, la proteina que codifica la leptina, y el gen
homologo en el ser humano. El raton ob/ob con el gen ob mutado y carente de
leptina padece obesidad, hiperfagia, dislipemia, hiperinsulinemia y diabetes. Esta
situacion es reversible mediante la administracion de leptina a estos animales. Las
esperanzas de que este importante descubrimiento fuera util en el tratamiento de la
obesidad humana se desvanecieron pronto al descubrirse que los pacientes obesos
cursan con hiperleptinemia. El descubrimiento de la leptina produjo una
extraordinaria avalancha de publicaciones, una auténtica “leptinomania”, que
permitié avanzar no sélo en el conocimiento de los efectos reguladores de la leptina
sobre el apetito en el ser humano, sino también en el conocimiento de su funcion de
sefial de déficit nutricional y del nivel suficiente de reservas energéticas para poner
en marcha la activacion del eje hipotalamo-hipofisis-gonadas en la pubertad. El
descubrimiento del grupo de Friedman estimul6 de forma importante la investigacion
en biologia molecular y en genética en relacion a la obesidad, lo que ha permitido
aumentar nuestros conocimientos sobre la genética de la obesidad, la regulacion
del peso corporal y las funciones hormonales de la célula adiposa (Sadaf Farooqi |.

y O’'Rahilly S., 2009).

La leptina es una hormona secretada fundamentalmente en el tejido adiposo
blanco y que circula en plasma en una concentracion proporcional a la grasa
corporal. La leptina atraviesa la barrera hematoencefalica, e interactla con su
receptor especifico en el nacleo arcuato del hipotalamo, actuando como una sefial
indicadora de las reservas energéticas. El nacleo arcuato presenta dos tipos de

poblaciones neuronales con altos niveles de expresion del receptor de leptina: las
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neuronas POMC/CART, que conducen sefiales anorexigénicas a través de los
derivados de la proopiomelanocortina (POMC), y las neuronas AGRP/NPY, que
conducen sefales estimuladoras de la ingesta a través del neuropéptido Y (NPY) y
la proteina relacionada con Agouti (AGRP). En situaciones de niveles reducidos o
inexistentes de leptina (por ejemplo, en situaciones de ayuno prolongado o en la
deficiencia genética de leptina), se favorece la expresion de AGRP/NPY, lo que
impulsa a una mayor ingesta de alimentos. En situaciones de exceso de leptina, se
promueve la expresion de POMC, que se escinde postraduccionalmente en
péptidos llamados melanocortinas (entre ellas, a-MSH y B-MSH) que actuarian
como ligandos enddgenos del receptor 4 de melanocortina (MC4R). Por el contrario,
AGRP actuaria como un agonista inverso en este receptor, promoviendo la ingesta

de alimentos (Sadaf Farooqi I. y O’'Rahilly S., 2009).

Los niveles plasméticos de leptina guardan una relacion directa con la masa
de tejido adiposo y el IMC. En individuos delgados sanos, la mayor parte de la
leptina que circula en el plasma lo hace unida a proteinas, siendo ésta la forma mas
propicia para ser captada por los tejidos y desempefiar su funcién. Se calcula que
los niveles séricos normales de leptina en personas con normopeso oscilan en el
rango de 1-15 ng/ml, siendo en hombres: 8.9 ng/ml £ 4.8 y en mujeres: 17. 1 ng/ml
+ 10.5. En individuos con IMC > 30 se pueden encontrar valores de 30 ng/ml o

superiores.

Inicialmente se creia que las acciones de la leptina eran exclusivamente
centrales, pero el descubrimiento sus receptores con sus distintas isoformas (Ob-

Ra, Ob-Rb, Ob-Rc, Ob-Rd, Ob-Re y Ob-Rf) en practicamente todos los tejidos del
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organismo, determiné que se le atribuyeran numerosas funciones fisioldgicas
(Verdugo M., 2013).

La ausencia o el mal funcionamiento de este receptor es lo que provoca el
fenotipo de obesidad que presentan algunos modelos animales, incluidos los
ratones db/db o su similar las ratas Zucker fa/fa. La mutacion en el gen de la
diabetes en el raton db/db da lugar a obesidad y diabetes. Un receptor de la leptina
se expresa de forma importante en el hipotalamo, y es anormal en el ratén db/db
(C57 BL/Ks). La proteina mutante esta perdida en la regién citoplasmética y es
defectuosa en la transduccién de la sefial. Esto sugiere que los efectos de la leptina
sobre el descenso de peso se deben a una sefal que se transduce a nivel de su

receptor en el hipotdlamo (Verdugo M., 2013).

Los principales efectos que se le pueden atribuir a la leptina son:
¢ Control del balance energético del organismo.
e La modulacion del sistema inmunitario.

¢ El control de la reproduccién y el desarrollo sexual.

En este sentido, la leptina, al ser secretada por el tejido adiposo en cantidades
proporcionales a la masa del mismo, actlia como un indicador del estado de la
reserva energética del organismo completo. En consecuencia, en caso de reserva
abundante de energia (elevado IMC), los niveles de leptina se encuentran
aumentados (Insganaitis E. y Lustig R., 2005). Este control se lleva a cabo tanto a
nivel periférico como central. En el primer caso, la regulacion se realiza mediante la
activacion de diferentes rutas, destacando la activacion de la enzima 5-AMPK. Se

ha observado que la leptina es capaz de activar de forma directa e independiente
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de AMP, en parte mediante estimulacion simpatica, la subunidad a2 de la AMPK en
tejidos periféricos, lo que conlleva un aumento del gasto energético mediante la
activacion de la oxidacion de glucosa y de AGL (Insganaitis E. y Lustig R., 2005).

En la regulacion central de la homeostasis energética, la leptina actta
transmitiendo informacién acerca de la reserva energética desde el resto del
organismo hasta el hipotalamo, ejerciendo la modulacién del apetito. En una
situacidon de acumulacion de tejido adiposo se produce un aumento de la
concentracion de leptina, aportando al hipotalamo el mensaje de “abundancia” que
se traduce en una reduccién del apetito y un aumento de la actividad catalitica en
los tejidos efectores. Por el contrario, en el caso que se produzca una reduccion del
nivel de leptina motivada por un ayuno de 12 horas o mas, o por una pérdida de
masa grasa, la sefial interpretada por el hipotdlamo es de escasez, lo que conduce
a un aumento del apetito y a la disminucion del gasto energético (Insganaitis E. y
Lustig R., 2005).

Los pacientes obesos suelen presentar una leptinemia muy elevada,
acompafiada de un incremento de la relacion leptina libre/leptina unida a proteinas
que, paraddjicamente, no conduce a la pérdida de peso ni ejerce control alguno
sobre la ingesta o el gasto energético. Esta alteracion caracteristica de la obesidad
se conoce como resistencia a la leptina. De hecho, en la obesidad los mecanismos
de control del apetito que ejercen la insulina y la leptina resultan ineficaces. El
sistema nervioso central se resiste a su efecto pese a que los niveles de ambas
hormonas se encuentran muy elevados, lo que resulta en una percepcion
equivocada de escasez energética (Insganaitis E. y Lustig R., 2005). Esta

resistencia se debe a la conjuncién de varios mecanismos:
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¢ A nivel central se produce una reduccion del transporte de las hormonas a
través de la barrera hemato-encefalica y una disminucion de la sefalizacion
intracelular. Lo primero se justifica porque los transportadores de la barrera son
saturables y en situacion de obesidad, dados los elevados niveles de leptina e
insulina, no son capaces de introducir cantidades suficientes para llevar al
hipotalamo la informacion real de la situacion energética y obtener un efecto

(Morrison C., 2008).

4 .8Colesterol total

El colesterol en el organismo proviene de 3 diferentes fuentes: la sintesis
enddgena, la bilis y su recirculacion enterohepética y una fraccion aportada por la
dieta. Una vez en el lumen, el colesterol es solubilizado junto con los triglicéridos
(TG) y fosfolipidos en forma de micelas mixtas, gracias a los &cidos biliares. La
absorcién intestinal de colesterol ocurre gracias a la accion de proteinas que
ingresan el colesterol al enterocito (NPC1L1, ABCG5 y G8, ACAT2 y ABCA1). Una
vez que el colesterol es captado por el enterocito es mayoritariamente esterificado
con acidos grasos para formar ésteres de colesterol, en una reaccién catalizada por
la enzima ACAT2 (Temel R. et al., 2003). Posteriormente, dichos ésteres seran
empaquetados en quilomicrones y secretados hacia la linfa, y seguiran la circulaciéon
portal hasta llegar al higado. Ademas, la proteina ABCAL, que también se expresa
también en enterocitos, es capaz de transportar colesterol desde el interior celular

hacia las apolipoproteinas en contacto con la superficie celular. De esta forma, las
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células intestinales pueden actuar como células periféricas capaces de participar en

la formacion de lipoproteinas de alta densidad (HDL) (Temel R. et al., 2003).

La sintesis enddgena de colesterol, es otra forma de aporte de colesterol y su
proporcion respecto de otras vias de abastecimiento depende de la composicion de
la dieta y de la especie animal. Asi, en humanos, aproximadamente la mitad del
colesterol proviene de la absorcién intestinal y la otra mitad de la sintesis enddégena

(39), mientras que en ratones alcanza hasta el 70%.

La mayoria de los tejidos tiene la capacidad de sintetizar colesterol de novo,
pero el principal 6érgano implicado en su sintesis es el higado. El colesterol se
sintetiza a partir de acetil CoA siguiendo la ruta del mevalonato. Esta comienza con
la formacion de 3-hidroxi3-metilglutarii CoA (HMG CoA) a partir de acetil CoA y
acetoacetil CoA. HMG CoA es posteriormente reducido a mevalonato. Este paso
resulta irreversible en las vias de sintesis y esta regulado por la enzima HMG CoA
reductasa. Los niveles de ARNm de esta enzima se utilizan frecuentemente como
indicador de la sintesis de colesterol, y esta proteina supone ademas la diana de
las estatinas, farmacos inhibidores de la HMG CoA reductasa que constituyen la
primera linea de tratamiento de la hipercolesterolemia. Luego el mevalonato se
convierte a isopentenil pirofosfato, la condensacion a escualeno y la ciclacion final
de este ultimo a lanosterol. El lanosterol es el precursor final de colesterol (Temel

R. et al., 2003).

El higado es el 6rgano central encargado de la homeostasis del colesterol y
supone el lugar de interseccién de sus diversas rutas metabdlicas. Ademas de la

sintesis de novo de colesterol, el higado es capaz de captar colesterol procedente



49

de quilomicrones residuales (QMr), lipoproteinas de densidad intermedia (IDL) y
LDL por endocitosis a través del receptor de LDL (LDLR) y de la proteina
relacionada con el receptor (LRP) (Herz J. y Strickland D., 2001) asi como de las
particulas HDL a través del receptor scavenger SR-B1. Una vez dentro del
hepatocito, el colesterol puede convertirse en sales biliares, lo que constituye el
destino final de la mayor parte del colesterol del organismo. En los humanos, unos
500 mg son transformados en sales biliares cada dia. Este proceso implica la
actuacion de 17 enzimas diferentes, y pueden seguir dos rutas diferentes: una
principal, llamada clasica o neutra, y una secundaria, denominada alternativa o
acidica. La via clasica representa aproximadamente el 75% del total de la sintesis

en ratones y hasta el 90% en los humanos (Russel D., 2003).

4.9 Triglicéridos

Antes de ser absorbidos, los TG procedentes de la dieta son hidrolizados en
dos grandes pasos. Por un lado, la accidbn mecénica de la boca y el estbmago rompe
los grandes agregados originales, que después seran solubilizados en micelas junto
con los acido biliares. Al mismo tiempo, los TG son digeridos por toda una serie de
lipasas provenientes fundamentalmente del pancreas, descomponiéndolos en
monoacilglicéridos (MAG) y acidos grasos (Pan X. y Hussain M., 2012). Cuando las
concentraciones de estos dos productos son altas, ambos pueden difundir a través
de la membrana de los enterocitos. Sin embargo, también pueden ser transportadas
en contra de la gradiente con la ayuda de determinadas proteinas (Su X., Abumrad

N., 2009; Pan X. y Hussain M., 2012). Una vez en el interior del enterocito, los &cidos
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grasos libres y los monoglicéridos se reesterifican para formar de nuevo TG,
fundamentalmente, por la accion de las enzimas MGAT y DGAT (mono y
diacilglicerol aciltransferasa, respectivamente) en lo que se conoce como la via de
sintesis del monoacilglicerol. Los triglicéridos seran luego conducidos hacia el
reticulo endoplasmico, donde tendr& lugar su empaquetamiento en quilomicrones
maduros (Qm). Los Qm se sintetizan preferentemente en el intestino delgado
durante el periodo postprandial. Son particulas muy ricas en TG (80-95% de la
composicion total). El ensamblaje de los Qm comienza en el reticulo endoplasmico
mediante la unién entre la proteina apoB48 y los lipidos que le cede la denominada
proteina microsomal transportadora de triglicéridos (MTP). A medida que la apoB48
va uniéndose a mas lipidos se va separando de la membrana del reticulo
endoplasmico, conformando lo que se denomina una “particula primordial”’, que
contiene lipidos neutros en su ndcleo y que posteriormente ira aumentando de
tamafio mediante la adiciébn de nuevos lipidos por parte de la MTP o por la fusién
directa de vesiculas lipidicas preformadas. Una de las proteinas mas importantes
en este proceso es la apoAlV, que contribuye a la estabilizacién de su superficie y
que se ha mostrado como un marcador de la absorcion intestinal de TG. Tras pasar
al aparato de Golgi, estos prequilomicrones reciben nuevos lipidos, asi como la
union de apoAl, con lo que se convierten en Qm nacientes, que se almacenan en
vesiculas y acabaran pasando a la circulacion linfatica tras su fusion con la
membrana basolateral del enterocito. Una vez que alcancen el torrente sanguineo
adquiriran, entre otras, apoCll y apoE, completando su maduracion (Su X., Abumrad

N., 2009).
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La sintesis de TG puede darse a través de dos vias fundamentales: una es la
via del monoacilglicerol, descrita anteriormente, y la otra es la via del glicerol fosfato,
que seria propiamente una sintesis de novo, y que tiene lugar fundamentalmente a
nivel del higado y, en menor medida, en el tejido adiposo. En este caso los acidos
grasos pueden sintetizarse a partir de glucosa (acetii CoA), gracias
fundamentalmente al rol de las enzimas FAS (fatty acid synthase) y ACC (acetyl-
CoA carboxylase). Luego los TG son empaquetados en particulas VLDL gracias a
la enzima MTP, que transfiere lipidos procedentes del citosol o del reticulo
endoplasmico a particulas apoB nacientes (Pan X. y Hussain M., 2012). El
catabolismo periférico tiene lugar mediante la hidrdlisis de los TG presentes en el
core de las particulas ricas en TG (TRLPs), constituidas principalmente por los Qms
y las particulas de VLDL secretadas por el higado. Esta hidrélisis depende
principalmente de la enzima lipoproteina lipasa (LPL), la cual es sintetizada por el
tejido adiposo y el musculo, que mediante transcitosis, pasa a la parte luminal de
la membrana, donde la visién clasica sostenia que se unia a los proteoglicanos de
la pared endotelial. Una vez anclada, la LPL puede interactuar con las TRLPs,
hidrolizando sus TG y dando lugar a particulas residuales tanto de quilomicrones
como de particulas VLDL. La actividad LPL esté regulada por la accion de diferentes
apoproteinas que pueden intervenir su funcionamiento, donde destacas la apoCllI,
que inhibe su accion. Las particulas residuales seran entonces retiradas de la
circulacion por el higado, a nivel del espacio de Disse, y en dicho proceso parecen
jugar un papel relevante el LDLr, la LRP o incluso la apoE. En los ultimos afos, esta
vision clasica se ha visto matizada por nuevos estudios que han afiadido nuevos

actores a esta vision, entre ellos destaca el papel de la proteina GPIHBP1,
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sintetizada por las células endoteliales, la cual se une directamente a la LPL en el
espacio luminal y es fundamental para que ésta pueda llevar a cabo su hidrélisis

(Pan X. y Hussain M., 2012).

5. Rol delas citoquinas en la obesidad

Tradicionalmente, los adipocitos se han considerado depdsitos de energia que
almacenaban los triglicéridos durante la alimentacion y liberaban acidos grasos
durante el ayuno, para proporcionar energia a los tejidos. La clonacion y descripcion
del gen de la leptina (Zhang Y., 1995) supuso el mayor impulso en el estudio del
tejido adiposo como parte activa y reguladora del metabolismo. Sin embargo,
durante la Gltima década se han identificado diferentes proteinas secretadas por los
adipocitos, que se conocen con el nombre de adipoquinas y que actian sobre otros
tejidos, como el masculo, el pancreas, el higado y el sistema nervioso central. Estos
factores secretados por el tejido adiposo tienen un papel central en el control de la
homeostasis ya que intervienen en la regulacién de procesos fisioldgicos tales como
la ingesta de alimento, el balance energético, la accion de la insulina, el metabolismo
lipidico y glucidico, la angiogénesis, el remodelado vascular, la presién sanguinea
y la coagulacién. La funcion del tejido adiposo como un érgano endocrino tiene
importantes implicaciones para comprender las relaciones fisiopatologicas entre el
exceso de grasa corporal y los estados patologicos como la resistencia a la insulina

y la diabetes tipo 2 (Kahn B., 2000; Wajchenberg B. 2000).

En individuos obesos hay una produccion excesiva de ASP (proteina

estimuladora de la acilaciéon), TNFa (factor alfa de necrosis tumoral), IL-6
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(interleuquina-6) y resistina, los cuales disminuyen la accion de la insulina en higado
y musculo esquelético. A nivel vascular, el angiotensindgeno y PAI-1 (inhibidor 1 del
activador del plasminégeno) favorecen la hipertension. En cambio, la adiponectina
protege de la formacion de ateromas. La leptina, sensibiliza a la insulina y regula el
balance energético disminuyendo la ingesta. En individuos obesos, la leptina esta
incrementada pero presentan resistencia a esta hormona. La adiponectina estimula
la sensibilidad a insulina a nivel periférico y esta disminuida en la obesidad

(Fukuhara A., 2005).

La lista de adipoquinas descritas ha ido creciendo en los Ultimos afios. Algunas
de las adipoquinas, tales como el angiotensinégeno y el PAI-1 estan implicadas en
la homedstasis vascular. Otras adipoquinas como la adipsina, la ASP, el TNF-q, la
IL-6 y la resistina estdn asociados con la apariciébn y mantenimiento de la resistencia
a insulina. Por el contrario, adipoquinas como la leptina y la adiponectina estan
asociadas a una mayor sensibilidad a insulina. Recientemente ha sido descrita la
visfatina, una hormona secretada en el tejido adiposo que es capaz de unirse al

receptor de la insulina y estimular la sefializacion de esta via. (Fukuhara A., 2005).

La fisiopatologia de la generacion de sefiales por el tejido adiposo tiene una
importancia capital en el impacto deletéreo que un exceso de grasa puede ejercer
sobre el organismo humano. El tejido adiposo y sus adipocitoquinas mediarian
muchos de los cambios metabdlicos provocados en el sindrome metabdlico del ser
humano (Kahn B., 2000). Ademas, la obesidad tiene una correlacién positiva con la

resistencia a la insulina y el aumento de concentracién de marcadores inflamatorios



54

vasculares. Unas concentraciones elevadas de varias citoquinas proinflamatorias,

como las IL-6, IL-18, TNF-a, resistina, asi como de Proteina C

Normopeso Sobrepeso Obesidad

Reclutamiento Muerte de Hipoxia/Estrés
de macrofagos oxidativo

los adipocitos
I Leptina & é a

t Resistina = Enfermedad cardiovascular
| Adiponectina ﬁ INFLAMACION ﬁ

Diabetes mellitus de tipo 2

t SAA Cancer
t Osteopontina f &

T MCP-1

1IL-6 Disfuncion Resistencia Aumento

I TNF-c endotelial a la insulina de la lipolisis

Figura 8. Relacion entre la expansioén del tejido adiposo y el incremento del estado proinflamatorio.
IL-6 (interleucina 6); MCP-1 (proteina quimioatrayente de monocitos-1); SAA (amiloide sérico A);
TNF-a (factor de necrosis tumoral a) (Garcia M., 2013).

reactiva (PCR) se han asociado con indicadores de aumento de masa grasa: peso,
indice de masa corporal (IMC) y con factores de riesgo cardiovascular, sugiriendo
gue el tejido adiposo contribuye a la produccién de estas citoquinas. También se ha
propuesto que el tejido adiposo como modulador de sustancias antiinflamatorias,

como la adiponectina (Esposito K., et al., 2003) (Figura 8).



55

La elevacion de las citoquinas proinflamatorias que tiene lugar en la obesidad
origina un aumento de la lipolisis y una disminucion de la capacidad del tejido
adiposo para acumular triglicéridos. Esto se traduce en un aumento de los acidos
grasos libres circulantes y su depdésito en forma de triglicéridos en el musculo, lo
gue agrava el estado proinflamatorio y contribuye significativamente al aumento de

la resistencia a la insulina (Guilherme A., et al., 2008).

El aumento en la acumulacion de macréfagos en el tejido adiposo desempefia
un papel determinante en el incremento de mediadores de inflamacion que, con el
mayor grado de estrés oxidativo, hipoxia, lipolisis y resistencia a la insulina, junto a
la alteracion en el perfil secretor de adipocinas, tendra como posible consecuencia
la aparicion de enfermedades cardiovasculares, diabetes mellitus de tipo 2 y cancer,
entre otras patologias. De todos los productos que el tejido adiposo es capaz de
producir, a continuacion vamos a describir los productos pro-inflamatorios mas
relevantes en el papel de la obesidad relacionado con la inflamacién: el TNF-a e IL-

6 (Guilherme A, et al., 2008).

5.1Interleuquina 6 (IL-6)

La IL-6 es una citoquina multifuncional, intermediaria en procesos inflamatorios
y de estrés, producida por diferentes tipos celulares. Entre éstos se encuentran los
adipocitos, de los que procede la tercera parte de su concentracion. La sintesis a
partir de la grasa visceral, es tres veces superior respecto a la subcutanea y existe
una correlaciéon entre los niveles plasmaticos y la masa corporal ademas de una
asociacion significativa con el IMC y otros parametros de adiposidad. La obesidad

se asocia con un aumento plasmatico de las concentraciones de IL-6 que puede
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contribuir a inflamacion sistémica y resistencia a la insulina; sin embargo los ratones
carentes de IL-6 desarrollan obesidad a edades avanzadas. Hay autores que han
publicado que niveles elevados de la IL-6 podrian ser predictores del desarrollo de
una diabetes mellitus o de infarto de miocardio (Pradhan A., 2001). Parece que
aumenta la concentracién de acidos grasos libres por aumento de la secrecién
hepatica de triglicéridos, mecanismo por el cual podria ser coadyuvante de la
resistencia a la insulina. Asimismo, se ha encontrado que disminuye la sintesis de
adiponectina, contribuyendo asi a incrementar mas la insulinorresistencia (Vozarova

B., 2001).

5.2Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a)

El TNF-a es una citoquina producida principalmente por monocitos, linfocitos,
tejido adiposo y musculo. La relacion que existe entre las citoquinas proinflamatorias
y la accién de la insulina en obesidad y diabetes tipo 2 fue reconocida por primera
vez al observar la elevada produccion de TNF-a en el tejido adiposo de individuos
obesos (Hotamisligil S. et al., 1995). El TNF-a es una proteina de 17 kDa secretada
como trimero de 51 kDa que toma su nombre de su identificacion inicial como factor
proapoptotico en células tumorales. La evidencia directa de la participacion de esta
citoquina en la resistencia a la insulina se obtuvo al observar que la infusién aguda
de TNF-a inhibia la disponibilidad de glucosa estimulada por la insulina tanto en
roedores obesos (Hotamisligil S., et al., 1995) como en humanos sanos (Plomgaard

P., 2005).

Estudios in vivo han demostrado que el tejido adiposo de roedores obesos con

resistencia a la insulina (Hotamisligil S., et al., 1995) y de humanos obesos produce
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significativamente mayor cantidad de TNF- a y la neutralizacion de éste en roedores
con resistencia a la insulina produce un aumento de la captacion de glucosa en
respuesta a la insulina. Los sujetos obesos al perder peso presentan una

disminucién de los niveles de TNF-a. (Plomgaard P., 2005)

La produccién de TNF-a fue en un principio atribuida a los adipocitos del tejido
adiposo. Actualmente se ha puesto de manifiesto que cuando existe obesidad se
produce una gran infiltracion de macréfagos en dicho tejido (Ferrante A., 2007)
siendo estos la principal fuente productora de ésta y otras citoquinas. Los
macrofagos en individuos obesos se encuentran en un estado proinflamatorio
caracterizado por aumentar la activacion del NF-kB, disminuir el inhibidor del NF-«kB
(IkB), y por aumentar la transcripcion de genes proinflamatorios como TNF-a
(Ferrante A., 2007). Los mecanismos que median este estado proinflamatorio adn
no han sido plenamente dilucidados, pero estudios recientes sugieren que los AGL

desempefian un papel esencial.

El TNF-a es capaz a su vez de activar rutas lipoliticas en el tejido adiposo,
provocando una liberacion masiva de AGL al torrente circulatorio. Este hecho
contribuye a generar resistencia a la insulina asi como a la retroalimentacion de la
produccion de esta citoquina, que también puede desencadenar resistencia a la
insulina de forma directa, por su capacidad para fosforilar un resto de serina del IRS
mediante la activacion de JNK e IKB/NFkB , inhibiendo la cascada de sefializacion
de la insulina. Ademas, el TNF-a causa alteraciones metabdlicas en tejidos
afectados por la resistencia a la insulina como higado y musculo esquelético (Cai

D., 2005).



58

5.3Interleucina 10 (IL-10)

Corresponde a una citoquina antiinflamatoria relacionada con los mecanismos
de supresion de las células T reguladoras (Treg), ademas es una potente citoquina
inmunorreguladora secretada por una gran cantidad de células inmunes, incluyendo
monocitos, células dentriticas (DC), células B, células T activadas y por supuesto
las Treg. La 1I-10 disminuye la expresion de moléculas coestimuladoras en las DC,
lo que induce un estado tolerogénico en ellas y suprime los linfocitos T efectores
(Guzman-Flores, 2013). Tiene la capacidad de inhibir la produccion de TNF-aq, IL-
18 e IL-6, en diversos tipos celulares, ademas de automodularse. También inhibe la
generacion de especies reactivas del oxigeno (intermediarios) y aumenta la
liberacion de los receptores RSTNF, que pueden antagonizar los efectos del TNF-

a (Batista J. et al., 2009).

Durante el proceso de inflamacion crénica provocado por la obesidad, en el
tejido adiposo se desarrolla una polarizacion de los macrofagos residentes en él
desde M2 (macréfagos productores de IL-10) a M1, que son productores de
citoquinas proinflamatorias como TNF-a e IL-6, proceso que es revertido cuando se
provoca el adelgazamiento del individuo (Guzman-Flores, 2013). Uno de los
métodos que la IL-10 regula la respuesta inflamatoria es mediante al inhibicion de
la NADPH oxidasa, y por lo tanto, el estrés oxidativo resultante de la enzima. Esto
se ha asociado con problemas de activacion y de sefializacion aberrante del sustrato
del receptor de la insulina. Ademas, la via de sefalizacion de la insulina puede ser

alterada por niveles anormales de IL-6 y TNF-a. Sin embargo, IL-10 puede restituir



59

la sefializacién normal de la insulina mediante la inhibicién de la NADPH oxidasa o

antagonizando las acciones de IL-6 y TNF-a (Krithika S., 2016).

0. Modelos animales de obesidad

A medida que la prevalencia de la obesidad estd aumentando junto con sus
consecuencias socio-econdémicas y de salud, la busqueda para encontrar nuevos
tratamientos o una cura también esta aumentando. Los tratamientos farmacéuticos
contra la obesidad y alimentos que la previene se han probado y se sigue haciendo,
pero realmente son pocos los productos que alcanzan a comercializarse debido a
que es necesario comprobar su efectividad en el tiempo, contraindicaciones e
interacciones farmacoldgicas, por lo cual el proceso de produccion se hace
altamente costoso y lento. Debido a esto, es muy importante que los modelos
usados, ya sea in vitro o in vivo, sean buenos sustitutos de la obesidad humana
(Nilsson C., 2012).

Los modelos animales han contribuido de manera fundamental al desarrollo
histérico de la comprension de los procesos basicos que regulan nuestro equilibrio
energético. Se han empleado cinco tipos diferentes de modelos animales en el
estudio de las bases fisioldgicas y genéticas de la obesidad. El primer modelo refleja
mutaciones monogénicas que han aparecido de forma espontanea en colonias de
roedores, y consecuentemente se han caracterizado. El segundo consiste en
aumentar el indice de mutaciones aleatorias de forma artificial, tratando a los

roedores con mutatenos o exponiéndolos a radiacion. El tercer modelo son ratones
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y ratas en los que un gen especifico ha sido alterado o sobre expresado
deliberadamente. Estas alteraciones manipuladas genéticamente pueden
generarse por todo el cuerpo y durante toda la vida (manipulaciones transgénicas
globales) o restringirse a un periodo de tiempo y a un determinado tejido o tipo
celular. En estos casos, hay dos tipos de situaciones que permiten nuevos
descubrimientos: cuando se tiene como objetivo un gen especifico que se piensa
que tiene una funcion en la regulacion del equilibrio energético, y cuando se altera
un gen con un proposito diferente, pero la consecuencia es un inesperado fenotipo
obeso o delgado. Un cuarto grupo de modelos animales abarca experimentos donde
se ha utilizado la cria selectiva para obtener cepas de roedores que difieren en su
grado de acumulacioén grasa.

Por ultimo, se han hecho estudios de otras especies que incluyen primates no
humanos y perros. Junto con los estudios de las bases genéticas y fisiologicas de
la obesidad, los estudios de modelos animales nos han informado sobre los
aspectos ambientales de esta condicion. Los estudios en este contexto incluyen el
analisis de las respuestas de los animales a dietas altas en grasas o altas en grasas
y en azucares (dieta de cafeteria u occidentalizadas), investigaciones sobre los
efectos de la restriccion dietética en la masa corporal y la pérdida de peso, y por
altimo, estudios sobre el impacto de farmacos potenciales sobre algunos
componentes del equilibrio energético. A pesar de la existencia de todos estos
trabajos, aun quedan muchas lagunas en el conocimiento sobre la regulacion de la
composicion corporal y el almacenamiento de energia, y una necesidad constante
de desarrollar farmacos para tratar la obesidad. Por consiguiente, la reduccion del

uso de modelos animales, aunque éticamente deseable, no sera viable a corto o0 a
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medio plazo, e incluso se estima un aumento de la actividad investigadora que
implica la utilizacion de modelos animales, ya que la pandemia de obesidad contintla
y se expande geograficamente.

Esta plenamente aceptado que la obesidad proviene de un desequilibrio
prolongado entre el nivel de consumo y el gasto de energia, almacenandose el
excedente que resulta en forma de lipidos corporales, principalmente en forma de
tejido adiposo. Comprender los factores que regulan tanto el consumo como el gasto
de energia es por tanto un paso importante en el desarrollo de tratamientos para la
obesidad, ya sean modificaciones ambientales y/o de estilo de vida o farmacos.
Nuestros conocimientos sobre la regulacién del consumo de alimento y el
comportamiento en la eleccién de alimento y la base fisiolégica de las diferencias
en el gasto de energia, se debe en gran parte a los estudios realizados en animales.
En los dltimos 15 afios se han hecho importantes progresos en esta area, en
particular desde el descubrimiento de la leptina, hormona citoquina, derivada de los
adipocitos (Zhang et al. 1995) y su receptor (Tartaglia et al. 1995, Lee et al. 1996),
ambos descubiertos mediante la caracterizacion del defecto genético en ratones
mutantes (ratones ob/ob y db/db) que apareci6 espontaneamente en los
Laboratorios Jackson en los afios 40 y 50. El descubrimiento de la leptina
desencadeno una explosién de actividad en el campo de la regulacién de energia
(Zhang et al. 1995) siendo este descubrimiento, en su totalidad, resultado del trabajo
con animales.

Sin embargo, la importancia critica de utilizar modelos animales para entender
las regulaciones del consumo de energia y el equilibrio energético es de varias

décadas anteriores al descubrimiento de la leptina. Algunos ejemplos clave son el
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descubrimiento de la insulina, hormona reguladora pancreatica, a principios del siglo
pasado, que fue en gran parte el resultado del trabajo con perros; sefiales de
saciedad provenientes del intestino como el peptido YY (PYY) y la colecistoquinina
(CCK), ambos descubiertos mucho antes que la leptina mediante el trabajo con
animales. Ademas, los modelos animales han contribuido no solo a nuestro
conocimiento de las bases fisioldgicas y genéticas de la obesidad, sino que han sido
pieza clave en estudios sobre los efectos ambientales, tales como la epigenética,
respuestas a dietas altas en grasas y bajas en calorias, y la identificacion y
desarrollo de varios agentes farmacéuticos para el tratamiento de la obesidad.
(Speakman J., et al., 2008).

A continuacién se detallaran los principales modelos de obesidad en roedores

que han sido utilizadas con éxito en gran cantidad de experimentos.

6.1. Modelos genéticos

6.1.1 Mutaciones espontaneas con pérdida de la funcionalidad
en un Unico gen

Los ratones ob/ob (Zhang et al., 1994) y db/db y la rata Zucker obesa (fa/fa)
son casos clasicos de las mutaciones espontaneas de pérdida de funcién en un
anico gen que generan obesidad masiva. Al caracterizar las bases genéticas de las
mutaciones se reveld que el defecto en los ratones ob/ob se debe a la supresiéon de
un unico par de bases, y al producto génico se le dio el nombre de leptina (Zhang
et al., 1995). Las mutaciones de db/db y ratas fa/fa resultaron ser mutaciones en el

receptor de leptina.
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En la actualidad, se conocen al menos 10 defectos por pérdida de funcion en
un Ganico gen que causen obesidad masiva y hayan sido completamente
caracterizados genéticamente. En todos los casos en los que se han descubierto
estos defectos, estos provienen inicialmente de mutaciones espontaneas en
grandes centros de produccién. Los mutantes de un Unico gen son normalmente
detectados por expertos observadores, y confirmados mas tarde, cuando exhiben
su alteracion genética. El desarrollo de técnicas de secuenciacion de alto
rendimiento y la conclusién de los genomas del ratén y la rata en los primeros afios
del nuevo milenio han ayudado a que el tiempo entre el descubrimiento de un nuevo
mutante y su caracterizacion se reduzca considerablemente, y a que
progresivamente se vaya acortando aln mas.

Sin embargo, hay una aleatoriedad inherente en el descubrimiento de defectos
en un unico gen, lo que significa que los genes con ningln o minimo efecto en el
heterocigoto tienen una menor posibilidad de ser descubiertos. Ademas, la
deteccion de Unicamente los principales defectos genéticos implica que casi por
definiciobn estos defectos afectaran Unicamente a una minima proporcién de la
poblacién, como fue el caso del raton ob/ob y el gen leptina. Aunque este
descubrimiento supuso un gran avance, los cribados genéticos en la poblacién
humana han mostrado que un infimo ndmero de individuos tienen mutaciones por
pérdida de funcion en este gen (Faroogi & O’Rahilly, 2005). Esto también sucede
con todos los demas genes que se han descubierto como defectos espontaneos en
un anico gen y caracterizados genética y funcionalmente (Rankinen et al., 2006). El
auténtico progreso que aporta el estudio de estos genes es que permite avanzar en

nuestros conocimientos sobre el funcionamiento del sistema de regulacion
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energética. De hecho, muchos de estos genes alterados que pertenecen a este
grupo de mutaciones Unicas espontaneas, parecen estar involucrados en un patrén
comun que incluye la leptina y la insulina como moléculas sefalizadoras. Para
aumentar nuestro conocimiento de este patron han sido cruciales los estudios de
caracterizacion de estos defectos espontaneos “por pérdida de funciéon en un Gnico

gen”.

6.1.2 Mutaciones con pérdida de funciéon en un unico gen,
generadas de forma artificial.

La arbitrariedad con la que mutaciones espontaneas resultan en pérdidas de
funcién importantes en genes criticos ha llevado a intentos de acelerar el proceso
mediante el aumento artificial de los niveles de mutacién. Esto se consigue tratando
a los animales con sustancias quimicas mutagénicas o exponiéndolos a radiacion
(Gailus-Durner et al., 2005). Ya que estas mutagénesis no son totalmente dirigidas,
los resultados son alteraciones arbitrarias distribuidas por todo el genoma que se
transmiten a la descendencia. Los animales generados en estos experimentos no
s6lo muestran o ilustran la regulacién de energia, sino muchos otros aspectos de
las funciones animales. Un programa de trabajo con mutagénesis en Alemania ha
dado como resultado la identificacion de un ratdn con alteraciones en el receptor de
la hormona de crecimiento (SMA-1). Estos animales tienen alguna relevancia en el
estudio de la obesidad, ya que su fenotipo implica un cuerpo pequefio debido a la
limitacion del crecimiento, junto con un aumento importante en la cantidad de tejido

adiposo.
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El principal problema de esta técnica es que, aunque es relativamente facil
inducir mutaciones artificiales y aleatorias en animales, actualmente es bastante
costoso fenotipar a la descendencia resultante de estos animales a una escala
razonable. Dado que el genoma del raton se compone de alrededor de 25.000-
30.000 genes, y dado que una mutacién concreta puede producir solamente un
efecto de pérdida de funcion en el 3-5% de los casos (el resto de mutaciones
produce efectos benignos en el tercer codon o modificaciones que no alteran la
secuencia de aminoacidos, o si la alteran no son funcionales), descubrir el efecto
de pérdida de funcidn en un gen concreto requeriria la fenotipificacion de mas de
medio mill6n de individuos. Medir solamente una vez el peso corporal de este
namero de animales resultaria prohibitivo. Por lo tanto, estos estudios han aportado
un minimo progreso a los conocimientos sobre la regulacién de energia, un fenotipo
mucho mas complejo de caracterizar que el peso corporal (Gailus-Durner et al.,

2005).

6.1.3 Modificaciones genéticas

Se ha creado un gran nimero de modelos transgénicos y knock out (KO) con
fenotipos obesos y delgados desde la caracterizacion de los primeros genes de la
obesidad. La actualizacion en 2005 del mapa genético de la obesidad humana
citaba 248 genes que, cuando son mutados o expresados como transgenes en el
raton, resultan en fenotipos que afectan al peso corporal y a la cantidad de tejido
adiposo (Rankinen et al., 2006). La capacidad de introducir o eliminar genes en la
linea germinal de los animales ha facilitado el desarrollo de complejos modelos

genéticos de enfermedad, asi como el estudio in vivo de las funciones génicas. Las
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investigaciones sobre la obesidad han sido un reto debido a su compleja etiologia
en lo que se refiere a los factores genéticos, metabdlicos, de comportamiento y
ambientales. La investigacion utilizando modelos animales, genéticamente
modificados, de obesidad y delgadez ha llevado a una importante expansion de
nuestro conocimiento sobre los mecanismos fisiolégicos y moleculares que afectan
al equilibrio energético. Esto es Util para la identificacion de dianas potenciales para
el desarrollo de terapias frente a la obesidad humana.

Con las tecnologias tradicionales de transgénesis, desarrolladas entre finales
de los afios 80 y los afios 90, habia poco control sobre cuantas copias de genes, y
donde, eran introducidas en el genoma. Sin embargo, ahora existe una gran
abundancia de sofisticadas técnicas para actuar sobre el gen, lo que permite a los
investigadores manipular el genoma de forma que es posible efectuar practicamente
cualquier cambio en él. Ademas, avanzadas técnicas permiten controlar
alteraciones del genoma que solo actian en un momento concreto, 0 que tienen
constructos que se expresan solo en tejidos especificos (Davey y MacLean, 2006).

La sobreexpresion de los genes diana fue la primera técnica que se utilizé de
forma amplia. La secuencia de codificacion completa del gen es clonada corriente
abajo desde un promotor que puede proporcionar expresion global o especifica de
un tejido, resultando en una descendencia transgénica que sobre expresa el gen
diana. Aunque es una técnica bastante sencilla y barata, el nivel de expresion de
genes y proteinas no siempre tiene un efecto fisiolégico. Los modelos globales
murinos KO son mas predecibles y mas reproducibles que los de sobreexpresion.
Aqui, el fenotipo es creado a partir de la eliminacion total del gen diana en todos los

tejidos, y estos ratones KO pueden utilizarse para la identificacibn de muchos
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factores implicados en el desarrollo. De estos modelos KO resultan a menudo
acciones imprevistas de los genes diana que, aunque a veces son perjudiciales,
resultando por ejemplo en malformaciones embrionarias, pueden en muchos casos
permitir descubrimientos inesperados sobre las funciones de dichos genes.

Un ejemplo de un descubrimiento inesperado desarrollado a partir de un KO
transgénico es el raton axl, desarrollado originalmente para determinar si el receptor
tirosina quinasa axl, tenia algun papel en la leucemia. Como se esperaba, este raton
no exhibia ningun tumor hematopoyético, pero casualmente, las caracteristicas
fenotipicas exhibidas estaban asociadas con diabetes mellitus no dependiente de
insulina. El raton axl presenta hiperglucemia e hiperinsulinemia, severa resistencia
a la insulina y obesidad progresiva, pero no polifagia (Davey y MacLean, 2006).
Posteriores andlisis de estos animales axl revelaron elevaciones sistémicas del
factor de necrosis tumoral alfa (TNF a), que también ha demostrado ser elevado
tanto en modelos animales de obesidad, como en humanos (Yamakawa et al. 1995),
lo que sugiere que la expresion de axl afecta a la modulacién endégena de la
produccion de TNF a, que a su vez contribuye de forma indirecta al desarrollo de la
obesidad.

Ademas de los modelos KO globales y sobre un tejido especifico, la
modificacion genética también comprende modelos “knock-in", que reemplazan el
gen endégeno por una mutacion. Los ratones knock-in tienen la capacidad de jugar
un papel méas especifico y pueden usarse para determinar los efectos de cambios
leves en la estructura o funcion de las proteinas. Se han utilizado como modelo para
enfermedades humanas o para determinar la significancia funcional de patrones de

sefalizacion de un receptor particular. Por ejemplo, los ratones s/s creados por
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Bates et al. en el 2005 se desarrollaron para investigar el papel de las sefiales de
leptina individuales mediante la introduccion de una mutacién knock-in que alteraba
el patron de sefializacion intracelular dominante a través del que se creia que la
leptina tenia su principal funcion (el patron STAT3). La ausencia de la forma larga
del receptor de leptina (ObRb), como en el caso de los ratones db/db, da lugar a
obesidad y diabetes. Se hallé que los ratones s/s presentaban similitudes con los
db/db, al mostrar un desarrollo temprano de la obesidad, caracterizado por polifagia
y niveles elevados de leptina e insulina, lo que sugiere resistencia a la leptina. Sin
embargo, la restriccion calérica normalizaba el control glucémico en los ratones s/s,
gue mostraban una mejora en la resistencia a la insulina y la intolerancia a la
glucosa. En consecuencia, los ratones transgénicos s/s han contribuido a un estudio
mas profundo de la obesidad y la diabetes (Bates et al., 2005).

Un problema clave con los ratones KO es la posibilidad de que el gen provoque
la muerte prematura del embrion, imposibilitando el estudio de sus efectos en
adultos. Un problema menos obvio es que una manipulacion genética que tenga
efecto durante toda la vida puede forzar a los animales a hacer cambios
compensatorios a lo largo de su desarrollo. Por lo tanto, el que normalmente es un
gen clave en el proceso de la regulacion energética puede en apariencia tener muy
poca importancia cuando ha sido eliminado porque un mecanismo compensatorio
se ha hecho cargo de sus funciones. Uno de estos casos es el gen del neuropéptido
Y (NPY). Cuando se introduce de forma directa en el cerebro, este neuropéptido es
uno de los estimuladores mas potentes del comportamiento alimentario. Ademas,
cuando los animales son privados de comida, los niveles naturales de NPY

aumentan, mientras que en los animales saciados disminuyen (Lin et al., 2004). Sin
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embargo, cuando se eliminé el NPY, los ratones resultantes no mostraban un
fenotipo andmalo obvio. El sistema Cre/loxP es una herramienta para los KO histo-
especificos y tiempo especificos de genes objetivo, que permite la investigacion de
dichos genes. Este sistema se compone de dos lineas transgénicas separadas, una
que expresa Cre recombinasa (Cre) y otra en la que las secuencias de
reconocimiento de Cre recombinasa (IoxP) estan estratégicamente posicionadas a
cada lado del gen objetivo. Cuando Cre se expresa en ratones que albergan un gen
diana que contiene loxP, se elimina el gen deseado. Dependiendo de la
especificidad del tejido y el tiempo de expresion de la recombinasa, estas
modificaciones pueden verse restringidas a ciertos tipos celulares o estadios del
desarrollo (Bluher et al. 2002)

Algunos ejemplos del uso del sistema Cre/loxP incluyen su uso para crear
ratones con trastornos histoespecificos en el receptor de la insulina: en el tejido
muscular (MIRKO), en las células B (BIRKO), en el tejido hepético (LIRKO) y en el
tejido adiposo (FIRKO) (Bluher et al. 2002). El ratén FIRKO presenta una baja masa
adiposa, pérdida de la relacion normal entre la leptina plasmética y el peso corporal
y aparece protegido contra la obesidad relacionada con la edad y la inducida por
lesién hipotalamica. Resulta interesante que, manteniendo niveles normales de
ingesta alimenticia, estos ratones también demuestran tener muchas caracteristicas
similares a los ratones sometidos a restricciones caléricas, incluyendo una vida mas
larga que la de las lineas salvajes.

Los estudios sobre animales genéticamente modificados no soélo han
aumentado nuestros conocimientos sobre la regulacion de la ingesta de alimento y

el equilibrio energético, sino que también han tenido un papel clave en el aumento
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de nuestros conocimientos sobre la relacion entre la obesidad y enfermedades
como la diabetes y el sindrome metabdlico.

Por ejemplo, la rata con obesidad de comienzo tardio (llamada LOB, late-onset
obesity rat) fue descubierta como resultado de manipulaciones transgénicas que en
origen se habian creado para investigar la expresion de la hormona de crecimiento
en el sistema vasopresina (Wells S., et al., 2003). Al compararlo con mutaciones
espontaneas mas clasicas, se encontraron varias diferencias en este modelo
transgénico. Primero, la mutacion era autosémica dominante, desarrollando
obesidad de forma tardia, al contrario que la mayoria de las mutaciones, que son
recesivas con obesidad de aparicibn temprana. En practicamente todos los
modelos, la obesidad es manifiesta en todos los depoésitos de grasa, mientras que
los machos de rata LOB, la grasa se acumula de forma selectiva en depdsitos
viscerales, pero no periféricos, como a veces ocurre en los humanos. Ademas, al
contrario que muchos otros modelos que presentan polifagia, la obesidad se
manifestaba a pesar del consumo normal de una dieta baja en grasas, que
curiosamente podia iniciarse en ratas LOB jovenes administrando una dieta elevada
en grasas. De nuevo en contraste con la mayoria de los modelos que muestran
resistencia a la insulina, las ratas LOB mantenian la sensibilidad a la insulina a pesar
de presentar una obesidad visceral masiva, lo que proporciona un valioso modelo
para la investigacion de enfermedades relacionadas con la obesidad (Wells S., et
al., 2003)

Varios estudios han sugerido que aunque la obesidad predispone a varias
enfermedades, no es la masa adiposa total sino la grasa abdominal excesiva el

mejor indicador de las consecuencias metabdlicas adversas, tales como la
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resistencia a la insulina, la intolerancia a la glucosa y la dislipidemia, asociada con
el sindrome metabdlico X. Para examinar esta relacion mas a fondo, se han
estudiado modificaciones genéticas de las dos formas del 11B-hidroxiesteroide
dehidrogenasa (11B-HSD). En contraste con el 113-HSD tipo 2, que inactiva los
glucocorticoides, el 11B-HSD tipo 1 regenera esta accién. Los ratones que
sobreexpresaban 11B-HSD-1 (Masuzaki et al. 2003, Masuzaki y Flier, 2003)
mostraban sintomas del sindrome metabdlico similares a los observados en
humanos, por ejemplo obesidad visceral, resistencia a la leptina e insulina,
dislipidemia e hipertension, mientras que los ratones sin ninguna mutacion en el gen
11B-HSD-1 mostraban un fenotipo resistente a la diabetes y resistencia a la

acumulacion de grasa visceral y a la insulina (Masuzaki y Flier, 2003).

6.1.4 Modelos poligénicos

Es obvio que en la mayoria de las circunstancias la obesidad y sus precursores
energéticos relacionados son normalmente rasgos multifactoriales o poligénicos,
que resultan de la accidon combinada de muchos genes e interacciones ambientales.
En los humanos, las mutaciones monogénicas son de limitada importancia cuando
consideramos el aumento de la epidemia de obesidad, ya que solo son aplicables a
unos pocos casos en la poblacién obesa. A la vista de estas evidencias, varios
programas de investigacion se han centrado en localizar la base poligénica de la
obesidad, y muchos de ellos han empleado modelos animales. A pesar de que a
menudo el fenotipo de un animal se mide facilmente, la identificacion de los genes
gue se encuentran bajo un rasgo puede ser un trabajo laborioso. Sin embargo,

comparado con estudios con humanos, el empleo de modelos animales es muchas
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veces mas rapido, ya que las técnicas mejoradas y algunos métodos mas agresivos
(como por ejemplo la diseccién corporal completa) permiten una descripcion precisa
del fenotipo. Ademés, se ha mejorado la capacidad de detectar loci de caracter
cuantitativo (QTL) utilizando modelos animales, gracias al mayor tamafo de las
familias y la estructura genealdgica mas controlada y formalizada. Aunque se han
utilizado varios modelos animales, tales como ratas, el ratén es la especie de
modelo genético mas comun, y recientes avances para determinar su mapa
genético han incrementado aun mas su uso. Normalmente, el mapa molecular se
compone de mas de 6500 marcadores micro satélites basados en la reaccion en
cadena de la polimerasa (Dietrich et al. 1996). Dado que el raton presenta una gran
homologia con otras especies de mamiferos, su uso para la localizacion de loci
genéticos es valiosisimo.

A la hora de localizar regiones del genoma responsables de fenotipos de
obesidad poligénica, el mapeo de QTL es una valiosa herramienta que rastrea el
genoma de un organismo para buscar asociaciones estadisticas entre informacion
fenotipica y los marcadores. Los QTL mapeados pueden ser el resultado de genes
individuales o de un numero de loci relacionados. Hasta la fecha, se han localizado
mas de 200 QTL de la obesidad en el raton, aunque muchos de ellos estan en la
misma region cromosOémica y podrian, por lo tanto, representar el mismo o los
mismos genes (Snyder et al. 2004). Los QTL son detectados normalmente en
entrecruzamientos de individuos pertenecientes a la generacion F2, que se
consiguen con mas éxito mediante el uso de dos poblaciones basales de animales
gue muestren grandes diferencias significativas en el rasgo en cuestion (Speakman

J., etal., 2008).
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Muchos rasgos relacionados con la obesidad son altamente hereditarios y por
lo tanto la seleccién de los dos genotipos extremos (elevado y bajo) dentro de una
linea lleva a caracteristicas divergentes. Las lineas divergentes son posteriormente
cruzadas para producir una poblacion F1 y después cruzada entre hermanos para
producir una poblaciéon F2 endogamica, que tipicamente exhibe una amplia
variacion fenotipica entre individuos. La informacion genotipica y fenotipica de
marcadores moleculares se utiliza para determinar asociaciones estadisticas entre
el fenotipo y areas del genoma, localizando QTL. Una ventaja clave de esta técnica
es que no requiere ningln conocimiento previo sobre la naturaleza biologica del
rasgo sometido a examen (Fisler y Warden 1997).

Los rasgos relacionados con la obesidad que se han seleccionado de forma
divergente a lo largo de muchas generaciones incluyen la masa corporal,
composicién corporal, nivel de ingesta, pérdida de calor y actividad espontdnea
(Swallow et al. 2001). Una lista detallada de aquellos en los que ha tenido lugar el
mapeo de QTL estéa disponible en Brockmann y Bevova (2002). La mayoria de los
QTL tienen sélo un pequefio efecto, sin embargo, otros contribuyen de manera mas
significativa. Por ejemplo, Fob2 explica el 19,5% de variabilidad en las lineas de
ratén seleccionadas por el porcentaje de grasa corporal.

En algunos casos se requiere intervencion ambiental, al exponer a los ratones
a una dieta elevada en grasas, para revelar propension o resistencia a la obesidad
en lineas seleccionadas o0 cepas endogamicas. Por ejemplo, las lineas
seleccionadas por Sharp et al. (1984) para consumo elevado y bajo de alimento,
muestran resistencia a la obesidad cuando se les administra una dieta elevada en

grasa mediante la reduccion de la ingesta de alimento para mantener el mismo
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consumo de energia que cuando se les administraba una dieta baja en grasa
(Hambly et al. 2005). Por el contrario, existen cepas endogdmicas de ratones que
presentan una elevada tendencia a la obesidad, por ejemplo, C57BL/6J (Johnston
et al. 2006). Mediante el cruzamiento de variedades que son propensas y
resistentes a la obesidad, pueden localizarse QTL que caracterizan obesidad
inducida por la dieta y que estan estrechamente unidos a la condicion humana.
Aunque el uso de las técnicas de mapeo QTL a menudo localiza nuevos genes
candidatos para rasgos de la obesidad que se convierten en objetivos para los
estudios genéticos con humanos, las investigaciones estan lejos de concluir. Deben
utilizarse todavia muchas nuevas lineas seleccionadas y variedades endogamicas
de ratdn, y explorarse su posible asociacion con la obesidad inducida por la dieta

(Johnston et al. 2006).

6.2 Modelos de obesidad inducidos por dieta rica en grasas

Muchas ideas sobre factores metabdlicos, hormonales y neurolégicos que
intervienen en el control de la homeostasis energética tienen sido obtenida de
ratones de cepas puras, transgénicos y knock-out. Sin embargo, un gran porcentaje
de la obesidad humana y de diabetes tipo 2 sigue un modo poligénico de herencia.
Por consiguiente, modelos de obesidad y diabetes inducida por dieta y han sido
desarrollado para investigar las enfermedades y para probar la eficacia de
compuestos terapéuticos para prevenir o revertir la obesidad, resistencia a la
insulina o diabetes (Van Heek M., et al., 1997).

Las investigaciones que llevan a cabo estudios de alimentacion en roedores

tienen que tener en cuenta varias condiciones importantes ya que la ingesta de
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alimento o el gasto de energia se ven influidos por una variedad de factores: la
eleccion y lo constante de las condiciones ambientales como la temperatura, la
duracion del ciclo luz/oscuridad, el nimero de animales por jaula o el sistema
alimentacion utilizado para las jaulas son de suma importancia. También, cualquier
manipulacion experimental influirhd en la actividad fisica y el comportamiento de
alimentacion. Por lo tanto, el control sobre éstas y otras condiciones ambientales
son importantes para minimizar la variabilidad los datos.

Otro factor que debe ser considerado es la edad de la animales en el que se
llevé a cabo un estudio. Es més eficaz de iniciar la alimentacién alta en grasas a
una edad temprana, pero también es importante tener en cuenta que el balance de
energia difiere en un animal joven en comparacion con los animales mas viejos. Por
ejemplo, las ratas en la edad puberal ganan rapidamente masa magra y muestran
diferentes caracteristicas metabdlicas en comparacion con ratas de edad avanzada,
gue puede a su vez estar perdiendo masa magra y obteniendo de la masa grasa
(Van Heek M., et al., 1997).

Otra variable importante es la duracion de la dieta productora de obesidad, que
entre mas largo es el periodo de alimentacion, mayor es el incremento de la
ganancia de peso corporal y, presumiblemente, la grasa corporal.

Otros factores importantes son la palatabilidad y textura de la dieta de eleccién.

Especialmente en ratas y ratones, las dietas hidratadas ya sea como geles o
en solucion promueven una mayor ganancia de peso corporal, en comparacion con
dietas secas, en polvo o granulados. Ademas, no hay considerable evidencia de
que las dietas de sabor dulce que contiene sacarosa, fructosa o sacarina promuevan

la hiperfagia y la obesidad en ratas y ratones (Van Heek M., et al., 1997).
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6.3 Formulacién de dietas altas en grasas

La composicion de una dieta de alta energia es de suma importancia para la
induccion de un fenotipo de enfermedad especifico.

Diversas dietas “altas en energia” con mayor contenido calérico, se han
utilizado para inducir la obesidad y enfermedades relacionadas en roedores y otros
animales.

Por lo general, la fuente de grasas y/o los hidratos de carbono, se enriquecen
o modifican, el colesterol contenido se puede aumentar 0 se pueden agregan
concentrados lacteos. Es ventajoso utilizar una dieta estandar purificada como base
para una dieta alta en energia en lugar de las dietas comerciales estandares, las
cuales se fabrican con altos contenidos de vegetales y puede contener
fitoestrégenos. Estos pueden ejercer actividades estrogénicas o anti-estrogénicos y
por lo tanto afectar a la progresion de la enfermedad metabdlica. En dietas
purificadas, cada nutriente es representado por un ingrediente y por lo tanto se
puede variar individualmente mientras que todos los otros ingredientes permanecen
sin cambios. Dietas personalizadas son ofrecidas por varios proveedores con su
formulacion estandarizada. Es importante cambiar s6lo un componente de la dieta
a la vez y mantener el resto de la dieta idéntica a la dieta de control sin modificar,

para permitir comparaciones entre grupos experimentales (Roel A., et al., 2015).

6.4 El raton C57BL/6J alimentado con dieta alta en grasas (Diet

Induced Obesity mouse: DIO mouse)



77

El estandar de oro para un modelo de obesidad inducido por dieta es el ratén
macho C57BL/6J. El ratébn C57BL/6J desarrolla un fenotipo obeso solo cuando se
le permite acceso ad libitum a una dieta alta en grasas, mientras que en una dieta
baja en grasas, C57BL/6J permanece normal. Cuando se compara ratones
C57BL/6J con otras cepas tales como el ratébn A/J o el C57BL/KsJ, éstos son
relativamente resistentes al efecto de alimentarlos con una dieta alta en grasas. La
obesidad en ratones C57BL/6J es el resultado de hipertrofia e hiperplasia del
adipocito. La grasa acumulada en los C57BL/6J es depositada selectivamente en el
mesenterio. C57BL/6J exhibe un mayor aumento de peso por unidad de energia
ingerida (tasa de eficiencia alimentacion) y, la capacidad de la energia ingerida para
ser metabolizada (eficiencia metabodlica) es menor en ratones C57BL /6J
alimentados con una dieta alta en grasas en comparacion con los ratones control.
El aumento de peso observado en ratones C57BL/6J puede por lo tanto, no ser
plenamente explicada por el aumento de la ingesta de energia, sino que también es
causada por una tasa metabdlica reducida (Tanya Y., 2007).

Ademas de las caracteristicas tipicas de obesidad desarrolladas en el raton
C57BL/6J bajo una dieta alta en grasas, éstos desarrollan gradualmente resistencia
a la insulina, intolerancia a la glucosa, hiperglucemia leve a moderada, dislipidemia,
hipo-adiponectinemia, resistencia a la leptina/hiperleptinemia e hipertension.

En cuanto a la adiposidad central, el curso progresivo de desarrollo de la
diabetes, asi como la interaccion de componentes nutricionales y variables
genéticas de ratones C57BL/6J es estrechamente paralela a la progresion de las

formas comunes de la enfermedad en humanos (Tanya Y., 2007).
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Tipicamente, machos C57BL/6J son alimentados con una dieta alta en grasas
que contiene 40-60% de las calorias derivadas de la grasa (dieta control 5-10% de
grasa), durante 8-16 semanas. El fenotipo diabético en raton el C57BL/6J es
evidente después de un mes de comer una dieta rica en grasas: la glucosa
plasmatica basal e insulina se elevan y pruebas de tolerancia a la glucosa muestran
disminucién en la eliminacién de la glucosa desde la sangre y alteracion de la
secrecion de insulina. A las 16 semanas, ratones C57BL/6J desarrollan una masa
grasa que aumenta en un 93% (Soérhede W., et al., 2004).

Se ha demostrado en numerosos estudios que el modelo de raton DIO
C57BL/6J es adecuado para experimentar nuevas intervenciones terapéuticas.
Diversos farmacos antidiabéticos, tales como las tiazolidinedionas (TZD),
inhibidores DPP-1V, asi como las drogas anti-obesidad tales como antagonistas del
receptor CB1 ejercen la eficacia in vivo en el raton DIO (Sérhede W., et al., 2004).

Al comparar diferentes especies de modelos de obesidad como lo son la rata
y el raton, el raton DIO presenta la desventaja de su tamafio mas pequefio que las
ratas que conduce a limitaciones experimentales. La induccion de la obesidad y la
resistencia a la insulina se produce mas rapido en el ratdbn C57BL/6J, que también
desarrolla la hiperglucemia a una grado mas pronunciada en comparacion con la
rata. Por lo tanto, el raton DIO C57BL/6J es un modelo robusto que puede ser usado
para estudios mecanisticos y como una herramienta para el nuevos sustancias
terapéuticas. En cuanto a las pruebas de drogas de rutina, varios aspectos deben
ser considerados, tales como la estandarizacion del modelo, duracion y costo-
eficacia, el beneficio clinico esperado, y por ultimo pero no menos importante la

aceptacion del modelo por la comunidad cientifica. En este sentido, el raton DIO es
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ciertamente el mas estandarizado, mas rapido y mejor modelo aceptado en este
sentido (Surwit M., et al., 1995).

A medida que el desarrollo de la obesidad y la diabetes tipo 2 estan
progresando a un porcentaje cada vez mayor en las poblaciones de las sociedades
occidentales y los paises en desarrollo, hay una gran necesidad de modelos
relevantes de la diabetes tipo 2, sindrome metabdlico y obesidad. A pesar de tener
un modelo animal que imita todas las condiciones humanas, éste no es realista; los
modelos de obesidad inducidos por dieta descritos anteriormente son herramientas
importantes para la investigacion, la interaccion entre la influencia del cambio del
ambiente y los antecedentes genéticos, los cuales son invaluables para futuras
investigaciones para orientar y poner a prueba las intervenciones terapéuticas en

ensayos preclinicos (Surwit M., et al., 1995).

6.5 Modelo de raton C57BL/6 de Obesidad inducida por dieta con

alimentos formulados por Research Diet Inc.

En 1995 se desarrollaron dietas altas en grasas con el fin de crear un modelo
de obesidad inducido por dieta alta en grasas en modelos de raton. Fue asi como
West et al. (1992) y Surwit et al., (1995) necesitaban crear una dieta con un alto
contenido en grasas (45% de grasas), la cuales provenian de manteca de cerdo,
desarrollando un pellet sélido que permitia evaluar estudios de ingesta de alimentos.
Fue asi como Research Diet Inc. presento varias formula preliminares para su
estudio y se establecio la dieta D12451 como la dieta estandar alta en grasas (HFD
de su nombre en inglés High Fat Diet) y su control D12450 como la dieta control

(10% grasas) (LFD de su nombre en inglés Low Fat Diet).
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La publicacion del descubrimiento de la leptina por Zhang y Friedman et al.
(1995) cred el interés mundial en este nuevo péptido como una herramienta para la
investigacion y el descubrimiento terapéutico para la obesidad y sus trastornos
relacionados. La dieta D12451 HFD, no sélo genera el fenotipo hipétesis en su
primer estudio, sino también ayudd a los investigadores a descubrir, investigar y
describir el fendmeno de la resistencia a la leptina. Los resultados de este estudio
inicial y la descripcion de la utilizacion de estas dos dietas, se presentan en el
documento de Van Heek et al. (1997), "Ratones obesos dieta inducidos desarrollan
resistencia periférica a la Leptina, pero no una resistencia central”.

Segun revisiones bibliograficas hechas por Diet Research Inc., mas de
1.000.000 de kilos de estas dietas se ha enviado a cientos de investigadores, que
trabajan en 766 instituciones independientes en 58 paises (Australia, Bélgica,
Canada, Chile, China, Colombia, Republica Checa, Dinamarca, Finlandia, Francia,
Alemania, Hungria, India, Irlanda, Israel, Italia, Japon, México, Paises Bajos, Nueva
Zelanda, Noruega, Polonia, Portugal, Escocia, Singapur, Corea del Sur, Espafa,
Suecia, Suiza, Turquia, Reino Unido y Estados Unidos, y mas), lo que significa que
estas dietas se han convertido en el estandar para la investigacién en el campo de
la obesidad, la diabetes y el sindrome metabdlico. Mediante el uso de estas dietas
estandares, los investigadores tienen una amplia gama de datos de referencia a
partir de una base de datos de publicaciones de investigacion usando estas dietas

que se expande permanentemente.
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7 Dietay composicion de la microbiota intestinal

La microbiota intestinal humana esté influenciada por diversos factores, siendo
la dieta un factor muy importante (Figura 9). Los componentes de los alimentos que
son indigeribles para las enzimas humanas (por ejemplo la fibra), proporcionan
sustrato para el metabolismo microbiano intestinal. Como las bacterias estan
especializadas en la fermentacion de diferentes sustratos, las dietas mas complejas
pueden proporcionar una amplia gama de promotores del crecimiento y factores
inhibidores del crecimiento para diferentes filos de bacterias (Graf D., et al., 2015).
Ademas, los productos finales de metabolismo bacteriano, especialmente las
vitaminas y los &cidos grasos de cadena corta (AGCC), son vitales para la salud
humana. Como la mayoria de estos productos de metabolismo bacteriano intestinal
tiene efectos promotores de la salud, se intenta identificar patrones dietéticos que
aumenten la diversidad bacteriana y promover el crecimiento de bacterias

beneficiosas (Flint H., et al., 2012).
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Figura 9. Factores que influencian la composicion de la microbiota intestinal humana, con especial
énfasis en la dieta. (Draf D., et al., 2015)

La dieta “occidental” de las personas que viven en los paises occidentales,
también llamada comida rapida, es por lo general mas bien baja en fibra y
proporciona una alta cantidad de grasa y carbohidratos refinados en comparacion
con la dieta de las personas que viven en zonas rurales. Varios estudios compararon
la microbiota intestinal de los estadounidenses o europeos con los de africanos o
sudamericanos (De Filippo C. et al., 2010; Yatsunenko T. et al., 2012; Schnorr S. et
al., 2014). Las diferencias en la composicion de la microbiota intestinal ya estaban
presente entre bebés de 6 meses de edad en los de Malawi en comparacion con
bebés finlandeses de la misma edad (Schnorr S. et al., 2014). Esto esta de acuerdo
con los resultados de Yatsunenko et al. (2012), que determinaron la composicion de

la microbiota intestinal de voluntarios de 0 a 70 afios de edad de Venezuela, Malawi
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y Estados Unidos, informando que, independientemente de la edad, la composicion
de la microbiota intestinal se encuentra agrupada de acuerdo al pais. Las muestras
de Malawi y Venezuela eran bastante similares, en comparacion con las muestras

de los Estados Unidos.

8 La microbiota intestinal y su impacto en el desarrollo de la obesidad

En la actualidad existe cierta controversia en cuanto a si la microbiota que
coloniza el intestino humano esta involucrada o no en el desarrollo de la obesidad.
La microbiota intestinal se sabe que desempefia funciones bioquimicas esenciales
tales como la obtencién de energia a través de la dieta y la sintesis de vitaminas y
otros componentes absorbibles (Tehrani A. et al., 2012). Sin embargo, los
desequilibrios en el composicion de la microbiota intestinal se han asociado con la
aparicion de resistencia a la insulina y aumento del peso corporal (Cani, 2008).

Existen numerosos mecanismos propuestos para la regulacion de la obesidad
por parte de la microbiota intestinal, entendiendo que existen muchos otros que aln
no han sido del todo entendidos. En este sentido, la microbiota intestinal participa
de forma activa en la absorcion de nutrientes, en el mantenimiento de la funcién de
barrera de la pared intestinal y el control saciedad a través de la participacion en la
regulacion de la secrecién de diversas hormonas. Todos estos factores participan
en una mayor 0 menor proporcion en la regulacion de la lipogénesis y por ende en
el desarrollo de la obesidad (Bonakdar, 2012).

La biomasa microbiana intestinal incluye aproximadamente 104 bacterias que

residen normalmente en el tracto gastrointestinal, alcanzando un niumero de células
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microbianas que excede en gran medida el nimero de células humanas. El genoma
colectivo de estos microorganismos (la microbiota) contiene millones de genes en
comparaciéon con aproximadamente 20.000 a 25.000 genes del genoma humano
(Graf D. et al., 2015). Esta "fabrica" microbiana contribuye a una amplia gama de
funciones bioquimicas y metabdlicas que el cuerpo humano no podria realizar de
otro modo (Neish, 2009). A pesar de que los cambios inducidos por la dieta en la
microbiota intestinal se producen en un corto periodo de tiempo (3-4 dias después
de un cambio de dieta), estos cambios son facilmente reversibles.

La idea de la presencia de una poblaciéon microbiana intestinal obesogénica
emergié cuando Ley et al., en el afio 2005 descubrieron que el fenotipo de la
obesidad puede ser transmitido a través del trasplante de microbiota intestinal en
ratones (Hannelore D. et al., 2014), los cuales confirmaron estas observaciones en
individuos obesos humanos (Ley R. et al., 2006). No obstante, la naturaleza exacta
del cambio de filos en la microbiota intestinal asociado a obesidad aun es
controvertida (Duncan S. et al., 2007; Schwiertz A. et al., 2010). Sin embargo, varios
estudios han mostrado asociaciones entre diversidad bacteriana y el IMC, la
adiposidad, la dislipidemia y la resistencia a la insulina (Burcelin R. et al., 2012;
Nicholson J. et al., 2012). La dieta es uno de los diversos factores a los que
responde la microbiota intestinal (Power S. et al., 2013). En los animales, una dieta
alta en grasas (HFD) se traduce en el aumento de los phylos Bacteroidetes y
Firmicutes (Serino M. et al., 2012; Muijico J. et al., 2013).

La evidencia reciente sugiere que la microbiota intestinal afecta a la
adquisicion de nutrientes, almacenamiento de energia, y a una gran cantidad de

vias metabolicas del huésped (Nicholson, 2012). Hallazgos recientes plantean la
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posibilidad de que la microbiota intestinal tenga un papel importante en la regulacion
del peso y en este sentido puede ser en parte responsable del desarrollo de la
obesidad. En los ultimos afios, la capacidad de obtener una imagen completa de las
comunidades microbianas del intestino, ha mejorado por la introduccion de técnicas
moleculares independientes de los cultivos microbiologicos, basadas en la
secuenciacion del gen ribosomico ARNr 16S. Jumpertz et al. en el 2011 realizé un
estudio de balance energético en pacientes hospitalizados, 12 sujetos delgadosy 9
obesos, que consumieron 2 dietas caléricas distintas durante breves periodos de
tiempo (Jumpertz, 2011). Estos investigadores al mismo tiempo monitorearon la
microbiota intestinal mediante la realizacion de estudios de piro-secuenciacién de
genes de ARNr 16S bacterianos presentes en las heces y midiendo las calorias
ingeridas y eliminadas por las heces mediante bomba calorimétrica. Este estudio
mostrd que la carga de nutrientes alterada (es decir, calorias altas vs. calorias bajas)
indujo cambios rapidos en la composicion bacteriana de la flora intestinal humana,
y estos cambios se correlacionaron con la pérdida de energia en las heces de
personas delgadas. Proporciones elevadas de Firmicutes y las correspondientes
reducciones en los Bacteroidetes se asociaron con un aumento de almacenamiento
energético de aproximadamente 150 kcal. Estos datos apuntan a una fuerte relacién
entre la composicién de la microbiota intestinal y la absorcion de nutrientes en
humanos; dichos estudios deben ser confirmados con mayor nimero de pacientes.

La microbiota intestinal es muy importante en el mantenimiento de la funcion
tanto gastrointestinal como inmunoldgica, ademas de ser crucial para la digestion
de nutrientes, lo cual ha sido confirmado por estudios en ratones libres de gérmenes

(Tilg H., 2011). Las funciones metabdlicas importantes de la microbiota intestinal
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incluyen catabolismo de las toxinas y agentes carcindgenos, sintesis de los
micronutrientes, fermentacién de sustancias alimenticias no digeribles y absorcién
de electrolitos y minerales. Ademas, la produccion de acidos grasos de cadena corta
(AGCC) por parte de la microbiota intestinal afecta el crecimiento y la diferenciacion
de los enterocitos y colonocitos. Las diferencias en las actividades metabdlicas de
la microbiota intestinal pueden contribuir a variaciones en la extraccion de calorias
ingeridas de sustancias alimenticias, almacenamiento de calorias en el tejido
adiposo, y la disponibilidad de energia para la proliferacion microbiana. Tales
diferencias en la microbiota intestinal son también responsables de la variacion de
la capacidad de un individuo para obtener energia, explicando los aspectos de la
obesidad. Las diferencias en la composicion microbiana intestinal y su eficiencia
metabdlica pueden ser responsables de la predisposicion de un individuo a los
trastornos metabdlicos como la obesidad y la diabetes (Kallus S., 2011).

Las bacterias comienzan la colonizacion del intestino estéril del lactante en las
primeras horas después del nacimiento, pasando por una sucesion bacteriana hasta
una microbiota adulta consolidada que se establece después del destete. En los
nifos de seis meses de edad, se han identificado grupos dominantes de la
microbiota fecal tales como: Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria,
Verrucomicrobia y menor abundancia de Proteobacteria y bacterias aerébicas Gram
negativas (Favier et al., 2002; Palmer C. et al., 2007). La microbiota fecal de los
individuos adultos es Unica y altamente estable en el tiempo y su composicion en
parte esta determinada por la genética del individuo (Zoetendal E. et al., 2001).

Distintos estudios han revelado que existe una relacion entre microbiota

intestinal y el metabolismo en el ser humano. Actualmente se ha demostrado que
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los microorganismos intestinales pueden modificar el metabolismo del huésped a
través de distintas vias de sefalizacion en el intestino, con efectos sobre la
inflamacion, resistencia a la insulina y depésito de grasa (Ley, 2010). La obesidad
se ha asociado a aumento en la abundancia relativa de Firmicutes y reducciones
proporcionales en la abundancia de Bacteroidetes, en la composicion de la
microbiota intestinal de ratones genéticamente obesos. Ademas, de una mayor
proporcién de Archaea (Ley R. et al., 2005).

Actualmente, el tratamiento y prevencién de la obesidad incluye el uso de
farmacos, intervenciones quirdrgicas y control dietario, los cuales, aun en conjunto
no logran contrarrestar adecuadamente el aumento de peso de los pacientes. Es
por eso que se ha puesto énfasis en el control de la microbiota intestinal, ya que al
parecer, muchos de los diferentes factores que participan en el desarrollo de la
obesidad confluyen en una modificacion de ésta (Kang Y., 2013).

Asi, es claro que la discusion respecto al rol de la microbiota intestinal sobre
el control de peso corporal y su potencialidad como blanco terapéutico en el manejo
de la obesidad es aun un tema de debate. Sin embargo, el estudio de cepas
probidticas humanas autéctonas, en particular de Lactobacillus salivarius LPLM-O1,
sobre la regulacion del peso corporal, contribuiria al debate y ayudaria a la mejor

comprension de las propiedades probiéticas de esta cepa bacteriana.

9 Definicion de probidticos
Existen numerosas definiciones de probidticos y se han ido actualizando desde
el Primer Consenso de Probidticos el afio 2001 en Argentina y la mas usada

actualmente es “microorganismos vivos que cuando se administran en cantidades
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adecuadas confieren un efecto beneficioso a la salud del hospedero (Guarner F.
Consensus statements from the Workshop "Probiotics and Health: Scientific

Evidence", 2010).

Es importante saber que los probioticos deben cumplir ciertas caracteristicas
para ser denominados como tal, como por ejemplo:

v deben estar correctamente identificados debido a que los efectos
saludables demostrados para una cepa microbiana especifica no son extrapolables

o0 atribuibles a otras cepas de la misma especie,

v carecer de factores de virulencia

v no tener la capacidad de producir metabolitos indeseables,

v mostrar tolerancia a las condiciones del entorno donde ejercen el
beneficio, y

v que se verifigue su funcionalidad probidtica en ensayos de

intervencién en modelos animales y humanos (Guarner F., 2010).

La evidencia existente indica que estas bacterias confieren beneficios en el
manejo o la prevencion de algunas enfermedades del tubo digestivo, de
enfermedades con base inmunitaria y algunas alteraciones metabdlicas (Marteau,
2002). El origen de las bacterias probiéticas es principalmente la microbiota del
colon, la vagina o la leche materna de los seres humanos, asi como del medio
ambiente, y muchas de sus propiedades derivan de haber coexistido con el Homo
sapiens por cientos de miles de afios en un comensalismo que fue estimulado por

su inocuidad (Wilson M., 2005).
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En un estudio de Collado et al., 2009 efectuado en muestras de leche de 50
madres se detectd mediante PCR cuantitativa en tiempo real, (QRT-PCR) la
presencia de diversos géneros o conjuntos (clusters) de bacterias que incluian
predominantemente  Staphylococcus,  Streptococcus, Bifidobacterium, vy
Lactobacillus ademas de Enterococcus y Clostridium XlIXa-XIVb, y con frecuencias
mas bajas de Bacteroides y Clostridium cluster IV sélo en dos muestras. Los
recuentos totales de microorganismos expresados como logaritmo decimal de los
equivalentes de genoma por mililitro fueron 6,03 £ 0,75 (aproximadamente un millén
de microorganismos por mL) (Collado M. et al., 2009). La composicion de esta
microbiota varia dependiendo de la etapa y duracién de la lactancia; por otra parte,
la microbiota del calostro es diferente de aquella presente en la etapa de lactancia
madura o de los meses finales del proceso. La microbiota de la leche materna
depende también del estado nutricional de la madre y es menos diversa en las
mujeres obesas (Cabrera-Rubio R. et al., 2012).

En la leche materna han sido detectadas cepas de probi6ticos exdégenos que
han sido administrados por via oral a la madre, como por ejemplo Lactobacillus
reuteri ATCC 55730 (Abrahamsson T. et al., 2009). De las especies de
Bifidobacterium aisladas de la leche materna algunas tienen caracteristicas de
probiéticos al ser evaluadas respecto de su capacidad de resistir los efectos del
acido clorhidrico y la bilis, de su capacidad de inhibir el crecimiento de patdégenos y
de adherirse a lineas celulares derivadas de los enterocitos y a la mucina intestinal
de lactantes; ademas no se detectan en su citoplasma factores de virulencia
transmisibles (plasmidios). Arboleya et al. (2011) identificaron en la leche humana

Bifidobacterium longum, B. lactis, B. animalis y B. catenulatum, entre otros, con
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recuentos del orden de 10* UFC por mL; también fueron identificadas
frecuentemente algunas especies de bacterias Gram positivas con recuentos que
fueron similares o incluso algo superiores a los de algunas de las especies de
bacterias antes nombradas (Zivkovic, 2007). Si se tiene en cuenta que una nodriza
le suministra a su hijo diariamente un volumen aproximado de 1000 ml de leche,
quiere decir que en el intestino de éste Ultimo se siembran cada dia 107
microorganismos que pertenecen a distintas superfamilias, géneros, especies y
cepas; queda por saber si este proceso sigue verdaderamente un plan
preestablecido y, de ser asi, qué factores rigen su progreso y cuéles son sus blancos
y receptores en el tubo digestivo del lactante.

Recientemente Gronlund et al. (2011) observo que al mes y a los 6 meses
después del parto, tanto la similitud como la diversidad de las poblaciones de
bifidobacterias fecales estaba aumentada en las parejas madre-hijo, en especial
para Bifidobacterium bifidum, cuando las madres habian recibido por via oral
combinaciones distintivas del perfil de probiéticos, siendo que estos agentes habian
tenido poco efecto sobre las otras poblaciones de bifidobacterias del hijo (Grénlund
M. et al., 2011).

Un aspecto que recientemente ha recibido atencion es el origen de las
bacterias detectadas en la leche materna. Donnet-Hughes et al., demostr6 en ratas
que durante la lactancia se produce la migracion de células dendriticas que
contienen bacterias de origen colénico desde las placas de Peyer a los nodulos
linfaticos mesentéricos, desde donde migrarian a la glandula mamaria a traves de
la circulacion sanguinea y los vasos linfaticos. Este mismo grupo de investigadores

demostré que en la circulacion sanguinea de mujeres embarazadas transitan
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monocitos cuyo citoplasma contiene bacterias vivas sin inducir sintomas de
bacteremia; ademas, en las células acinares de la glandula mamaria se detectaron
bacterias o su material genético. Este fendmeno seria caracteristico del embarazo
y la lactancia y estimularia el imprinting inmune de la glandula mamaria (Donnet-
Hughes A. et al., 2010).

Se ha postulado que las bacterias de origen colonico podrian formar bio-
peliculas en los galactéforos, desde los que se vaciarian al flujo de leche materna
durante el amamantamiento. Se desconoce cudl seria la evolucion de todo este
sistema con el destete, cuando se produce la involucion de acinos y galactoforos.

La colonizacién del intestino del recién nacido parece seguir una secuencia
que ha sido estudiada en detalle, aunque muchos de sus determinantes no han sido
elucidados. En las primeras 24 a 72 horas después del parto el lumen del colon
contiene una cierta cantidad de oxigeno y es colonizado por enterobacterias Gram-
negativas provenientes de la microbiota fecal materna. Estas bacterias consumen
el oxigeno y generan un ambiente anaerobio favorable para el desarrollo de los
anaerobios que pasan a constituir la microbiota dominante de los nifios alimentados
en forma exclusiva con leche materna, con predominio de los lactobacilos y
bifidobacterias y recuentos bajos de Bacteroides y enterobacteriaceas. Cuando el
nifio es destetado, su microbiota residente comienza a parecerse a la de los adultos,
con aumentos del numero y variedad de sus especies bacterianas y cepas y entre
el primero y el segundo afios de vida llega a una composicion estable (Turnbaugh
P. et al., 2009). Sin embargo, pese a la diversidad detectable en la composicioén de
la microbiota de los diversos individuos, a nivel metagendmico existe un nucleo

comun de especies cuya composicibn es mas 0 menos constante, que tiene
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capacidades que le permiten realizar y regular funciones metabdlicas importantes
(Vael C. y Desager K., 2009).

Se ha postulado que la colonizacién inicial del intestino del recién nacido por
bacterias fecales de origen materno y por aquellas provenientes de su leche
materna cumple la mision de instruir al sistema inmune del lactante, desviando su
patron de reaccion inmunitaria desde el perfil Thz, (propio de la etapa intrauterina y
que genera propension a manifestaciones alérgicas) hacia el perfil Thi, mas
maduro, que se asocia con la manifestacion de tolerancia inmune y genera
respuestas de tipo inflamatorio normal si es necesario. Ademas, bacterias de la
microbiota intestinal potencian la calidad de la funcién de barrera de la mucosa
intestinal asi como la produccion de mucina por las células caliciformes, estimula la
sintesis de péptidos con actividad antimicrobiana por las células de Paneth y el
desarrollo del tejido linfatico asociado con el tubo digestivo, GALT (por sus iniciales
en inglés, Gut-Associated Lymphoid Tissue) (Wilson M., 2005).

Un aspecto que también ha merecido atencion recientemente es la posible
relacion entre la microbiota colénica y la obesidad. La obesidad esta asociada con
cambios de la microbiota residente, con disminuciones de los miembros del filum
Bacteroidetes y aumento del filum Firmicutes (Ley R. et al., 2006). Se ha postulado
que esta microbiota tendria una mayor capacidad de extraer energia de las
fracciones no digeribles de los nutrientes que llegan al colon (Turnbaugh P. et al.,
2006). Cuando los obesos pierden peso, la relacion entre los dos filos se normaliza,
con aumento de los Bacteroidetes y descenso de los Firmicutes (Ley R. et al., 2006),
lo que guarda relaciéon con la magnitud de la pérdida de peso y no con la

composicidon de la dieta. Cambios semejantes de la proporcidén entre Firmicutes y



93

Bacteroidetes han sido observados en la flora del colon de obesos en Chile, quienes
también presentaban hallazgos de laboratorio de la existencia de un proceso
inflamatorio de baja intensidad evidenciado por el aumento de la proteina C-reactiva
circulante (Brignardello J. et al., 2010). Sin embargo, no se conoce con precision si
esta asociacion es un fendbmeno que tiene una relacién causal o es parte de un
proceso respecto de cuyo significado la informacion de que se dispone es escasa y
aislada.

Es importante mencionar que a partir del nacimiento en el tubo digestivo del
recién nacido se va estableciendo una microbiota bacteriana intestinal que va
evolucionando con el tiempo hasta alcanzar su madurez, es decir, una composicion
de sus filos, géneros, especies y cepas similar a la de los adultos. Esta microbiota
es modulada por diversos factores que modifican su composicion: la microbiota
coldénica y vaginal maternas, el medio ambiente de la sala de parto, las bacterias de
la leche materna, las bacterias de los alimentos no lacteos después del destete y
los contactos con otros seres humanos. Diversos farmacos (como los antibiéticos),
alimentos y nutrientes (como el hierro, el zinc y los ndcleotidos), moléculas
indigeribles y fermentables (prebibticos, mucinas) y por ultimo bacterias agregadas
a alimentos o administradas en preparaciones farmacéuticas (los probioticos)
pueden modular en algin momento u otro la composicién de dicha microbiota y
ejercer diversos efectos favorables para quien los consume.

Entre los microorganismos comunmente empleados como probidticos se
encuentran las bacterias acido lacticas, que se agrupan en una gran cantidad de
géneros que incluyen un considerable nUmero de especies. Las cepas utilizadas

generalmente pertenecen a especies de los géneros Lactobacillus, Enteroccocus y
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Bifidobacterium. Una caracteristica de los microorganismos considerados
probidticos es que son bacterias aisladas desde el tracto gastrointestinal u glandula
mamaria desde individuos saludables y son nuevamente introducidas al organismo

a través de un vehiculo alimenticio (Amores, 2004).

10 Cepa probiotica Lactobacillus salivarius LPLM-O1

Con el objetivo de caracterizar poblaciones bacterianas con propiedades
probidticas, varias cepas de lactobacilos fueron aisladas desde leche materna de
mujeres chilenas sanas (Jara S. et al., 2011). De ese estudio la cepa probibtica
LPLM-O1, denominada asi por ser un lactobacilo probiético de leche materna,
presenta numerosas caracteristicas probiéticas dentro de las que presenta una
marcada inhibicion de patégenos nosocomiales, alta hidrofobicidad, rapido
crecimiento en medios de cultivo comerciales; resistencia a procesos
biotecnologicos como alta resistencia al secado, facil inclusibn en matrices o
formulaciones y una alta resistencia a almacenamientos prolongados sin pérdidas
significativas de su viabilidad y propiedades probidticas. La cepa probiética LPLM-
O1 corresponde a un Lactobacillus salivarius segun secuenciacion 16s de ARN

ribosomal.
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II. HIPOTESIS

La suplementacion dietaria con la cepa probidtica LPLM-O1 aislada de leche
materna humana mejora los cambios metabdlicos y morfométricos asociados a

incremento de peso en un modelo de obesidad murina inducida por dieta.
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[ll. OBJETIVOS

1. Objetivo general

Evaluar in vivo el efecto de la suplementacion dietaria con una bacteria
probiotica (LPLM-O1) aislada de leche materna humana sobre los parametros

metabdlicos y morfométricos de un modelo de obesidad murina inducida por dieta.

2. Objetivos especificos

1. Estandarizar un modelo murino de obesidad inducido por dieta.

2. Medir el efecto de la administracién oral de LPLM-O1 sobre la ganancia de

peso inducida por dieta rica en grasas.

3. Cuantificar el efecto de la administracién oral de LPLM-O1 sobre parametros
bioquimicos clinicos e inflamatorios en el modelo murino de obesidad inducido por

dieta.

4. Valorar el efecto de la administracion oral de LPLM-O1 sobre la tolerancia a la

glucosay la respuesta a insulina en modelo murino de obesidad inducido por dieta.
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IV. MATERIALES Y METODOS

1. Animales y tratamiento.

50 hembras y 32 machos de la cepa murina C57BL/6 de 10-12 semanas de
edad (ISP, Santiago) fueron mantenidos en el vivero de la Facultad de Farmacia de
la Universidad de Concepcion bajo ciclos luz/oscuridad de 12 horas y temperatura
ambiente de 25+1°C. Se mantuvo 4-6 animales por caja con ambiente enriquecido
(conos de carton y papel tissue para anidaje). Los animales fueron alimentados ad
libitum con dieta murina D12450H (10% grasa; Low fat diet: LFD. Open Source
Diets; Research Diets, Inc. New Brunswick, NJ USA) en pellet. La reposicién de

agua se realizé cada 2 dias y los cambios de viruta 1 vez por semana.

Tras un periodo de aclimatacion de 2-3 semanas, los animales fueron
randomizados segun parametros de peso, glicemia y trigliceridemia. Fueron
divididos en 2 grupos (15 — 25 individuos por grupo segun sexo) y alimentados con
dieta LFD o D12451 (45% grasa,; High fat diet: HFD. Open Source Diets; Research
Diets, Inc. New Brunswick, NJ USA) en pellet, segun protocolo, y libre acceso al

agua.

Tras evidenciar un incremento significativo en peso entre el grupo LFD y HFD
(~30%), cada grupo segun dieta y sexo fue aleatorizado segun peso y glicemia basal
en dos subgrupos (n=10-12 c/u), uno de los cuales fue tratado con placebo (gelatina
de ardndano) y otro con placebo suplementado con 1 x 10° UFC/g de Lactobacillus
salivarius cepa LPLM-O1. Se evalu6 el consumo de alimento diariamente y el peso

de animales semanalmente (Figura 10).



Vo]

8

EVALUACIGN METABOLICA
ALEATORIZACION 1 Control de peso Diferencia de peso
e semanal superior al 30%

\Q\ ACONDICIONAMIENTO I
y| 45

ALEATORIZACION 1
rese

Control de peso Diferencia de peso Glicemiabasa

Testde Toleranciaalaglucosacral

Testde respuesta 2 lainsulina 1P

[ [ | EVALUACION METABOLICA
‘ semanal superior al 30%

84 44
YR

Figura 10. Modelo murino de obesidad inducida por dieta rica en grasas.

La gelatina de arandanos fue desarrollada en el Laboratorio de Procesos Bioldgicos
de la Facultad de Ingenieria Quimica de la Universidad de Concepcion. La
concentracion de 1 x 10° UFC/g L. salivarius LPLM-O1 fue determinada segun
estudios previos y corresponde a una concentracion que permite la deteccion del

probidtico vivo en las fecas de los animales que lo consumieron.

2. Paradmetros bioquimicos

Las diferentes evaluaciones bioquimicas y metabdlicas realizadas durante el
protocolo se cifieron al esquema presentado en la Figura 11. Las tomas de muestra
de sangre para randomizacion se realizaron tras ayuno de 8 horas con libre acceso
al agua dentro del ciclo de oscuridad. Se obtuvo una muestra sanguinea (~ 400uL)

desde ratones adormecidos en campana de isoflurano
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Figura 11. Modelo de evaluacion de LPLM-O1 sobre la ganancia de peso en modelo de obesidad
inducido por dieta rica en grasas.

(Forane ®, Baxter) via puncion retro-orbital con capilares del micro-hematocrito
heparinizados. Los animales fueron adormecidos individualmente. Se realiz6
paralelamente la toma de peso y evaluacién de glicemia (tiras Accu-chek®
Performa, Roche; sistema de automedicion de glucosa en sangre OneTouch Ultra2,
Johnson & Johnson Medical). Las muestras de sangre se mantuvieron en hielo
hasta su procesamiento. Alicuotas de suero/plasma fueron obtenidas tras

centrifugar las muestras de sangre a 6000 rpm por 10 minutos a 4°C.

La determinacion de pardmetros bioguimicos se adapto a sistema de medicion
fotométrica en microplacas. Brevemente, para la determinacion de glucosa,
colesterol total y triglicéridos 2uL de suero fueron depositados en microplacas de 96
pocillos (Pro-bindTM Flat bottom polystyrene assay plates, 96 well, flat bottom,
Falcon®; Beckton Dickinson. NJ USA) y mezclados con 200uL de reactivo (Gluosa-
LS (GOD-PAP); Colesterol Total-LS (CHOD-PAP); Triglicéridos-LS (GPO-PAP);

Valtek Diagnostics), respectivamente. Tras incubacion de 10min a temperatura
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ambiente se midié la absorbancia a 490nm (Synergy 2, Biotek). El calculo de
concentraciones para cada muestra se determind usando el factor de conversion
obtenido por la razén entre la concentracion del analito y la absorbancia respectiva
de suero calibrador (Valtrol C, Valtek Diagnostics). La cuantificacién de glutamico-
oxalacético (GOT) y glutdmico-piravico (GPT) transaminasas, se realizd por
ensayos cinéticos usando microplacas UV-transparentes (Costar UV plate, 96 well
flat bottom; Corning Inc. NY USA). Trabajando sobre hielo, 20uL de suero fueron
mezclados con 200uL de reactivo de trabajo de la enzima correspondiente
compuesto por una proporcion 5:1 v/v de reactivo 1: reactivo 2 (GOT-LS (IFCC) y
GPT-LS (IFCC); Valtek Diagnostics). Luego, la placa fue medida a 340nm a 30°C
cada 40 segundos durante 6 minutos. El célculo de actividad enzimética para cada
muestra se determin6 multiplicando el factor de conversion, obtenido por la razén
entre la actividad enzimética nominal respectiva y el promedio del cambio de
absorbancia cada 40 segundos en el suero calibrador (Valtrol C, Valtek
Diagnostics), con el promedio del cambio de absorbancia cada 40 segundos de
cada muestra. No fueron consideradas los cambios de absorbancia entre 0 y 80

segundos, considerada la fase lag de la reaccién.

El control de calidad de los ensayos se realiz6 midiendo paralelamente
muestras de sueros controles valorados (Valtrol N, Valtrol P; Valtek Diagnostics). La
medicién fue aceptada si los valores del analito respetivo en los sueros control se

encontraba dentro del rango de tolerancia.

La cuantificacién de insulina (Rat/mouse Insulin ELISA Kit, Millipore), leptina

(R&D Sysytems, Minneapolis, MN), interleuquina 6, TNF-alpha (Mouse IL-6, mouse
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TNFalpha, Ready Set Go!, Bioscience) e interleuquina 10 (Mouse IL-10 ELISA
Ready- SET- Go!® (2nd generation)) se realiz6 segun protocolo del fabricante. El
indice HOMA-IR fue calculado usando la formula [glucosa (mg/dL) x insulina

(uUIl/mL)}/405 (Akagiri et al, 2008).

3. Testdetolerancia alaglucosay test de respuesta a insulina.

Para realizar el Test de Tolerancia a la Glucosa (TTG) se procedié como
describe Cariou et al el 2006. Brevemente, a ratones en ayuno de 8 horas con libre
acceso al agua se les cuantifico glicemia basal (tiras Accu-chek® Performa, Roche;
sistema de automedicién de glucosa en sangre OneTouch Ultra2, Johnson &
Johnson Medical). Seguido, fueron inyectados intraperitonealmente con un bolo de
1g/kg de solucion de glucosa (Glucosa (Dextrosa) 30% APIROFLEX, Fresenius
Kabi) y la glicemia evaluada a los 15, 30, 60, 90 y 120 min post inyeccion. En
adelante este protocolo correspondera al Test de Tolerancia a la Glucosa
Intraperitoneal (TTGIP). Alternativamente se realizé un TTG oral (TTGO). Para ello,
los ratones fueron sometidos a ayuno de 8 horas con libre acceso al agua durante
4 horas seguido de un periodo de restriccion acuosa durante las 4 horas finales de
este periodo. Tras medicién de glicemia basal, se administré una dosis oral de 50%
glucosa (1g/kg) directamente en la cavidad oral mediante un gotario, seguido de la
evaluacion de glicemia a los 15, 30, 60, 90 y 120 min. El area bajo la curva (AUC)
de glicemia v/s tiempo se calculé usando el método de suma de polinomios. Para el

Test de Respuesta a Insulina (TRIIP) se procedié como sigue. Brevemente, a
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ratones en ayuno de 8 horas con libre acceso al agua se les cuantificé glicemia
basal (tiras Accu-chek® Performa, Roche; sistema de automedicion de glucosa en
sangre OneTouch Ultra2, Johnson & Johnson Medical). Seguido, fueron inyectados
intraperitonealmente con 0,4 Ul insulina/kg (Actrapid 100 UI/mL; Novo-Nordisk) y la

glicemia evaluada a los 15, 30, 60, 90 y 120 min post inyeccion.

PRUEBA DE TOLERANCIA A LA GLUCOSA INTRAPERITONEAL
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Figura 12. Esquema del protocolo de test de tolerancia a la glucosa intraperitoneal (TTGIP),
Test de tolerancia a la glucosa oral (TTGO) y test de respuesta a la insulina intraperitoenal (TRIIP).
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4. Obtencidén de muestras y eutanasia

El procedimiento de eutanasia comenzo6 provocando un estado de anestesia
en los animales usando una campana de isofluorano (Forane ®, Baxter), la cual
permite una gran saturacion del gas en el espacio donde se dispuso el animal.
Luego de confirmar visualmente la inconciencia, el animal fue colocado de cubito
dorsal para su exanguinacion por puncion cardiaca. La muerte fue confirmada por
dislocacion cervical y finalmente el animal fue dispuesto para su diseccion y
extraccion de tejidos.

La sangre obtenida por puncion cardiaca en jeringa heparinizada, fue
conservada sobre hielo para luego ser centrifugada a 6000 rpm por 10 minutos a
4°C. El plasma obtenido se congel6 a -80°C para analisis posteriores.

La diseccion de tejidos se realizé en un rango de 30 min/ratdén. Se disectaron
muestras de tejido graso visceral, corazén y aorta dorsal las cuales fueron
dispuestas en 4% formaldehido tamponado para su posterior andlisis
histopatolégico. Ademas se congeld en nitrégeno liquido muestras de tejido adiposo
visceral y subcutaneo, pancreas, cerebro, higado, masculo y tejido adiposo pardo

para su posterior analisis.

5. Determinaciones morfométricas
Las determinaciones morfométricas fueron medidas al momento del sacrificio.
Asi, la longitud de los animales se midié con una regla desde la punta de la nariz

hasta el ano. Las demas mediciones corresponden a: peso total de los animales,
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peso del tejido adiposo subcutaneo y peso del tejido adiposo visceral, que se

obtuvieron a través de una pesa digital.

Para el calculo de indice de masa corporal (IMC) se dividio el peso de cada

animal (g) al final del estudio por el cuadrado del largo ano-nasal (cm).

6. Andlisis estadistico

Se realiz6 el experimento utilizando 80 animales en total (40 machos y 40
hembras). Este numero se determind en base al tiempo, espacio y capacidad de
manejo de los animales del bioterio del Departamento de Bioquimica Clinica e
Inmunologia de la Facultad de Farmacia. Los datos obtenidos fueron analizados
mediante test ANOVA para dos factores fijos, uno de los cuales fue el tipo de dieta
(LFD o HFD), siendo el otro factor la suplementacién o no del Lactobacillus
salivarius LPLM-O1 en cada tipo de dieta. Para el andlisis de muestras univariadas
se utilizé el test de Kruskal-Wallis para la comparacién entre los distintos grupos de
dietas dentro de un mismo sexo y la Prueba de Mann-Whitney para la comparacion
de estos pares. Los analisis estadisticos se consideraron significativos con un
p<0,05.

Para los test de tolerancia a la glucosa oral e intraperitoneal (TTGO y TTGIP),
test de respuesta a la insulina intraperitoneal (TRIIP) y las curvas de peso se uso el
modelo lineal general para medidas repetidas, por tratarse de varias mediciones en
distintos tiempos en un mismo animal o grupo de animales. En el caso del TTGO y

TTGIP se realizo un test de ANOVA para medidas repetidas. Luego, utilizando las
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areas bajo la curva (AUC, por sus siglas en inglés) se realiz6 la comparaciéon entre
grupos de dieta y la adicion o no de Lactobacillus salivarius LPLM-O1 con el test de
Kruskal-Wallis y la comparacién de pares con la prueba de Mann-Whitney.

Los datos obtenidos se analizaron con el programa GraphPad Prism version
5.00 para Windows (GraphPad Software, San Diego California USA,

www.graphpad.com).
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V. RESULTADOS

1. Estandarizacion de un modelo murino de obesidad inducido por dieta

rica en grasas (HFD).

Con el fin de establecer un modelo de obesidad inducido por dieta, se realizo
un ensayo preliminar. Para ello, 16 ratones hembras de 10 a 12 semanas de edad
fueron aleatorizados como se describe en “Métodos” y divididos en 2 grupos de 8
animales cada uno estadisticamente similares. Luego, un grupo inicié alimentacion
ad libitum con dieta baja en grasa (LFD, 10% grasa) y el otro con dieta alta en grasa
(HFD, 45% grasa), ademas de libre acceso a agua y en condiciones ambientales
similares. Se avaluo la evolucion del peso durante 90 dias. Como se observa en la
figura 13, el grupo bajo dieta HFD tuvo un incremento importante de peso
comparado al grupo LFD que se hace significativo ya a los 60 dias de tratamiento
(Figura 13A). En efecto, la razén de ganancia en peso diario del grupo HFD es
significativamente mayor al observado en el grupo LFD (0,14 +/- 0,08 g/dia vs 0,03
+/- 0,03 g/dia, respectivamente. p< 0,01. Figura 13B), lo que se evidente

visualmente (Figura 13B, interior)

Para evaluar el efecto de la dieta HFD sobre el metabolismo de la glucosa, se
realizé un IP-TTG tras 8 semanas de tratamiento. En primer lugar, se observa que
la glicemia basal es significativamente mayor en el grupo HFD comparado al grupo
LFD (140,3 +/- 5,2 mg/dL vs 122,6 +/- 4,9 mgd/dL, respectivamente. p<0,05. Figura
13C). Tras el bolo de glucosa, se observo que el pico de glicemia en ratones bajo

dieta HFD es significativamente mayor que el observado en ratones bajo dieta LFD.
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Asi, el area bajo la curva (AUC) del grupo AUC es significativamente mayor al
observado para el grupo LFD (27387 +/- 983 v/s 17543 +/- 598, p< 0,001. Figura
13C interior). Estos resultados sugieren que la dieta HFD produce intolerancia a la

glucosa.
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Figura 13. Estandarizaciéon de modelo murino de obesidad inducida por dieta, estudio
preliminar. A) Grafico de caja que muestra la evolucion de peso de grupo alimentado con dieta rica
en grasa (HFD. n=8) respecto al grupo alimentado con dieta baja en grasa (LFD. n=8). Cada columna
representa la distribuciéon de datos, indicando mediana, cuartil 1 y cuartil 3, valor maximo y valor
minimo para dicho grupo. B) Grafico de caja para la velocidad promedio individual diaria de ganancia
en peso de cada animal durante 90 dias de dieta diferenciada, tanto para el grupo LFD como HFD.
La figura interna muestra una fotografia de animales representativos de cada grupo al final del
estudio. C) Test de tolerancia a la glucosa. Se muestra las curvas de glicemia (promedio +/- error
estandar) obtenidas para el grupo LFD y HFD luego de la administracion intraperitoneal de 1g/kg p.v.
de glucosa tras ayuno de 6 h. El grafico de caja interno representa la distribuciéon por grupo de las
areas bajo la curva (area under curve; AUC) por tipo de dieta. D) Peso relativo de 6rganos respecto
al peso total del animal al final del tratamiento. H: higado, Tasc: tejido adiposo subcutaneo, Tav:
tejido adiposo visceral, Tap: tejido adiposo pardo, B: Bazo. * = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,0001
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Se analiz6 qué 6rganos o tejidos fueron alterados por la dieta HFD. Como se
observa en la Figura 13D hubo un incremento significativo de la masa relativa de
tejido adiposo subcutaneo y visceral en ratones bajo dieta HFD comparado a
aquellos bajo dieta LFD. Esto no fue observado en otros 6érganos como higado,
tejido adiposo pardo o bazo. De esta manera se establece que el incremento de
peso observado en ratones bajo dieta HFD es a expensas de un incremento del

tejido adiposo.

Respecto al consumo de alimento por parte de los animales sometidos al
estudio, es interesante observar que no hubo diferencia entre grupos alimentados
con dieta LFD o HFD durante el periodo analizado (Figura 14). De igual manera, no
hubo signos de diarrea ni alteraciones de hidratacion. Esto sugiere que el aumento
de peso de estos animales se debe exclusivamente al alto contenido de grasas

contenida en la dieta HFD.

Consumo alimento

Figura 14. Perfil de consumo de alimento de los ratones. Consumo promedio diario de alimento
durante el ensayo. Se observa que el perfil del consumo de alimento es similar entre el grupo LFD
(n=8) y el grupo HFD (n=8) durante el periodo de estudio.
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Tabla 1. Cambios de peso y bioquimica sanguinea en hembras C57BL/6 después de 16 semanas (t
= 16sem) bajo dieta LFD o HFD, comparado con valores basales (t = Osem).

LFD LFD HFD HFD
t=0sem t =16 sem t=0sem t =16 sem

(n=8) (n=4) (n=8) (n =3)

Peso (g) 221+1.0 24,7 +15* 229+1.8 41,7+6,6 * &

Glicemia (mg/dL)  196.4 £ 28.5 141,3+25,5*  195.0 + 29.7 165,7+13,6" s

Col tot (mg/dL) 98.9+ 6.3 814+72% 949 7.9 99,9+289n NS
TG (mg/dL) 57.2+4.1 47,7+100™  525+4.3 62,0+27,40 NS
GOT (UIIL) 86.6 + 31.4 158,2+315* 77.0+16.0  2059+47,8*  &&
GPT (UIIL) 39.0+85 60,6 20,7 403 +10.8  950+53* ns

Comparacion de valores a 16 semanas respecto a su basal 0 semanas.
(*) =p <0,05; (**) =p <0,01; (**)=p <0,001; (") =p>0.05
Comparacion de valores a 16 semanas entre grupo HFD vs LFD.

(4%) =p <0,01; (™) =p >0.05

Para completar el andlisis de nuestro estudio preliminar de modelo de
obesidad, se analiz6 la bioquimica sanguinea de los ratones tras 16 semanas de
tratamiento (Tabla 1). Para el grupo LFD, se observa un incremento discreto pero
significativo de peso tras 16 semanas de tratamiento. Sin embargo, se observa una
disminucién significativa de la glicemia y colesterolemia, lo que puede estar dado
por la estabilizacién de estos parametros después de 16 semanas bajo dieta LFD,
comparado a los valores inducidos por la dieta comercial usada en los centros de
crianza previo al tratamiento, cuya composicion no es conocida. lgualmente hay
una elevacién de los valores de transaminasa que es solo significativa para GOT.
En el caso de la dieta HFD, se observa igualmente un incremento significativo del

peso tras 16 semanas respecto al basal (p<0,05) y respecto al grupo LFD (p< 0,01).
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Asi también, se observa un incremento significativo de los valores de transaminasas
respecto al basal (p<0,05) y respeto al grupo alimentado con LFD, en particular GOT

(p<0,01). Esto ultimo podria asociarse a acumulacién de lipidos en el higado.

En resumen, el uso de una dieta HFD en ratones de la cepa C57BL/6 por
periodos superiores a 6 semanas, permite un incremento significativo de peso
respecto a un grupo similar bajo dieta isocalorica LFD. Este incremento de peso se
asocia a intolerancia a la glucosa, hiperglicemia basal, discreta modificacién del
perfil lipidico y elevacion de marcadores inflamatorios hepaticos, sumado a un
incremento significativo de la masa de tejido adiposo comparado a otros érganos.
De esta manera se establece que el protocolo propuesto para la estandarizacion de

un modelo de obesidad murina inducida por dieta es correcto.

2. Medicién del efecto de la administracion oral de la cepa LPLM-O1 sobre

la ganancia de peso inducida por dieta rica en grasas.

Habiendo estandarizado nuestro modelo DIO, se procedié con la siguiente
etapa de nuestro proyecto. Asi, 80 ratones de la cepa C57BI/6 (40 machos y 40
hembras) de 10 a 12 semanas de edad, fueron recibidos y aclimatados de acuerdo
a protocolo. Posterior a ello, los animales, separados en machos y hembras, fueron
muestreados y aleatorizados como se describe en “Métodos” y divididos en dos
grupos (20 animales cada uno) para cada sexo, recibiendo un grupo la dieta LFD
como control y el otro la dieta HFD. Se distribuyeron 5 animales por jaula,

obteniendo asi, 4 jaulas de animales por sexo y por tratamiento. Realizando el
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control de peso semanalmente, se observé un mayor incremento de peso del grupo
HFD respecto al grupo LFD desde la segunda semana de dieta, resultando en una
diferencia significativa en el aumento de peso del grupo LFD respecto al grupo HFD
en ambos sexos (Figura 15). Sin embargo, los grupos de hembras se comportaron
de manera mas estable y homogénea respecto a la ganancia de peso en el tiempo,
comparado a los machos quienes mostraron mayor dispersion de los valores. Pese
a esto, tras 90 dias de tratamiento se obtuvo animales machos y hembras obesos
(grupo HFD), basado en un incremento en peso superior al 30% respecto de a sus

controles (LFD) en ambos sexos.
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Figura 15. Variacion de peso de ratones (hembras y machos) alimentados con dieta baja en grasas
(LFD) y alta en grasas (HFD), expresada en porcentaje respecto al peso inicial. (** p < 0,01; ** p <
0,001).

Con el fin de establecer si este incremento en peso se asocio a una alteracion
del metabolismo de glucosa, se realizé un IP-TTG. Como se observa en la figura

16, las curvas de glicemia fueron significativamente mayores para aquellos grupos

alimentados con dieta HFD, comparados a los grupos bajo dieta LFD. Es interesante
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notar que la glicemia basal de los machos bajo dieta HFD es mayor que la
observada en hembras. De igual forma, el pico de glicemia en machos post bolo de
glucosa fue mayor que el observado en hembras. Siendo estos resultados similares
a los observados en el ensayo de estandarizacién del modelo DIO, podemos indicar
gue los ratones bajo dieta HFD son obesos e intolerantes a la glucosa. Dadas estas

condiciones, procedimos a la siguiente etapa.

Test de Tolerancia a la Glucosa
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Figura 16. Test de tolerancia a la glucosa. Se muestra las curvas de glicemia (promedio +/- error
estandar) obtenidas para el grupo LFD y HFD en A) hembras y B) Machos, luego de la administracion
intraperitoneal de 1g/kg p.v. de glucosa tras ayuno de 6 h.

Establecido el estado obeso, machos y hembras fueron randomizados
separadamente segun dieta utilizando parametros descritos previamente,
dividiéndolos en 2 subgrupos. Los subgrupos fueron designados aleatoriamente
para recibir placebo (Pla; jalea de arandano) o cepa Lactobacillus salivarius LPLM-
O1 (Lac; jalea de arandano suplementada con 1 x 10° UFC/g Lactobacillus salivarius

LPLM-O1).
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Tras el inicio de la suplementacion de las respectivas dietas LFD o HFD con
placebo o cepa LPLM-O1 (Pla y Lac, respectivamente), uno de los primeros
aspectos a evaluar fue si los animales modificaban la cantidad de alimento ingerido
a lo largo del estudio. Para ello se evaluo diariamente la cantidad de pellet (LFD o
HFD, segun grupo) y gelatina ingerida. Para esta ultima se considero la taza de

deshidratacion, la que fue estimada en 1.1% por hora.

Pellet Gelatina
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Figura1l7. Consumo de alimento en hembras. A) perfil del consumo de alimento (pellet) en gramos
al dia, de los diferentes grupos en estudio B) perfil del consumo de gelatina de arandano en gramos
al dia, de los diferentes grupos en estudio. LFD= dieta LFD: HDF= dieta HFD; PLA = placebo; LAC
= jalea suplementada con LPLM-O1

Si bien a lo largo del estudio hubo una variacion importante del consumo diario
de pellet y gelatina (Figura 17), no hubo mayor diferencia entre grupos por sexo
(Tabla 2). Al respecto, datos no publicados en nuestro grupo establecen que el
consumo diario de pellet en ratones C57BL/6 es ~2,5g/dia, lo que se condice con
los resultados observados en el presente ensayo. Sin embargo, un dato interesante

es que el consumo de gelatina en machos duplica al observado en hembras. Esto
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podria estar relacionado a la mayor disponibilidad de gelatina en machos al haber

una misma cantidad para un grupo menor de animales por caja.

Tabla 2: Consumo promedio de pellet o gelatina en ratones C57BL/6. Durante todo el estudio
se cuantifico diariamente la cantidad de alimento consumido promedio por cada grupo de animales.

Dieta — Tratamiento Pellet Gelatina
(n) (g/dia) (g/dia)
Hembras
LFD - Pla (n = 11) 2.2+0.2 1.8+0.3
LFD - Lac (n = 12) 21+0.2 15+0.2
HFD — Pla (n = 10) 21+0.2 1.7+0.2
HFD - Lac (n = 10) 2.1+0.3 1.6+0.2
Machos
LFD - Pla (n = 6) 2.7+0.3 3.6+0.3
LFD - Lac (n=7) 3.1+04 3.8+0.8
HFD - Pla (n = 6) 2.4+0.4 35+0.7

HFD —Lac (n=7) 2.7+0.2 3.0+£06

No existiendo mayores diferencias de consumo de alimento o suplemento
entre grupos por sexo, se analizé la evolucion del peso en machos y hembras segun
tratamiento (Figura 18). Como era esperable, los grupos alimentados con dieta HFD
y placebo (HFD-PLA) mantuvieron una curva de ganancia en peso mayor que su
control (LFD-PLA), que fue significativa en el caso de las hembras (Figura 18A-C).
Sin embargo, al suplementar la dieta HFD con la cepa LPLM-O1 (HFD-LAC) se
observa que la ganancia de peso fue menor comparado a su placebo para ambos
sexos, pero significativo en hembras (Figura 18A-C). El efecto de menor ganancia
de peso con el suplemento de la cepa LPLM-O1 también se observo, pero en menor

cuantia, en machos y hembras bajo dieta LFD,
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Figura 18 Evolucion de la masa en gramos durante las semanas de desarrollo del modelo de
obesidad (puntos blancos) y luego, durante el tratamiento LFD y HFD con suplemento del probiético
LPLM-O1 y sin él (puntos de color), para A) hembras y C) machos respectivamente (*/§ p < 0,05;
**/88 p < 0,01; ***/§88 p < 0,001). B y D: grafico muestra los promedios finales (+ error estandar, ES)
de las masas en gramos al momento del sacrificio de los animales, para hembras y machos

respectivamente.

pero significativo solo en hembras. Tras sacrificio, los valores de peso de cada grupo
evidencian que la suplementacion dietaria con la cepa LPLM-O1 disminuye la

ganancia de peso (Figura 18B-D). Si bien este efecto es discreto en machos, en
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hembras se observo un efecto significativo que es evidente tanto para dieta HDF y

LFD.

Con estos resultados podemos concluir que la suplementacién dietaria por un
periodo de 16 semanas con cepa LPLM-O1 reduce la ganancia de peso bajo un

régimen alto en grasas, particularmente en ratones C57BL/6 hembras.

3. Cuantificacién del efecto de la administracion oral de LPLM-O1 sobre
parametros bioquimicos clinicos y citoquinas en el modelo DIO.

3.1. Parametros bioquimicos

Se analizaron diversos parametros bioquimicos en las muestras de plasma
aisladas tras el sacrificio de los animales, para evaluar el fenotipo obeso y el efecto

gue la suplementacion dietaria con la cepa LPLM-O1 tendria en ellos.

Si bien se observaron algunas diferencias estadisticamente significativas
solo entre parametros de los grupos LFD y HFD con placebo — indicando un efecto
significativo de la dieta —, es interesante comentar sobre algunos de los resultados
obtenidos. En particular se observa que los animales alimentados con dieta HFD
presentan a una elevacion muy discreta de la glicemia basal comparada con
aquellos alimentados con dieta LFD, sobre todo en hembras. Sin embargo, se
evidencia una marcada elevacion de la insulinemia basal con la consecuente
elevacion del indice HOMA-IR. Ello indica que los animales bajo dieta HFD son
resistentes a la insulina. Ahora bien, la suplementacion dietaria con cepa LPLM-O1

disminuye la concentracion de insulina basal en los ratones obesos, lo que se asocia
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a una disminucion del indice HOMA-IR. Si bien esta disminucién no es significativa,
la tendencia observada sobre esos parametros en hembras y machos obesos
sugiere fuertemente que la cepa LPLM-O1 disminuye la resistencia a la insulina en

estos animales.

Tabla 3: Parametros bioquimicos en ratones C57BL/6 por grupo al sacrificio. Resultados se
muestran en promedio + error estandar.

Dieta Glucosa Insulina HOMA IR Col tot TG GOT GPT
Tratamiento  (mg/dL) (uUl/mL) (mg/dL) (mg/dL) (U/L) (U/L)
Hembras

LFD - Pla 125.3+6.2 109+23 3.3+0.7 86.4+6.3 73.9+5.4 117.2+14.1 378+ 9.0

LFD - Lac 109.1+6.2 143+4.3 40+1.2 755+4.9 61.3+4.0 1035+ 9.1 296+ 3.3
HFD - Pla 129.1+6.2 34.1+5.6 10.8+1.9 119.2+5.5 62.7 +4.0 165.7+ 5.6 82.2+ 8.8
HFD - Lac 109.4+8.1 22.1+54 6.6+2.0 100.4+3.1 59.9+6.1 166.2+14.3 81.0x12.4
Machos

LFD - Pla 128.0+13.0 208+ 95 78+3.6 1252+109 1156+ 8.6 93.0+239 36.7+9.8
LFD - Lac 1261+ 7.1 323+104 106+40 127.0+187 100.2+13.7 107.5+16.6 40.7+8.0

HFD - Pla 153.0+154 59.8+14.0 23.2+75 1585+151 79.8+57 110.4+£155 67.7%+2.6
HFD - Lac 148.6+16.8 383+ 7.2 151+41 1541+152 85275 125.2+16.2 65.9+7.8

Col tot: colesterolemia total ; TG: trigliceridemia.
Valores en negro indican diferencia estadistica p<0.05 entre LFD-Pla vs HFD-Pla

Respecto al colesterol total, existe una marcada tendencia al aumento en los
grupos bajo dieta HFD, significativa (p< 0,05) solo en hembras. Sin embargo, la
suplementacién dietaria con Lactobacillus salivarius LPLM-O1 en ambos grupos, no
tiene un efecto evidente. Sobre los valores de triglicéridos, no se observé un efecto
evidente de la dieta, salvo en machos, sin mayor modificacion inducida por la cepa
LPLM-O1. Asi, Lactobacillus salivarius LPLM-O1 tiene un efecto marginal sobre

parametros lipidlcos en ratones.
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Se puede también analizar sobre estos resultados que la elevacion
significativa de las transaminasas GOT y GPT en los animales obesos se asociaria
a un proceso inflamatorio hepético, probablemente higado graso. Sin embargo, el

tratamiento con cepa LPLM-O1 no tiene mayor efecto sobre estos parametros.

En resumen, la sumplementacion dietaria con la cepa LPLM-OL1 tiene un efecto
marginal sobre lipidos en sangre y parametros inflamatorios hepaticos. Sin
embargo, se observa una disminucién de parametros glucidicos que, aunque no
significativos, sugieren una mejora de la resistencia a la insulina inducida por la dieta

alta en grasa.

3.2. Leptinay citoquinas
Al cuantificar leptina, como indica la Tabla 4, es claro que existe un aumento
de la concentracion sanguinea de leptina en los individuos que consumen dietas
HFD comparado con suS controles LFD, significativo en el caso de las hembras. Si
embargo, la suplementaciébn con la cepa Lactobacillus salivarius LPLM-O1
disminuye la concentracion de esta hormona, efecto significativo en el caso de
hembras bajo dieta HFD. Esto se condice con los resultados de la disminucién de

peso observada en este grupo.
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Tabla 4: Leptina y citoquinas en ratones C57BL/6 por grupo al sacrificio. Resultados se muestran en promedio

* error estandar.

Dieta Leptina IL-6 TNFalfa IL-10 ®
Tratamiento (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)
Hembras
LFD - Pla 477.0 £50.3 73.4+43.4 136.2 £ 119.5 4970
LFD - Lac 368.6 + 30.3 63.7+ 3.1 572+ 58 1520
HFD - Pla 996.9 + 73.6 162.5 £ 49.2 1143+ 91.4 0
HFD - Lac 696.6 + 98.3 * 86.2+245 150.0+ 7.1 3620
Machos
LFD - Pla 335.4 +69.8 43.9+10.6 141.5+ 212.9 6670
LFD - Lac 330.0 +58.1 48.9 + 20.6 67.9+ 52.2 1720
HFD - Pla 576.3+81.0 219.2 +52.0 166.5 + 37.9 0
HFD - Lac 498.4 + 65.7 115.3+13.6 180.0 + 98.6 5770

(&) Valores de IL-10 representan la media de 2 determinaciones
Valores en negro indican diferencia estadistica p<0.05 entre LFD-Pla vs HFD-Pla

(*) p<0,05 Lac vs Pla

También se cuantificé IL-6. Esta citoquina proinflamatoria se eleva en aquellos

grupos alimentados con la dieta HFD, comparado a LFD y es discretamente

disminuida bajo suplementacién con la cepa LPLM-O1. Este perfil proinflamatorio

inducido por la dieta HFD no se observa al cuantificar TNFalfa ni IL-10. Sin

emmargo, la cuantificacién de estas citoquinas fue compleja dabido a limitaciones

técnicas.

Sin embargo, los datos anteriores se correlacionan con un incremento de la

masa adiposa bajo dieta HFD que propiciaria un perfil proinflamatorio, fenbmeno

gue seria parcialmente mejorado por la suplementacion dietaria con la cepa LPLM-

O1.
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3.3. Tejidos

Con el fin de profundizar respecto al efecto discreto de la suplementacion con
cepa LPLM-O1 sobre el peso en ratones HFD, se comparo el peso de diferentes
tejidos post-mortem (Tabla 5). Para machos y hembras, el consumo de la dieta HFD
produce un incremento de la masa de tejido adiposo blanco (subcutaneo,
periovarico y epididimal, respectivamente), particularmente significativo en
hembras. Sin embargo, la suplementacion dietaria con la cepa LPLM-O1 produce
una discreta disminucién de la masa de tejido adiposo en los animales obesos HFD
comparado al placebo, que es significativa para el tejido adiposo periovarico en
hembras. Este efecto, aunque menor, se observa también en el tejido adiposo

epididimal en machos.

Tabla 5: Peso de tejidos en ratones C57BL/6 por grupo al sacrificio. Resultados se muestran en

promedio * desviacién estandar.

Dieta TA subc TA pov TA epi TA pardo Higado
Tratamiento ) @) @) @) @
Hembras

LFD - Pla 0.8+0.3 1.2+05 0.1+£0.0 1.1+0.2
LFD - Lac 0.5+0.2 0.9+0.3 0.2+0.1 1.0+£0.2
HFD - Pla 28+0.6 36+13 0.2+£0.0 1.3+0.2
HFD - Lac 20+0.9 23+1.2* 0.2+0.1 1.3+0.2
Machos

LFD - Pla 0.7+0.3 09+04 0.2+£0.0 1.3+£0.1
LFD - Lac 0.7+0.4 09+0.5 0.2+0.1 14+0.3
HFD - Pla 1.2+05 1.3+0.6 0.3+0.1 1.8+04
HFD - Lac 1.1+£0.7 1.0£0.3 0.2+0.1 1.7+04

TA subc: tejido adiposo subcutaneo; TA pov: tejido adiposo periovarico; TA epi: tejido adiposo
epididimal; TA pardo: tejido adiposo pardo.

Valores en negro indican diferencia estadistica p<0.05 entre LFD-Pla vs HFD-Pla

(*) p<0,05Lacvs Pla
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Es interesante también observar que el peso del higado bajo HFD incrementa
respecto a LFD, lo que podria relacionarse a higado graso. Sin embargo, el efecto

de la cepa LPLM-O1 sobre este pardmetro no es significativo.

En resumen, la administracion oral de LPLM-O1 como suplemento de una
dieta rica en grasa disminuye la resistencia a la insulina en animales obesos,
asociado a una discreta disminucion del perfil proinflamatorio asociado a obesidad.
De igual forma tendria un efecto importante disminuyendo la masa de tejido adiposo

blanco.

4. Evaluaciéon del efecto de la administracion oral de LPLM-O1 sobre la
tolerancia a la glucosa y respuesta a la insulina en modelo DIO.

Luego de tres meses de dieta diferenciada (LFD y HFD) con y sin adicion de
Lactobacillus salivarius LPLM-O1, los animales fueron evaluados por test de
respuesta a la insulina intraperitoneal (TRIIP), test de tolerancia a la glucosa
intraperitoneal (TTGIP) y test de tolerancia a la glucosa oral (TTGO) modificado.
Estas evaluaciones fueron hechas con intervalos minimos de 10 dias entre una y
otra.

4.1. Test de respuesta ala Insulina Intraperitoneal (TRIIP)

En relacion a esta prueba, no se observaron diferencias entre las curvas de
glicemia segun dieta (LFD v/s HFD) post administracion de insulina intraperitoneal
(Figura 19). De igual forma, tampoco se observé un efecto del consumo de

Lactobacillus salivarius LPLM-O1 sobre la curva de glicemia. Llama la atencion que
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el nivel de dispersion de los datos es alto, lo que disminuye significativamente la

sensibilidad de esta tacnica.
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Figura 19. Curva de Glicemia basal post administracién de dieta diferenciada durante 12 semanas,
en machos y hembras, expresada en porcentaje de variacion respecto a la glicemia basal durante
los tiempos 15, 30, 45, 60, 90 y 120 minutos; junto al grafico de las areas bajo las curvas (AOC)

respectivo, no existiendo diferencia significativa entre los diferentes grupos de estudio, LFD+plac,
LFD+Lacto, HFD+plac, HFD+Lacto (p > 0.05).

4.2. Test de Tolerancia ala Glucosa Intraperitoneal (TTGIP)

En esta prueba, si se obtuvo diferencias en las curvas, principalmente a nivel
de tipos de dieta, ya que las curvas de glicemia en los grupos HFD son
marcadamente mas altas durante todos los tiempos de mediciébn y con una
diferencia significante (p < 0,05) a los 15, 30 y 45 minutos. Sin embargo, no se

aprecia diferencia entre los grupos de igual dieta con o sin Lactobacillus salivarius

LPLM-O1. (Figura 20)
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Figura 20. Test de tolerancia a la glucosa intraperitoneal expresado en la curva de glicemia (mg/dL)
durante los tiempos 15, 30, 45, 60, 90 y 120 minutos después de la administracién de glucosa
intraperitoneal; junto al gréfico de area bajo la curva (AUC), de los diferentes grupos de estudio,
LFD+plac, LFD+Lacto, HFD+plac, HFD+Lacto (*, p < 0.05).

4.3. Test de Tolerancia ala Glucosa oral (TTGO)

Este test se realizo con el fin de ver la respuesta fisiolgica del organismo al
consumo oral de glucosa, ya que el test habitual es a través de la administracion
intraperitoneal, pero la absorcion de glucosa por esta via no es la forma natural del
ingreso de carbohidratos, de tal manera que podrian estar afectando diversos
factores que participan durante la ingesta oral de glucosa. Como indica la figura 21,
en este test solo existe diferencia significativa de los resultados al minuto 45 entre

dietas HFD y LFD sin adicion de Lactobacillus salivarius LPLM-O1 (*, p > 0.05).
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Figura 21. Test de tolerancia a la glucosa oral modificado expresado en la curva de glicemia (mg/dL)
durante los tiempos 15, 30, 45, 60, 90 y 120 minutos después de la administracién de glucosa oral;
junto al gréfico de area bajo la curva (AUC), de los diferentes grupos de estudio, LFD+plac,
LFD+Lacto, HFD+plac, HFD+Lacto (*, p > 0.05).

Con estos resultados podemos concluir que la dieta HFD altera el
metabolismo de la glucosa produciendo intolerancia. Sin embargo, la
suplementacién con la cepa LPLM-O1 no tiene efecto sobre este ensayo, al menos
durante el periodo de tiempo que duro en tratamiento.
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VI. DISCUSION

La obesidad y los problemas relacionados con la salud estdn aumentando
rapidamente en todo el mundo. Los habitos alimentarios y estilos de vida estan
asociados con enfermedades relacionadas con la obesidad (Novotny et al, 2014).

Raoult D. (2010) sugirié que, a pesar de todo, existiria algun tipo de relacién
entre la microbiota de los seres humanos y la obesi-dad. En el afio 2010, en un
modelo experimental en ratas con obesidad inducida por una dieta con alto
contenido de grasa se demostré que Bifidobacterium breve B-3 ejercia efectos
antiobesidad e inducia disminuciones de la acumulacion de la grasa corporal total,
a nivel de las almohadillas de grasa epididimaria y que induciria mejorias de los
perfiles de lipi-dos en el plasma sanguineo. Ademas, en estos animales los genes
que regulan la sensibilidad a la insulina se encontraban activados (Kondo S. et al.,
2010).

Los tratamientos tradicionales basados en las dietas hipocaloricas y el
aumento de la actividad fisica han tenido cierto éxito en el control de la obesidad.
Sin embargo, por lo general estas estrategias dan lugar a reducciones de peso
limitadas y temporales. En este contexto, la identificacion de nuevos factores
implicados en la regulacién del balance energético es fundamental a fin de
desarrollar estrategias de intervencién mas eficientes para controlar la obesidad y
las enfermedades asociadas. Se ha propuesto el uso de estrategias dietéticas
destinadas a modular la composicion de la microbiota como medio para controlar
los trastornos metabolicos de forma mas eficaz. Estas incluyen la administracion de

oligosacaridos prebidticos, que estimulan el crecimiento y/o la actividad metabdlica
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de las bacterias beneficiosas, y de cepas bacterianas probidticas, en forma de
alimentos funcionales y suplementos.

Actualmente, las personas, pese a consumir dietas con grandes cantidades de
lipidos y carbohidratos, tienden a elegir alimentos o suplementos dietéticos que
pueden ejercer un efecto beneficioso para la salud. En este contexto, hay muchos
estudios que han demostrado los efectos de los probioticos en la obesidad y las
enfermedades metabdlicas, teniendo en cuenta el peso corporal, los niveles de
lipidos y metabolismo hepatico (Aggarwal et al, 2013; Poutahidis et al, 2013; Zarrati
et al, 2013). La evidencia inicial de la relacion entre la obesidad y la composicién
microbiana intestinal se informd hace 30 afios, cuando la pérdida de peso inducida
quirdrgicamente por cirugia de bypass gastrico y la ganancia de peso a través de
lesiones del nucleo hipotalamico ventromedial se encontraron asociadas con
cambios en la ecologia microbiana intestinal. Estos primeros estudios utilizaron
métodos de cultivos microbioldgicos que detectan una baja cantidad de los
microorganismos alojados en el intestino. De esta manera, se han emprendido
muchos estudios dirigidos a la modulacion la composicion de la microbiota intestinal
con el fin de controlar estos trastornos con una base metabdlica, tales como la
obesidad. Sato et al. en el 2008 demostraron que la administracién de la leche
fermentada con Lactobacillus gasseri disminuy6 el tamafio de los adipocitos en el
tejido adiposo mesentérico y también redujo los niveles séricos de leptina. Esto
demostré el potencial efecto regulador de tales bacterias sobre el crecimiento del
tejido adiposo y, por lo tanto, sobre la obesidad. En otro estudio realizado por Ma X.
et al. en el 2008 usando ratones alimentados con una dieta rica en grasas, la

administracion de Lactobacillus , Bifidobacterium , y Streptococcus en la dieta
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mejoro la esteatosis y la resistencia a la insulina inducida en estos ratones por el
exceso de grasa en la dieta. Los estudios de este tipo estan mejorando nuestra
comprension de la relacion potencial entre metabolismo y ciertos componentes de
la microbiota. Sin embargo, se necesitan mas estudios para responder a todas las
preguntas y determinar los factores implicados en el desarrollo de la obesidad y sus
enfermedades metabdlicas asociadas.

En modelos animales, la relacion de los géneros bacterianos intestinales mas
destacados, Bacteroidetes y Firmicutes, se alteran en respuesta a cambios en la
dieta (Sonnenburg, 2010). Estudios realizados en ratones han demostrado la
relacion entre el equilibrio energético, la dieta, y la composiciéon de la microbiota
intestinal. El trasplante de la microbiota intestinal de los donantes obesos result6 en
aumento de la adiposidad en los individuos receptores en comparacion con una
transferencia similar desde donantes delgados (Nicholson J. et al., 2012).

Diferentes experimentos previos realizados con otras cepas de Lactobacillus
sp. han mostrado efectos anti-obesogénicos. En este sentido, y dadas las
propiedades biolégicas y potencial industrial de la cepa LPLM-O1, se hace
interesante evaluar su efecto sobre el desarrollo de obesidad, lo que podria ser un
aporte en el tratamiento y principalmente prevencién de la obesidad en nuestra
sociedad (Turnbaugh P. et al., 2008; Guarner F. et al., 2010; Kang J. et al., 2010;
Sanders M. et al., 2011; Zimmet P. et al., 2011; Jung S. et al., 2013; Muijico J. et
al., 2013; Petschow B. et al., 2013).

El presente estudio se llevo a cabo con el fin de analizar el efecto de la
suplementaciéon con probidticos una dieta alta en grasas que induce obesidad en

ratones, utilizando un modelo animal de DIO (diet-induced obesity) en ratones
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machos y hembras C57BL/6J que recibieron una dieta alta en grasas (#D12451,
Open Sourse Diets) y su control bajo en grasas (#D12450B), las cuales tuvieron un
grupo control sin la adicion de Lactobacillus salivarius LPLM-O1 y otro grupo donde
si se agrego el probidtico proveniente de leche materna humana. El probidtico fue
administrado a una concentraciéon de 1x10° UFC/gr de jalea de ardndano como
vehiculo de administracion, debido a que existe la idea de administrarlo de esta

manera en estudios clinicos posteriores en nifios en etapa escolar.

La mayor parte de la bibliografia (Yun et al, 2009; Kang et al, 2010; Takemura
et al, 2010; Arora, et al, 2012; Kang et al, 2013, Muijico et al, 2013 ; Park et al, 2013),
ademas de las empresas que distribuyen animales de laboratorio como The Jackson
® Laboratory (https://www.jax.org/jax-mice-and-services/strain-data-sheet-
pages/body-weight-hart-000664) describen las curvas de crecimiento de ratones
C57BL/6 y de otras cepas, en funcion de la edad y ganancia en peso, no en talla.
Por ello, se podria inferir que la ganancia de peso de nuestros animales se debié a
un aumento de su talla. Sin embargo, la informacién disponible coincide que las
curvas de ganancia en peso de ratones C57BL/6 bajo dietas estandar se estabilizan
desde las 12 a 15 semanas de edad. Igualmente, pese a la variacién de datos
publicados, el peso de hembras y machos C57BL/6 entre las 15 y 20 semanas de
edad es aproximadamente 20-25 gramos. Bajo esta perspectiva, nuestras animales
inician el tratamiento dietario a la edad de 15 semanas, el cual se extendio hasta las
31 semanas de edad. Si bien no podemos establecer una variacién de talla (debido
a que no medimos los animales al inicio del estudio), el incremento significativo de

peso sobre el 70% observado en el grupo HFD respecto al LFD, no es debido a un
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sobrecrecimiento inducido por dieta, sino mas bien asociado a un incremento del
volumen abdominal de los ratones, lo que se evidencié visualmente al momento
diseccion postmortem, donde queda en evidencia que el incremento en peso de los
animales sometidos a dieta HFD es debido principalmente a un aumento de la masa
adiposa, tanto subcutanea como visceral, sin un mayor aumento de volumen de
otros tejido evaluados como lo describe Kang et al el 2010. Ademas, entendiendo
que la obesidad corresponde a un aumento de masa corporal superior al 25% del
peso normal de la poblacion estudiada y junto a los antecedentes anteriores nos
permiten confirmar que el protocolo establecido en el presente estudio tiene como

resultado la obtencién de un modelo de obesidad inducido por dieta.

Ademas, en concordancia con Cani et al (2006), para complementar el fenotipo
obeso provocado por una dieta rica en grasas, se asocian al aumento de peso,
alteraciones clinicas como intolerancia a la glucosa y resistencia a la insulina
principalmente. Junto con esto, las glicemias basales mayores encontradas en el
grupo HFD respecto al LFD, se deben principalmente a la resistencia a la insulina
provocada por el aumento del tejido adiposo (evaluada de forma indirecta a través

del HOMA IR).

Este incremento de la glicemia basal concuerda con lo descrito por Peterson
et al (2014) en donde describe que la obesidad genera alteraciones metabdlicas a
todo nivel, incluyendo el metabolismo glucidico y su homeostasis (intolerancia a la

glucosa o resistencia a la insulina).
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En relacién a la variaciéon de los resultados entre machos y hembras es
importante decir que el “Gold estandar” del modelo de obesidad reconocido
internacionalmente es el de los machos C57BL/6 (Reuter, 2007) y su uso asi lo
confirma (Yun et al, 2009; Kang et al, 2010; Takemura et al, 2010; Velagapudi et al,
2010; Naito et al, 2011; Arora, et al, 2012; Kang et al, 2013, Mujico et al, 2013 ; Park
et al, 2013, Van del Heijden et al, 2015) aun cuando numerosas publicaciones
realizan sus experimentos con hembras de las misma cepa (Surwit et al, 1995;
Winzell et al, 2004; Takemura et al, 2010). La utilizacion de hembras en los estudios
de evaluacion metabdlica y endocrina siempre ha tenido buena aceptacion,
basicamente debido a que las hembras no poseen conductas de naturaleza
territorial y de jerarquizacién que poseen los machos, lo que hace que dentro de un
mismo grupo de animales, que se encuentran en una misma jaula, con las mismas
condiciones ambientales, se obtengan grandes diferencias en los resultados debido
al estrés de los machos mas sumisos, provocado por el hostigamiento generado por
el macho alfa del grupo, el cual le impide comer, dormir y desenvolverse socialmente
de manera adecuada a los animales mas débiles. Estas conductas, no se expresan
de manera tan marcada en las hembras, pero si tienden a desarrollar otro tipo de
conductas sociales como por ejemplo, realizan rutinariamente un acicalamiento
(barbering) a sus pares, el cual puede llegar a ser excesivo, conducta que
habitualmente tiene una connotacién social entre los ratones de la cepa C57BL/6,
pero que sin embargo, actualmente se esta asociando a altos indices de estrés
oxidativo que afecta a las neuronas gatillando conductas compulsivas como ésta

(Vieira, 2014).
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En relacidon a lo anteriormente descrito, al teorizar sobre los factores que
inciden en los resultados de los analisis cuando se compara machos con hembras,
donde si existen diferencias entre estos grupos, provocadas por la gran dispersion
de datos provocados debido a la variacion de los resultados dentro del grupo de los
machos. De esta forma se explicar, por ejemplo, las diferencias de las curvas de
variaciones de peso (Figura 18) donde se encuentran diferencias de ganancias de
peso en hembras, estadisticamente significativas desde la segunda semana de
dietas diferenciadas, en contraste con los machos, donde ésta diferencia sélo se

hace significativa desde la sexta a séptima semana de experimentacion.

Esta compleja relacion social entre los machos provocé ademas un manejo de
los grupos de tal manera que muchas se tuvo que separar en dos un grupo de
experimentacién con el fin de minimizar conductas agresivas que en un par de
ocasiones puntuales provocé la muerte de uno de los ratones, lo que no sélo generé
pesar por lo ocurrido, sino que ademas provocé adecuar el disefio experimental a

la cantidad menor de animales resultantes.

Otra causa gue fundamenta la gran dispersion de los resultados, como por
ejemplo los de ganancia de peso obtenidos dentro de los grupos sometidos a dieta
HFD, es posible explicarla debido al modelo murino utilizado, que corresponde a
una cepa “exocriada” (fondo genético amplio similar al de una poblacién humana)
de C57BL/6, en la cual tenemos animales que son mas respondedores a una dieta
alta en grasas y otros animales no lo son tanto. De forma contraria, una cepa murina
‘endocriada” corresponde a aquella en que sus generaciones presentan el mismo

fondo genético de los padres (sobre 97% de homocigosis), lo que provoca similares
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respuestas a estimulos ambientales en todos los animales. A pesar de estas
variaciones en las respuestas, el resultado de esta variacion presenta una
distribucion estadistica normal (valores no publicados) lo que sugiere que esta
dispersion es parte del disefio experimental y no producto del sesgo. Y si bien, no
es siempre un dato publicado, las variaciones de ganancia en peso observadas en
los modelos de obesidad inducida por dieta (Takemura et al, 2010; An et al, 2011,
Kang et al, 2013; Novotny et al, 2014) dan cuenta de una alta dispersion, lo que no
interfiere mayormente en la demostracion de que la dieta alta en grasas provoca

un mayor aumento de peso respecto a una dieta baja en grasas.

Después de obtener el modelo de obesidad asociado a un consumo de dieta
rica en grasas, se evaluf el efecto de la administraciéon en la dieta del Lactobacillus
salivarius LPLM-O1 en ambos grupos dietarios (LFD y HFD), observando que la
adicion del Lactobacillus provoca una menor ganancia de peso en ambos grupos
sin afectar el consumo de pellet ni la gelatina en los grupos en el cual se
administraba, de la misma manera a lo observado en estudios realizados con
anterioridad usando otros Lactobacillus (Takemura et al, 2010; An et al, 2011; Kang
et al, 2013). Asi, el efecto del Lactobacillus afecta directamente a la reduccién de
la ganancia de peso diaria lo que redunda finalmente en la cantidad de masa de

grasa abdominal y visceral de los animales (Kang et al, 2013).

Junto a la obesidad se asocian diversas patologias que provocan un deterioro
progresivo del estado de salud de quienes la padecen, entre ellas tenemos las
dislipidemias, el higado graso, resistencia a la insulina, que provocan igual o0 mas

dafio al organismo que la obesidad en si, es por ello que es de nuestro interés en el
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estudio evaluar la apariciéon y progresion de estas alteraciones. En este sentido,
respecto a la evaluacion de los pardmetros bioquimicos que podrian evidenciar una
dislipidemia revisamos los resultados del colesterol total y los triglicéridos, en ellos,
s6lo existe diferencia cuando comparamos el efecto dieta del experimento (p <
0,05), lo cual indica que la dieta HFD provoca un aumento en estos pardmetros. Sin
embargo, no ocurre la disminucion que se esperaba del colesterol y los triglicéridos
cuando al administrar el Lactobacillus salivarius LPLM-O1, ya que existen varios
reportes cientificos que avalan que algunas cepas de Bifidobacterium sp. y
Lactobacillus sp. presentan, tanto efectos hipocolesterolémicos como
hipotrigliceridémicos en humanos y en modelos experimentales murinos (Lee et al,
2006; An et al, 2011; Takemura et al, 2010; Yin et al, 2010). En estos estudios, los
mecanismos propuestos involucrados son la inhibicion de las enzimas que
sintetizan el colesterol, las bacterias favorecen la eliminaciéon de colesterol por las
heces, las bacteria inhiben la absorcion de colesterol de novo. Ademas, las
bacterias interfieren con el reciclaje de sales biliares (producto metabdlico del
colesterol) y facilitan su eliminacion, lo que aumenta la demanda de sales biliares a

partir del colesterol consumiendo éste desde la circulacion. (An et al, 2011)

En relacion a la actividad de la enzima transaminasa GPT s6lo se aprecia una
diferencia significativa (p < 0, 05) entre los grupos LFD+ plac y HFD+plac (efecto
dieta), lo cual indica que la dieta HFD genera un aumento de GPT, que seria
producto de un cuadro de inflamacién de los hepatocitos asociado a un eventual

proceso de higado graso (Lee et al, 2014). Respecto a la actividad de la GOT, no
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se observo variaciones significativas, lo que descartaria una necrosis de

hepatocitos.

En la obesidad el acumulo de grasa induce una gran expansion en el tejido
adiposo blanco que demanda una serie de cambios estructurales en los adipocitos
y en la matriz extracelular, siendo la inflamacion una consecuencia de la respuesta
a tal demanda, debido a lo mismo es que se dice que la obesidad implica un proceso
de inflamacion crénica en el organismo que la padece. Por tal motivo es que hemos
querido evaluar el estado inflamatorio a través de la medicion de diversas citoquinas
pro-inflamatorias (IL-6 y TNF-a) y citoquinas moduladoras de la inflamacioén (IL-10).
En relacién a la concentracién plasmatica de IL-6 es importante destacar que la
dieta HFD, provoca una menor secrecion de IL-6 respecto a la dieta LFD (s6lo en
hembras). Sin tener claro la causa de esta disminucion y analizando los
componentes de las dietas, donde la principal diferencia de las formulaciones tienen
relacion a la cantidad de grasa de cerdo (manteca de cerdo) casi 10 veces mayor y
Maltodextrina, 3.5 veces mas en la dieta HFD respecto a la LFD, es probable que
alguno de estos componentes tenga un efecto antiinflamatorio; sin encontrar en la
bibliografia antecedentes que indiquen que algunos de éstos componentes tenga
efecto en la disminucién de la secrecion plasmatica de IL-6. En machos no hubo
diferencias en los resultados obtenidos. II-6 a menudo es secretada por los
macréfagos M1 como parte de la respuesta inflamatoria normal contra injurias e
infeccion (Krithika S., 2016). En el sindrome metabdlico, la disfuncion de los
adipocitos es frecuente y se asocia con un aumento de la poblacién de macrofagos

M1 dentro del tejido adiposo. Esto puede resultar en el aumento de la secrecién de
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otras citoquinas proinflamatorias a partir del tejido adiposo, las cuales pueden actuar
a través de diferentes vias de sefalizacion celular, incluyendo mTOR y PKC para
inducir resistencia a la insulina. Ademas, IL-6 puede causar la activacion aberrante
del receptor de insulina, lo que resulta en cascadas de sefializacion anormales,
accion anormal de la insulina y anormal metabolismo de la glucosa (Krithika S.,

2016).

Los resultados de Factor de Necrosis Tumoral alfa plasmatico (TNF-a) como
otro indicador proinflamatorio, fueron muy similares entre machos y hembras,
obteniendo casi el mismo patrén de valores para los diferentes grupos de estudio,
sin presentar diferencia estadistica entre ellos (p > 0.05), lo cual puede ser producto
a que la escasa cantidad de plasma obtenido provocé que utilizaramos un pool de

sueros de cada jaula de cada grupo de experimentacion.

Los resultados obtenidos respecto a IL-6 y TNF-a, no aportan datos relevantes
al evaluar entre los grupos de experimentacion, sin embargo, queda claro que el
Lactobacillus salivarius LPLM-O1 no provoca una mejora del estado inflamatorio
gue podria existir en los animales obesos alimentados con la dieta HFD, como lo

hacen otras especies probioticas (Novotny et al, 2015).

La obesidad provoca un estado proinflamatorio que puede influir
negativamente sobre la sensibilidad a la insulina por parte de los tejidos, ademas,
la produccién de hormonas por parte del tejido adiposo puede verse alterada y
originar la secrecion de adipoquinas que causen resistencia a la insulina. De esta

manera, y en relacion a la medicion de insulina, la cual aumento sus niveles
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sanguineos en los animales que consumieron dieta rica en grasas, respecto a su
control bajo en grasas se debe principalmente al aumento de la cantidad de grasa
infiltrada en los diferentes tejidos (Hotamisligil et al, 1995). Es importante destacar
que esta resistencia a la insulina ocurre en ausencia de hiperglicemia basal en
ayuno (Kahn y Flier, 2000) por lo cual estos animales no son diabéticos. Respecto
a los resultados de la leptina, primero que todo es evidente que existe una
importante y significativa diferencia entre los animales que consumen una dieta LFD
y HFD (efecto dieta) probablemente asociado a su mayor cantidad de tejido adiposo
que presentan los animales que consumieron dieta HFD. De la misma forma, la
disminucién de la concentracién plasmatica de leptina que ocurre en los animales
que consumieron dieta méas el probidtico en relacion a los que no consumieron el
Lactobacillus salivarius LPLM-O1 se puede deber a la menor cantidad de tejido
adiposo acumulado en su cuerpo (Kang et al, 2013). En individuos sanos, la leptina
es capaz de aumentar la sensibilidad a la insulina y ejercer sus acciones
beneficiosas en el metabolismo lipidico mediante la activacion de la AMPK en tejidos
periféricos. Pero en individuos obesos, al igual que sucede en el hipotalamo, estos
efectos se pierden y aparece la resistencia a la leptina, por la anulaciéon de la
activacion de PI3K (fosfatidil inositol 3-kinasa) por el mismo mecanismo. Ademas,
este obstaculo en la sefalizacion en tejidos periféricos provoca también resistencia
a la insulina, que a su vez se vera agravada por la resistencia a la leptina. Por tanto
en el punto de cruce entre las cascadas de sefalizacion de insulina y leptina
encontramos una posible explicacion a la aparicion de la resistencia a ambas

hormonas. Se ha llegado a hipotetizar que, en el sindrome metabdlico, la resistencia
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a la insulina podria ser secundaria a la resistencia a la leptina, e incluso podria

tratarse de un mecanismo compensatorio (Morrison C., 2008).

Respecto a la glicemia basal los valores se mantienen de acuerdo a otras
iInvestigaciones y no experimentan variaciones entre los grupos de estudio (p> O,
05), sin embargo, se aprecia una tendencia hacia la disminucién de estos
parametros, de manera similar a lo encontrado al probar otros probioticos (Ma et al,

2008; Yin et al, 2010; Wu et al, 2015).

Intolerancia la glucosa sin insulinorresistencia: en nuestro estudio observamos
gue la dieta HFD induce intolerancia a la glucosa (TTGIP, TTGO) (Kowalski y Bruce,
2014) comparado con la dieta LFD. En efecto, los niveles de glicemia alcanzados
en ratones bajo HFD tras una inyeccion intraperitoneal de glucosa duplican los
valores observados a la misma dosis relativa en ratones LFD. En estas
circunstancias es principalmente, el tejido muscular el responsable de la
disminucién de la glicemia. Por tanto, la intolerancia a la glucosa observada en
animales bajo HFD puede estar sobreevaluada. Por ello, es posible que el resultado
de TTGIP indique una intolerancia a la glucosa sobredimensionada y que, por ello,
estos resultados no se condigan a los resultados en el TRIIP. No obstante, y como
lo indican los resultados del subgrupo de mayor ganancia en peso, solo la
intolerancia a la glucosa de los animales mas obesos se relacionaria a una menor
respuesta a la insulina, lo cual podria ser evaluado de forma indirecta a través del

HOMA IR.
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Pese a lo anterior, el hecho que los animales bajo HFD muestren una glicemia
basal més elevada sugiere que su control glicémico esté alterado y que es esperable

sean intolerantes a la glucosa, tal y como ocurre en el humano (Kahn y Flier, 2000).

Otro de los aspectos que se relacionan con el desarrollo de obesidad es la
insulino resistencia (Kowalski y Bruce, 2014). El gold standard es el Clamp
euglicémico — hiperinsulinémico (Pacini et al, 2013). Sin embargo, su
implementacion es compleja. Alternativamente se utilizan modelos méas sencillos
que de aproximacion como el indice HOMA IR o el indice QUICKY (Villafan-Bernal
et al, 2011) que, sin embargo, demandan una toma de muestra extra, lo cual implica
modificar el disefio experimental y otro factor de angustia y estrés para el animal en

estudio.

En el presente estudio se utilizo el test de respuesta a insulina intraperitoneal
(TRIIP) (Pacini et al, 2013) el que es ampliamente usado, facil de implementar y de
bajo estrés para el animal. De nuestros resultados podemos observar que la
respuesta a insulina no se afecta por la dieta. Sin embargo, llama la atencién que
aguellos ratones que tuvieron una mayor velocidad de incremento en peso tuvieron
menor respuesta a la insulina en la prueba. Esto sugiere que una ganancia en peso

rapida establece un cuadro de insulinorresistencia temprano.

Si bien estos resultados son acordes a lo esperado, es también importante
indicar que el uso del peso total y no de la masa magra de cada animal para ajustar
la dosis de glucosa e insulina a inyectar puede provocar un error por exceso. Es

claro que los animales mientras mas obesos sean, mayor cantidad de tejido adiposo
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relativo tendran. Sin embargo, el tejido adiposo es comparativamente, un tejido con
baja taza de metabolizacion de glucosa, particularmente en una situacion de ayuno

(Kowalski y Bruce, 2014).

Esta variaciones poco significativas en todos los aspectos asociados a la
obesidad como alteraciones de transaminasas (GOT y GPT), colesterol y
triglicéridos, Test de tolerancia a la insulina y glicemia basal en dieta LFD junto a
indicadores inflamatorios como IL-6 y TNF-alpha, es muy probable que se
encuentren influenciados por los efectos benéficos de los arandanos respecto a las
patologias asociadas a la obesidad, lo cual, probablemente debe estar generando
interferencia en muchos de los resultados obtenidos (De Furia et al, 2009), ademas
de que es posible de que el Lactobacillus salivarius LPLM-O1 no tenga un efecto

relevante sobre estos parametros.

De esta manera seria interesante plantear un disefio experimental que no
incluya el uso de un alimento antioxidante como lo es el arandano, sino mas bien,

el uso de un vehiculo neutro en sus efectos fisiolégicos.
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VIl. CONCLUSION

Los resultados obtenidos en el presente trabajo mostraron que el Lactobacillus
salivarius LPLM-O1 al ser administrado como un suplemento asociado a una dieta
rica en grasas es beneficioso en los animales estudiados. Seria importante conocer
los mecanismos por los cuales estos efectos se producen con el fin de generar
observaciones con fundamentos fisiologicos y bioguimicos que permitan avalar un
estudio clinico en humanos. Sin embargo, los datos obtenidos dan resultados
promisorios, otorgando efectos anti-obesogénicos al Lactobacillus salivarius LPLM-
O1 que pueden ser utilizados dentro de una terapia multiple al momento de abordar

la obesidad, principalmente en personas que consumen dietas altas en grasas.
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