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EFECTO DE LA DIETA EN LOS PARAMETROS MORFOMETRICOS, LA
RESPUESTA METABOLICA Y LAS REPERCUSIONES HISTOLOGICAS DE
UN MODELO EXPERIMENTAL MURINO KNOCKOUT PARA TLR 2.

RESUMEN

Area: Investigacion Basica

Autores: Asef Barraza MN, Fernandez NY, Fernandez Mufioz L, Defagé MD,
Cano RC.

Introduccion: en la obesidad el exceso de tejido adiposo (TA) genera una
respuesta inflamatoria sistémica de grado bajo (ISGB) con aumento en la
secrecion de moléculas inflamatorias, proceso exacerbado por un incremento
en la activacién de receptores de tipo toll (TLRs) mediante la interaccién con
ligandos enddgenos. Mediadores especializados, como los &cidos grasos poli-
insaturados omega 3 (AGPI w3) participan en la resolucion de la inflamacion.
Objetivo: determinar el efecto de una dieta experimental sobre parametros
morfométricos, histologia hepatica y cardiaca y respuesta metabdlica en
ratones TLR2-KO.

Disefio Metodolégico: se trabajé con una poblacién de ratones C57BL/6
machos TLR2-KO divididos aleatoriamente en dos grupos segun dieta: control
(DC) y experimental (DE). La DC consistié en alimento estandar rata/raton con
3% de grasas y la DE alimento balanceado para perros cachorros, 11% de
grasas Yy fructosa al 5% en el agua de bebida. Ambas dietas se analizaron por
cromatografia gaseosa para determinar el perfil de acidos grasos.

Resultados: la DC present6 casi el 50% de &cidos grasos saturados (AGS) y
menos de un 2% de AGPI. La DE contuvo 30% tanto de AGS como de AGPI. El
grupo de animales alimentados con DE desarrollé obesidad central con
depdsito incrementado de TA visceral, sin disfuncién de adipocitos ni injuria
hepéatica y cardiaca. Metabdlicamente mostraron dislipemia mixta sin
progresion a diabetes tipo 2 compatible con sindrome metabdlico.

Conclusion: se destaca la importancia de la calidad de la dieta en esta
poblacién genéticamente homogénea, resaltando que el consumo adecuado de
AGPI y una relacion w6:w3 oOptima seria una estrategia fundamental para
favorecer la resolucion de la ISGB.

Palabras Claves: Obesidad- Inflamacion- Dieta- AGPIl w3- TLRs



INTRODUCCION

La obesidad afecta a mas del 20% de la poblacién adulta en Argentina®
y se considera una epidemia creciente a nivel mundial. En la obesidad, el
exceso de tejido adiposo genera una respuesta inflamatoria sistémica de grado
bajo (ISGB), caracterizada por un incremento en la secrecion de moléculas
inflamatorias, entre ellas, la leptina, el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a),
la interleucina 6 (IL6) y la resistina; y una disminucion en la secrecion de la
adiponectina. Este desbalance a favor de citocinas pro-inflamatorias puede
desencadenar insulino-resistencia en tejidos periféricos? y conducir a una
disfuncién metabdlica responsable de la aparicion de patologias como diabetes

mellitus tipo 2 (DM2), aterosclerosis y cardiopatia isquémica.?

Los receptores tipo Toll (TLRs), constituyen una familia de receptores
de transmembrana, evolutivamente conservados. Son un tipo de receptores
gue reconocen patrones moleculares (PRR) y juegan un rol primordial en la
respuesta inmune innata tras la interaccibn con patrones moleculares
asociados a patdgenos (PAMPs) y/o patrones moleculares asociados a dafio
endoégeno (DAMPs).*

La interaccion de los TLRs con diferentes ligandos induce la activacion
del factor nuclear FN-kB, un regulador clave de la respuesta inflamatoria,
desencadenando diferentes vias de sefalizacién que culminan en la expresion

de citocinas pro- inflamatorias y quimiocinas.®

Tradicionalmente, se ha postulado a los acidos grasos saturados
provenientes de la dieta o generados en la respuesta metabolica como ligandos
de TLR4, posteriormente han sido sugeridos como posibles ligandos de
TLR2.57 Estos hallazgos sugieren que la activacion de los TLRs puede ser
modulada por componentes de la dieta y sus metabolitos, tendiendo un puente
entre la respuesta inmune y la homeostasis metabdlica.? ® Ademas diversos
estudios han demostrado que ratones deficientes en TLR4 y TLR2 estuvieron
protegidos contra la inflamacién y la insulino-resistencia inducida por una dieta

rica en grasas saturadas.® ?



Por otro lado, recientes investigaciones han destacado la importancia
de los &cidos grasos poli-insaturados w3 como mediadores especializados en
la resolucion de la ISGB, mejorando las caracteristicas del sindrome metabélico
(SM) y pudiendo tener potenciales propiedades preventivas contra las co-

morbilidades asociadas a la obesidad.1°

Nuestro laboratorio desarroll6 un modelo experimental de obesidad in
vivo en ratones C57BL/6 alimentados con dieta moderada en grasa y fructosa
(11% y 5% respectivamente) e inyeccion intraperitoneal de una dosis minima
de estreptozotocina (STZ).!! Lo interesante de ésta propuesta es que difiere de
otros modelos metabdlicos artificiales extremos que emplean dietas con 42%2 o
50% de grasa,*? que si bien aportan datos valiosos, su utilidad para explicar las
alteraciones metabdlicas inducidas por las formas de obesidad no extremas

gue dominan el campo clinico, resulta limitada.*3

Los antecedentes citados nos motivan a estudiar la influencia de la
dieta antes mencionada sobre el desarrollo de obesidad experimental y
patologias inflamatorias asociadas en ratones C57BL/6 knockout para TLR2
(TLR2-KO) vy confrontar los resultados obtenidos con datos hallados
previamente en nuestro laboratorio, en ratones wild type (WT) de la misma

base genética, tratados con una dieta similar.

El campo de estudio en relaciéon a las multiples interacciones entre
alimentacion, metabolismo e inmunidad resulta un area emergente de gran
interés y en continuo desarrollo. La posibilidad de modular diferencialmente la
respuesta inmunometabdlica del organismo relacionada a la ISGB a través de
los componentes de la dieta constituye un aspecto sumamente atractivo que
reivindica la importancia de la calidad de la alimentacién en torno a la aparicién,
desarrollo y progresion de alteraciones metabdlicas que constituyen el
denominador comun de gran parte de las patologias cronicas mas prevalentes

actualmente, generadoras de grandes costos sociales, econémicos y sanitarios.



Este estudio, al igual que otros disponibles en este campo de
investigacion, pretende sumar informacion que contribuya a futuro al desarrollo
de estrategias tanto preventivas como terapéuticas para el abordaje de la

obesidad y sus co-morbilidades.



PLANTEAMIENTO Y DELIMITACION DEL PROBLEMA

¢, Cual es el impacto de la dieta en el desarrollo de alteraciones morfométricas,
histolégicas y metabodlicas en ratones TLR2-KO sometidos a una dieta

experimental en la ciudad de Cordoba en el periodo 2015-20167?

OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar el efecto de una dieta experimental sobre los parametros
morfométricos, la histologia hepdatica y cardiaca y la respuesta metabdlica en

ratones machos C57BL/6 TLR2-KO tratados con estreptozotocina.

Objetivos especificos

1. Analizar el perfil de acidos grasos de la dieta control y la dieta experimental
mediante andlisis por cromatografia gaseosa.

2. Determinar parametros morfométricos (peso corporal, circunferencia de
cintura, peso del tejido adiposo visceral) a través del pesaje y medicidén de los

animales.

3. Examinar la histologia hepatica y cardiaca en cortes de tejido coloreados con

hematoxilina-eosina.

4. Determinar enzimas hepaticas, glucemia, colesterol total y triglicéridos a

través de test enzimaticos y apolipoproteina B100 por inmunoturbidimetria.

5. Evaluar la relacion entre la dieta experimental administrada y los diferentes

parametros estudiados.



MARCO TEORICO

SISTEMA INMUNE

El sistema inmunitario es un sistema de defensa que mantiene la
homeostasis del individuo frente a cualquier tipo de agresién (externa o
interna). Existen dos grandes tipos de inmunidad: innata (natural o inespecifica)

y adquirida (adaptativa o especifica).'*

La inmunidad innata constituye la primera linea de defensa del
organismo y se caracteriza por ser constitucional e independiente de la
experiencia antigénica previa del individuo. Los elementos que la constituyen
se caracterizan por estar preformados o ser rapidamente inducibles por
estimulos patogénicos.'*1> Por otro lado, los mecanismos de defensa mas
especializados, son aquellos que constituyen la inmunidad adaptativa, éstos se
encuentran sélo en los vertebrados.'#'516Las caracteristicas que definen la
inmunidad adaptativa son la especificidad frente a moléculas diferentes y una
capacidad de memoria que le permite responder de forma mas eficaz a
exposiciones repetidas al mismo microorganismo ya que se optimizan a través

de sucesivos contactos con agentes patogénicos.'®

Si bien cada tipo de inmunidad tiene un momento de respuesta y una
funcion determinada, ambas actlan de forma interconectada para potenciarse

mutuamente. 14-16
Receptores innatos reconocedores de patrones moleculares

Comprenden un grupo de receptores celulares y solubles del sistema
inmunitario innato o inespecifico que reconocen estructuras moleculares
compartidas por diferentes tipos de agentes patdgenos denominadas PAMPs
(Pathogen-Associated Molecular Patterns) y moléculas propias derivadas del

dafo celular, definidas como DAMPs (Damage Associated Molecule Patterns).

Estos receptores se engloban bajo el nombre de receptores de
reconocimiento de patrones o PRR (Pattern Recognition Receptors) y la union



a sus respectivos ligandos desencadena tanto la respuesta inicial del sistema
iInmunitario contra agentes infecciosos, como el inicio de procesos de
reparacion tisular tras una injuria. A diferencia de los receptores especificos de
antigeno (receptores de linfocitos T y receptores de linfocitos B), estos PRR no
requieren el reordenamiento de sus genes (estan codificados por genes
dispuestos tal y como estan en la linea germinal), son poco o nada polimorficos
y no tienen una distribucion clonal. Ademas, la expresion de los PRR no esta
restringida a los leucocitos, y pueden expresarse en otros tipos celulares no

hematopoyéticos, como las células epiteliales o endoteliales.

En mamiferos se han identificado varias clases de PRRs, tales como:
RIG-I-like receptors (RLRs), Nod-like receptors (NLRs), y sensores
intracelulares de ADN. Sin embargo, actualmente se destacan por su
importancia funcional y terapéutica, los receptores tipo Toll o TLRs (Toll-Like

Receptors) siendo los mejor caracterizados estructural y funcionalmente. > 14
Receptores tipo Toll

Los TLRs son una familia de receptores de transmembrana altamente
conservados que fueron descriptos originalmente en Drosophila melanogaster
como moléculas implicadas en el desarrollo dorsoventral de la mosca de la
fruta.1>16 Posteriormente se observd que la proteina toll protegia a la mosca
adulta de las infecciones por hongos mediante la estimulacion de la secrecion
de péptidos antifiungicos. Afios mas tarde, se identificaron en humanos, una
serie de proteinas con homologia a la proteina toll de Drosophila que recibieron
el nombre de “Receptores tipo Toll” y se demostrdé que éstas eran capaces de
inducir la produccién de citocinas inflamatorias y la expresién de moléculas co-

estimulatorias.*
Localizacién, estructura y vias de sefializacion de los TLRs

Actualmente se reconocen 10 miembros de la familia de TLRs en
humanos (TLR1 - TLR10) y 12 en ratones (TLR1 - TLR9 y TLR11- TLR13).®
Los TLRs son expresados en células centinelas tales como células dendriticas

y macrofagos (M@), las cuales conducen la respuesta inmune innata y en otros
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tipos celulares. Entre ellos, células epiteliales, fibroblastos, mioblastos? 12 y

adipocitos.?

La estructura de estos receptores se caracteriza por presentar tres
dominios: el dominio extracelular, region rica en leucina, en forma de herradura;
el dominio transmembrana; y un dominio intracelular llamado TIR (receptor de

interleucina 1).% 121518 (Ver figura 1 en anexos)

Tras el reconocimiento de diferentes PAMPs o DAMPs, la sefalizacion
intracelular mediada por TLRs es iniciada por interacciones heterofilicas
dependientes del dominio TIR con proteinas adaptadoras citosélicas que
presentan dicho dominio tales como: MyD88 (Factor de Diferenciacién Mieloide
88), TRIF (adaptador que contiene el dominio TIR inductor de IFN-B),
TIRAP/MAL y TRAM (molécula adaptadora relacionada con TRIF).# (ver figura
N° 2) Diferentes TLRs utilizan distintas moléculas adaptadoras para inducir la
produccion de citocinas, sin embargo, MyD88 es el adaptador utilizado por la
mayoria. Este, a través de reacciones en cascada, promueve la activacion de
quinasas, que en Ultima instancia, activan al FN-kB y la produccion de citocinas

pro-inflamatorias, IL-1, IL-6, IL-8 Y TNF-a.*° (Ver figura 2 en anexos)
Receptor tipo Toll 2

El TLR2 se expresa fundamentalmente en células del sistema inmune
innato, aunque también se encuentra en diversas células tales como adipocitos,

miocitos, hepatocitos®® y cardio-miocitos.2°

TLR2 reconoce una variedad de componentes microbianos, entre ellos,
lipopéptidos bacterianos, pectidoglicanos y acidos lipoteicoicos, y forma un
heterodimero con TLR1 o TLR6 para discriminar sus ligandos. Los complejos
TLR2- TLR1 y TLR2-TLR6 reconocen lipopéptidos triacetilados y lipopéptidos
diacetilados, respectivamente, lo que sugiere que las cadenas de AG pueden
ser criticas para la discriminaciéon ligando dependiente por TLR2.2 La
dimerizacion inducida por ligandos de TLR2, ya sea con TLR1 o TLR6
desencadena el reclutamiento de la proteina adaptadora MyD88.%°

11



ACIDOS GRASOS

Los &cidos grasos (AGs) son moléculas organicas, constituidas por
una cadena hidrocarbonada de tipo lineal con un grupo carboxilico, en
general con numero par de atomos de carbono cuya longitud puede variar
entre 4 y 26 carbonos, siendo mas abundantes los de 16 y 18 carbonos,
acido palmitico y estearico respectivamente.

Segun la cantidad de dobles enlaces presentes en la cadena
hidrocarbonada pueden ser clasificados como saturados o insaturados.
Los acidos grasos saturados (AGS) no presentan dobles enlaces, mientras
que los é&cidos grasos insaturados (AGI) contienen uno o mas dobles
enlaces en su estructura quimica, asimismo estos se clasifican en acidos
grasos mono-insaturados (AGMI) o &cidos grasos poli-insaturados
(AGPI).%t

Los AGS se encuentran principalmente en grasas de origen animal
y se ha asociado su elevada ingesta a un mayor riesgo cardio-
metabdlico.?? Tales AGs poseen un efecto pro-inflamatorio bien
caracterizado, debido en parte, a su papel como ligando del receptor
TLR4.% Por tanto una disminucién de este tipo de AGs fue considerada
tradicionalmente como una estrategia valida para reducir el riesgo cardio-
metabdlico, sin embargo recientes estudios sugieren que el riesgo
asociado a los AGs depende del nutriente con el cual se realiza la
comparacion, el subtipo de AG y su fuente alimentaria.?*

Los &cidos grasos esenciales (AGE) son aquellos que no pueden
ser sintetizados por el cuerpo, por lo tanto deben ser obtenidos de fuentes
externas ya que son requeridos por el organismo para cumplir importantes
procesos fisioloégicos. Los AGE en el ser humano son el acido alfa-
linolénico (AAL) perteneciente a la serie de AGPI omega 3(w3), presente
en harina y aceite de linasa y el &cido linoleico (AL) a la serie AGPI w6,
gue se encuentra en aceites vegetales (girasol, maiz y soja). Ambos AGPI
son los precursores de las principales moléculas anti-inflamatorias y pro-

inflamatorias respectivamente. Por un lado, a partir del AL se sintetiza el
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acido araquidonico (AA) parcialmente indispensable y precursor de
prostaglandinas, tromboxanos, y prostaciclinas, todos ellos, mediadores
pro-inflamatorios. Por otro lado el AAL es el precursor de las principales
moléculas anti-inflamatorias, acido eicosapentaenoico (EPA) y del acido
docosahexaenoico (DHA) que dan lugar a tres familias de mediadores
locales que facilitan la resolucién de la inflamacion: resolvinas D1, D2 y E;
protectinas y maresinas.'> 2> Ambos son encontrados en cantidades
considerables en pescados y aceites de pescados grasos (atun, caballa,

salmoén, anchoas y sardinas).®

Existe una relacién de competencia entre sustratos (AGPI w3 con
AGPI w6) por enzimas claves de sus vias metabdlicas (ciclooxigenasa y
lipooxigenasa) para formar las diferentes clases de eicosanoides. Es
preciso destacar que, tales enzimas presentan mayor afinidad por los
AGPI w3. Por este motivo, clasicamente se ha postulado una relacion
optima de w6:w3 de 6:1.2! Actualmente el patron alimentario occidental
presenta una relacion w6:w3 15-20:1, la cual estd asociada con la

ocurrencia de multiples trastornos metabdlicos e inflamatorios.0: 26

Estudios en humanos han observado que un excesivo aporte
dietario de w6, con el consecuente desequilibrio en la relacion w6:w3, se
asocia positivamente a concentraciones plasmaticas desfavorables de
biomarcadores inflamatorios y alteraciones en el metabolismo de la
glucosa.?’ Por otro lado, estudios epidemiolégicos han sefialado una menor
prevalencia de enfermedades cardiovasculares y DM2 en personas con
alto consumo habitual de AGPI w3, como asi también una disminucién
significativa en la intolerancia a la glucosa comparado con aquellos sujetos
gue no consumen alimentos fuente de estos acidos grasos.?® Por este
motivo, recientemente algunos autores han propuesto una relacion mas
equilibrada w6:w3 de 2:1 como estrategia preventiva de estos disturbios

metabolicos.?®
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FRUCTOSA

La fructosa es una cetohexosa que se encuentra presente en diversos
alimentos. Junto con glucosa forma el disacarido sacarosa, principal
edulcorante energético utilizado en el mundo®® en la miel se encuentra como
monosacarido y en frutas y vegetales esta presente en ambas formas como

mono Y disacarido.3?

A pesar de algunos efectos positivos de la fructosa tales como su
mayor poder edulcorante respecto a glucosa, su alto efecto termogénico, y su
bajo indice glucémico, una alta ingesta de fructosa puede conducir a
alteraciones metabdlicas hepéticas en mayor magnitud que un consumo de

cantidades equivalentes de glucosa.®?

Luego de su absorcion intestinal por difusion facilitada a través de
GLUT 5, la fructosa es rapidamente transportada por vena porta hacia el
higado donde es captada de manera muy eficiente por los hepatocitos,

llegando a circulacién general sélo cantidades muy pequefias.

Las diferentes alternativas metabodlicas que puede seguir la fructosa a
nivel hepatico son: oxidacion, conversion a glucosa, acido lactico o a AG
(lipogénesis de novo). El grado en el cual la fructosa ingresa en esta ultima via

es critico respecto a sus efectos sobre la salud.

Una vez dentro del hepatocito la fructosa entra a la via glicolitica tras
sufrir fosforilacién por la fructoquinasa dando origen a frutosa-1-fosfato. De este
modo la fructosa evita la principal reaccion limitante de la via glicolitica
catalizada por la fosfofructoquinasa, enzimas altamente reguladas por el estado
energético de la célula.?*31Ademas la fructoquinasa es una enzima pobremente
regulada, por lo cual incluso cuando el estado energético (ATP) del higado es
alto esta enzima podria seguir metabolizando fructosa a fructosa-1-fosfato.
Luego de esta fosforilacion y a través de sucesivas reacciones la fructosa

termina formando las mismas triosas fosfato que se obtienen en la glicolisis.

En sintesis, la fructosa podria ser metabolizada ilimitadamente en el

higado, en oposicién con lo que ocurre con la glucosa. Esto podria influenciar el
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tipo y cantidad de metabolitos producidos por el higado y es la principal razon

por la cual la fructosa y la glucosa poseen diferentes efectos metabdlicos.

El gran potencial que posee la fructosa para estimular la lipogénesis de
novo resulta al menos de dos mecanismos, por un lado, ésta puede actuar
como una fuente no regulada de acetatos activos; por otro, un alto consumo de
fructosa ha sido relacionado con un aumento en la expresion y en la actividad

de enzimas lipogénicas hepéticas.

Consecuente a los cambios metabdlicos descriptos un excesivo
consumo de fructosa podria causar potencialmente incremento en la
exportacion de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y posteriormente
aumento en los niveles de colesterol en sangre y acumulacién de grasa en

higado.3!
ESTREPTOZOTOCINA

La estreptozotocina (STZ) es un antibidtico producido por la bacteria
Streptomyces achromogens que posee un amplio espectro de propiedades
antibacteriales.®® 3*Estructuralmente estd compuesta por una molécula de
desoxi-glucosa que se encuentra unida a una molécula de metil-nitrosourea,
responsable de los efectos citotoxicos de la STZ, mientras que el resto
glucidico es el encargado de dirigir la molécula a las células B del pancreas.3*

(Ver figura 3 en anexos)

La STZ reconoce al receptor GLUT2, abundante en la membrana
plasmatica de las células B del pancreas, de ahi su especificidad por estas
células. Sin embargo, el GLUT2 se encuentra también, en menor grado, en los
hepatocitos y las células tubulares; sitios de metabolizacién y excrecion de la
STZ respectivamente, por lo tanto, altas dosis de la misma podrian causar

dafios funcionales en rifién e higado.34-36

Las células B afectadas por la STZ son eliminadas por los Mg,
generando una reduccion en la masa de células B que conduce a una
insuficiencia insulinica y posterior hiperglucemia crénica.3* (Ver figura 4 en
anexos). Los efectos diabetogénicos de la STZ se reportaron por primera vez

15



en la década del 60’ y desde entonces ha sido el agente de eleccion para la
induccion de DM en una amplia variedad de especies animales, grandes y

pequeros.3® 37

Tradicionalmente, la STZ, ha sido utilizada en altas dosis para inducir
DM1, generando un dafio masivo en las células 3 pancreaticas. Sin embargo,
en los ultimos afos fue propuesto un nuevo modelo para inducir DM2 usando
dosis bajas de STZ junto a una dieta rica en grasas®, ya que fue demostrado
que ésta, por si sola, no resultaba efectiva para generar modificaciones
metabdlicas, a menos que fuera administrada por un periodo de tiempo

prolongado.

De este modo, el aporte graso por un lado, predispone a la aparicién de
insulino- resistencia periférica y la STZ en bajas dosis, por otro, genera un
modesto deterioro en la funcion de la masa de célula B, sin comprometer
totalmente la secrecién de insulina, consiguiendo asi, desarrollar un fenotipo

metabdlico similar al observado en la fase cronica de la enfermedad humana.3°
SINDROME METABOLICO

En el afio 1988 Reaven describio el Sindrome X, como la ocurrencia
conjunta de insulino-resistencia, hiperglucemia, hipertrigliceridemia,
concentraciones bajas de colesterol-HDL e hipertension,*® omitiendo,
sorprendentemente, un componente esencial como la obesidad visceral; desde
entonces, se han propuesto varias denominaciones de las cuales la mas

frecuente es la de Sindrome Metabdlico.*!

En el afio 2009 el Grupo de Trabajo sobre Epidemiologia y Prevencion
de la Federacion internacional de Diabetes; el Instituto Nacional del Corazon,
Pulmoén y Sangre de los Estados Unidos; la Asociacion Americana del Corazon;
la Federacién Mundial del Corazon; la Sociedad Internacional aterosclerosis; y
la Asociaciéon Internacional para el Estudio de la Obesidad en un intento por
unificar criterios diagndsticos del Sindrome Metabdlico, definieron al mismo
como una compleja interrelacion de factores de riesgo para el desarrollo de
DM2 y enfermedad cardiovascular (ECV) entre los cuales incluyeron: 1)

Obesidad Central, definida por incremento de la circunferencia de cintura por
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encima de los puntos de corte especificos definidos para cada etnia; 2)
Hipertrigliceridemia (150 mg/dL); 3) colesterol-HDL reducido (40 mg/dL en
hombres y 50 mg/dL en mujeres); 4) Elevacion de la tensién arterial (TAS = 130

y/o TAD 2 85 mm Hg); 5) Alteracion de la glucemia en ayunas (100 mg/dL). 42

Ademas, recientemente, varios estudios proponen a la enfermedad de
higado graso no alcohdlico o NAFLD, por sus siglas en inglés (nonalcoholic
fatty liver disease) como la expresion hepatica del sindrome metabélico.*?

Esta constituye la enfermedad cronica del higado mas frecuente del
mundo y comprende un espectro de anormalidades hepaticas observables por
histologia que van desde una simple acumulacion de grasa intra-hepética a
varios grados de inflamacion necrética que pueden progresar incluso a hepato-
carcinoma. #3 44 Por este motivo, identificar esta entidad y tratarla resulta de
crucial importancia, mas aun, teniendo en cuenta la alta prevalencia actual de

obesidad y DM, ambos factores de riesgo para NAFLD*3
OBESIDAD COMO PROCESO INFLAMATORIO

La obesidad es un problema de salud epidémico, metabdlico, cronico,
heterogéneo, resultado de la carga genética y ambiente, caracterizado por un
aumento de la grasa corporal, cuya distribucion y magnitud condicionan la
salud del individuo.*® En la actualidad se le da gran importancia a la distribucién
del tejido adiposo (TA) con relacion a las consecuencias fisiopatologicas que se
presentan en la obesidad.*® Desde el punto de vista anatémico Shen y col. en el
afio 2003 han realizado una clasificaciébn exhaustiva del TA blanco. Segun
estos autores, el tejido adiposo subcutaneo (TAS) puede ser superficial o
profundo, mientras que el tejido adiposo visceral (TAV) puede estar constituido

por grasa mesentérica, omental o epiploica, retroperitoneal y perirrenal.4’

El TA esta constituido en un 50% por adipocitos y el resto por
constituyentes vasculares, fibroblastos, células endoteliales, pre-adipocitos y
macréfagos (M@). Los Mg constituyen entre 5 y 10% del total de las células
presentes en el TA, pero la ganancia de peso inducida por la dieta genera una

infiltracion significativa de M@ que contribuye con mas del 60% de las células
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presentes en este tejido. Los adipocitos pueden producir proteinas bioactivas
denominadas adipocinas, las cuales constituyen factores secretorios que
incluyen las citocinas, factores de complemento, enzimas, factores de

desarrollo y hormonas.#6

Mecanismos fisiopatoldgicos de la inflamacion y tejido adiposo visceral

En condiciones de obesidad se ha demostrado que aproximadamente
en un 70-80% de los individuos se produce un remodelado del TA tanto a nivel
estructural como funcional que provoca una reaccion inflamatoria, en principio
local, es decir, en el TAV, que, de no ser resuelta, desencadena un estado

inflamatorio crénico con repercusiones sistémicas.?®

Cuando existe un balance positivo de energia, el excedente energético
se acumula como triacilgliceroles en el TAS, el cual crece predominantemente
por hiperplasia. Luego, tras sobrepasarse la capacidad adipogénica de dicho
tejido, aumentan los depdsitos de grasa visceral que crecen fundamentalmente
por hipertrofia. 2> Esta expansion del TA origina distintos eventos que de

manera simultanea concluyen en la inflamacion local del TAV.

Por un lado, se producen modificaciones en el espaciamiento de la
fraccion vascular-estromal del TAV, generando hipoxia y posterior necrosis de
los adipocitos localizados en zonas lejanas a los vasos sanguineos. Por otra
parte, la hiperplasia/hipertrofia adipocitaria conlleva a la lipoperoxidacion,
generando un estallido oxidativo. En consecuencia, se genera un proceso
inflamatorio local con el objetivo de remodelar el tejido, eliminando células
muertas y retirando su contenido lipidico potencialmente citotoxico como una

forma de neutralizar el estallido oxidativo.

La hipoxia y la lipoperoxidacién generan condiciones de estrés que
provocan alteraciones funcionales en los adipocitos como plegamientos
incompletos de proteinas y autofagia, lo cual es capaz de desencadenar

apoptosis en estas células, perpetuando el estado inflamatorio.46: 48 4°

Esta inflamacion local del TA se caracteriza por la elevada infiltracion

de células inmunes, (Mg y en menor medida linfocitos T citotdxicos) principales
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responsables junto a los adipocitos disfuncionales, de la secrecion de factores
inflamatorios. Los Mg rodean los adipocitos formando estructuras parecidas a
coronas o CLS (crown like structures), rasgo distintivo de la inflamacion de

grado bajo en el tejido adiposo.*®

El TA hiperplasico e hipertréfico exhibe niveles elevados de IL-1p, IL-6,
TNF-q, y Leptina, asi como una produccion elevada de quimiocinas tales como
proteina quimioatrayente de macrofagos (MCP1), factor inhibitorio de la
migracion de Mg (MIF1) y RANTES.*® Al mismo tiempo presenta una
disminucién de adipocinas antiinflamatorias como la IL-10, adiponectina y
arginasa. Este desbalance resulta en la induccion de una inflamacién

excesiva.*®

Es importante resaltar que los Mg pueden presentar dos fenotipos
basados principalmente en el perfil de citocinas que secretan. Los Mg M1
producen citocinas pro-inflamatorias, en contraste los Mg M2 secretan citocinas
antiinflamatorias.*® En condiciones de sobrealimentacion se produce el
fendbmeno de cambio fenotipico debido a una transformacion en el estado de
polarizacion de los Mg, que pasan del estado antiinflamatorio M2 al estado pro-

inflamatorio M1.2548. 49 (Ver figura 5 en anexos)

Estos cambios en el TAV, no s6lo podrian tener una afeccién autécrina
y paracrina sino también endocrina, lo cual sugiere que la inflamacion del TAV
podria desencadenar un proceso de inflamacion sistémica de grado bajo que
afectaria a otros tejidos insulinodependientes como el hepético y muscular y
perpetuaria el estado inflamatorio a nivel adipocitario.*

Inflamacion sistémica de grado bajo

La inflamacion sistémica de grado bajo (ISGB) presenta diferencias
importantes con respecto a la respuesta inflamatoria clasica. Este cuadro se
caracteriza por una elevacion de los niveles circulantes de proteinas de fase
aguda y citocinas con actividad inflamatoria tales como proteina C reactiva
(PCR), TNF-a y IL-1B, IL-6 e IL-17, asi como un aumento de la infiltracion de

células inmunes en tejidos insulinodependientes, como se menciond
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anteriormente. Ademas, el tejido no muestra alteraciones estructurales o

pérdidas en sus funciones primarias. (Ver tabla 1 en anexos)

Evidencia reciente, tanto experimental como clinica, sugiere a la ISGB
como uno de los mecanismos fisiopatolégicos clave que relaciona la obesidad
con la resistencia a la insulina y la DM2, ademas de estar intimamente
asociada con el desarrollo de esteatohepatitis no alcoholica y las enfermedades

cardiovasculares, entre otras.?>4850
Papel de los TLRs en el inicio de la inflamacion sistémica de grado bajo

Si bien el papel de los TLRs ha sido ampliamente descrito en procesos
infecciosos, un cuerpo creciente de evidencia sugiere que estos receptores
podrian desempefar un papel clave durante el inicio y la perpetuaciéon de la
ISBG asociada con obesidad. A diferencia de la inflamacion aguda o clasica
inducida por PAMPs, la respuesta asociada con diferentes moléculas derivadas
de un estado metabdlico alterado, o DAMPs metabdlicos, tal como ocurre en la
obesidad, conduce a una inflamacion de menor intensidad, mayor duracion y
sistémica.*® Sin embargo, es necesario aclarar que bajos niveles de DAMPs
resultan beneficiosos y necesarios durante la reparacion tisular para inducir una

respuesta inmune fisiolégica.®

Tanto la dislipemia como la hiperglucemia pueden inducir una
respuesta inflamatoria en el Mg a través de la activacion por TLRs luego de su
union con diferentes ligandos. Entre estos se encuentran, AGL, sobre todo AGS
como el &cido palmitico asi como productos terminales de glicacion avanzada y
lipoproteina de baja densidad (LDL) oxidadas, que actuan como ligandos de
TLR2 y TLR4 respectivamente.*84°

Estos receptores, como ya se menciond, favorecen la activacion del
FN-kB, el cual regula la transcripcion de moléculas inflamatorias, principalmente
el TNF-a y la IL-6, ambos con gran implicancia en el desarrollo de insulino-
resistencia ya que desencadenan defectos en la transduccion de sefales de

insulina.46. 48
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Rol de los w3 en laresolucion de la inflamacion sistémica de grado bajo

La resolucién de la ISGB es un proceso activo y complejo en él que
participan una multitud de moléculas con accion anti-inflamatoria denominadas
mediadores especializados en la resolucion de la inflamacién, dentro de los
cuales, aquellos derivados de los AGPI w3 cumplen un papel protagonico.?®
Numerosos estudios in vivo y/o in vitro confirman los efectos positivos de los
w3 en el metabolismo lipidico y glucémico, tales como disminucion de TAG,
aumento del colesterol-HDL, insulino-sensibilizacién y reduccion de la tension

arterial .29 51

Los efectos anti-inflamatorios de los w3 ocurren por una doble via: por un lado,
la inhibicion de la sintesis de mediadores pro-inflamatorios derivados de los w6
(PEG2 y LTB4) y por otro, consecuencia de su metabolizacion se sintetizan
potentes mediadores anti-inflamatorios como resolvinas y protectinas. Estos
altimos, entre otros efectos, promueven la diferenciacibn de monocitos a
macréfagos induciendo su polarizacién fenotipica M2, con accién anti-

inflamatoria.>! 52

Varios mecanismos directos o indirectos han sido sugeridos para
explicar estos efectos. Uno de los mas determinantes es la modificacion en el
perfil de AGs constituyentes de los fosfolipidos de membrana favorecido por el
aumento en la ingesta de w3. Esto altera favorablemente procesos de cascada
de sefializacion celular a nivel de transduccion de sefiales, expresion de genes
y biosintesis de eicosanoides, lo que deriva en inhibicién de la producciéon de
moléculas pro-inflamatorias (enzimas y citocinas incluyendo COX-2, TNF-alfa,
IL-1beta e IL-6.) y estimulacion de la sintesis de mediadores anti-inflamatorios.
Estos efectos dependen de distintas vias; por un lado la activacion de PPARy
conduce a un incremento de macréfagos M2, y una consecuente normalizacion
del perfil secretor caracterizada por disminucibn de mediadores pro-
inflamatorios y un aumento en la sintesis de adiponectina, responsable de
varios efectos anti-inflamatorios a nivel local y sistémico. Por el otro, la
inhibicion del NF- kB, en parte, también dependiente de la activaciéon de

PPARYy, conduce a una reduccién de la expresion de genes pro-inflamatorios.
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Ademas el receptor acoplado a la proteina G 120 (GPR120) estimulado
también por los mediadores derivados del w3, bloquea las vias de sefializacion

pro-inflamatorias. (Ver figura 6 en anexos) 235152

De esta manera la inflamacion local disminuye, logrando una
normalizacion de la funcion del TA. Esto resulta en efectos beneficiosos a nivel
sistémico, tales como, restauracion de la sensibilidad a la insulina y de la
homeostasis de la glucosa, disminucion de los depdsitos ectopicos de lipidos,

normalizacion del perfil lipidico y disminucién de la esteatosis hepética.>!
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HIPOTESIS Y VARIABLES

Hipotesis:

e La ingesta de la dieta experimental (DE) produciria alteraciones
fisiopatolégicas en los parametros morfométricos, metabdlicos e
histoldgicos en ratones C57BL/6 TLR2 KO con relacion a la dieta control
(DC), ambos tratados con STZ.

Variables en estudio:
Variable Independiente:

e Dieta: Variable cualitativa dicotémica.
Variables dependientes:

e Peso: Variable cuantitativa continua.

e Circunferencia de Cintura: Variable cuantitativa continua.

e Peso de Tejido Adiposo Visceral: Variable cuantitativa continua.
e Histologia Hepatica: Variable cualitativa dicotdmica

e Histologia Cardiaca: Variable cualitativa dicotdbmica

e Actividad de ALT: Variable cuantitativa continua.

e Actividad de AST: Variable cuantitativa continua.

e Glucemia: Variable cuantitativa continua.

e Colesterol Total: Variable cuantitativa continua.

e Triacilglicéridos: Variable cuantitativa continua.

e ApoB-100: Variable cuantitativa continua.
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DISENO METODOLOGICO

Tipo de Estudio:

Se realiz6 un estudio experimental, longitudinal y prospectivo, ya que se
manipulé la variable independiente, y se midié6 el comportamiento de las
variables dependientes en tres momentos diferentes post-intervencion (1°, 3°,
6° mes).

Universo:

Ratones C57BL/6 machos TLR2-KO, endocriados de 25- 28 g (2 a 3
meses de edad). Se tomO este peso como requisito para el comienzo del
experimento ya que es el momento en que los animales cuentan con la
resistencia necesaria para implementar las posteriores técnicas de recoleccion

de datos.
Muestra:

Se trabajé con una poblacién de ratones C57BL/6 machos TLR2-KO
con una inyeccion intraperitoneal de estreptozotocina. Se dividié a la poblacion
aleatoriamente en dos grupos: ratones alimentados con dieta control (DC) y
ratones intervenidos con dieta experimental (DE), con un namero de 4 a 6
animales por grupo. Los ratones fueron provistos por el Centro de
Investigaciones en Bioguimica Clinica e Inmunologia (CIBICI) de la Facultad de
Ciencias Quimicas de la Universidad Nacional de Cérdoba.

La dosis de estreptozotocina empleada fue Unica y minima (8mg por
cada kilo de peso). El objetivo de su utilizacion fue acelerar la progresion a
DM2 y poder observar en el lapso que dura el experimento, las alteraciones
fisiopatoldgicas correspondientes evitando asi la participacion de otras

variables no deseadas como consecuencia del envejecimiento de los animales.

Los animales se mantuvieron en ciclos estandares de luz (12hs
luz/oscuridad) y con acceso ilimitado de agua y comida (ad libitum), en el
bioterio de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Catélica de

Cdrdoba (UCC), siguiendo las recomendaciones de la Guia de Uso y Cuidados
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de Animales de Experimentacion (Consejo Canadiense de Cuidados de

animales) y aprobado por el Comité de Etica de la UCC.
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OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Variable independiente

* Dieta

Definicion  Conceptual:  Alimentos y bebidas usuales consumidos

regularmente.>3
Definicion operacional: Categorizacion:

1- Dieta Control: alimento estandar rata/raton, con una concentracion de grasas
del 3% (GEPSA®) y agua.

2- Dieta Experimental: alimento balanceado para perros cachorros, (Purina®

Dog Chow raza pequeiia ®), con una concentracion de grasas del 11% vy

fructosa diluida al 5% en el agua de hidratacién de los animales.

La composicion porcentual de ambas dietas se detalla a continuacion en la
tabla |

Tabla 1. Composicion porcentual detallada de los nutrientes de ambas

dietas: dieta control (DC) y dieta experimental (DE)

Composicion DC GEPSA DE PURINA (Dog
porcentual de la dieta (rata/raton) chow®)
Proteinas (%) 26 27
Carbohidratos (%) 53 49
Grasas (%) 3 11
Fibras (%) 8 3
Minerales Totales (%) 10 10

El aporte caldrico de la DC fue de 343 kcal/100g de alimento, a
diferencia de la DE que aporté 403 kcal/100g de alimento, sumado a las 20

kcal/100g de fructosa en solucién en el agua de bebida.
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Variables dependientes:

* Peso

Definicion conceptual: Indicador global de la masa corporal total del animal.

Constituye un dato general, pero importante del estado nutricional.*’
Definicion operacional: gramos (g)
* Circunferencia de cintura:

Definicion conceptual: Contorno del tronco del animal en su sitio mas

prominente.
Definicion operacional: centimetros (cm)
* Peso Tejido Adiposo Visceral:

Definicion  conceptual: Compartimento adiposo del animal localizado
especificamente por dentro de las paredes 6seas y musculares del abdomen,

dispuesto alrededor de los diferentes 6rganos.*’
Definicién operacional: gramos (g)
* Histologia Hepatica:

Definicion conceptual: Observacion y estudio de los cortes microscopicos de

tejido del 6rgano hepatico.

Definicion Operacional: Categorizacion:
1- Presencia de esteatosis hepatica

2- Ausencia de esteatosis hepatica

* Histologia Cardiaca:

Definicion conceptual: Observacion y estudio de los cortes microscopicos de

tejido del corazon.

Definicién operacional: Categorizacion:
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1- Presencia de esteatosis cardiaca
2- Ausencia de esteatosis cardiaca
* Actividad de Alanino-aminotransferasa (ALT)

Definicion conceptual: transaminasa localizada casi exclusivamente en el

citosol del hepatocito con valor clinico para revelar lesiéon hepatica.>
Definicion operacional: U/L
* Actividad de Aspartato-aminotransferasa (AST)

Definicion conceptual: transaminasa localizada en higado, corazén, musculo
esquelético, rifiones, cerebro, pancreas, pulmon, eritrocitos y leucocitos, con

valor clinico para revelar dafio hepéatico en menor medida que la ALT. >4
Definicion operacional: U/L

* Glucemia:

Definicién conceptual: concentracion de glucosa en la sangre.®®
Definiciéon operacional: mg/dL

* Colesterol total

Definicion conceptual: Suma de las concentraciones de las lipoproteinas
encargadas del transporte del colesterol en sangre (fundamentalmente LDL y
HDL).53

Definiciéon operacional: mg/dL
* Triacilglicéridos

Definicién conceptual: compuesto formado por un acido graso (oleico, palmitico
o0 estearico) y glicerol. Los triglicéridos se sintetizan a partir de la mayoria de las
grasas animales y vegetales y son los principales lipidos de la sangre, en la
que circulan, unidos a proteinas, formando las lipoproteinas de alta y baja

densidad.>®
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Definicion operacional: mg/dL

* ApoB-100

Definicion conceptual: componente proteico de las lipoproteinas implicadas en
el transporte hepatico de los lipidos, como la lipoproteina de muy baja densidad
(VLDL) y la lipoproteina de baja densidad (LDL).%®

Definicion operacional: mg/dL
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TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

Determinacion del Perfil de &cidos grasos por Cromatografia de Gas (CG):

Se analizd el perfil de &cidos grasos en muestras de las diferentes
dietas. Para realizar la determinacion de los lipidos se procedi¢ a:

1) Su extraccion por el método de Folch, que consiste en el aislamiento y
purificacion de los lipidos totales de las muestras. Primero los lipidos de las
muestras homogeneizadas fueron extraidos y homogeneizados con

cloroformo/metanol 2:1 (v/v) y luego filtrados.>’

2) El extracto crudo de lipidos asi obtenido, se particiondé con agua y la fase
cloroférmica se evaporé bajo una atmésfera de nitrégeno. La metilacion de los
ésteres lipidicos se realiz6 con metdxido de sodio a temperatura ambiente. Los
ésteres lipidicos se recuperaron en la fase hexano y se concentraron bajo flujo
de nitr6geno.®® La temperatura del horno del cromatégrafo de gas fue
programada desde 180°C a 240°C (2°C/min.)

3) La identificacion y cuantificacion de los &cidos grasos de las dietas se llevé a
cabo por cromatografia gaseosa (CG), utilizando un equipo CLAURUS 500 de

Perkin ElImer con detector de ionizacién de llama (detector FID).

4) La identificacion de los acidos grasos se realiz6 mediante el empleo de
testigos comerciales (NU-Chek-PREP, INC. USA).

5) El contenido de acidos grasos se expresO en porcentajes respecto al total

detectados.
Parametros Morfométricos

Para el analisis de los parametros morfométricos se registraron los
valores individuales de los ratones y las medias de cada grupo, de las
siguientes variables: peso corporal, circunferencia de cintura y peso de tejido

adiposo visceral. Para esto se procedié al adormecimiento de los animales
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durante algunos segundos mediante el empleo de isofluorano como

anestesiante.

El peso corporal se obtuvo mediante el uso de una balanza analitica
(Ohaus, Modelo CS200) en gramos (Q)

La circunferencia de cintura se midi6 en la zona de mayor
circunferencia de los animales. Se obtuvo con el uso de una cinta métrica en

centimetros (cm).

Para estudiar el peso TAV se sacrificaron cuatro ratones de cada grupo
a las 12 semanas y el resto de la muestra a las 24 semanas con el objetivo de
extraer el TAV y registrar su peso. El sacrificio se hizo por medio de dislocacion

cervical luego del adormecimiento de los animales.
Histologia Hepética y Cardiaca

Se estudio la histologia hepética y cardiaca a las 12 y 24 semanas de
estudio en aquellos animales sacrificados para la obtencién del TAV. Para esto
se extirparon dichos 6rganos y se recogieron en formaldehido al 10% en buffer
fosfato salino (PBS) pH 7,4 donde se mantuvieron entre 24 y 48 horas. Los
organos fueron enviados al laboratorio del INICSA-CONICET de la Facultad de
Ciencias Médicas (FCM) de la Universidad Nacional de Cdrdoba (UNC) para su
procesamiento y coloracion con hemotoxilina-eosina (H-E) y se observaron en
microscopio oOptico. Los cortes histologicos fueron de secciones de 5 micras.
Las imagenes histolégicas se tomaron usando un microscopio Nikon Eclipse TE
2000U equipado con videocamara digital en el CIBICI- CONICET de la FCQ,
UNC.

Parametros Metabolicos

Para la obtencion de muestras bioquimicas se realizd la extraccion de
sangre por puncion cardiaca mediante la utilizacién de jeringas de tuberculina y
agujas 25 G (Terumo), con el uso de heparina sodica (Abott 5000 U.l) como

anticoagulante.

31



A continuacion, se separo el plasma mediante centrifugacion a 5000
revoluciones por minuto (rpm) durante 10 minutos, utilizando ultra-centrifuga
(Eppendorf Centrifuge 5415D). Las muestras se conservaron en freezer a -
80°C y se procesaron en el Laboratorio Central del Sanatorio Allende, Cordoba,

Argentina.

Determinacion de enzimas hepaticas: la medicidon de la actividad de ALT

y AST se realizé por el método enzimético-colorimétrico (kit de Roche) en un

autoanalizador Hitachi modular P800.

Determinacion de glucemia: la glucosa se cuantific6 (mg/dL) por el

método enzimético de la glucosa oxidasa y colorimetria segun Trinder (Roche)

utilizando el autoanalizador Hitachi modular P80O.

Determinacion de lipidos plasmaticos: se obtuvieron las concentraciones

de triacilglicéridos (TG) y colesterol total (CT) plasmaticos mediante el uso de
kits enzimaticos con colorimetria segun Trinder (Roche), en un autoanalizador

Hitachi modular P800. Las unidades empleadas fueron mg/dL.

Determinacion de ApoB 100: La medicion de la apoB100 se realizd en

plasma a las 24 semanas de estudio (6MPT) por una técnica de
inmunoturbidimetria, utilizando el aparato Hitachi Modular P800. Las unidades

empleadas fueron mg/dL.
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PLAN DE TRATAMIENTO DE LOS DATOS

En primer lugar se armé una planilla en Microsoft Excel, donde se
cargaron los datos de los diferentes parametros en estudio durante los 6 meses
de intervencion. Posteriormente se utilizd esta informacion para construir una

base de datos.

Para el analisis estadistico de los datos obtenidos se aplicaron
procedimientos de estadistica descriptiva (media y error estandar de la media)
e inferencial, comparandose entre el grupo de ratones tratados con DC y
aquellos alimentados con la DE. Se recurrié al programa GraphPad Prism 6

para realizar este andlisis.

El andlisis se realizé empleando el andlisis de varianza de dos vias o
factorial (ANOVA 11) para evaluar los efectos del tratamiento (dietas), el tiempo
de estudio y la interaccion entre las variables. Se determind la significancia de
los factores y se realizaron luego pruebas paramétricas multiples de test t de
Student para el caso del efecto tratamiento para comparacién entre dos
medias. En aquellos casos, en los cudles las varianzas fueron
significativamente diferentes, se aplicé la correccién de Welch, que permite el

calculo de la p en esta situacién (varianzas diferentes).

Para el analisis del factor tiempo, se empledé el ANOVA de una via
(ANOVA 1) para establecer las diferencias de significacion entre las medias y el
post-test de Bonferroni y Tukey, cuando fue necesario.

Se tomd en cuenta un valor de p<0,5 para considerar significancia

estadistica, con un nivel de confianza de 95%.
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RESULTADOS

PERFIL LIPIDICO DE LA DIETA

Con el fin de determinar el perfil de acidos grasos constituyentes, se
sometieron a analisis mediante cromatografia gaseosa (CG) ambas muestras
de alimento. El contenido de &cidos grasos se expreso en porcentajes respecto

al total.

En relacion a la dieta control (DC), se observé un claro predominio de
AGMI y AGS. El &cido oleico (18:1 w9) resulté ser el mas abundante con el
49,56%; del total de &acidos grasos detectados, en segundo lugar, se hall6 el
acido estearico (18:0) con el 47% y en tercer lugar el acido palmitico (16:00)
con el 2,03%. De este modo so6lo el 1,41% corresponde AGPI, manifestandose

una relacion w6:w3 de 1:5.

En cuanto a la dieta experimental (DE), la distribucion cuantitativa de
los diferentes tipos de &acidos grasos resultd mas equitativa. Los AGS
constituyeron el 30,32%, del total de &cidos grasos detectados, representados
fundamentalmente por el &cido estearico; los AGMI conformaron el 37,78% y
los AGPI 31,9%. A diferencia de lo descripto en la DC, en este caso la relacion
w6:w3 fue de 1:2.
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Tabla 2. Composicion de acidos grasos en las dietas (% de acidos

grasos detectados)

ACIDOS GRASOS DC DE

Acido Palmitico (16:0) 2,03 0,40
Acido Esteéarico (18:0) 47,0 29,92
Acido Oleico (18:1 ©9) 49,56 37,78
Acido Eicosadienoico (20:2 ©6) 0,09 10,14
Acido Araquidénico (20:4 6) 0,13

Acido Linolénico (18:3 ©3) 0,90
Acido Eicosatetraenoico (20:4 »3) 0,66 20,86
Acido Docosapentaenoico (22:5 ®3) 0,53

Figura 1. Distribucion porcentual de AG segun dieta

Docosapentaenoico-L Bl oc
Araquiddnico v DE
Eicosatetraenoico‘“
Eicosadienoico 1

Linolénico -
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PARAMETROS MORFOMETRICOS

Peso Corporal (PC)

El registro del PC permiti6 demostrar diferencias estadisticamente
significativas al primer y al sexto mes de estudio, siendo mayor la ganancia de
peso de los animales del grupo sometido a la DE versus DC.

Los valores de las medias encontrados en el grupo alimentado con la
DC fueron 26,6; 28,6 y 30, 5g al 1, 3y 6 MPT respectivamente. En cuanto a los
animales tratados con la DE, las medias fueron 29,2; 29 y 39,8 g a cada tiempo
de estudio.

Ademas, mediante el andlisis por ANOVA Il se observd que la variable
PC fue dependiente de los factores dieta, tiempo y de la interaccién entre
ambos (p<0,0001).

Figura 2. Peso corporal de ratones TLR-2 KO
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DC vs DE. Los datos son expresados como la media + EEM de
un experimento con n= 4-6 animales por grupo. ns: no
significativo p>0,05; ** p<0,01.
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Circunferencia de Cintura (CC)

La CC se evalu6 con la finalidad de determinar su asociacion con el
desarrollo de obesidad central. Se observaron diferencias significativas entre
los grupos DC y DE en todos los tiempos, siendo mayores las medias
correspondientes al grupo DE.

Los valores medios encontrados en los animales tratados con la DC
fueron 7,6 cm en todos los tiempos de estudio mientras que en aquellos
tratados con la DE las medias halladas fueron 8,4; 8,3y 88cmal 1, 3y 6 MPT
respectivamente.

Al aplicar el andlisis de ANOVA Il se observé que la variacion de la CC
dependié Unicamente del factor dieta y no de la interaccion entre ésta y el

tiempo (p<0,0001 y p>0,05 respectivamente).

Figura 3. Circunferencia de cintura en ratones TLR-2 KO
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DC vs DE. Los datos son expresados como la media + EEM de un experimento con
n=4-6 animales por grupo.** p<0,01; ***p < 0,001
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Tejido adiposo visceral (TAV)

A los 3 MPT no se observé acumulacion de TAV en ninguno de los
grupos de estudio. Esta situacion se modificé a los 6 MPT donde se observé en
todos los animales alimentados con DE una acumulacion significativa de TAV,
fenomeno que solo se evidencio en dos de los animales alimentados con DC
pero en escasa cantidad.

La cantidad promedio de TAV en los animales del grupo sometido a la
DE fue del 4,3% respecto al peso corporal individual de los mismos.

Ademas de las diferencias cuantitativas mencionadas anteriormente, el
estudio microscépico del TAV de ambos grupos reveld -caracteristicas
morfologicas celulares distintas, los adipocitos pertenecientes a los animales
tratados con DE mostraron una marcada hipertrofia celular. Sin embargo, es de

destacar, que en ninguno de los casos se hall6 infiltracién de células inmunes.

Fiaura 4. Macroscopia v microscopia de TAV

6 MPT DC 6 MPT DE

(A) Fotografia representativa de un raton TLR 2 KO a los 3 MPT alimentado con
DE. (B) Fotografias de animales a los 6 MPT con ambos tipos de dieta. Las
flechas sefialan el TAV y la cabeza de flecha la grasa ectdpica a nivel
pericardico. (C) Microfotografias representativas del TAV extraido en ambos
grupos. H-E. Magnificacién 400x.
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PARAMETROS HISTOLOGICOS

Se realiz6 el estudio y analisis de los cortes histologicos del higado y el
corazén a los 6 MPT en ambos grupos experimentales.

Estudios Histoldgicos del Higado

En ambos grupos de estudio se observé presencia de lipidos ectopicos
dispuestos en microvesiculas, compatible con esteatosis simple leve, sin
alteraciones en la estructura de los lobulillos, presencia de focos de infiltrado

inflamatorio crénico, ni necrosis de las células hepaticas.

Figura 5. Histologia del parénquima hepatico de ratones TLR2-KO 6 MPT

Microfotografias del parénquima hepatico de animales alimentados con DC y DE, coloreadas con H-E y
magnificacion de 400X. Las cabezas de flecha sefialan el acimulo de lipidos ectépicos dispuestos en
microvesiculas. VC: Vena centrolobulillar.
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Estudios Histoldgicos del corazon

En ambos grupos de estudio se observd depdsitos de lipidos
intramiocardicos, dispuestos en microvesiculas (en mayor cantidad en la DE),
sin evidencia de dafo estructural de los miocardiocitos y ausencia de infiltrado

de células mononucleares inflamatorias.

Figura 6. Histologia del tejido cardiaco de ratones TLR2-KO 6 MPT

Microfotografias del tejido cardiaco de animales tratados con DC y DE, coloreadas con H-E. Magnificacion
400x. Las cabezas de flecha sefialan el dep6sito de lipidos en forma de microvesiculas.
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PARAMETROS BIOQUIMICOS

Enzimaticos

Actividad de Transaminasas. Aspartato amino transferasa (AST) y Alanino
amino transferasa (ALT)

Estas enzimas se determinaron a los 6 MPT con el propésito de
demostrar una posible alteracion en su actividad que indicara la presencia de
dafio en higado y/o corazén en los grupos bajo tratamiento dietario.

El andlisis estadistico no permiti6 demostrar diferencias de significacion
entre los grupos DC y DE (p>0.05) en ninguna de las enzimas.

La media y el EEM para los niveles de ALT fueron 13,8 y 4,8 U/L
respectivamente para los animales alimentados con DC a diferencia del grupo
DE donde, sorprendentemente, se observd una tendencia hacia niveles
menores de actividad con mediay EEM de 6,37y 1,14 U/L.

En el caso de la AST, los valores para la media y el EEM fueron,
respectivamente, 35,2 y 3,9, U/L en los animales alimentados con la DC y 38,4
y 6,4 U/L en aquellos tratados con la DE.

Figura 7. Actividad de Transaminasas en ratones TLR- 2 KO 6 MPT
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DC vs DE. Los datos son expresados como la media + EEM de un experimento con n=4-6 animales por
grupo. ns: no significativo (p>0,05).
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Metabolicos

Glucemia

El analisis estadistico de la glucemia entre los grupos no demostro
diferencias significativas en ninguno de los tiempos de estudio. Las medias
encontradas en los animales tratados con DC fueron 214; 175,2 y 182,8 mg/dL
al 1, 3y 6 MPT respectivamente. En el caso de los animales tratados con DE
los valores medios fueron 235,8; 172 y 174 mg/dL a cada tiempo.

El andlisis por ANOVA Il permiti6 demostrar ausencia de interaccion
entre los factores dieta y tiempo (p>0,05). El factor dieta no fue significativo (p>
0,05) pero si resultd significativa la variable tiempo de estudio (p<0,001). Por
este motivo se realizé en el grupo tratado con DE el analisis por ANOVA | para
evaluar las diferencias entre los tiempos, éste mostr6 una disminucion
significativa a los 3y 6 MPT vs 1MPT (p<0,05).

Figura 8. Glucemia de ratones TLR-2 KO
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DC vs DE. Los datos son expresados como la media + EEM de un experimento con
n=4-6 animales por grupo. * p< 0,05. ns: no significativo p>0,05
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Colesterol Total (CT)

Los niveles de CT mostraron aumentos estadisticamente significativos

en los animales sometidos a la DE comparado al grupo que recibié la DC en el
tercer y sexto mes de estudio.
Las medias de los animales tratados con DC fueron 74,5; 72,5y 77,6 mg/dL al
1, 3 y 6 MPT respectivamente. Los valores medios para los animales
alimentados con la DE fueron 93,25; 119,8 y 99,13 mg/dL en cada tiempo de
estudio.

Al aplicar el analisis por ANOVA Il se observdO una dependencia
significativa del colesterol total con los factores dieta (p<0,0001), tiempo y la

interaccion de ambos (p<0,05 en estos Ultimos).

Figura 9. Colesterol de ratones TLR-2 KO
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DC vs DE. Los datos son expresados como la media £+ EEM de un experimento con
n= 4-6 animales por grupo. ns: no significativo p>0,05; ** p<0,01; *** p < 0,001
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Triacilglicéridos (TAG)

De manera similar al colesterol total, s6lo se hallaron diferencias

significativas al tercer y sexto mes de estudio.

Las medias para los animales alimentados con DC fueron 57,5; 60,3 y 56
mg/dL al 1, 3 y 6 MPT respectivamente. En lo que refiere a los animales
tratados con DE los valores medios hallados fueron 69,7; 39 y 110; 4 mg/dL en
cada tiempo.

Llamativamente, al 3 MPT la media del nivel de los TAG fue mas elevada
en el grupo de animales que recibieron la DC, mientras que, un efecto contrario
pudo demostrarse en el 6 MPT, donde los animales sometidos a la DE

mostraron niveles significativamente elevados respecto a los que recibieron la
DC.

Por otro lado, a través del analisis ANOVA Il se observé dependencia
con el factor tiempo y la interaccion entre los factores tiempo y dieta (p<0,01

para ambos casos), contrariamente a lo que ocurre con el factor dieta (p>0,05).

Figura 10. Triacilglicéridos de ratones TLR-2 KO
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DC vs DE. Los datos son expresados como la media + EEM de un experimento con
n= 4-6 animales por grupo. ns: no significativo p>0,05; ** p<0,01
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Apolipoproteina B 100 (Apo B100)

El analisis estadistico de los niveles de la ApoB100, principal
componente proteico estructural de las lipoproteinas de muy baja y baja
densidad (VLDL y LDL respectivamente) no permiti6 demostrar diferencias
significativas a los 6 MPT entre los animales sometidos a la dieta DC y DE. Sin
embargo, se pudo apreciar una tendencia hacia niveles mayores de la ApoB
B100 en el grupo DE comparado al grupo DC.

Los valores de la media y el EEM para los animales tratados con DC fueron
1,86 y 0,52 mg/dL respectivamente. Respecto a los animales alimentados con

la DE los valores observados fueron 2,41y 0, 27 mg/dL.

Figura 11. Apo B100 de ratones TLR-2 KO 6 MPT
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DC vs DE. Los datos son expresados como la media+ EEM de un experimento
con n= 4-6 animales por grupo. ns: no significativo p > 0,05.
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DISCUSION

A partir de los andlisis efectuados en este trabajo de investigacion,
nuestro modelo experimental fue eficaz en inducir una expansion del
compartimento adiposo a nivel central en un modelo murino de ratones
C57BL/6 TLR2-KO logrando reproducir ciertas alteraciones a nivel morfoldgico,
metabdlico e histolégico analogas a las descriptas en el sindrome metabdlico. A
continuacion se discutira acerca del rol que estaria cumpliendo la DE en
comparacion con la DC administradas en el desarrollo de las alteraciones
observadas en estos animales del mismo background genético.
Oportunamente, también se analizaran los hallazgos relacionados con la

tematica que han sido sugeridos por otros autores.

El andlisis tanto de la DC como de la DE por cromatografia de gas nos permitio
cuantificar el perfil de acidos grasos presente en cada una de ellas. Es
importante destacar que, sorprendentemente, la DC presento casi el 50% de su
perfil lipidico representado por AGS y menos de un 2% de AGPI a diferencia de
la DE, donde se encontré aproximadamente un 30% tanto de AGS como de
AGPI y la relacibn w6:w3 en ésta fue de 1:2, semejante a la propuesta
recientemente por Simopoulos como factor protector de obesidad (1-2:1) a
diferencia de lo que ocurre con la relacion promedio del patron alimentario
occidental actual que oscila en 15-20:1, asociada a la ocurrencia de multiples
trastornos metabdlicos e inflamatorios 2°En este sentido, la dieta occidental
actual posee un exceso de acidos grasos w6 y un déficit de w3 debido a una
ingesta elevada de aceites, mayonesas y productos elaborados con aceites

vegetales en su composicion.58

En cuanto a los parametros morfométricos, el PC de los animales
sometidos a la DE, como era de esperar, mostr6 un aumento significativo
comparado con los que recibieron la DC. El incremento del PC seria atribuible
al mayor aporte caldrico de la DE, ya que como refirieron Cabalén y col en
estudio semejante realizado previamente en nuestro laboratorio, no se

observaron diferencias significativas entre las cantidades consumidas segun el
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tipo de dieta suministrada. Ademas, este estudio, realizado en ratones salvajes
(wild-type) del mismo background genético, y deficientes en TLR 4, sometidos a
similares condiciones nutricionales mostré que el PC fue mayor en todos los
tiempos estudiados en los grupos alimentados con la dieta obesogénica.'!
Igualmente, Pinel y col utilizando ratones WT y ob/ob también encontraron que
los animales sometidos a dietas ricas en grasas (suplementadas o no con
AGPI) tuvieron mayor ganancia de peso en comparacién con la DC. %° Estos
resultados llevan a concluir que independientemente de la base genética del
animal y de la composicibn de AGs de la dieta, el PC aumenta por la

administracion de dietas hipercaloricas.

En funcién de la importancia que actualmente se le adjudica al patron de
distribuciéon del componente graso, resulta importante destacar que el aumento
del PC fue acompafiado por un incremento significativo de la CC en el grupo

DE en todos los tiempos evaluados.

El aumento de ambos pardmetros es compatible con la denominada
“obesidad central” desarrollada en humanos, donde la CC constituye uno de los
indicadores subrogados mas utilizados en la préactica clinica. Valores de CC por
encima de los puntos de corte establecidos para humanos (especificos para
distintas etnias) se relacionan con una mayor probabilidad de desarrollar

consecuencias metabodlicas adversas 6°

En concordancia con estos descubrimientos se evidencié un aumento en
la cantidad de TAV a los 6 MPT en los animales alimentados con la DE. El
aumento de tamafio de la célula adiposa, es considerado responsable de
inducir eventos tales como estrés oxidativo (aumento de especies reactivas del
oxigeno, ROS), estrés del reticulo endoplasmico, hipoxia tisular y disfuncion
endotelial.?>61 Un hallazgo distintivo del andlisis histolégico en TAV fue que, a
pesar de existir una hipertrofia notoria de los adipocitos, no se evidencio
infiltrado de células inflamatorias, ni estructuras tipo corona siendo éstas
lesiones tipicas del proceso inflamatorio local en el TAV disfuncional (Fig.3C).
Llamativamente, lo antes mencionado, podria estar sefialando la presencia de
un tejido adiposo no disfuncional y/o con disfuncion minima en el grupo

sometido a la DE. Por tal motivo, se puede sospechar que el TA de estos
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animales presenta en sus adipocitos un perfil secretor favorable, sintetizando y
secretando adipocinas del perfil anti-inflamatorio (IL-4, IL-10, adiponectina,
entre otras) y/o sugiriendo un balance entre el perfil pro (TNF-alfa, IL-1, IL-6,

leptina) y anti-inflamatorio.

Estas caracteristicas se asemejan a las encontradas en los pacientes
denominados “obesos metabdlicamente sanos”, los cuales se caracterizan,
segun la literatura existente, por presentar un bajo grado de inflamacion tanto a
nivel local (tejido adiposo) como sistémico; niveles de adiponectina similares a
pacientes sin sobrepeso/obesidad; asi como una menor prevalencia de NAFLD,

entre otros.%?

Este resultado, no esperado y muy interesante podria ser explicado o ser
consecuencia al menos en parte, de la composicion cualitativa de la dieta en el
contenido de AGPI, principalmente w3, que le conferiria al TAV caracteristicas
protectoras frente al riesgo de las co-morbilidades asociadas a la obesidad. Al
respecto, hay un creciente cuerpo de evidencia que afirma que los AGPI w3
pueden atenuar la inflamacion del tejido adiposo en roedores y humanos a
partir de la disminucion de las citocinas pro-inflamatorias y aumento de las
antiinflamatorias, menor infiltracibon de macré6fagos, disminucién de

eicosanoides pro-inflamatorios y formacién de pro-resolvinas.0 51. 63

En consonancia con estas observaciones, Kim y col en su investigacion
con ratones transgénicos que sobreexpresaban adiponectina, mostraron que no
sOlo la cantidad de tejido adiposo, sino la calidad de los adipocitos que lo
constituyen pueden tener un impacto significativo sobre la funcién metabdlica
sistémica.®® Ademas, un estudio recientemente publicado por Journal of Lipid
Research demostr6 que el EPA fue capaz de mejorar el balance
adiponectina/leptina, lo cual podria contribuir al efecto protector de este en
ratones sometidos a una dieta occidental®® Consideramos que hubiese sido de

gran valor para nuestro trabajo, realizar la determinacion de dicha relacién.

Por otra parte, el estudio histolégico a nivel del tejido cardiaco y
parénquima hepético mostré6 a los 6 MPT esteatosis simple leve a nivel

intracelular, sin presencia de dafio estructural o focos inflamatorios en ambos
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grupos de estudio. Concordantemente, Kucera y col en el afio 2011 hallaron
semejantes resultados en higado al estudiar el efecto de la composicion de la
dieta en el desarrollo de NAFLD.%°

Una serie de estudios previos han demostrado que dietas enriquecidas
con AGS y azucares simples, especialmente fructosa, conducen a un mayor
riesgo de esteatosis hepatica, en parte, a través del aumento de la lipogénesis
de novo.** Por este motivo, se esperaba que los animales alimentados con la
DE tuvieran un mayor grado de dafio a nivel hepatico en comparacién con el
grupo tratado con DC. Sin embargo, sorprendentemente, las caracteristicas
histoldgicas resultaron similares en ambos grupos. Por tal motivo, se presume
que la DE posee algun efecto protector asociado al aporte de AGPI w3.
Respaldando esta hipotesis, numerosas investigaciones han encontrado que la
suplementacién de w3 en ratas y ratones alimentados con dietas ricas en
grasas asi como en pacientes obesos tiene la capacidad de atenuar la
esteatosis hepética a través de efectos antiinflamatorios y antioxidantes,
disminucién del contenido de lipidos hepaticos y marcadores inflamatorios,
mejorando asi la sensibilidad a la insulina, todos ellos, eventos primordiales en

la prevencion del desarrollo de NAFLD. 51.66. 67

En relacion a los pardmetros bioquimicos, de manera coincidente con los
hallazgos histolégicos, los niveles de actividad de ALT y AST en plasma a los 6
MPT no mostraron diferencias significativas entre los grupos, encontrandose
dentro de los rangos de normalidad; resultados similares fueron reportados en
el estudio de Kucera y col en el afio 2011.%° Sin embargo, llamativamente, se
observo una tendencia hacia niveles menores de actividad de ALT de los
animales alimentados con la DE, hallazgo que concuerda con las revisiones de
Jin-Sik Bae y col y Del Ben Maria y col, en los afios 2013 y 2015
respectivamente, donde los autores han reportado una reduccion de la

actividad de ALT en dietas suplementadas con AGP| w3. 66.67

En lo que respecta a las demas cuantificaciones bioquimicas analizadas,
se encontraron cambios significativos en los niveles de colesterol total y

triacilglicéridos en el grupo de ratones sometidos a la DE, sin observarse
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modificaciones en los niveles de glucemia. Los resultados son compatibles con

la existencia de un fenotipo de dislipemia mixta sin progresion a DM2.

A pesar que la glucemia no experimento diferencias significativas a
ninguno de los tiempos, entre los grupos DC y DE; se demostré una
disminucioén significativa a los 3 y 6 MPT comparado a 1IMPT en los animales
sometidos a la DE. Este fendbmeno podria ser consecuencia de un
hiperinsulinismo compensatorio, que seria suficiente a estos tiempos para
regular la homeostasis de la glucosa, aun dentro de un contexto de insulino-
resistencia hepatica. No obstante, para corroborar esta hipotesis seria
necesario determinar los niveles de la insulina y la glucemia en ayunas, para
calcular el indice HOMA-IR (Homeostatic model assessment), parametro que
nos habria permitido objetivar la existencia de un estado de resistencia

hepatica a la insulina.

Es probable que el aporte graso de la dieta y la fructosa en el agua de
bebida de la DE contribuyan al desarrollo de la IR. Diversos estudios
experimentales en modelos murinos de ratdon y rata, sometidos a distintas
dietas, entre ellos, Kucera y col y Cabalén y col (2016) apoyan nuestros

resultados.11. 65

En linea con lo expresado anteriormente, se podria atribuir la
disminucién encontrada en los triacilgliceroles a los 3MPT en el grupo DE, a
dos mecanismos mediados por el hiperinsulinismo. El primero de ellos, y con el
qgue mas acordamos, es el mayor catabolismo de las VLDL por la activacion de
la enzima lipoprotein lipasa endotelial (LPL), regulada por insulina, enzima
responsable de la degradacion particulas VLDL en el lecho vascular. El
segundo mecanismo que podria estar implicado seria una disminucién en la
sintesis de VLDL, producida por el hiperinsulinismo compensatorio, que
contribuiria a una reduccion de la sintesis de la ApoB-100 y /o inhibicién de la
proteina transferidora de lipidos (MPT) hepética. Este mecanismo fue
demostrado por Cummings y col (1995) en cultivo de células hepaticas in

vitro.%8
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Kucera y col, mencionados anteriormente, en su modelo experimental
empleando ratas Wistar y Sprague-Dawley frente a distintas dietas grasas
observaron una disminucién similar a la observada en los TAG a un tiempo de
estudio semejante.® Este hallazgo, permite avalar nuestro resultado que podria
significar una manifestacidon bioquimica previa al establecimiento de un
Sindrome Metabdlico. Esta hipotesis se refuerza alin mas teniendo en cuenta
que los niveles de TAG a los 6MPT se encuentran significativamente

aumentados en los animales alimentados con la DE.

Por otro lado, en relacion al colesterol, si bien se encuentra aumentado
de manera significativa a los 3 y 6 MPT en el grupo tratado con DE, este
hallazgo amerita ser analizado en el contexto de qué lipoproteina lo esta
transportando principalmente. Esto se debe a que mediante las técnicas
analiticas disponibles en los laboratorios de quimica clinica, no es posible
separar las diferentes fracciones lipoproteicas en los roedores para luego
cuantificar su contenido de colesterol. Esta limitacibn metodolégica en nuestra
investigacion resulta particularmente importante para el colesterol-HDL. Mas
aun, considerando que numerosos estudios han demostrado que la
suplementacién con w3 seria capaz de incrementar los niveles plasmaticos de
esta lipoproteina, 251 por lo tanto se podria atribuir el aumento del colesterol
total observado al aporte de esta fraccion. Para confirmar esta presuncién seria
necesario realizar un perfil de lipoproteinas por electroforesis.

En conclusion, si bien el aumento de PC, CC y TAV generado por un
excesivo aporte caldrico, especialmente proveniente del aporte de lipidos
puede implicar aumento del riesgo cardio-metabdlico, el tipo de &cidos grasos
constituyentes de la dieta puede condicionar una calidad diferente de los
adipocitos, atenuando o retrasando la aparicion de los disturbios metabdlicos

croénicos asociados a la obesidad.

Por altimo, teniendo en cuenta que la poblacidén con la que se trabaj6é en
este modelo experimental fue carente para el receptor TLR2, creemos
necesario confrontar nuestros hallazgos con estudios realizados en animales
WT con el objetivo de identificar las posibles implicancias de la ausencia de

este receptor. Para ello, nos apoyamos en los resultados presentados por una
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investigacion realizada previamente en nuestro laboratorio, donde si bien las
caracteristicas del tratamiento no son exactamente las mismas, consideramos

pueden ser Utiles en la comparacion.t?

Una de las diferencias mas destacables a partir de la confrontacion de
los resultados corresponde al acumulo de TAV, donde los animales WT
alimentados con dieta obesogénica (DO) mostraron desde los 3 MPT un
deposito significativo de tejido adiposo acompafiado a los 6 MPT por la
presencia de estructuras tipo corona, mientras que los TLR 2 KO tratados con
una dieta similar solo exhibieron TAV a los 6MPT y en menor cantidad. De
manera similar, en lo que respecta a las caracteristicas histolégicas cardiacas y
hepaticas, los animales WT sometidos a DO mostraron acumulacion ectopica
de lipidos en corazén y esteatosis hepética mixta a los 3 MPT, mientras que los
animales TLR2 KO alimentados de manera similar solo presentaron esteatosis

simple de grado leve en ambos 6rganos a los 6 MPT.

Por lo tanto, a partir de los hallazgos mencionados se podria especular
que la carencia de TLR 2 en estos animales estaria contribuyendo a la
proteccién de la acumulacion de lipidos en el TAV asi como a nivel hepatico y
cardiaco hasta los 6 meses de tratamiento. Esto concuerda con diversos
estudios que proponen el efecto protector de la ausencia del TLR2 en la
inflamacién asociada a la obesidad. > ° Sin embargo, es importante ser
cautelosos en la interpretacién de estos resultados, ya que la mayoria de los
estudios no se extienden mas alla de las 12 semanas de investigacion (3MPT).
Ademas, la ausencia del TLR2 a tiempos prolongados, podria aumentar la
activacion del TLR4, mediante la acumulacion de ligandos endogenos estériles
generados durante los procesos metabodlicos (DAMPs) como un efecto
compensatorio.®® Es decir, alin no existe un consenso sobre el rol del TLR2 en

la inflamacién crénica de bajo grado.

Asimismo, en relacion al papel de los w3 también existen controversias
en el rol de éstos en algunas caracteristicas del sindrome metabdlico
relacionadas con la obesidad,'? 63 especialmente en aquellos estudios que
conciernen a la clinica humana 26. Sin embargo, las investigaciones existentes

coinciden en sus propiedades antiinflamatorias dadas por la inhibicion en la
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secrecion de mediadores pro-inflamatorios, aumento en la formacion de los
anti-inflamatorios y reduccion de la migracién de macréfagos al TA, los cuales
contribuirian en la prevencion y/o disminucion la inflamacion crénica de bajo

grado.>!

Por este motivo y teniendo en cuenta que los ratones TLR2 KO tratados
con la DE tuvieron w3 como parte de su dieta (nutriente no declarado en la
dieta de los animales WT) y que los TLRs cumplen un rol primordial en la
respuesta inmune innata, nosotros consideramos que el consumo de w3 no
solo fue el factor mas influyente en la proteccién de la inflamacion sino que
también seria una herramienta mas factible de implementar que el bloqueo de
estos receptores como un potencial complemento para el tratamiento de la

obesidad.

En relacion a la edad de los animales intervenidos, resulta necesaria una
consideracion final. Teniendo en cuenta que segun las experiencias previas de
nuestro laboratorio la expectativa de vida media de los ratones C57BL/6 es de
dos afios, seis meses de tratamiento representan un 25% de su vida y
considerando el tiempo de vida al comienzo (12,5%), estos animales han sido
evaluados aproximadamente durante el 40% de su vida, por lo tanto, este es un

factor que realza el valor de los resultados obtenidos en esta investigacion.
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CONCLUSIONES

El seguimiento de un modelo murino intervenido con diferentes
tratamientos dietarios por un periodo de 24 semanas nos permitio confirmar
parcialmente la hipotesis planteada mediante el cumplimiento de los objetivos

propuestos.

Elaborar el presente trabajo nos posibilité profundizar nuestros
conocimientos acerca de los mecanismos fisiopatoldgicos que gobiernan la
respuesta inflamatoria crénica de bajo grado asociada a la obesidad, como
también mecanismos de resolucion de dicha respuesta vinculada

especialmente con ciertos nutrientes y su accién anti-inflamatoria.

En este sentido, nos apropiamos de conceptos tan complejos como
atiles que podremos aplicar a futuro tanto en el &mbito educativo como
asistencial. Asimismo, vivenciamos una intima aproximacién al area de
investigacién, que corresponde posiblemente a una de las funciones menos
desarrolladas del perfil profesional de Licenciado en Nutricion y que
simultaneamente representa un insumo basico para el avance vy
perfeccionamiento de cualquier disciplina. Si bien la ciencia basica no tiene
fines practicos inmediatos, posee el potencial de profundizar y/o generar un
cumulo de conocimientos en torno a un area tematica en particular, que a futuro
puedan tener aplicabilidad y someterse a comprobacion en la investigacion

clinica pudiendo redundar en algun beneficio en la intervencion con pacientes.

Nuestro trabajo, en consonancia con muchos otros, remarca que la
obesidad como enfermedad compleja y multi-determinada no puede reducirse a
un estado de balance energético positivo y un consecuente incremento
cuantitativo de los depdsitos lipidicos, si no que cobra especial relevancia la
caracteristicas cualitativas del tejido adiposo y su comportamiento desde el
punto de vista inmunitario, enddcrino e inflamatorio ya que esto, condiciona la
aparicion y evoluciéon de co-morbilidades que incrementan el riego relativo de
los individuos obesos. En este contexto, cambios el estilo de vida y dentro de
ellos, las modificaciones dietéticas que permitan modular favorablemente el

proceso descripto resultan del mayor interés considerando las altas
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prevalencias de sobrepeso y obesidad presentes en la sociedad actual tanto a

nivel local como global.

Por tanto, consideramos que se deberian dirigir los esfuerzos a un
abordaje dietoterapeutico, en el marco de un tratamiento integral, que
contemple no solamente una restriccion caldrica sino que ademas tenga en
cuenta la calidad de la alimentacién, haciendo particular énfasis en el consumo
adecuado de acidos grasos w3 y una consecuente relacion w6:w3 optima,
como una estrategia fundamental para favorecer la resolucion de la inflamacion
cronica de bajo grado que junto a la insulino-resistencia constituyen nexos
fisiopatoldgicos claves en el desarrollo de las co-morbilidades asociadas a la

obesidad.
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ANEXOS

Figura 1. Estructura y localizacion de TLRs. Tomado de
Abbas AK y col.“Inmunologia celular y molecular”, 2012.
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Figura 2. TLRs, ligandos y proteinas adaptadoras. Tomado de Akira
Sy col. “TLR signaling”, 2006.
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Figura 3. Estructura quimica de la estreptozotocina. Tomado de Jinzi W y col.
“Streptozotocin- induced type | diabetes in rodents as a model for studyng mitocondrial
mechanism of diabetic B cell glucotoxicity”, 2015.
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Figura 4. Efecto de la STZ en las células B pancreaticas tomado de Jinzi W y
col. “Streptozotocin- induced type | diabetes in rodents as a model for studyng

mitocondrial mechanism of diabetic 3 cell glucotoxicity”, 2015.
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Figura 5. Inflamacién y cambios en tejido adiposo visceral.
Tomado de Watanabe Y. y col “Activation and Regulation of the
Pattern Recognition Receptors in Obesity- Induced Adipose
Tissue Inflammation and Insulin Resistance”, 2013
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Figura 6: Resolucién de la Inflamacion: Mecanismos intracelulares de
regulacién. Tomado de Wang Y. y Huang F. “AGPI w3 e Inflamacién en la
Obesidad: efectos locales y beneficios sistémicos”, 2015

N-3 PUFA )
FFARy !;!rﬂ'n'bra.n: phospholipid fatty acid profile
Adipogenesis Eicosanoid biosynthesis— Resolution
ATM polarization Lipid raft — Signaling transduction
Treg cells

Secretory function

Proinflammatory Adipokines
mediator FEA J
<4 Adiponectin
THE-x
IL-14
IL-&

Mormalization of AT function and relief of locl] inflammation

Suppression of ecbopic deposition
Hestoration of systemic insulin sensitivity
Preservation of glucose homeostasis

Induced mitochondrial biogenesis
Brzin ﬁi? Q Muscle ,
atic steatosi i
Contral of energy irtake and expenditure T H:;rl;ﬁ levﬂuLL Glecose disposal T

67



Tabla 1. Principales diferencias entre la inflamacion clasica y la
ISGB. Tomado de Ledn- Pedroza Jl y col. “Inflamacién sistémica
de grado bajo y su relacion con el desarrollo de enfermedades
metabdlicas: de la evidencia molecular a la aplicacién clinica”,

2015.
INFLAMACION ISGB
CLASICA
Duracion Aguda, subaguda Cronica
Ubicacién Localizada Sistémica, Tejido

Infiltrado celular

Citocinas y factores
solubles

Activadores
Lesioén tisular

Patologias
Relacionadas

Neutrofilos, eosinofilos,
células NK, linfocitos T,
Mg

TNF a, IL1B, IL-6, ERO

PAMP y DAMP
Presente

Colitis, Peritonitis, SRIS,
etc

Insulinodependiente

Mg, linfocitos T

TNF q, IL6, proteina C
reactiva, ERO

DAMP metabolicos
Ausente

Dislipidemia,
Aterogénesis, DM2,
Hipertension arterial

sistémica

DAMP: patrones moleculares asociados a dafio; ERO: especies reactivas del oxigeno; Mg:

macrofagos; NK: células asesinas naturales; IL: interleucina; PAMP: patrones moleculares

asociados a patégenos; SRIS: sindrome de respuesta inflamatoria sistémica, TNF: factor de
necrosis tumoral.
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GLOSARIO

AA: 4cido araquidonico

AAL: &cido alfa-linolénico

AGE: &cidos grasos esenciales

AGI: 4cidos grasos insaturados

AGL.: acidos grasos libres

AGMI: 4cidos grasos monoinsaturados
AGPI: 4cidos grasos poli-insaturados
AGs: acidos grasos

AGS: 4cidos grasos saturados

AL: &cido linoleico

ALT: alanino-aminotransferasa

Apob100: apolipoproteina B 100

AST: aspartato-aminotransferasa

CC: circunferencia de cintura

CG: cromatografia gaseosa

DAMPs: patrones moleculares asociados a dafio
DC: dieta control

DE: dieta experimental

DHA: &cido docosahexaenoico

DM 2: diabetes mellitus tipo 2

DO: dieta obesogénica

EPA: &cido eicosapentaenoico

IL: interleucina

ISGB: inflamacién sistémica de grado bajo
LDL: lipoproteina de baja densidad

Mg: macrofagos

MPT: meses post tratamiento

PAMPs: patrones moleculares asociados a patdgenos
PC: peso corporal

PCR: proteina C reactiva

PRR: receptores reconocedores de patrones
STZ: estreptozotocina

TA: tejido adiposo
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TAG: triacilglicéridos

TAS: tejido adiposo subcutaneo

TAV: tejido adiposo visceral

TLR2-KO: knockout para TLR 2

TLRs: receptores tipo toll

TNFa: factor de necrosis tumoral alfa
VLDL: lipoproteina de muy baja densidad
WT: wild type
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