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RESUMEN:

La obesidad y el sobrepeso se han incrementado de forma alarmante en el
mundo durante las tres ultimas décadas, lo que ocurre desde la infancia hasta la
vejez, debido principalmente a los cambios en el estilo de vida.

La obesidad es un factor crucial en el desarrollo de anormalidades
metabdlicas, tales como intolerancia a la glucosa, resistencia a la insulina e
inflamacion con estrés oxidante. Un panorama similar ocurre durante el proceso de
envejecimiento, donde se observa alteracion de la homeostasis del metabolismo
energético y un estado de inflamacién crénica sistémica de bajo grado. El estrés
oxidante y un pobre funcionamiento fisico llevan a un incremento del riesgo para
desarrollar enfermedades metabdlicas.

A pesar de los diversos estudios que se han realizado sobre los efectos
fisiopatoldgicos de la obesidad, su impacto asociado al género y a lo largo de la vida,
en especial durante el envejecimiento, no ha recibido atencion.

El propdsito de esta investigacion fue determinar el estado metabdlico general
en un modelo de ratones obesos hembra y macho a lo largo de la vida desde los 4
hasta los 20 meses de edad. La obesidad se indujo mediante la administracion
neonatal de glutamato monosédico (GMS), y posteriormente se cuantificaron
parametros bioquimicos, perfil inflamatorio, tolerancia a la glucosa y sensibilidad a la
insulina. Ademas, se evalué el dafo oxidante y la proteccion antioxidante en

diferentes 6rganos.
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Los resultados muestran que el indice Lee (IL), asi como los niveles de
colesterol y triglicéridos se incrementaron gradualmente en todos los grupos a través
del tiempo. En general, los ratones obesos GMS mostraron los niveles mas altos de
colesterol en comparacion de sus controles. Las hembras GMS mostraron niveles
mas altos en el contenido de triglicéridos que los machos obesos. Se evalud6 la
funcién hepatica midiendo las actividades de las enzimas AST y ALT, y se encontrd
que ambas enzimas se incrementaron conforme aumenté la edad en todos los
grupos, siendo las hembras quienes mostraron mayores niveles de ALT.

Con relacion con el perfil inflamatorio, se encontré que en el grupo de machos,
particularmente los ratones obesos GMS, presentaron niveles elevados de TNF-q, IL-
10 e IL-6 a los 12 meses de edad, comparado con el grupo de hembras. Los niveles
de adiponectina disminuyeron gradualmente a lo largo de la vida de los ratones
obesos y en sus controles; los machos mostraron niveles bajos de adiponectina
comparado con las hembras.

También se encontraron alteraciones en la tolerancia a la glucosa y en la
sensibilidad a la insulina, tanto en hembras como en machos obesos GMS desde
etapas jovenes, conservandose esta diferencia hasta el envejecimientos. Sin
embargo, los ratones obesos machos mostraron los niveles mas altos en estas
alteraciones. De manera notoria, los aumentos en estos parametros disminuyeron a
los 20 meses de edad sin encontrarse diferencias estadisticas entre los 4 grupos.

Los parametros oxidantes y antioxidantes, tanto en plasma como en higado,
pulmén, corazén y riidn permitid conocer la influencia del dafo oxidante por

obesidad durante el proceso de envejecimiento y la respuesta antioxidante.
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Los ratones obesos GMS mostraron alteraciones metabdlicas y susceptibilidad
asociada al género a lo largo de la vida y durante el proceso de envejecimiento. El
entendimiento de las diferencias metabdlicas entre los géneros durante la vida,
permitira el descubrimiento de estrategias preventivas especificas para las

enfermedades cronicas y contra la pérdida de la funcionalidad por envejecimiento.



ABSTRACT

The obesity and overweight have increased at an alarming rate in the world
during the last three decades, since childhood to aging ages, mainly due the changes
in lifestyles.

The obesity is a crucial factor in the development of metabolic abnormalities,
such as intolerance to glucose, resistance to the insulin and inflammation with oxidant
stress. A similar panorama occurs during the aging process where is observed
alteration of the energetic metabolism homeostasis and a chronic systematic
inflammation state of low grade. Oxidant stress and a poor physical performance,
lead to a risk to acquire metabolic disease. Despite the diverse studies that have
been realized about the pathophysiological effects of obesity, its impact related to
gender and through life, in special during aging, hasn’t received attention.

The purpose of this investigation is to determinate the general metabolic state
in obese mice model through all their lives. The obesity was induced with neonatal
monosodium glutamate (MSG) administration and quantified biochemical parameters,
cytokines concentration, glucose tolerance and sensitivity to insulin. Also, it was
evaluated the oxidant damage since four to twenty months old, including the
inflammatory profile.

In relation with the inflammatory profile, it was found that on male mice group,
in special obese MSG mice, showed high levels of TNF-a, IL-10 and IL-6 at 12

months of age, compared with the group of female mice. The adiponectin levels
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gradually decreased through obese mice life and its controls; male mice showed low
levels of adiponectin compared to female mice.

Also it was found alterations in the glucose tolerance and in the insulin
sensibility, such as in female as in obese MSG mice and its controls, since young
stages to aging; nevertheless, obese mice showed the highest levels that decreased
in 20 months age, without finding different statistics between genders and in
comparison with its controls.

The oxidant parameters and antioxidants, such as in plasma as in liver, lung,
heart and kidney, allowed to know the damage influence due obesity during the aging
development and the response to this damage because of oxidant stress.

The results in the metabolic parameters, the low grade inflammation and the
oxidant stress between genders, that reflect the effects of obesity associated with
aging, allow to conclude that the obesity model induced with MSG can be useful for
studying the metabolic changes in obese organisms through life, as well as for the
study of therapeutic agents that could prevent or lessen the above alterations.

Obese MSG mice showed metabolic alterations and its susceptibility
associated to gender through life and during the aging process. The understanding of
the metabolic differences between genders during life will permit the discovering of
specific prevent strategies to chronic diseases and against the loss of functionality

due aging.
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1. INTRODUCCION

1.1 OBESIDAD
1.1.1 Definicién.

La obesidad es un problema de salud y es considerada como la patologia
nutricional mas prevalente de los paises desarrollados (Fussenegger et al., 2008). La
obesidad se define como el exceso de grasa corporal o de tejido adiposo, siendo el
resultado de una excesiva ingesta de nutrientes y/o de gasto energético disminuido,
mantenido de forma crénica (Aitlhadj et al., 2011). Asi mismo la obesidad se
caracteriza por el resultado combinado de disfuncion del centro de saciedad a nivel
cerebral, desbalance de ingesta y empleo de energia, y variaciones genéticas
(Cheung et al., 2012; Zelezna et al., 2009), manifestandose en un incremento o
acumulacion anormal o excesiva de energia en forma de grasa en el tejido adiposo
(TA) (Blancas et al., 2010). Algunos autores resaltan la importancia del entorno en su
desarrollo, debido a que en este trastorno nutricional influyen arraigadas y profundas
normas sociales, dificilmente modificables (Oda, 2008).

Hoy se sabe que en el 95 por ciento de los casos de obesidad, su causa es
nutricional, exdégena o primaria, y solo el 5 por ciento es endégena, monogénica o
secundaria, debido a otras enfermedades o por la ingesta de farmacos. Segun la
distribucion de grasa corporal, la obesidad se clasifica en central o androide, tipo
manzana, con predominio de tejido graso en la regién intra-abdominal; o periférica,

ginecoide o tipo pera, con acumulo graso fundamentalmente en la regiéon fémoro-



glutea. Esta distribucion varia segun el género y la raza, siendo en la infancia
predominantemente mixta.

La diferencia en la distribucion de la masa grasa corporal por géneros fue
descrita en 1940 y explicada parcialmente por las diferencias hormonales. Los
andrdgenos se relacionan con un incremento del tejido adiposo visceral, asociandose
con factores de riesgo cardiovascular, mientras que los estrégenos se relacionan con
el tejido adiposo periférico o subcutaneo (Sweeting, 2007). Durante la pubertad,
acontecen cambios en la distribucidn de grasa corporal influenciadas por la leptina,
que induce la secrecién de la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH).

La obesidad es un factor de riesgo para un amplio rango de enfermedades
que incluyen resistencia a insulina, diabetes tipo 2, dislipidemia y enfermedad
cardiovascular, entre otras (Andreazzi et al., 2009; Zelezna et al., 2009; Nickelson et
al., 2012). La obesidad tambien ha sido considerada como un proceso de inflamacién
cronica sistémica de bajo grado, con una importante relacion en la induccion de la
resistencia a insulina (RI) (Furuya et al., 2010). La expansion del tejido adiposo intra-
abdominal esta asociado con un incremento en la infiltracion y activacion de la
expresion de varias citocinas proinflamatorias, tales como el factor de necrosis
tumoral (TNF-a) e interleucina 6 (IL-6) (Alarcén et al., 2008).

Es notorio que en la obesidad hay diferencias significativas asociadas con el
género, tal como lo es la distribucion del tejido adiposo y la inflamacién. Se sabe que
el género femenino tiende a presentar un alto contenido de grasa localizada
subcutaneamente, mientras que los hombres tienen menos grasa corporal total con

predominancia en la regidén visceral principalmente (Nickelson et al., 2012). Las



concentraciones plasmaticas de IL-6 y TNF-a se han encontrado mas bajas en
mujeres que en hombres, posiblemente debido el efecto inhibitorio de los estrégenos
sobre la expresion de genes marcadores de inflamacion (Cartier et al., 2009).
Ademas, la leptina se correlaciona positivamente con el indice de masa
corporal (IMC), trasmitiendo informacién al cerebro sobre la energia almacenada
disponible. La concentracion sérica de leptina se incrementa en las mujeres durante
la pubertad, pero disminuye en los varones después de iniciarse la misma, en el
estadio 2 de maduracion gonadal, originando el caracteristico patréon androide vy
ginecoide de distribucion de grasa caracteristico del adolescente y del adulto (Mufioz,

2007).

1.1.2 Epidemiologia.

Actualmente la obesidad es considerada por la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) como “una epidemia mundial creciente” y “uno de los problemas de
salud publica mas visibles, aunque mas desatendidos”. Ademas, es la segunda
causa de mortalidad prematura evitable, después del tabaco (WHO, 2014). La
Internacional Obesity Task Force (IOTF) la considera como la “enfermedad del
milenio” (IOTF, 2008). Globalmente hay mas de 300 millones de adultos obesos y 42
millones de nifios que cursan con sobrepeso (WHO, 2014). En afos recientes, la
epidemia de la obesidad no sélo ha llegado a ser un problema que ocurre en la
poblacién joven y adulta, sino que también se ha incrementado de forma dramatica

en el grupo de adultos mayores.



1.1.3 Fisiopatologia.

El tejido adiposo (TA), esta considerado como el principal érgano de reserva
de grasa. Actualmente se le reconoce como un érgano enddcrino participante en la
respuesta inmune. La masa grasa corporal estd distribuida en un 20% de grasa
visceral y un 80% en el tejido adiposo subcutaneo. Por otra parte, el 80% del peso de
la masa magra son lipidos, de los cuales, el 90% son triglicéridos (TG) (Antuna-
Puente et al., 2008; Rabe et al., 2008; Galic et al., 2010).

En funcién del balance energético, el tejido adiposo puede realizar la lipdlisis
de los TG mediante la lipoproteina lipasa (LPL), que genera acidos grasos libres
(AGL) y glicerol o tendera a la esterificacion de ambos compuestos a través de la
formacion de Acil-CoA o de Glicerol-3-P (procesos conocidos como Lipogénesis y
Glicerogénesis respectivamente) formando TG nuevamente (Figura 1) (Aguilera et

al., 20086).

Sustratos

Lipogénesis Glicerogénesis
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Figura 1. Vias metabdlicas del tejido adiposo



Asi, en épocas prolongadas de balance energético positivo (cuando la ingesta de
energia es mayor que su gasto), el TA responde reclutando preadipocitos (células sin
capacidad de reserva grasa aun) que proliferan (hiperplasia), lo que hipertrofia a los
adipocitos maduros con el consiguiente crecimiento estromal y vascular ante la
hipoxia adipocitaria. Las alteraciones en cualquiera de estos tres niveles, modulados
por factores adipocitarios o no adipocitarios, conllevan consecuencias metabdlicas e
inmunes. De igual modo, el balance energético positivo incrementa la concentracion
de AGL en la circulacion sistémica, acumulandose en musculo esquelético y en
higado, generando una lipotoxicidad que aumenta la RI (Aguilera et al., 2006), asi
como dislipidemia, enfermedad hepatica no alcohdlica (NAFLD) e hipertension
arterial (HTA). A esta Rl se le suma la insulinopenia (disminucién de niveles de
insulina en el torrente sanguineo) generada por el acumulo lipidico pancreatico y al
efecto toxico que conduce a la apoptosis celular. El estado crénico de estas
alteraciones promovera el desarrollo de diabetes mellitus 2 (DM2) (Trayhurn et al.,
2004; Murphy et al., 2006; Aguilera et al., 2006; Rabe et al., 2008).

Se sabe que el tejido adiposo, como 6rgano enddocrino, secreta biomarcadores
activos, principalmente por las células estromales presentes en el mismo (células
endoteliales, fibroblastos, leucocitos y macréfagos), y en menor medida por los
mismos adipocitos. Cuando estos biomarcadores son producidos por los adipocitos,
éstos son conocidos como adipocitocinas o adipocinas. Una lista completa de tales
adipocinas se muestra en la Tabla 1. Destacan leptina, adiponectina, resistina y
visfatina, asi como otras que estan actualmente en investigacion, como la vaspina

(Wada et al., 2008) y la proteina transportadora del retinol-4 (RBP-4). Las



biomoléculas inflamatorias como TNF-a, IL-6, IL-8, MCP-1, PAI-1, HGF y NGF
(Chudek et al, 2006), actuan sobre diferentes érganos como cerebro, higado,
musculo esquelético y sistema inmune, modulando el balance energético, la
sensibilidad a la insulina, el metabolismo hidrocarbonado vy lipidico, la inflamacion,

aterogénesis, hemostasia y la tensién arterial.

Tabla 1. Adipocinas. Lista de las adipocinas secretadas por los
adipocitos y las células de la matriz tisular

Proteina estimulante de acilacién

Adiponectina

Proteina de sefalizacion agouti

Angiotensina Il

Apelina

Adipsina (Complemento D)

Factor de crecimiento epidérmico de unién a la heparina (HB-EGF)
Factor de crecimiento hepatocitario (HGF)

Factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1)
Interleucina-1 (IL-1)

Interleucina-6 (IL-6)

Interleucina-8 (IL-8)

Interleucina-10 (IL-10)

Leptina

Factor inhibidor de la migracién de macréfagos (MIF)
Proteina quimioatrayente de monocitos-1 (MCP-1)
Factor de crecimiento neural (NGF)

Oxido Nitrico (NO)

Inhibidor del activador del plasminégeno-1 (PAI-1)
Prostaciclina (PGI2)

Prostaglandina E (PGE )

Renina

Resistina

Factor Tisular

Factor de Necrosis Tumoral-a (TNF-a)

Factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)
Visfatina




En la obesidad ocurre un desequilibrio en estas adipocinas que puede dar
lugar a un proceso inflamatorio, asi como a alteraciones metabdlicas y
cardiovasculares (Trayhurn et al, 2004; Rabe et al, 2008). Asimismo, el TA secreta
sustancias quimioatractivas para los macrofagos que incrementan y perpetuan el
proceso inflamatorio (Fain, 2006). Recientemente, por la intima relacidén existente
entre la patologia del TA y las enfermedades metabdlicas se han creado términos
como “adiposopatia” (Bays et al., 2008) y “diabesidad”, que denotan la intima
relacion que existe entre estas dos patologias, obesidad y DM2 (Golay et al, 2005).

Para la homeostasis lipidica y glucémica se requiere un tejido adiposo
normofuncional, el cual se ve alterado en estados patoldégicos como la obesidad por
la secrecion de adipocinas que favorecen la RlI, por el incremento de la lipdlisis y la
alteracién en el almacenamiento de TG. Todo ello conduce al incremento de AGL en
la sangre, que aumenta la reserva lipidica muscular y hepatica, perjudicando la senal
insulinica (Aguilera et al., 2006).

Asi, el incremento en la prevalencia de sobrepeso y obesidad en la poblacién
esta asociado con complicaciones que aumentan el riesgo de muerte del 20 al 40%
en personas con sobrepeso y de 2 a 3 veces en individuos obesos (Cheung et al.,
2012).

Ademas, la inflamacién crénica de bajo grado, estrictamente ligada al
sobrepeso u obesidad, genera Rl que interactua con otros mecanismos complejos,
tales como hipercolesterolemia, tabaquismo, hipertension, hiperglucemia, factores
hemostaticos, diferencias hereditarias asociadas con la estructura de lipoproteinas y

a su receptor, metabolismo de la homocisteina, y altos niveles de lipoproteina que



incrementa el riesgo de enfermedad coronaria (Tilg et al., 2008; Tarantino et al.,
2011).

De esta manera, la obesidad participa en la patogénesis de la Rl. EI dogma
central sugiere que la Rl por si misma explica la hipertension, la hiperglucemia, la
hiperinsulinemia, los triglicéridos elevados y la disminucién de lipoproteinas de alta
densidad (Brock et al., 2007; Tilg et al., 2008; Tarantino et al., 2011). En musculo,
higado, tejido adiposo y rifidn son los sitios principales en donde se manifiesta la Rl

(Brock et al., 2007).

1.1.3.1 Resistencia a la insulina.

La insulina es una hormona pleiotrépica que juega un papel importante en el
desarrollo de patologias asociadas con la obesidad, como son hipertension, diabetes
y sindrome metabdlico (Liu et al., 2009; Cheung et al., 2012; Connell et al., 2012).

La insulina actua en los tejidos insulinodependientes cuando se une de
manera especifica a su receptor, el factor de crecimiento insulinico-1 (IGF-1), y como
resultado se activa una cascada de sefalizacion intracelular. Esto estimula la
fosforilacién de las tirosinas en el sustrato del receptor de insulina-1 (IRS-1), lo que
activa al fosfoinositol 3-cinasa (PI3K) y a su vez a la proteina cinasa B o AKT (PKB o
AKT) permitiendo la traslocacion de Glut-4 a la membrana celular y favoreciendo la
entrada de glucosa a la célula (Brock et al., 2007; Tilg et al., 2008). La fosforilacién
de serinas en IRS-1 por varias sefiales inflamatorias, como por ejemplo IL-6 que
activa proteina supresora de la sefalizacion por citocinas-3 (SOCS3), la TNF-a activa

a la cinasa c-Jun N-terminal (JNK), asi como IL-1 e IL-18 que activan a la cinasa IkB



(IKK), muestran ser uno de los aspectos clave que perturban la adecuada

senalizacion insulina-receptor induciendo RI (Tilg et al., 2008) (Figura 2).
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Figura 2. Mecanismos moleculares de la resistencia a la insulina.

Las acciones metabdlicas principales de la insulina van dirigidas a estimular la
captaciéon de glucosa en el musculo esquelético y corazon, asi como para suprimir la
produccion de glucosa y lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) en el higado.
Bajo condiciones de ayuno, la falta de secrecién de insulina conduce a un incremento
en la sintesis de glucosa en higado y rifiones (aumentando la glucogendlisis y la
gluconeogénesis). Después de la alimentacion, la insulina que es liberada desde las
células B-pancreaticas inhibe estos dos proceso. La insulina estimula el sistema

nervioso simpatico (SNS) para incrementar el gasto cardiaco y la liberacion y



utilizacién de glucosa en los tejidos periféricos (Cheung et al., 2012). Otros efectos
metabdlicos de la insulina incluyen la inhibicion de liberacién de glucosa del higado,
inhibicion de la liberacién de AGL del TA y la estimulacion del proceso por el cual los
aminoacidos son incorporados dentro de las proteinas (Cheung et al., 2012).

La RI (Figura 3) es una condicién en donde las cantidades normales de
insulina son inadecuadas para producir una respuesta normal por parte de las células
adiposas, musculo e higado. Por lo tanto, la insulina no produce los efectos
deseados cuando la densidad del receptor y/o su afinidad estan disminuidas (Brock
et al., 2007; Tilg et al., 2008; Tarantino et al., 2011; Cheung et al., 2012; Connell et
al., 2012).

Se ha observado que la Rl se incrementa debido a variaciones genéticas,
adquiridas y factores ambientales, entre los cuales se incluye la obesidad donde hay
un incremento del tejido adiposo (Cheung et al., 2012). Ademas, frecuentemente este
estado se asocia con inflamacion de bajo grado, por ello se asume que la inflamacién
contribuye en una mayor parte a su desarrollo (Tilg et al., 2008).

A pesar de que la RI se caracteriza por interacciones complejas entre
determinantes antigénicos, factores nutricionales y estilo de vida, se ha reconocido
que los mediadores sintetizados por las células del sistema inmune, asi como del TA
estan criticamente involucrados en la regulacion de la accion de la insulina (Tilg et
al., 2008). De hecho, la lipdlisis, la cual se inhibe por la insulina, esta
sobreestimulada en estados de RI, conduciendo a un incremento en el flujo de AGL.
La Rl en musculo reduce la captacion de glucosa, mientras que en higado reduce su

almacenamiento. Ambos efectos propician un incremento de glucosa a nivel
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circulante y la liberacion de insulina del pancreas (Tarantino et al., 2011; Gallagher et
al., 2010; Cheung et al., 2012). Todas estas alteraciones, como altos niveles de
insulina en plasma y glucosa debido a la RI, conducen al sindrome metabdlico (SM) y
DT2 (Gallagher et al., 2010).

También se ha hecho mencion que la Rl puede ser el resultado de una
sobreproduccion de citocinas proinflamatorias por el tejido adiposo (ej. IL-6, TNF-a. y
proteina C reactiva) y la deficiencia relativa de citocinas antiinflamatorias (por

ejemplo adiponectina) debido a la obesidad (Cheung et al., 2012).
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Figura 3. Patogénesis de la resistencia a la insulina asociada con la obesidad.
Durante el aumento del TA, la acumulacén de AGL en higado y musculo esquelético la
cantidad de insulina secretada por el pancreas es inadecuada para producir una
respuesta normal, favoreciendo la lipdlisis, la glucogendlisis y gluconeogénesis que

incrementan la concentracion de glucosa.
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Se sabe por estudios in vitro e in vivo que varias citocinas proinflamatorias,
adipocinas y factores de transcripcién estan involucrados en la patogénesis de la RI.
Este concepto integrador es apoyado por multiples observaciones en pacientes con
DM2, donde la RI se correlaciona con un estado de inflamacion crénica de bajo
grado (Tilg et al., 2008; Gallagher et al., 2010). Con base en ésto se estan
proponiendo nuevas estrategias antiinflamatorias en humanos que buscan revertir la
RI, lo cual demostraria que la inflamaciéon conduce a la RI (Tilg et al., 2008).

Por otra parte, un hecho muy importante es que la actividad incrementada del
sistema renina-angiotensina-aldosterona (RAAS) puede causar Rl por via de la
estimulacién de receptores Ang Il tipo 1, los cuales fomentan la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ERO) en adipocitos, musculo esquelético y tejido
cardiovascular de individuos obesos. De esta manera se cree que los AGL inducen
RI e incrementan el nivel de estrés oxidante, resultando en disfuncién endotelial y
aterogénesis (Cheung et al., 2012; Connell et al., 2012).

Asi mismo, existe evidencia que sugiere que la Rl puede resultar de
anormalidades en moléculas clave de la via de sefalizacion de insulina, incluyendo
la sobreexpresion y desregulacion de fosfatasas y/o activacion de cascadas de
proteina cinasas, conduciendo a anormalidades en la expresidn y accion de varias
citocinas, factores de crecimiento y péptidos, asi como sobreproduccién de VLDL,
como se mencioné anteriormente (Gallagher et al., 2010; Cheung et al., 2012).

Un importante mecanismo por el cual la sefalizacion de insulina puede estar

regulada negativamente es a través de la via de fosforilacion de ciertos residuos de
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serina en IRS-1, lo cual fue descrito en estudios donde se buscaba la relacién entre

TNF-a y la accion de la insulina (Tarantino et al., 2011).

1.1.3.2 Sindrome metabdlico (SM).

El término “sindrome metabdlico” establecido por Haller en 1977 describe
varios factores de riesgo, entre los que destacan: diabetes, hiperlipidemias,
hiperuricemia, obesidad, hipertension y esteatosis hepatica (Bonora, 2007; Gallagher
et al., 2010; Brietzke, 2010), que predisponen al desarrollo de DM2 y enfermedad
cardiovascular, principalmente, siendo una condicion comun en la poblacién general
(Bonora, 2007; Kotani et al., 2012).

En 1988 Reaven acufo el término “sindrome X’ que conceptualmente unia
hipertension, DM2 y propension incrementada para eventos ateroesclerdticos a
causa de la RI. Posteriormente Reaven retomé el nombre de SM, el cual tiene como
sinébnimos “sindrome de resistencia a insulina” y “sindrome cardiometabdlico”
(Bonora, 2007; Brietzke, 2010).

La International Diabetes Federation, American Heart Asssociation, World
Heart Federation International Atheroesclerosis Society, International Association for
the Study of Obesity y el National Heart, Lung and Blood Institute en 2009 definieron
a un paciente con SM como aquel que presentara al menos tres de los siguientes
elementos: obesidad abdominal, presion sanguinea elevada, TG elevados, colesterol
de alta densidad bajo o hiperglucemia. Asimismo, se establecié que entre los
factores que contribuyen al establecimiento de este sindrome se encuentran:

disminucién de la actividad fisica, predisposicién genética, inflamacion crénica, AGL
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elevados y disfunciéon mitocondrial (Bonora, 2007; Gallagher et al., 2010; Brietzke,
2010). Asi, la RI parece ser un punto en comun entre estos elementos, obesidad y

SM (Figura 4).

DISLIPIDEMIA

HIPERGLICEMIA
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INFLAMACION
ESTRES OXIDANTE

TROMBOFILIA

DISFUNSION
ENDOTELIAL

DESREGULACION
DEL TEJIDO
ADIPOSO

Figura 4. El amplio espectro de los desérdenes proaterogénicos asociados al

sindrome metabdlico.

La alteracién en la sefializacion de la insulina a nivel cerebral aumenta el
apetito y la produccién de glucosa por el higado a través de sefales neuronales del
hipotalamo (Gallagher et al., 2010) y conduce a la liberaciéon de acidos grasos libres
del tejido adiposo, incrementa la produccion a nivel hepatico de VLDL y disminuye la
produccion de colesterol de alta densidad (HDL). La produccién incrementada de
AGL, citocinas inflamatorias y disfuncién mitocondrial contribuyen a danar la
senalizacion de insulina, disminuyendo la captacion de glucosa a nivel de musculo
esquelético, gluconeogénesis hepatica incrementada y disfuncion de la célula B,
conduciendo a la hiperglucemia (Bonora, 2007; Gallagher et al., 2010).

Sin embargo, el fenotipo del SM no esta limitado a lo anterior; existen

evidencias donde esta relacionado con anormalidades en la coagulacion, fibrindlisis,
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estrés oxidante, respuesta inmune innata, metabolismo del adipocito y sus
actividades endocrinas y funcién endotelial (Bonora, 2007; Kotani et al., 2012).

En tejido adiposo la produccién de leptina se incrementa debido a la
resistencia a la leptina; se incrementa la produccion de citocinas, diacilglicerol y AGL.
Los niveles de adiponectina disminuyen con el incremento en la obesidad. La
produccion de citocinas por el tejido adiposo, acyl-CoA, diacilglicerol, y AGL conduce
a la R, disfuncién mitocondrial, dislipidemia, disminucion de la captacion de glucosa
en el musculo esquelético, aumento en la produccion de glucosa en el higado y
toxicidad en la célula B. De esta forma se instaura la hiperglucemia, y esta a su vez
puede causar toxicidad en la célula B. La Rl conduce a la hipertension a través de su
accién sobre el 6xido nitrico y endotelina-1 en el endotelio (Gallagher et al., 2010)

(Figura 5).
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Figura 5. Resistencia a la insulina en el desarrollo del sindrome metabélico.
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Cabe subrayar finalmente que al SM se le reconoce también como una
condicion oxidante, causado principalmente por la sobreproduccion de ERO y/o

inactivacion de antioxidantes (Brown et al., 2009; Kotani et al., 2012).

1.2 INFLAMACION EN LA OBESIDAD

Durante la obesidad se presenta inflamacion de bajo grado en la cual
participan una red de células y moléculas del sistema inmune innato, el mas antiguo
y conservado filogenéticamente. La respuesta inflamatoria comienza con el
reconocimiento de las sefiales y la sintesis de proteinas que modifican la respuesta
efectora de las células inmunitarias (Blancas et al., 2010).

El descubrimiento de hace ya casi dos décadas de que TNF-a tenia una
elevada expresién en el tejido adiposo de ratones obesos, fue la primera indicaciéon
de que los mediadores inflamatorios estaban asociados con la obesidad (Hotamisligil
et al., 1993; Hotamisligil et al., 1995). Hoy se acepta que los cambios en la
senalizacion inflamatoria de los adipocitos vy la infiltracion de las células inmunes en
TA son las caracteristicas primordiales de la Rl y la enfermedad metabdlica asociada
con la obesidad, tanto en modelos animales como en humanos.

En el afio 2003 se descubrié que en el ratdbn y en el humano, el TA esta
infiltrado por macréfagos, hecho que supuso un gran avance en la comprension de
cémo la obesidad propaga la inflamacién (Weisberg et al., 2003; Xu et al., 2003). En
estos estudios se observo que el TA contenia macrofagos derivados de médula 6sea
y que el contenido en macréfagos correlacionaba con el grado de obesidad. Se

encontré que mas del 40% del total de células del TA en roedores y humanos obesos
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eran macrofagos, lo que contrastaba con el 10% en animales y sujetos delgados.
Ademas, los macréfagos eran los responsables de la mayor parte de la expresiéon de
TNF-a en el TA y contribuia significativamente a la produccion de interleucinas
proinflamatorias, como la IL-6 (Weisberg et al., 2003; Xu et al., 2003).

Ademas de los macréfagos, otras células inmunes tales como los neutrdfilos,
los mastocitos, las células “natural killer’ (NK) y los linfocitos infiltran el TA durante la
obesidad o en respuesta a dietas altas en grasas. La razon exacta del porqué estas
infiltraciones ocurren, y si son consecuencia o causa del proceso inflamatorio durante
la progresién de la enfermedad, estd aun por determinarse. Por ejemplo, hay
resultados contradictorios en torno a si las células T son reclutadas inicialmente al TA
tras someter ratones a dietas altas en grasa, o si es un proceso que ocurre después,
una vez de que la infiltracion ya ha comenzado (Glass et al., 2006; Nakamura et al.,
2010). Sin embargo, resultados recientes han demostrado que otros tipos celulares
inmunes tienen un papel activo en la desregulacién metabdlica, independientemente
de que sean reclutados al tejido adiposo o no. Este es el caso de los mastocitos y las
células NK ya que su eliminacion reduce la inflamacion del TA, mejora la respuesta
a la insulina y la homeostasis de la glucosa en ratones (Kruth, 2011; Hotamisligil,
2010).

El incremento en la exposicién a acidos grasos, bien por un aumento en el
contenido de grasa de las dietas modernas o por una lipdlisis aberrante de los
adipocitos, se ha propuesto como un factor importante, tanto en la desregulacién del

metabolismo, como en la sefializacién inmune durante la inflamacién (Suganami et
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al., 2007). Algunos autores definen con el término de “metainflamacién” a la

respuesta inmunoldgica modulada por nutrientes y metabolitos (Hotamisligil, 2006).

1.2.2 Adipocinas

El TA esta compuesto por adipocitos embebidos en una malla de tejido
conectivo laxo que contiene precursores de adipocitos, fibroblastos, células inmunes
y otros tipos celulares. Inicialmente se consideraba s6lo un o6rgano de
almacenamiento de energia, pero actualmente es reconocido como un dérgano
endocrino activo en la homeostasis energética (Antuna-Puente et al., 2008; Galic et
al., 2010). Participa en diversas funciones fisioldégicas, como regulacién de la masa
grasa y la homeostasis de nutrientes, liberando gran cantidad de mediadores
bioactivos (adipocinas) que modulan la homeostasis, la presion sanguinea, el
metabolismo de lipidos y carbohidratos, la inflamacién y la inmunidad (Rabe et al.,
2008; Galic et al., 2010).

Varios estudios han demostrado que la produccion de adipocinas se altera en
la obesidad, la DM2 y el SM. Esto se observa para la leptina, TNF-«, IL-6, la

adiponectina y la resistina (Bastard et al., 2006; Tilg et al., 2008; Rabe et al., 2008).

1.2.2.1 TNF-a
TNF-a es una citocina proinflamatoria producida por una variedad de tipos
celulares, pero principalmente por macrofagos y linfocitos. Puede ser producido por

el tejido adiposo, aunque esta produccién es escasa en los seres humanos. Sin

18



embargo, se cree que desempefa un papel importante en la fisiopatologia de la RI
en roedores a través de la fosforilacion del receptor del sustrato de insulina 1 (IRS-1)
evitando su interacciéon con la subunidad beta del receptor de insulina e impidiendo la
senal de la insulina (Bastard et al., 2006).

El primer antecedente donde se pone de manifiesto el vinculo entre el
aumento de la expresion de una citocina proinflamatoria (TNF-a) y la accion de la
insulina, proviene de un estudio que llevé al concepto de la inflamacion en la
obesidad y en donde se demostré que los adipocitos expresan TNF-a (Hotamisligil et
al., 1993).

En estos estudios, pacientes y animales obesos mostraron un incremento en
la expresidn de esta citocina regulando la accion de insulina. En otros estudios
publicados por Uysal y colaboradores (1997), se demostré que los ratones que
carecian de TNF-a o de receptores a TNF-a mejoraban la sensibilidad a la insulina
en el modelo de obesidad, tanto inducida por dieta como por manipulacion genética.
Estas observaciones fueron corroboradas por estudios realizados en seres humanos,
en donde los pacientes presentaban un aumento de tejido adiposo tisular y un
aumento en la expresion de TNF-a. A nivel molecular, la exposicion de las células a
TNF-a o a niveles elevados de AGL estimuld la fosforilacién inhibitoria de los
residuos de serina de IRS-1. EI TNF-a ha sido sin duda el mediador proinflamatorio

que establece la relacidon entre la inflamacion, la obesidad y la RI (Tilg et al., 2008).
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1.2.2.2 Interleucina-6 (IL-6)

La II-6 es producida por muchos tipos celulares (fibroblastos, células
endoteliales y monocitos), incluyendo adipocitos. Se ha descrito que la produccién de
IL-6 en el tejido adiposo es mayor en la obesidad. Entre un 15 y 30% de la IL-6
circulante deriva de los niveles de produccion del TA en ausencia de una inflamacion
aguda (Fontana et al., 2007; Klover et al., 2005; Wallenius et al., 2002).

Por otra parte, la secrecion de IL-6 es mayor en el tejido adiposo visceral que
en el tejido adiposo subcutaneo. Sin embargo, la mayor producciéon de IL-6 no es
producida por los adipocitos maduros, sino mas bien por una fraccion de células del
estroma vascular, incluyendo preadipocitos, células endoteliales, los monocitos y
macrofagos (Fontana et al., 2007).

La IL-6 es una citocina multifuncional o pleiotrépica que actua sobre muchas
células y tejidos. Dentro de los principales efectos de la IL-6 esta la induccion de la
produccion hepatica de la proteina C reactiva (PCR), la cual es un marcador
independiente de riesgo cardiovascular. Curiosamente hay una relacibn muy
estrecha entre el contenido proteinico en el tejido adiposo y los niveles circulantes de
IL-6 y PCR. Ademas, se ha postulado recientemente que la IL-6 desempefia un papel
central en la relacidon entre obesidad, inflamacién y las enfermedades coronarias
(Kang, 2013).

Por otra parte, la produccion del IL-6 en el TA podria directamente afectar el
metabolismo del higado por la induccion de la secrecion de VLDL e
hipertrigliceridemia, debido a que el tejido adiposo visceral estd estrechamente

relacionado al higado por el sistema venoso portal (Kaur, 2014).
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Estudios recientes han sugerido que la IL-6 podria estar involucrada en la Rl y
sus complicaciones. El receptor de IL-6 pertenece a la clase de la familia de
receptores que emplean la via de sefalizacion JAK/STAT. Janus cinasa (JAK),
induce la activaciéon de STAT (signal transducers and activators of transcription) a
través de la fosforilacion, dimerizacién y translocacién al nucleo para regular la
transcripcion de genes blanco (Galic et al., 2010).

Actualmente se establece de manera clara una fuerte interaccién entre las
citocinas y las vias de sefializacién de la insulina por lo que puede conducir a un
deterioro en el efecto biolégico de la insulina. Aunque los mecanismos exactos no
han sido completamente dilucidados, podrian implicar la activacion de la tirosin
fosfatasa o la interaccion entre el supresor de la sefializacion de citocinas (SOCS),

las proteinas y el receptor de insulina (Bastard et al., 2006; Tilg et al., 2008).

1.2.2.3 Interleucina (IL)-10

IL-10 fue identificada inicialmente como un producto de celulas T
cooperadoras tipo 2 (Th2) y es conocida como una citocina antiinflamatoria,
inhibiendo la actividad de la celula T cooperadora tipo 1 (Th1). Se deriva de una
variedad de celulas que incluyen monocitos, celulas dendriticas, linfocitos,
macrofagos y células T. Existe evidencia que apoya que la IL-10 se correlaciona
negativamente con el IMC, la obesidad, la Rl y la DM2; ademas, la sobreexpresion
de IL-10 o administracion de IL-10 reduce el peso corporal, mejora la sensibilidad a la
insulina y aumenta el control glucémico, aun cuando el mecanismo de accién no esta

esclarecido (Nishida et al., 2007; Wang, 2014a).
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IL-10 polariza los macréfagos del fenotipo activado M1 al fenotipo activado M2
y TH1/17 a Th2/Treg, sobreregula el receptor de IL-1 y al factor de crecimiento
transformante beta 1 (TGF-f), inhibe la fagocitosis y las citocinas proinflamatorias y
quimiocinas. Ademas bloquea al receptor tipo Toll-4 (TLR4), al factor nuclear-kappaB
(NF-xB) y otras vias de sefializacién; activa la via de sefializacién de JAK/STAT. Esto
resulta en una atenuacion del proceso inflamatorio inducido por TNF-a, IL-6, IL-1, IL-
12 y otras citocinas proinflamatorias (Choi et al., 2007; Wang, 2014a).

En estudios recientes, la produccion disminuida de IL-10 fue asociada con un
incremento en el riesgo de dafo y diabetes tipo 2. En un estudio realizado en
mujeres obesas, Esposito y cols. en 2003, reportaron que los niveles de IL-10 son

mas bajos en personas con SM.

1.2.2.4 Adiponectina

La adiponectina (Acrp30 o adi-POQ, GBP28 o APM1) esta altamente
expresada en el tejido adiposo. Los niveles plasmaticos de adiponectina (lo que
constituye el 0.01% de proteinas circulantes) estan entre 5 y 30 mg/L en sujetos
sanos (Tilg et al., 2008). La expresion del RNAm de adiponectina depende de la
localizacion del tejido adiposo. Es mas baja en el tejido adiposo visceral que en el
tejido adiposo subcutaneo. La adiponectina tiene varias particularidades que la

distinguen de otras adipocinas (Bastard et al., 2006; Tilg et al., 2008):
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* Los niveles circulantes estan disminuidos en pacientes obesos y/o
pacientes diabéticos tipo 2, asi como en pacientes con enfermedades
coronarias.

* Existe una fuerte correlacion positiva entra la adiponectina y la
sensibilidad a la insulina.

* Existe una correlacion inversa entre la adiponectinemia (niveles
disminuidos de adiponectina en sangre) y la obesidad, particularmente
con la obesidad abdominal.

* La adiponectinemia puede desempenar un papel protector contra la
aterosclerosis y la RI.

* La sensibilidad a la insulina por la adiponectina puede implicar la
activacion de la proteina cinasa activada por AMP (AMPK), que
participa en la disminucion de la lipogénesis asociada con aumento de
B-oxidacién mitocondrial.

* La adiponectina es también capaz de regular la produccién hepatica de
glucosa mediante la reduccion de la expresion del RNAm de
fosfoenolpiruvato carboxicinasa y la glucosa-6-fosfatasa, dos enzimas
claves de la gluconeogénesis.

Por otra parte, la adiponectina puede modular la respuesta inflamatoria
inducida por TNF-a, debido a que se ha demostrado que la adiponectina reduce la
secrecion de TNF-a por parte de los macréfagos. Este efecto anti-TNF-a puede

explicarse en parte por el efecto antiinflamatorio y antiaterogénico que presenta. Por
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el contrario, tanto TNF-a e IL-6 reducen la expresion del RNAm de adiponectina,

siendo éste un mecanismo adicional por el cual estas dos citocinas inducen RI

(Bastard et al., 2006).

Se han identificado dos receptores para adiponectina (AdipoR1 y Adipo R2)

AdipoR1 es expresado ampliamente en todos los organos de ratones y AdipoR2 se

expresa principalmente en higado. La importancia en la alteracion en los receptores

se ha demostrado recientemente, donde la disrupcion de ambos receptores abate las

funciones de la adiponectina con incremento en el contenido de TG, inflamacion y

estrés oxidante (EO), lo cual conduce a un estado de Rl y una marcada intolerancia a

la glucosa [Bastard et al., 2006; Metha et al., 2007; Tilg et al., 2008]. Todos estos

descubrimientos apoyan firmemente el papel de la adiponectina en la regulacién de

la sensibilidad a la insulina (Tilg et al., 2008; Metha et al., 2007) (Figura 6).

ANGIOGENESIS
MEJORADA

ADIPONECTINA

ANTI-INFLAMATORIA

MEJORA LA SENSIBILIDAD A
INSULINA

MEJORA LA FUNCION
ENDOTELIAL

Figura 6. Acciones principales de adiponectina.
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1.2.2.5 Adipocinas, inflamacién y resistencia a insulina.

La RI puede y debe ser conceptualizada ampliamente tomando en cuenta la
interaccion entre la nutricidn, la glucosa, la insulina y las adipocinas en diversos
tejidos de importancia metabdlica. Las interacciones entre las adipocinas secretadas
por el TA, afiade una complejidad adicional al panorama que se presenta durante la
obesidad (Rabe et al., 2008).

Adiponectina y TNF-a controlan la sintesis y actividad de otras adipocinas,
creando una situacion fisiolégica balanceada. En la sobrealimentacién se activan las
vias inflamatorias, causando un desbalance critico que conduce a la disminucion en
la expresion de adiponectina (Rabe et al., 2008). TNF-a e IL-6 tienen un papel
importante en la regulacion de muchas adipocinas por ejemplo, se ha reportado que
TNF-a, desregula la produccion de RPB4 en adipocitos humanos. Por otra parte, la
expresion de leptina, resistina y visfatina sobreregulan la produccion de TNF-a e IL-6,
sugiriendo que estas adipocinas podrian dirigir o participar en el proceso inflamatorio
a través de acciones paracrinas y/o autocrinas (Rabe et al., 2008). Leptina, sin
embargo, ha sido reportada por suprimir la expresiéon de resistina y RPB4. Vaspina
posee propiedades anti-inflamatorias, suprime la expresion de leptina, resistina y
TNF-a en el tejido adiposo blanco e incrementa la expresion de adiponectina (Rabe

et al., 2008) (Figura 7).
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Figura 7. Obesidad, adipocinas y resistencia a la insulina. Expresion de
adipocinas y secrecion por el tejido adiposo. Las lineas verdes indican estimulacion y

las lineas rojas, indican supresion de expresion de genes

1.2.3 Inflamacién y envejecimiento

El envejecimiento sigue siendo uno de los fendmenos biolégicos no
comprendidos totalmente, debido en gran parte a su inherente y compleja naturaleza
integradora, asi como por la dificultad para disociar los efectos del envejecimiento
normal y los que se manifiestan como consecuencia de condiciones de enfermedad
asociadas con la edad (Kregel et al., 2007).

Segun la definicion de Harman, el envejecimiento es un fendémeno biolégico
complejo e inevitable relacionado con el deterioro irreversible de las capacidades

fisiolégicas, bioquimicas y estructurales a lo largo de la vida, que finalmente conduce
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a la muerte (Harman, 1956).

Muchos estudios han demostrado que el estrés oxidante y la disfuncion
mitocondrial son dos factores importantes que contribuyen al proceso de
envejecimiento (Cui et al., 2011). A lo largo de la vida, las células continuamente se
encuentran expuestas a una gran variedad de factores externos de dafo como
radiacion ionizante, asi como por factores endégenos propios del metabolismo, como
las citocinas proinflamatorias, eventos en los cuales las ERO tienen un papel
importante. Las respuestas celulares ante el estrés oxidante pueden ir desde la
recuperacion hasta la muerte celular (Lopez-Diazguerrero et al., 2005).

La senescencia celular es un tipo de respuesta ante el dafio oxidante que se
ha observado en las células que tienen capacidad proliferativa. La senescencia
celular funciona como supresor de tumores al detenerse irreversiblemente la
proliferacion celular por activacién de inhibidores del ciclo celular como p16 y p21, y
a su vez estimula la reparacion celular ante el dafio. Sin embargo, la senescencia
celular también es un contribuyente fundamental del envejecimiento y las
enfermedades asociadas, como diabetes, enfermedades neurodegenerativas, artritis,
obesidad y SM (Rodier et al., 2011).

Las células senescentes presentan un fenotipo secretor (SASP) que
comprende componentes como factores proinflamatorios y otros que danan los
tejidos, provocando disfuncion a nivel local y de todo el organismo. Se ha encontrado
que el SASP es el principal contribuyente de la inflamacién asociada al
envejecimiento, al menos en el TA. La secrecion de moléculas del SASP, tales como

TNF-a, IL-6, metaloproteinasas de la matriz extracelular (MMP), MCP-1, y la proteina
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de unién a IGF (IGFBPs), entre otras, se incrementan en multiples tejidos durante el
envejecimiento (Freund et al., 2010). Por ejemplo, en el tejido adiposo la expresion
de los componentes de SASP como IL-6, la proteina de union a IGF/IGFBP-2, y el
inhibidor del activador de plasminégeno 1 (PAI-1) es mayor en las células
senescentes positivas a p16 en comparacién con células no senescentes (Baker et
al., 2011).

Como en la inflamacién aguda, el SASP podria ser apagado para evitar
consecuencias. En algunos contextos, las células senescentes son eliminadas por
células fagociticas, sin embargo, esos mecanismos fallan en el envejecimiento (Xue
et al., 2007).

Los efectos locales del SASP en los tejidos o los componentes especificos del
SASP estan implicados en una amplia variedad de patologias relacionadas con la
edad in vivo. Por ejemplo, en el caso de la diabetes, la pérdida de la capacidad
regenerativa de las células B estad presente en el envejecimiento de roedores y
humanos debido a la disminuciéon de células funcionales y la presencia de células
senescentes. Los adipocitos senescentes que aumentan en el envejecimiento
generan aumento de la RI, lo que conduce al aumento de la prevalencia del SM en la
vejez (Slawik et al., 2006).

A pesar de los efectos dafinos del SASP, que contribuyen a las patologias en
el envejecimiento, los nuevos hallazgos sugieren que el envejecimiento es un factor
de riesgo modificable y que es viable retrasar las enfermedades relacionadas con la
edad mediante la modulacion de los mecanismos fundamentales del envejecimiento.

Hasta ahora, se han generado modelos de ratones modificados genéticamente que
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permiten diseccionar la relacién causal entre la senescencia cellular, el SASP y las
enfermedades relacionadas con la edad, como el SM (Tchkonia et al., 2013).

Por ejemplo, en un estudio con ratones modificados genéticamente se disefid
una estrategia para eliminar de manera inducible las células senescentes positivas a
p16. Con este estudio se encontré que la eliminacion de células senescentes del
tejido adiposo retrasé la aparicion de patologias relacionadas con la edad como la
DM2 y el SM (Baker et al., 2011).

La inflamacion crénica que se asocia con el envejecimiento se conoce como
“inflammaging” que es un proceso sistémico y multifactorial que juega un papel
causal en varias enfermedades asociadas de la vejez (Chung et al., 2009). Entre los
principales marcadores de inflamacién encontrados en el envejecimiento, estan los
elevados niveles de IL- 6, TNF-a y otras citocinas, que se sabe interfieren con la
accién de la insulina. Esas citocinas son derivadas tanto de la grasa visceral como
por el fenotipo secretor de las células senescentes SASP (Sepe et al., 2011).

Todas las alteraciones en el metabolismo y en la distribuciéon de grasa en el
cuerpo durante el envejecimiento son participantes activos en un circulo vicioso que
a su vez aceleran el proceso de envejecimiento y establecen las enfermedades
asociadas como las neurodegenerativas, la depresion, la ateroesclerosis, el cancer,
la artritis y la osteoporosis, la falla renal, la obesidad, y el SM (Michaud et al., 2013;
Pennix et al., 2003; Wang et al., 2010; Campisi, 2013; Manolagas, 2010; Vlassara et
al., 2009; Figaro et al., 2006; Hildrum et al., 2007).

La condicion de inflamacion en el envejecimiento también esta asociada con

una disminucién de la capacidad autofagica que perjudica la limpieza celular, y que

29



conduce finalmente a la agregaciéon de proteinas y acumulacion de las mitocondrias
disfuncionales que provocan ERO y por tanto, se genera EO. Estudios recientes han
indicado claramente que la produccion de ERO inducida por dafo mitocondrial puede
estimular plataformas multiproteinicas sensoras de dafios intracelulares, llamados
inflamosomas (Rubinsztein et al., 2011; Rezzani et al., 2012).

En el envejecimiento los niveles de marcadores proinflamatorios y de citocinas
circulantes estan incrementados. Los cambios en el sistema inmune y la secrecién
de citocinas por el tejido adiposo representan la mayor causa de inflamacioén cronica,
donde los niveles incrementados de IL-6, IL-1 y TNF-a conllevan un alto riesgo de
morbilidad y mortalidad. Diversos estudios han propuesto que la sobreexpresion de

TNF-a e IL-6 podria servir como marcador de fragilidad (Michaud et al., 2013).

1.3 ESTRES OXIDANTE

El estrés oxidante es causado por un desequilibrio entre la produccion de
radicales libres (RL) como ERO y de especies reactivas de nitrégeno (ERN) y las
defensas antioxidantes responsables de la detoxificaciéon de dichos radicales en el
organismo (Vincent et al., 2006; Vincent et al., 2007; Brock et al., 2007; Barbosa et
al., 2008; Valdecantos et al., 2009; Sood et al., 2009; Brown et al., 2009).

La superacion de los sistemas prooxidantes en proporcion a los antioxidantes
favorece la instauracion del estrés oxidante, caracterizado por la produccién
exacerbada de RL ERO o/y ERN. Lo cual conlleva al desarrollo de dafos oxidantes,

por medio de oxidacion a las biomoléculas y/o por la alteracion de la homeostasis. A
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su vez, los dafos oxidantes, estan involucrados en la etiologia de enfermedades

cronicas no transmisibles (Barbosa et al., 2008) (Figura 8).

ANTIOXIDANTES

ESTRES
OXIDANTE PRO-OXIDANTES

DANO ERN
OXIDANTE

A

Figura 8. Instauraciéon y desarrollo de dafo oxidante. Participacién del estrés

oxidante en la etiologia de enfermedades cronicas.

El estrés oxidante esta involucrado en la patogénesis de multiples
enfermedades a lo largo de la vida (Figura 9) (Mohanti et al., 2014; Birch-Machin et
al., 2013; PoljSak et al., 2014). Segun la “Hipétesis de los Radicales Libres y el
Envejecimiento” (Harman, 1956), el incremento de los radicales libres produce la
acumulacion de dano oxidante en las biomoléculas a lo largo de la vida que es lo que
causa el deterioro celular asociado con el envejecimiento (Ristow et al., 2014).

Dada la dificultad que existe para detectar directamente los RL, se puede conocer el
estado de estrés oxidante mediante la medicion de las biomoléculas oxidadas
(lipidos, DNA, proteinas, carbohidratos), o mediante el conocimiento de la deplecién

de moléculas antioxidantes. Un aumento del estrés oxidante puede estar producido
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por tres condicionantes; por un aumento mantenido de ERO y/o ERN que superan
los mecanismos de defensa, por una disminucion de la defensa antioxidante o por la

accién conjunta de ambos mecanismos, lo que provocaria un dafo oxidante cronico.

Ninos Adolescentes

Nivel de estr

Nacimiento-
12 afios 13-18 anos
'
Acumulacion de grasa corporal ‘ Incremento de inflamacion
1 Enzimas antioxidantes Insensibilidad a insulina Hormonas del sistema RAS
Sedentarismo Deterioro de glucosa (Renina-Angiotensina)
7 Hiperleptinemia Lipidos en tejidos
o I o Disminucion de enzimas
Inicia: I_nsuﬂcnenma de antioxidantes antioxidantes y GSH
provenientes de dieta  J
Inicia: Estres oxdante Enfermedad fulminante en obesidad
Hipertensién

Coagulacion Vascular Diseminada
Diabetes Mellitus tipo 2
Artritis

Figura 9. Progresion del estrés oxidante y la obesidad. Enfermedades asociadas

con la obesidad a lo largo de la vida.

1.3.1 Especies reactivas de oxigeno y nitrégeno (ERO/ERN)

En los organismos vivos, los RL se estan formando continuamente, siendo los
mas abundantes y reactivos los centrados en el oxigeno conocidos como ERO
(Halliwell, 2012). Las ERO mas estudiadas son el anién superoxido (O2°), el perdéxido
de hidrogeno (H20), el radical hidroxilo (OHe), el 6xido nitrico (NO) y el peroxinitrilo
(ONOO-) (Halliwell et al., 2004; Vincent et al., 2007; Brock et al., 2007; Verrotti et al.,

2008; Brown et al., 2009; Halliwell, 2012) (Tabla 2).
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Tabla 2. Especies reactivas de oxigeno (ERO) y de nitrégeno (ERN)

Radicales No Radicales
Especies reactivas Superoxido (Oz¢7) Peroxido de hidrogeno
de oxigeno (ERO) (H202)
Hidroxilo (OHe) Acido hipocloroso (HOCI)
Peroxilo(ROz*) Acido hipobromoso (HOBr)
Alcoxilo (ROe) Ozono (0O3)
Hidroperoxilo(HO3*) Oxigeno singulete ('0,)
Especies reactivas Oxido nitrico (NOs) Acido nitroso (HNO)
de nitrégeno Diodxido de nitrégeno (NO,) Catién nitrosilo (NO+)
(ERN) Anioén nitroxilo (NO-)

Peroxinitrito (ONOO-)
Acido peroxinitroso
(ONOOH)

Alquil peroxinitrito
(ROONO)

El radical superéxido (O2”) procede de la reduccion univalente del oxigeno
molecular (O;). No es el radical mas reactivo y se forma espontaneamente en medios
aerobios; la principal fuente de este radical puede ser la cadena de transporte de
electrones (CTE) mitocondrial (Ballester, 1996; Bartsch et al., 1973). También es
producido por enzimas como la NADPH oxidasa, xantina oxidasa (XO), 6xido nitrico
sintasa (NOS), lipooxigenasa y ciclooxigenasa [Jomova et al.,, 2011]. El dano
bioldgico directo que puede causar este radical es muy selectivo y de el deriva el

H,O, y los demas RL (Cheeseman et al.,, 1993). El superéxido suele producir
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reacciones con otros radicales, como el 6xido nitrico o con iones Fe que contienen
determinadas proteinas (Aruoma et al., 2006) y tiene la capacidad de reaccionar con
los lipidos de las membranas celulares, alterando con ello su funcionalidad (Figura

10).

+) +). g +)
02 —’02 - H202 c > OH - H20
+e 2H" H,O + H*

Figura 10. Reduccion univalente del oxigeno.

El H20,, que no es propiamente un RL, se forma por adicién de un electrén y
dos protones al radical O, catalizado por la enzima superdxido dismutasa (SOD). La
importancia del H,O, se debe a su participacion en numerosas reacciones que dan
lugar a la generacion de otros RL, ademas de su capacidad para atravesar con
mucha facilidad las membranas biolégicas (Kaludercic et al., 2014). Una vez que ha
difundido, puede dar lugar a la formacién del radical OH" via oxidacién de metales de
transicion en una reaccién conocida como reaccion de Fenton (Halliwell et al., 1992;

Valko et al., 2006; Kumar et al., 2012) (Figura 11).

A) 205 +2H" = O0,+H,0,  B) Fe*'+H,0,—Fe’*+OH+OHe
O,+2e +2H"—H,0,

Figura 11. Formaciéon de Radicales Libres. A) Dismutacion del anién superdxido
catalizada por la SOD. (B) Reaccion de Fenton: formacién de radical hidroxilo a partir

de peroxido de hidrégeno
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El radical hidroxilo (OH’) es la molécula mas reactiva capaz de reaccionar con
diferentes biomoléculas, lo que causa disfuncién celular (Kumar et al., 2012; Ghone
et al., 2013). En los organismos vivos la principal fuente de produccion al parecer es
la descomposicion del H,O, en presencia de metales de transicion, principalmente el
hierro y el cobre. La reaccién de Haber-Weiss genera radicales OH" a partir del H,O,
y aniones superoéxido, y es activada en presencia de los cationes Fe (lll), generados
en la reaccion de Fenton (Halliwell et al., 1992; Valko et al., 2006; Kumar et al., 2012)

(Figura 12).
Fe"+0,—>Fe’* Oy

05 +H,0,—>0,+20H*

Figura 12. Formacion del radical hidroxilo. Reacciones de Fenton y de Haber-

Weiss.

Las ERN incluyen especies derivadas de nitrogeno. Entre las ERN se
encuentran los radicales Oxido nitrico (NOe), dioxido de nitrogeno (NOgze) vy
peroxinitrito (ONOOQO"), entre otros. EI NO+ es capaz de reaccionar con especies como
el radical Oe- para formar ONOO’, de gran importancia debido a su capacidad para
modificar biomoléculas como proteinas (Aruoma et al., 2006; Newairy et al., 2007;

Evans et al., 2001).
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1.3.2 Daino oxidante a las biomoléculas

Los RL tienen una gran capacidad de reaccién con moléculas de todo tipo,
tanto radicales como no radicales, esto justifica su implicacibn en una amplia
variedad de procesos fisioldgicos y patolégicos. Los RL pueden dafiar la mayor parte
de moléculas bioldgicas, causando dafio oxidativo celular y dando lugar a nuevas

especies reactivas capaces de continuar la accion oxidante.

1.3.2.1 Dano oxidante a lipidos

En los lipidos se produce el mayor dafio oxidante en un proceso que se
conoce como lipoperoxidacion (LPx) y representa una forma de dafno que puede ser
desencadenado por el Oy, el ('0,), el H,0, y el OHe-, afectando a las estructuras ricas
en acidos grasos poliinsaturados (PUFAs-polyunsaturated fatty acids) de las
membranas celulares, lo que indica una mayor susceptibilidad conforme aumenta el
numero de dobles enlaces (Siddique et al., 2012; Perluigi et al., 2012). La LPx es un
proceso considerado como factor importante en el envejecimiento de las células

(Perluigi et al., 2012; Morgan et al., 2008).

1.3.2.2 Daino oxidante a proteinas

Todos los aminoacidos presentes en las proteinas tienen residuos
susceptibles a ser atacados por los RL, sobre todo por el radical OHe. Se produce el
dafio oxidante sobre un grupo de aminoacidos como fenilalanina, tirosina, histidina,

triptéfano y metionina; ademas se forman entrecruzamientos de cadenas peptidicas,
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hay fragmentacion de la proteina por ruptura de enlaces peptidicos y por ultimo,
formacion de grupos carbonilos que impiden el normal desarrollo de sus funciones. El
sistema de oxidaciéon catalizada por metales es el mecanismo mas importante en la
modificacion oxidativa de las proteinas (Wang et al., 2014b). Estas oxidaciones
pueden dar lugar a un cambio conformacional de la proteina y como consecuencia a
una pérdida o modificacién de su actividad bioldgica, asi como a alteraciones en la
susceptibilidad a la degradacion (Winrow et al., 1993).

Las células por lo general eliminan las proteinas modificadas oxidativamente
mediante protedlisis; sin embargo, algunas de las proteinas oxidadas pueden
presentar una mayor resistencia a ser eliminadas, que junto con una mayor tasa de
formacion puede contribuir al acimulo de proteinas oxidadas y a los efectos dafiinos
derivados de ellas. Se ha sugerido que esta diferencia en la susceptibilidad a la
protedlisis depende del grado de oxidacion de las proteinas, de manera que las
proteinas parcialmente desnaturalizadas o poco oxidadas presentan una menor
resistencia a la protedlisis (Nystrom, 2005) que las que estan muy oxidadas
(Pickering et al., 2012). En envejecimiento hay acumulacion de proteinas oxidadas y

disminucién de la capacidad de degradar estas proteinas (Wang et al., 2014b).

1.3.2.3 Dafio oxidante al DNA

El dafo oxidante al DNA puede producir un mayor numero de mutaciones,
entrecruzamientos, rompimientos espontaneos en las cromatidas y pérdida de
fragmentos cromosémicos, llegandose incluso a la pérdida total de determinados

cromosomas (Mehdi et al., 2013). Las principales ERO involucradas en el dafo
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directo son los radicales OH- y el H,O,. Dentro de las alteraciones mas frecuentes en
las bases puricas, destaca la formacion de 8-hidroxi-2°-deoxiguanosina (80OHdG) con
un alto efecto mutagénico. Respecto a las bases pirimidicas, se encuentra la
formacion de glicoles de timina (T) y citocina (C), ademas de los hidratos de
pirimidina, los cuales dan lugar a fragmentacion (Alizadeh et al., 2013; Jia et al.,

2008).

1.4 SISTEMA ANTIOXIDANTE

Para sobrevivir a la oxidaciéon o dafo nitrosante, el organismo ha desarrollado
una serie de mecanismos de defensa antioxidante enzimatica y no enzimatica,
disefiados para protegerse de la accion de las ERO/ERN (Chen et al., 2012).
Halliwell y colaboradores (1995) definen a un antioxidante como “cualquier sustancia
que, en bajas concentraciones respecto al sustrato oxidable, disminuye
significativamente o inhibe la oxidacién de este sustrato” (Halliwell et al., 1995;

Aruoma et al., 2006) (Tabla 3).
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Tabla 3. Defensa antioxidante.

1.- Antioxidantes enzimaticos Reaccién enzimatica
(captadores):
Superdéxido dismutasa (SOD) 2 0y + 2H" — H,0, + O,
Glutation peroxidasa (GPx) 2GSH + H,0, — GSSG + H;0
2GSH + ROOH — GSSG + ROH + H,0
Catalasa (CAT) 2H,0, — O, + 2H,0
2.- Antioxidantes no Glutation Cofactores
enzimaticos (captadores): Vitamina E Cobre
Vitamina C Zinc
Vitamina Q Manganeso
Carotenoides Hierro
Flavonoides Selenio
Fitoestrogenos

3.- Preventivos Transferrina
Ferritina
Ceruloplasmina
Albumina
Bilirrubina
Metalotioneina

Acido urico

1.4.1 Sistema antioxidante enzimatico
Los sistemas antioxidantes enzimaticos estan formados por complejos
proteinicos que a través de diferentes reacciones transforman las especies reactivas
mas dafinas en formas menos perjudiciales (Barbosa et al., 2008; Bashan et al.,

2009).
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1.4.1.1 Superéxido dismutasa (SOD)

La SOD (EC 1.15.1.1) pertenece a una familia de metaloenzimas, conocida
por acelerar la dismutacion espontanea del radical anién superéxido (O27) hacia
oxigeno y HyO, (Valko et al., 2006). La SOD también puede actuar como una
peroxidasa capaz de emplear el H,O, como reductor para formar el radical O,"
(Demicheli et al., 2007; Strange et al., 2012; Liochev et al., 2010). Las SOD se
encuentran ampliamente distribuidas en los organismos aerdbicos, jugando un papel
importante en el control de los niveles del radical O,", siendo la primera defensa
contra estos radicales (Buettner, 2011; Valko et al., 2006; Main et al., 2012).

En mamiferos existen tres grandes familias de SOD indetificadas con base en
los metales que contienen y/o por su localizacion celular. Dos son intracelulares, la
superoéxido dismutasa cobre/zinc (Cu/Zn-SOD) y la manganeso (Mn-SOD); la otra es
extracelular (Ec-SOD) (Buettner et al.,, 2011; Valko et al., 2006). La CU/Zn-SOD
(SOD1), presenta un peso molecular de 32 KDa, estando constituida por dos
subunidades idénticas, con un atomo de Cu y otro de Zn cada una (Miller, 2012). El
cobre es el que presenta mayor actividad catalitica, localizandose en el sitio activo de
la enzima, mientras que el Zn desempefa una funcion basicamente estructural
(Jomova et al., 2011). Esta familia se localiza principalmente a nivel citosdlico. La
Mn-SOD (SOD2) esta constituida por cuatro subunidades idénticas, con un atomo de
N por unidad y un peso molecular de 80 kDa; su localizacién es mitocondrial
primordialmente (Miller, 2012). La Ec-SOD (SOD3) fue descubierta en 1982 por

Stefan Marklund en tejido pulmonar, tratandose de un tetramero de 135 KDa, que
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contiene un atomo de Cu por subunidad y se presenta con menos actividad que las

intracelulares.

1.4.1.2 Catalasa (CAT)

La CAT (EC 1.11.1.6) es una enzima antioxidante que se encuentra
practicamente en todas las células de animales y plantas (Naziroglu, 2012). Se trata
de una enzima intracelular ferriporfirinica, constituida por 4 subunidades, cada una
con un grupo hemo enlazado en su centro activo y localizada principalmente en
peroxisomas, mientras que en las mitocondrias y citosol la actividad es muy baja.
Dentro de los peroxidos eliminados se encuentra el H,O, y los hidroperéxidos de
alquilo (metanol, etanol, acido férmico y fenoles) (Kodydkova et al., 2014). La CAT
presenta afinidad por el H,O; baja y necesita altas concentraciones del mismo (H20>)
para poder trabajar rapidamente (Hebert-Schuster et al., 2012), aunque se ha
observado una rapida inactivacion de la actividad de la catalasa a concentraciones
de H;O; superiores a 0.1 M (Kodydkova et al., 2014), igualmente se ha observado la

inactivacion de CAT por el radical O, (Diaz et al., 2005).

1.4.1.3 Glutation Peroxidasa (GPx)

La GPx (EC 1.11.1.9) esta formada por cuatro subunidades idénticas y cada
una de ellas contiene un residuo de selenio-cisteina que es esencial para su
actividad enzimatica. Comparte sustrato con la CAT, catalizando la reduccion de
diferentes hidroperdxidos (ROOH y H,0;), usando glutatién reducido (GSH) y dando

lugar a la formacién de glutation disulfuro oxidado (GSSG) y un producto de
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reduccion. EI GSSG, a su vez, es reducido a GSH por la glutatién reductasa (GR) en
presencia de NADPH + H* formando un ciclo redox, impidiendo que se agoten las
reservas de GSH. En los organismos se encuentran dos grandes grupos, la glutation
peroxidasa-selenio dependiente y la selenio independiente (Brigelius-Flohé et al.,
2013). La selenio dependiente es tetramérica, con contenido de selenio en enlaces
covalentes selenio-cisteina en su centro activo. Son activas frente a hidroperoxidos
organicos y H>O,, localizandose primordialmente en el citosol (70%) y en menor
cantidad en las mitocondrias (30%), en la matriz mitocondrial y en lugares de
contacto entre la membrana externa e interna mitocondrial (Brigelius-Flohé et al.,
2013; Ribas et al., 2014). En mamiferos existen 4 formas de GPx:
* GPx-C o forma celular que es ubicua, tiene mayor afinidad por el H,O, que por
el lipoperoxido.
* GPx-P o forma extracelular, presenta afinidad semejante por ambos sustratos.
* GPx-Gl o gastrointestinal.
* GPx-PH o asociada a la membrana, tiene afinidad especifica por
lipoperoxidos.

Las formas GPx-C y GPx-P utilizan como sustratos los H;O; y los L-OOH; sin
embargo, no son capaces de utilizar los fosfolipoperéxidos (PHL-OOH) que son
sustratos principales para la GPx-PH (Brigelius-Flohé et al., 2013; Ribas et al., 2014;
Mari et al., 2009; Mari et al., 2013).

El segundo grupo lo forma la glutatién S-transferasa (GST), que no requiere

selenio para su actividad catalitica, presentando en general una menor afinidad por el
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H,O,. La GST se localiza en citosol, mitocondrias y fracciones celulares que

contengan membranas (Brigelius-Flohé et al., 2012; Aniya et al., 2011).

1.4.2 Sistema antioxidante no enzimatico

Por otra parte, los antioxidantes de naturaleza no enzimatica son considerados
en dos grupos principales. Las sustancias de naturaleza enddgena las cuales estan
constituidas principalmente por los compuestos con grupos tioles en su composiciéon
entre los que destaca el GSH, que al mantener su equilibrio con la forma oxidada
(GSSG) mantiene el balance redox celular (Bashan et al., 2009).

El GSH es una tiol tripéptido de bajo peso molecular con la formula y-glu-cys-
gly. Esta molécula multifuncional es una parte importante de la defensa antioxidante
contra el estrés oxidante y contribuye a la defensa y proteccion celular (Fotopoulos et
al., 2010). La funcién como antioxidante deriva del hecho de que GSH participa en el
ciclo ascorbato-glutation como un agente reductor de dehidroascorbato (DHA)
mientras que también posee la capacidad para proteger la integridad de la
membrana plasmatica por mantener el alfa-tocoferol y zeaxantina en un estado
reducido. Asimismo, protege a las proteinas de la desnaturalizacion causada por la
oxidacion de los grupos tioles en las proteinas. Adicionalmente, el glutatién ejerce
esta capacidad antioxidante a través de sensar y de actuar como el sustrato para la
GPx y GST (Fotopoulos et al., 2010).

La oxidacion enzimatica de GSH se produce como un producto de la actividad

de la GPx como se describe a continuacion (Figura 13):
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H,O, + GSH — 2H,O0 + GSSG
27z GPx < Gl .
Glutation
oxidado

Figura 13. Oxidacion enzimatica de GSH.

El glutation oxidado (GSSG) es posteriormente reducido por la glutation
reducatsa (GRd), que emplea la coenzima nicotinamida adenina dinucleétido fosfato
reducido (NADPH), proveniente de la via pentosa fosfato como dador de electrones,

manteniendo asi la proporciéon GSH/GSSG (Figura 14).

NADPH GSSG 2 H,0
+H

Via de la

Pentosa

fosfato
NADP 2 GSH H,0,

Figura 14. Reduccion de GSSG.

La concentracion de GSH esta incrementada bajo condiciones estresantes, y
este incremento le permite a la célula contrarrestar la oxidacion de glutatién,
provocando alteraciones en la expresién de genes, directamente o a través de su
interrelacion con proteinas regulatorias y/o factores de transcripcién (Fotopoulos et
al., 2010). Esta elevacion en la concentracion de GSH es de vital importancia porque
induce la transduccion de senales y la defensa contra ERO, las cuales son
alcanzadas a traves de la via con varios puntos de control, incluyendo la activaciéon
controlada de genes que codifican enzimas relacionadas con el metabolismo de

glutatiéon (Fotopoulos et al., 2010).

44



Las sustancias antioxidantes exdégenas se pueden dividir en tres grandes
grupos: las vitaminas antioxidantes (E, C y A), los minerales con capacidad
antioxidante (selenio, zinc, cobre y manganeso) y los fitoquimicos (el acido lipoico, el
resveratrol, catequinas y otros compuestos fendlicos (Bashan et al., 2009).

Los antioxidantes no enzimaticos al interaccionar con un RL le ceden un
electron oxidandose a su vez y transformandose luego en un RL débil no toxico,
debido a que interactuan mas rapido con los RL que con el resto de las moléculas
presentes. La accién de los antioxidantes la ejercen en la membrana plasmatica, el
citosol, el nucleo o liquido extracelular, es decir, tanto en medios hidrofilicos como
hidrofébicos, alterando su propia integridad molecular. Los antioxidantes exdgenos
actuan como moléculas suicidas, por lo que su reposicion debe ser continua a través
de la ingesta de nutrientes que los contengan (Aruoma et al., 2006; Peng et al., 2014;

Le-Lay et al., 2014; Fridovich, 2013).

1.4.3 Otros sistemas antioxidantes

1.4.3.1 Metalotioneinas (MTs)

Las metalotioneinas (MTs) son una familia de proteinas de bajo peso molecular (6-7
kDa), ricas en cisteinas con alta afinidad por metales, las cuales tienen diversas
funciones, dentro de las cuales destaca su papel fisiolégico como regulador de la
homeostasis de metales esenciales, tales como Cu y Zn. Las MTs tambien participan
en la detoxificacion de niveles excesivos de metales esenciales y no esenciales; y

posiblemente realizan otras funciones, las cuales incluyen sefalizaciones
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dependientes de zinc y del estado redox (Tabla 4) (Margoshes y Valle, 1957; Kang,
2006; Sato et al., 2010; Byun et al., 2011; Ogawa et al., 2011; Figueira et al., 2012;

Haynes et al., 2012).

Tabla 4. Caracteristicas de 1a molécula de MT

1.- Alto contenido de metales (7 atomos de Zn o Cd/molécula o 12
atomos de Cu/molécula de proteina.

2.- Peso molecular bajo (aproximadamente 6800 Da en MT-I)

3.- Alto contenido de cisteinas (20 cisteinas sobre un total de 61
aminoacidos), inexistencia de aminoacidos aromaticos, enlaces
disulfuro e histidina.

4.- Presencia de isoformas.

5.- Agrupaciones metalo-tiolatos (agrupacién A y agrupacién B).

6.- Afinidad por los metales.

7.-. Termoestable

Diversos investigadores han demostrado que frente a la toxicidad por metales
pesados como cadmio (Cd) y mercurio (Hg), hay un incremento de la expresion de
MTs ligado al incremento en la concentracion de estos metales en los tejidos
(Figueira et al., 2012).

Las MTs se localizan en diferentes compartimientos celulares y estan
involucradas en la translocacion de zinc del citoplasma al nucleo durante la
proliferacion, o del espacio intermembranal de la mitocondria, donde podria modular
la funcién de la respiracién mitocondrial (Maret, 2008; Gonzalez et al., 2014). Estas
proteinas también han sido localizadas en el espacio extracelular y son captadas por

las células a través de una via endocitica, en la que los metales pero no las
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proteinas, se traslocan al citoplasma (Maret, 2008). Existen cuatro isoformas de MTs
(Mt1-4) en raton. Mt1 y Mt2 se expresan de forma ubicua en la mayoria de los
tejidos, mientras que Mt3 se expresa principalmente en el sistema nervioso central
(SNC) y la Mt4 se expresa en el epitelio estratificado escamoso (Kang, 2006; Byun et
al., 2011; Haynes et al., 2012; Chen et al., 2012).

Por otra parte, a través de las cisteinas presentes en su estructura, se ha
demostrado la capacidad de las MTs como represores de un amplio rango de ERO y
ERN con alta eficiencia, tal como lo hacen los antioxidantes antes descritos (Kang,
2006; Chen et al., 2012; Qu et al., 2013).

El papel de las MTs en la proteccion frente al estrés oxidante puede ser de
varias formas (Figueira et al., 2012; Haynes et al., 2012; Chen et al., 2012).,
distribuyendo el zinc (metal que participa en la modulacion protectora frente a la
peroxidacién lipidica), manteniendo los niveles adecuados de MTs, como
componente esencial de la SOD, previniendo la formacion de RL causado por la
interaccién entre los grupos quimicos con el hierro (reacciones de Fenton),
estabilizando el DNA y reaccionando directamente con las ERO producidas por la
mitocondria cuando la tasa metabdlica y el empleo de los depédsitos de grasa se
incrementan (Figueira et al., 2012; Sato et al., 2010).

Diversos estudios reportan la capacidad de las MTs para secuestrar ERO
tanto en organismos vertebrados como invertebrados, lo cual sugiere que podrian
emplearse como sensores proteinicos frente al estrés oxidante, mecanismo que aun
permanece sin dilucidarse. Adicionalmente también actuan como defensa frente a la

inflamacion (Gonzalez et al., 2014).
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La participacion del estrés oxidante en el desarrollo de la diabetes tipo 1y 2
ha sido documentado. Se han descrito que las enzimas antioxidantes y nutrientes
antioxidantes tienen un efecto protector contra la diabetes. Por ejemplo, las MTs son
capaces de prevenir el estrés oxidante a través de su actividad como sensor de
ERO. Se ha demostrado que polimorfismos de las isoformas MT1 y MT2 estan
asociados con la progresion de patologias tales como diabetes tipo 2,
ateroesclerosis, inflamaciéon y complicaciones cardiovasculares en pacientes obesos

(Haynes et al., 2012).
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2. ANTECEDENTES

2.1 RELACION INFLAMACION-ESTRES OXIDANTE - OBESIDAD

Recientemente se esta tratando de asociar la obesidad con el proceso de
inflamacion de bajo grado en el TA, sin embargo, los mecanismos fisiopatolégicos
aun no estan esclarecidos. Otro de los aspectos fisioldgicos y patolégicos que ha
sido motivo de estudio es referente a los adipocitos.

Como hemos mencionado, muchas lineas de investigacién han demostrado
que la activacion crénica de las vias proinflamatorias en las células diana de insulina
puede conducir a la obesidad relacionada con la resistencia a la insulina. De acuerdo
con esto, se han observado niveles elevados de algunas citocinas proinflamatorias
como TNF-a, IL-6 y la PCR en individuos con RI y diabetes. Por otra parte, los
niveles de TNF-a estan elevados en el tejido adiposo y en sangre de roedores
obesos (Cheung et al., 2012).

Los acidos grasos, la microhipoxia en el TA, el estrés oxidante y ciertas
citocinas pueden iniciar todas las respuestas proinflamatorias mediante activacion de
vias de senalizacion de JNK/proteina activadora 1 (AP1) e IKK /NFkB. La
senalizacion de JNK e IKK esta activada durante la Rl humana y en el musculo
esquelético de roedores. Esto es algo muy importante debido a que las serin-cinasas
fosforilan al factor de transcripcion AP1 (cJun/Fos) y NF-kB, el cual después se
activa transcripcionalmente y modula una serie de genes inflamatorios, lo cual
conduce al decremento en la sensibilidad a la insulina. Como consecuencia, la
inhibicion de JNK1 o IKKB previene la Rl en cultivos celulares y en modelos de raton,

asi como en modelos humanos (Schenk et al., 2008).
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Un iniciador importante de la respuesta inflamatoria es el TA, que secreta

acidos grasos y una gran variedad de polipéptidos, dentro de los que destacan

hormonas, citocinas y quimiocinas que pueden funcionar tanto a nivel enddcrino

como paracrino. El TA consiste de una variedad de tipos celulares que incluyen a los

adipocitos, las células inmunes (macrofagos y linfocitos), preadipocitos y células

endoteliales, que producen citocinas y quimiocinas como MCP-1, IL-6, IL-1B, factor

inhibidor de migracién de macrofagos (MIF) y TNF-a. Los adipocitos son la unica

fuente de secrecion de adipocinas tales como leptina y adiponectina, los cuales

pueden promover la sensibilidad a insulina, tanto como la resistina y la proteina de

unién a retinol 4 (RPB4), el cual puede afectar la sensibilidad a la insulina (Figura

15) (Schenk et al., 2008).
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Figura 15. El tejido adiposo en el proceso inflamatorio.
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La mezcla de adipocinas secretada por el TA en un estado fisiopatolégico
puede tener efectos importantes sobre la sensibilidad a la insulina de manera
sistémica y de forma particular sobre tejidos como el hepatico (Figura 16) (Schenk et

al., 2008).
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Figura 16. Mediadores de inflamacion y su efecto sobre higado.

Por otra parte, la obesidad en el humano se ha considerado como un estado
de estrés oxidante crénico (Vincent et al., 2007; Barbosa et al., 2008; Verrotti et al.,
2008). Diversas investigaciones reportan correlaciones positivas entre la baja ingesta
de antioxidantes naturales y la obesidad (Valdecantos et al., 2009). Por ejemplo, se
ha relacionado a la obesidad y el sobrepeso con bajos niveles plasmaticos de
antioxidantes (Valdecantos et al., 2009). Asimismo se ha relacionado con una
modificacion en la actividad de las principales enzimas antioxidantes. Algunas
investigaciones proponen que en el inicio del desarrollo de la obesidad tiene lugar un
incremento en la actividad de la SOD, como un intento para combatir la formacion de

RL (Valdecantos et al., 2009; Halliwell, 2012).
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Existe evidencia que una vez establecida la obesidad se produce una
disminucion tanto de la actividad como de la expresion de ambas isoformas de SOD
(Valdecantos et al., 2009; Brown et al., 2009). Referente a la actividad de CAT,
Lazarevic demostré una disminucién en la actividad de la CAT en una poblacién con
obesidad y diabetes tipo 2 (Lazarevic et al.,, 2006). Furukawa en 2004 estudio6 la
actividad de SOD, GPx y CAT en modelos animales con obesidad (raton KKAy),
ratificando la disminucion tanto de la actividad como de la expresion de estas

enzimas en el tejido adiposo blanco.

2.2 HORMESIS Y RESISTENCIA AL ESTRES

La continua exposicién al estrés ambiental y al estrés intrinseco resulta en la
acumulacion de dano en las macromoléculas (Brown et al., 2009). Un pequeio pero
creciente grupo de estudios menciona el papel de la hormesis en el aumento de la
longevidad. La hormesis es el fendbmeno por el cual la respuesta adaptativa a bajas
dosis de agentes tales como calor, radiacion o sustancias quimicas, entendidos
como pequefos estresores, permite en los organismos que se manifieste la
capacidad de sobrellevarlo (Calabrese, 2008; Calabrese et al., 2010), pudiendo llegar
a la adaptacion y sobrevivencia. La habilidad para lidiar con esos estresores
incrementa la resistencia a la enfermedad con aumento en la longevidad, lo que es
entonces una respuesta benéfica. Agentes con efectos horméticos favorecen la
expresion de genes que promueven mecanismos de defensa para proteger a las
células del dafio; lo anterior se puede entender cdmo resistencia al estrés. Hay

muchos ejemplos de este fendmeno, incluida la restriccion calérica, que puede
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reflejar una respuesta fisioldgica de sobrevivencia que se ha conservado entre las
especies a lo largo de la evolucién (Pickering et al., 2012).

Los efectos benéficos de un estrés no severo u hormético sobre el
envejecimiento y la longevidad se han estudiado por algunos anos. Ese estrés
parece que incrementa ligeramente la longevidad, y retrasa el envejecimiento,
aunque hay que mencionar que no todos los estresores tienen tales efectos
benéficos (Le Bourg, 2009).

Por mas de un siglo, los estudios toxicolégicos han demostrado que bajas
dosis de sustancias toxicas pueden tener efectos estimulantes sobre el crecimiento
de plantas, bacterias y hongos. Esos efectos estimulantes pueden ser explicados
como una respuesta directa al estimulo, o a una respuesta de sobrecompensacion
después de la exposicion a un agente téxico que altera la homeostasis. Sin embargo,
esos estimulos de bajas dosis, o de efectos horméticos, no estan restringidos
solamente a los estudios toxicoldgicos. Por lo tanto, la hormesis podria verse como
un proceso reparativo que se ha adaptado en la naturaleza y que esta altamente
conservada via seleccién natural.

La induccion de dosis bajas y la subsecuente respuesta de adaptacion
tipicamente condicionan el sistema biolégico adaptado, lo que le lleva a tener una
mayor resistencia cuando posteriormente es sometido a un mayor estrés. Muchos
experimentos sobre envejecimiento y longevidad se han realizado con especies de
invertebrados, principalmente con D. Melanogaster, C. elegans (Murakami, 2006), en
roedores y humanos (Le Bourg, 2009). La teoria de la resistencia al estrés que

también abarca las fuentes de estrés intrinseco y extrinseco (ambiental), se basa en
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la hipbtesis de que el incremento a la resistencia al estrés en los organismos lleva a
la sobrevivencia del organismo (Brown et al., 2009; Le Bourg, 2009).

El envejecimiento podria ser considerado un proceso dinamico que lleva a la
adaptacion continua del cuerpo tras la exposicidon a estresores ambientales dafinos
a lo largo de la vida. Esos estresores incluyen agentes de dafo producidos por el
organismo como consecuencia del metabolismo como las ERO, aquellos derivados
de agentes fisicos (radiacion, etc.) y biolégicos (bacterias, virus, etc.). El organismo
tiene que neutralizar los efectos negativos de tales estresores con un panel de
mecanismos antiestrés. Los estresores actuan a diferentes niveles: molecular,
celular, sistémico, organico. Todas esas respuestas integradas dependeran del tipo
de estresor y el tiempo de exposicion.

Durante la evolucion, un proceso de seleccion positiva tuvo que haber ocurrido
para maximizar la eficiencia de esos mecanismos de defensa debido a que eran
criticos para mantener un estado saludable que maximizara la capacidad
reproductiva. Esta es la razén principal de por qué desde un punto de vista evolutivo
se puede asumir que los mecanismos biolégicos fundamentales juegan un papel
principal en el proceso del envejecimiento y que son altamente conservados a través
de la evolucion.

Podemos especular que la plasticidad y maleabilidad inesperada del proceso
del envejecimiento y longevidad tienen una fuerte base evolutiva, que es un
prerrequisito para la adaptacién a los cambios ecolégicos, para finalmente tener
también un equilibrio ecoldgico entre las especies. Los mecanismos homeostasicos

que disminuyen los efectos del estrés progresivamente se deterioran con la edad. El
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deterioro ocurre sobre una amplia variedad de funciones como la disminucion de la
capacidad celular a expresar proteinas de choque térmico, presentandose de esta
manera una capacidad reducida para reaccionar a nuevos estresores internos y
externos, sin poderse adaptar a los nuevos ambientes (Minois, 2000).

Sin embargo, un importante componente de la resistencia al estrés es elevar
la homeostasis fisioldgica. Sobrevivir en el envejecimiento esta asociado con una
homeostasis elevada y vitalidad por genes de resistencia al estrés (Parsons, 2007).
En algunos estudios que han utilizado dosis moderadas de estrés se ha visto que ha
aumentado la longevidad, sin embargo aun no han podido explicarse por qué
también se retrasa el envejecimiento (Le Bourg, 2009).

Basado en esa hipdtesis del envejecimiento, las capacidades de defensa
antioxidante han sido los primeros candidatos a ser evaluados para el estudio en la
adaptacion y sobrevivencia de algunos animales. Se han estudiado en células y
tejidos los procesos de enzimas como CAT, SOD y GPx; asi como los mecanismos
no enzimaticos como glutation GSH, acido ascérbico y sistemas de MTs. Se han
realizado estudios in vivo e in vitro para examinar la resistencia tanto a los estresores

oxidantes como a los no oxidantes (Brown-Borg, 2006).

2.3 RESISTENCIA AL ESTRES Y LONGEVIDAD

Se ha reportado recientemente una relacion positiva entre la resistencia al
estrés y el aumento en el tiempo de vida de un organismo (Avogaro et al., 2010). El
envejecimiento es un proceso regulado por mecanismos de sefalizacion altamente

conservados que incluyen insulina/IGF-1, TOR, via de AMPK (protein cinasa
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activada por AMP) y sirtuinas. Es importante el estudio de la regulacién coordinada
de esas vias de sefializacion de respuesta al estrés que intervienen en sensar
nutrientes (Sengupta et al., 2010), en la funcidon mitocondrial, el metabolismo redox
(Wellen et al, 2010), la respuesta al dano al ADN (Ciccia et al., 2010), la proteostasis
(Buchberger et al., 2010) y la autofagia (Kroemer et al., 2010).

Existe evidencia de una relacién directa y del potencial que existe entre las
vias de senalizacidon GH/IGF-1/insulina y la resistencia al estrés. La sefializaciéon
reducida en la via GH/IGF-1/insulina en ratén (y otras especies) lleva a un aumento
significativo en la longevidad. Se cree que disminuir este sistema hormonal pudiera
entonces actuar como mediador hormético que lleve al aumento de la resistencia al
estrés con un aumento en la longevidad (Brown-Borg, 2006).

Descubrimientos recientes sugieren que la senalizacion de la respuesta al
estrés puede ser manipulada para extender la vida y retardar la patologia asociada al
envejecimiento, sugiriendo un nuevo acercamiento para tratar desordenes
degenerativos en el envejecimiento de humanos (Haigis et al., 2010). Mutaciones en
las vias de sefalizacion incluida insulina/IGF-1, el blanco de rapamicina (mTOR),
AMP cinasa y las sirtuinas parecen mandar instrucciones para disminuir el
metabolismo lo que pudiera reducir dafios en las proteinas, lipidos y acidos
nucleicos.

En este sentido la senalizacion reducida de insulina/lGF-1 tiene un efecto
similar a la restriccidn caldrica. La secrecion reducida de insulina/IGF-1 o la RI como
resultado de la alteracién en la via de senalizacion lleva a la obesidad y a la diabetes,

sin embargo los modelos que existen con esta falla presentan un incremento en la
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esperanza de vida, como lo muestran los ratones que tienen longevidad extendida
(Snell y Ames). El aumento en la longevidad de estos modelos puede ser del 20 al
50%, dependiendo de su alimentacion y fondo genético.

El nivel mas bajo de GH y de IGF-1 es caracteristico de modelos de ratones
de larga vida con mutaciones de los componentes del eje regulador GH/IGF-1, lo que
es causa del retraso de la pubertad, alteracién en la funcién reproductiva y cambios
en los “ritmos biolégicos” con retraso en el envejecimiento. Otros factores de
longevidad en estos ratones son: disminucidon en los niveles de insulina y de
sensibilizacién de los tejidos a la hormona, reduccion del metabolismo oxidante, un
incremento en la resistencia al estrés, un tamano del cuerpo mas pequefo y
relativamente bajo peso (Chistyakova, 2008). Los genes que codifican componentes
de esta via son fuertes candidatos para longevidad en humanos y en otros modelos
animales.

En modelos animales como el raton, la disminucién en la expresion de la via
(GH/IGF-1/insulina) se asocia con aumento en la longevidad mientras que niveles
elevados de IGF-1 estan asociados con una longevidad corta (Dozmorov et al.,
2001). La insulina es una molécula clave implicada en el envejecimiento y se conoce
que esta involucrada en el aumento del tiempo de vida comprobado en modelos
mutantes (Kenyon, 2005). La principal funcién de la insulina es la regulacion en la
homeostasis de la glucosa, pero también regula indirectamente la homeostasis de los

lipidos y proteinas.
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2.4 MODELO DE OBESIDAD: RATON NEUROINTOXICADO POR GLUTAMATO
MONOSODICO (GMS)

La neurointoxicacion con GMS en el ratdon neonato, produce lesiones
hipotalamicas que incluyen necrosis del nucleo arcuato, lo cual conduce a varias
alteraciones neuroendocrinolégicas que incluyen inadecuada senalizacion de insulina
y leptina, entre otros efectos, ya que nucleo arcuato es una estructura del sistema
nervioso central relacionado con la ingesta de alimentos (Takasaki, 1978). Los
animales obesos GMS son hipéfagicos y tienen caracteristicas fisicas tipicas, tales
como un retardo en el crecimiento que llega a ser evidente a las 8 semanas de edad
(Andreazzi et al., 2009; Yamamoto et al., 1993; Collison et al., 2012).

Cuando existe dafio en el nucleo arcuato se observa una secrecion disminuida
de la hormona liberadora de la hormona de crecimiento (GHRH), lo que pudiera
explicar las alteraciones en el desarrollo gonadal y la disminucién en la talla. Aunque
son hipofagicos, los ratones GMS terminan desarrollando obesidad (Olney, 1969). El
ratbn GMS es un modelo caracterizado por obesidad central y resistencia a la
insulina (Nagata et al., 2006).

De manera interesante el ratbn GMS exhibe remarcadamente acumulacion de
lipidos en el higado, por lo que es usado para estudios de obesidad y de la
enfermedad de higado graso no alcohdlico (NAFLD). El ratbn neonato que es
neurointoxicado con GMS desarrolla durante la edad adulta obesidad severa,
intolerancia a la glucosa y SM (Nagata et al., 2006), el cual posee una etiologia

compleja y multifactorial.
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Las caracteristicas que siempre estan presentes en el SM son la R, diabetes,
bajos niveles de lipoproteinas de alta densidad, altos niveles de TG, inflamacion y
estrés oxidante general (Segura et al., 2009). Se sabe que la hiperinsulinemia y las
enfermedades metabdlicas estan asociadas con reduccion en el tiempo de vida del
organismo, ya que promueve la formacion de ERO, favorece el estado
proinflamatorio y regula otras sefalizaciones como la via de la fosfatidilinositol 3
cinasa (PI3K), crucial en aspectos de crecimiento y supervivencia celular. La
disminucién de la sirtuina desacetilasa dependiente de NAD (Sirt) 1 puede mediar el

acortamiento de la esperanza de vida en condiciones de Rl (Avogaro et al., 2010).
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3. JUSTIFICACION

Por observaciones en el laboratorio de Farmacologia de la UAM Iztapalapa, y
mencionado en la tesis doctoral de Campos Sepulveda (2003) se observd que los
ratones obesos GMS vivian mas tiempo a pesar de la serie de alteraciones que
presentaban por ser resistentes a la insulina; aparentemente se encontraban en
mejores condiciones fisicas que los ratones del grupo control; es decir, con un
fenotipo menos envejecido. Por los resultados anteriores encontrados en el
laboratorio de Farmacologia (UAM-I) se ha empezado a hacer colaboraciéon con el
laboratorio de Bioenergética y Envejecimiento Celular (UAM-I) para investigar si este
aumento en el tiempo de vida de los ratones obesos GMS podria deberse a que el
estrés cronico oxidante que presentan por su condicidon, tuviera un efecto de
resistencia al estrés, permitiéndoles vivir mas y en mejores condiciones fisiolégicas
que los ratones control.

Por otro lado, la obesidad se ha convertido en un importante problema de salud
gue no solamente se ve en la edad adulta, sino también en la nifiez. Presentar la
condicidon de obesidad desde edad temprana puede generar alteraciones metabdlicas
que conduzcan al sindrome metabdlico y a diabetes tipo Il. A pesar del gran problema
que lo anterior representa, no existen estudios que muestren qué cambios existen en

el proceso de obesidad-envejecimiento.
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4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cual es el papel de la inflamacion crénica de bajo grado en un organismo

obeso que le permita adaptarse y sobrevivir durante el envejecimiento?

5. HIPOTESIS

Los ratones obesos GMS con RI e inflamacion cronica de bajo grado
presentan cambios que les permiten adaptarse y sobrevivir a pesar del deterioro

durante el envejecimiento.

61



6. OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GENERAL
Determinar el impacto de la inflamaciéon crénica de bajo grado, en un modelo
de obesidad inducido con la administracion de GMS, sobre los parametros

metabdlicos, el proceso inflamatorio y el estado redox a lo largo de la vida.

6.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Relacionar la aparicion de las alteraciones metabdlicas debidas a
la obesidad con aquellas relacionadas con el envejecimiento de
ratones GMS.

2. Determinar el comportamiento de la obesidad y el perfil
inflamatorio a lo largo de la vida de los ratones GMS.

3. Determinar la relacién entre la obesidad y los parametros de

estrés oxidante en los ratones GMS a lo largo de su vida.
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7. MATERIAL Y METODOS
7.1 REACTIVOS QUIMICOS

Todos los quimicos y reactivos fueron comprados en Sigma Chemical Co. (St.
Louis, MO, USA). Los reactivos obtenidos de otras fuentes estan detallados a través

del texto.

7.2 ANIMALES

Se emplearon ratones adultos hembra y macho de la cepa CD-1 (25-30 g), los
cuales fueron apareados en una proporcion 2:1 para la obtencion de ratones
neonatos. Los ratones se mantuvieron bajo ciclos de luz/obscuridad de 12 horas, el
acceso al alimento (Harlan Laboratories) y agua fue ad libitum. Los ratones fueron
obtenidos del bioterio de la Universidad Autonoma Metropolitana Unidad Iztapalapa
(UAM-I) y manipulados de acuerdo a los estandares éticos internacionales y
nacionales: la Guia Internacional para el cuidado y manejo de animales de
laboratorio NRC 2002, y la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999, revised

2001).

7.3 INDUCCION DE OBESIDAD CON GMS
La obesidad fue inducida en los ratones por neurointoxicaciéon neonatal con
GMS (Campos et al., 2002; Andreazzi et al., 2009). En el dia uno y previo a la

neurointoxicacion, los ratones neonatos fueron separados al azar en dos grupos:
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1) Grupo GMS.

2) Grupo control.

El grupo 1 (GMS) recibidé una inyeccion subcutanea de 2 mg de GMS (Sigma
Chemical) por gramo de peso corporal en los dias postnatales 2 y 4, asi como 4 mg/g
en los dias postnatales 6, 8 y 10. El GMS se disolvié en 0.01 mL de solucién salina.
El grupo 2 recibié el mismo patron de administracién con un volumen equivalente de
solucion salina isotdnica (SSI).

Los ratones fueron separados después del destete por sexo y se colocaron

cinco ratones por caja, formando los siguientes grupos:

* Grupo |. Ratones control sano (machos).
* Grupo Il. Ratones tratados con GMS (machos).
* Grupo lll. Ratones Control sano (hembras).

* Grupo IV. Ratones tratados con GMS (hembras).

Cada grupo de ratones fue analizado a los 4, 8, 12, 16 y 20 meses de edad, y

fueron alimentados con una dieta comercial (Harlan 2018S, Harlan Teklad, Madison,

WI, USA).
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7.4 VALORACIONES EN ANIMALES
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Figura 17. Disefio experimental. Metodologia empleada para la evaluacion de

parametros bioquimicos, inflamatorios y de estrés oxidante en ratones obesos GMS a

lo largo del tiempo.

7.4.1 Medicién del peso y la talla corporal

Durante los tiempos establecidos para la valoracion en los ratones, se midio la
longitud desde la punta de la nariz hasta el ano con ayuda de calipers en ratones

anestesiados y el peso corporal fue determinado usando una balanza electrénica

sensible, empleando 5 ratones por grupo.
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7.4.2 Cuantificacién del indice Lee (IL)
El indice Lee fue empleado como un predictor de obesidad y fue calculado

mediante la siguiente formula (Campos et al., 2008):

3

Indice de Lee= \/

peso corporal (g) x 10

longitud naso-anal (cm)

7.5 PRUEBA DE TOLERANCIA A LA GLUCOSA ORAL (PTGO)

La PTGO se realizé a los 4, 8, 12, 16 y 20 meses de edad, mediante
administracion oral de 2 g/kg de peso de dextrosa posterior a un ayuno de 8 h. Se
tomaron muestras de sangre de la vena de la cola de los ratones anestesiados para
determinar los niveles de glucosa al tiempo 0 y posterior a la administracion en
intervalos de 30 min por 150 min. Los niveles glucémicos se determinaron con el
método de oxidacion de glucosa catalizado por la glucosa deshidrogenasa (Roche
Diagnostics, Mannheim, Germany), utilizando un sensor de glucosa Accu-Chek

Sensor Comfort Glucose (Alarcon et al., 2008).

7.6 PRUEBA DE TOLERANCIA A INSULINA (PTI)

La PTI fue realizada a los 4, 8, 12, 16 y 20 meses de edad. Los animales se
mantuvieron en ayuno durante la noche previa al ensayo; posteriormente se evalué
el nivel basal de glucosa, seguida de una administracion intraperitoneal con insulina

(0.75 IU/kg peso corporal). Se recolectaron muestras de sangre (20 yL) de la vena de
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la cola. Las mediciones de la prueba fueron establecidas a los 0, 15, 30, 45 y 60 min,
y los niveles de glucosa fueron medidos en la misma forma que en la prueba de

tolerancia a la glucosa descrita previamente (Alarcén et al., 2008; Mori et al., 2008).

7.7 PREPARACION DE MUESTRAS SERICAS

Los ratones fueron sacrificados a los 4, 8, 12, 16 y 20 meses de edad. Se
recolecté sangre total y las muestras se colocaron a temperatura ambiente por una
hora y posteriormente se centrifugaron a 2000xg por 15 min. Las muestras obtenidas
posteriormente fueron almacenadas a -70°C hasta el dia de los ensayos. El suero fue

usado para la medicion de los parametros bioquimicos e inflamatorios.

7.8 PARAMETROS BIOQUIMICOS

Se determinaron niveles séricos de alanin-aminotransferasa (ALT) y aspartato-
aminotransferasa (AST), triglicéridos y colesterol total mediante un método
espectrofotométrico empleando el equipo Reflotron System (Roche Diagnostics,

Indianapolis, IN, USA) (Alarcén et al., 2008).

7.9 ENSAYO POR INMUNOABSORCION LIGADO A ENZIMAS (ELISA)

Las citocinas IL-6, TNF-a (Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA), IL-10
(Abcam, Cambridge, UK) y adiponectina (Invitrogen of life technologies Corporation,
Frederick, MD, USA) fueron evaluadas en suero, previamente almacenado a -70°C,
mediante la técnica de ELISA. La densidad 6ptica se determiné fotométricamente a

450 nm con un lector de ELISA (Alarcon et al., 2008).
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7.10 OBTENCION Y CONSERVACION DE ORGANOS

Se obtuvieron los 6rganos de los ratones sanos control y de los ratones
obesos GMS después de eutanasia por dislocacion cervical en diferentes tiempos: 4,
8, 12, 16 y 20 meses de edad. De los ratones se obtuvo higado, pulmén, rifién y
corazén. La mitad de cada 6rgano se colocd en una solucién fria de buffer PBS 50
mM a pH 7.4, y la otra mitad se colocé en solucién de RNA later. Se mantuvieron los

tejidos a -70 °C.

7.10.1 Extraccion de la proteina total

La extraccion de la proteina total se realizé de acuerdo con el método descrito
por Laemmli (1970), empleando 300 uL de solucion de lisado (10 mL de Tissue-
Protein Extraction Reagent, Pierce, Rockford, IL), una pastilla de inhibidor de
proteasas (Complete, Roche, Indianapolis, IN), 100 uyL 0.1 M de PMSF y 100 yL 1 M
de DTT. Posteriormente, se incubd en hielo durante 15 min. Los homogenados se
centrifugaron a 20,000xg por 15 min a 4°C. EL sobrenadante conteniendo la proteina
total fue almacenado en pequefias alicuotas y almacenados a -70°C para

posteriormente determinar su concentracion.

7.10.2 Contenido de proteina por el método de Bradford
El contenido de proteina en las muestras se realizé por el método de Bradford
(1976). Se realizé una curva patrén con albumina sérica bovina (BSA) (Sigma) en un

rango de 0-25 ug/pL. Se tomo una alicuota de 1 uL de la proteina extraida y se le
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adicionaron 200 pL del reactivo de Bradford (BIO RAD). Se mezcld y se incubd
durante 5 min a 25°C. La absorbancia fue medida a 595 nm y se determiné la

concentracion de la proteina con ayuda de la curva patron.

7.11 DANO OXIDANTE
7.11.1 Niveles de malondialdehido (MDA)

El grado de lipoperoxidacion se determiné por el método de Buege y Aust
(1978), el cual se basa en la formacion de MDA en presencia de acido tiobarbiturico
(TBA). El tejido se homogeniz6 en 1 mL de PBS. De este lisado se tomé 0.1 mL para
determinar la concentracion de proteina por el método de Bradford y a los 0.9 ml
restantes se les adicionaron 2 mL de una solucion reactiva formada por acido
tricloroacético (TCA) al 15%, TBA al 0.5% y acido clorhidrico (HCI) 0.25N. Las
muestras se agitaron vigorosamente y se incubaron en bafio maria a 100°C durante
40 min. Se dejaron enfriar y se centrifugaron a 1500xg por 10 min. La absorbancia
del sobrenadante se leyé a 535 nm. La concentracion de MDA se determiné
mediante la siguiente relacion:

C = Al

Donde C es la concentracion de MDA, A es la absorbancia, ¢ es el coeficiente

de extincién molar (1.56 x 10°/cmM) e | es el grosor de la celda. Los resultados se

expresaron en nmol de MDA por mg de proteina.
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7.11.2 Carbonilacion de proteinas

Se extrajo la proteina total y se determiné el contenido proteinico por Bradford
(1976). El ensayo de OxyBlot fue empleado como método para evaluar el dafio
oxidante de las proteinas totales del tejido. Se realizé de acuerdo con el método
descrito por Laemmli (1970), el cual se basa en la identificacién de la proteina
oxidada citoplasmica por medio de la unién especifica con el anticuerpo primario y el
reconocimiento de este anticuerpo por un segundo anticuerpo para mostrar que se
encuentra presente.

Se tomaron 10 ug de la proteina total, la cual fue derivatizada con dinitrofenil
hidrazina, siguiendo el protocolo del kit OxyBlot (Chemicon Internacional, Temecula,
CA), un kit comercial el cual determina proteinas oxidadas. Las muestras fueron
colocadas en un gel de separacion al 12% (3.35 mL de agua destilada, 2.5 mL de
Tris 1-5 M pH 8.8, 100 mL de dodecilsulfato de sodio (SDS) al 10%, 4 mL de
acrilamida/bis 30%, 50 uL de persulfato de amonio (PSA) 10%, 5 yL de N,N,N",N’-
tetrametiletilendiamina (TEMED) y 10 mL de gel concentrador al 4% (6.1 mL de agua
destilada, 2.5 mL de Tris 0.5 M pH 6.8, 100 mL de SDS 10%, 1.3 mL de bis-
acrilamida al 30%, 50 yL de persulfato de amonio al 10% (PSA), 10 yL de TEMED).
Posteriormente las muestras se dejaron correr en una camara de electroforesis
vertical (mini-Protean I, BIO-RAD) con un amortiguador de corrida pH 8.3, formado
por Tris-Base 0.25 M, glicina 1.92 M y SDS 1% durante 90 minutos a 120 Volts y
25°C. Las proteinas fueron transferidas a una membrana de polifluoruro de vinilideno

(PVDF) (HEALTHCARE, USA), usando un amortiguador de transferencia pH 8.3 frio
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(Tris-Base 25 mM, glicina 192 mM, SDS al 0.05%, metanol al 20% y TWEEN 20 1X),
durante 120 min a 120 Volts a 4°C.

Después de la transferencia, la membrana fue bloqueada con una solucion de
leche descremada al 8% en amortiguador TBS-Tween 20 pH 7.5 (NaCl 150 mM, Tris-
HCI 20 mM y Tween 20 al 0.1%), por 30 min, dos veces. La membrana fue lavada
con TBS-Tween 20 varias veces y se le adicioné el anticuerpo primario que reconoce
a la proteina derivatizada 1:500 (Kit OxyBlot) por 90 min y con agitacién lenta. La
membrana posteriormente y por duplicado se lavé con TBS-Tween 20 durante 10
min. Después de dos lavados con TBS-Tween 20 se agrego el anticuerpo secundario
acoplado a la peroxidasa de rabano (kit OxyBlot) 1:10000 por 90 min. La membrana
fue lavada con TBS-Tween 20 durante 10 min, por triplicado y 5 min con TBS.
Finalmente la membrana fue tratada con SuperSignal® West Pico Substrate (Pierce,
Rockford, IL) durante 2 min. La identificacion de las proteinas oxidadas fue
visualizado en un fotodocumentador GEL LOGIC 1500, Molecular Imaging System
(CARESTREAM HEALTH, INC.) para observar la luminiscencia generada en la
reaccion de la peroxidasa y fue analizado con ayuda del software KODAK Molecular

Imaging.

7.12 PARAMETROS DE ESTADO REDOX, CAPACIDAD ANTIOXIDANTE Y DE
REPARACION
7.12.1 Estado redox
La relacion de glutation reducido y oxidado (GSH/GSSG) en sangre total fue

determinada mediante espectrofotometria con ayuda de un kit comercial
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(Calbiochem, catalogo no. 371757). Las muestras sanguineas fueron
homogenizadas en un buffer Tris-HCI 50 mM, el cual contenia EDTA 5 mM y DTT 1
mM, pH 7.5, mantenidas durante todo el ensayo en hielo, obteniendo los
sobrenadantes. El agente atrapador de tioles 1-metil-2-vinil-piridio trifluorometano
sulfonato (M2VP) fue agregado a las muestras de GSSG para remover el GSH,
previo a la adicion del buffer y la produccion del sobrenadante final. La relacion
GSH/GSSH fue medida usando un metodo enzimatico desarrollado por Tietze
(Tietze, 1969]). EI metédo emplea el reactivo de Ellman 5,5 -ditiobis-2-acido
nitrobenzoico (DNTB), el cual reacciona con el GSH para formar un color que es
detectado a 412 nm, por tres min a intervalos de 15 seg, tanto para GSH como para

GSSG y de esta forma calcular el cociente GSH/GSSG.

7.12.2 Ensayo de actividad de superéxido dismutasa Cu/Zn (Cu/Zn-SOD)

La actividad de la SOD fue determinada por el método de Winterbourn et al.,
(1975), el cual se basa en la habilidad de la SOD para inhibir la reduccién del nitro-
azul de tetrazolio (NBT) por superdxido, el cual es generado por la reaccién de
fotoreduccion de la riboflavina y el oxigeno. En una serie de tubos se preparé la
mezcla de reaccién formada por 0.1 a 10 ug de enzima (fraccion citosdlica), 0.2 mL
de acido etildiaminotetracético (EDTA) 0.1 M, cianuro de sodio 0.3 mM, 0.1 mL de
NBT 1.5 mM y buffer de fosfatos 0.067 M a pH 7.8 en un volumen final de 3 mL. Los
tubos se colocaron en una caja conteniendo una lampara fluorescente de 40W por

un periodo de 5 a 8 min. Pasado ese tiempo se le agregaron 0.05 ml de riboflavina
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0.12 mM y se incubaron en la misma caja por 12 min; las muestras se leyeron a 560
nm. Se determiné el porcentaje de inhibicion de la reduccién NBT para determinar los
ug de enzima que corresponde a la mitad de la maxima inhibicién. La actividad de la

enzima fue determinada por la siguiente relacion:

. . 1000
Unidades X mg de proteina =

ug enzima resultado de la 1/2 de la maxima inhibicion

7.12.3 Actividad de CAT
La actividad de CAT fue determinada por el método de Berrs y Sizer (1952), el
cual se basa en la desaparicion del H,O, utilizado por la CAT. Se tomd 0.1 ml de la
fraccion citosdlica, se le adiciond 1.9 ml de H,O desionizada, 1 ml de H,O, 0.059 M
en 0.0.05 M de buffer de fosfatos pH 7. Las muestras fueron leidas a una longitud de
240 nm a 25°C cada minuto durante 5 minutos y la actividad fue medida por la
disminucién de la absorbancia. La actividad de la CAT fue expresada como Ul/mg de

proteina/min.

7.12.4 MTs totales
La determinacién de la concentracion de la cantidad total de MTs en los tejidos
animales se realizé de acuerdo con el método modificado de saturacién con 'Cd,
descrito por Eaton y Toal (1982) (Eaton et al., 1982; Eaton et al., 1983; Brambila et
al., 2002). Esta técnica permitié la evaluacién de la concentracion de las MTs en
tejidos homogeneizados mediante su capacidad de unirse a metales pesados como

el Cd. El tejido se homogenizd con Tris-HCI 30 mM a un pH de 8.0, posteriormente
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fue centrifugado durante 15 minutos a 3 0000xg para la obtencién de la fraccion
sobrenadante. Se tomdé una alicuota de 0.1 ml de cada sobrenadante y se le agreg6
0.1 mL de ' CdCl, seguido de una incubaciéon de 10 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente el '%°Cd no ligado a las MTs se eliminé empleando 0.05
mL de hemoglobina de bovino al 2%. Posteriormente se sometieron las muestras a
un tratamiento térmico llevado a ebullicién con el uso de bafio maria durante un
minuto para precipitar el complejo hemoglobina-Cd; este paso fue repetido una vez
mas. Las muestras se dejaron enfriar a temperatura ambiente y posteriormente se
centrifugaron a 3 0000xg por 5 min para precipitar la hemoglobina. Finalmente la
cantidad de '°°Cd fijado por las MTs presente en el sobrenadante fue cuantificado
con ayuda de un detector de centelleo gamma automatico (Wizard 1470, Perkin

Elmer, Finland).

7.13 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos representan la media + el error estandar de la media (S.E.M.) (n =5
en cada grupo). Las comparaciones estadisticas dentro del mismo grupo fueron
realizadas con un analisis de varianza (ANOVA). Para las comparaciones entre los
grupos se empled el analisis de varianza (ANOVA) de una via, seguido de una
prueba post hoc de comparacion multiple, Tukey-Kramer. La comparacion entre dos
grupos fue realizada con la prueba de t de Student. Todos los valores p<0.05 fueron
considerados estadisticamente significativos. En todo el analisis estadistico se

empled el software NCSS 2001 (NCSS, Kaysville, UT, USA).
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8. RESULTADOS

8.1 CURSO TEMPORAL DE PESO, TALLA E iNDICE LEE

Se evalud el peso y talla de los ratones tratados con GMS y se observd un
incremento gradual a lo largo del tiempo en el peso corporal, tanto en los grupos
control como en los obesos, aunque los ratones tratados con GMS mostraron un
peso significativamente mayor que los controles. El peso corporal en las hembras
incrementd a los 4 meses (20%), a los 8 meses (42%), a los 12 meses (36%) y a los
16 meses de edad (20%); en machos obesos se incrementd 18%, 51%, 23% y un
21% en las edades respectivas (Grafica 1a).

A los 8 meses de edad se observd una diferencia significativa entre los
géneros, siendo los ratones machos GMS los que presentaron mayor peso corporal
(13%) comparados con las hembras obesas GMS. A los 12 meses de edad, este
comportamiento cambié y los ratones hembra GMS mostraron un mayor peso
corporal que los ratones macho GMS (Gréfica 1a) (p<0.05). De manera interesante, a
los 16 meses de edad y aun mas evidentemente a los 20 meses, el peso corporal
disminuy6 en los cuatro grupos. En el caso de las hembras GMS, el peso corporal
disminuyé un 33% y en el caso de machos tratados un 17% en relacién con su
control.

Se evalud la longitud naso-anal para determinar el tamano de los ratones y se
observo que estos valores disminuyeron, tanto en ratones obesos como en controles

a través del tiempo. Sin embargo, los ratones tratados con GMS fueron mas
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pequefios que los ratones control: 14% en ratones hembra obesas y 12% en ratones

obesos macho (Grafica 1b).

El IL se increment6 en todos los grupos durante la vida. Los grupos tratados

con GMS presentaron los valores mas altos comparados con sus controles. Los

valores de este indice en ratones obesos hembra fueron del 21, 32, 24, 19, y 26%

mas altos comparados con las hembras control a los 4, 8, 12, 16 y 20 meses de

edad, respectivamente; por su parte, los ratones macho obesos mostraron indices de

11, 28, 27, 27 y 20% superiores a su control, en los mismos tiempos evaluados. Con

respecto al género, las hembras presentaron aproximadamente un IL10% mas alto

que los machos en ambos casos (controles y obesos) (Grafica 1c), y en todos los

casos esta diferencia fue significativa (p<0.05).
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Grafica 1. Determinacion del grado de obesidad. en ratones macho y hembra
tratados con GMS. (a) peso corporal; (b) talla e (c) Indice Lee. Las mediciones se
determinaron a los 4, 8, 12, 16 y 20 meses de edad. Los datos se presentan como la

media + S.E.M., de cinco ratones por grupo. * p<0.05 vs. Control.
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8.2 PRUEBA DE TOLERANCIA A LA GLUCOSA ORAL (PTGO)

La Grafica 2 muestra las alteraciones en la PTGO en los ratones control y
obesos a los 4, 8, 12, 16 y 20 meses de edad. Ambos grupos de hembras (controles
y tratados) mostraron una alteracién en la homeostasis de glucosa a través del
tiempo.

A los 4 meses, los valores glucémicos mas altos se obtuvieron en las hembras
tratadas con GMS (35%), 30 min después de la administracién de dextrosa al
compararlos con el grupo control. Este valor se incrementé 44% a los 8 meses de
edad (Grafica 2a); sin embargo, de los 12 a los 20 meses de edad las diferencias entre
los grupos se hicieron menos evidentes (Grafica 2c¢,e,g,i) (p<0.05).

Con relacién a los machos, se observaron diferencias significativas a los 4 y 8
meses de edad entre los ratones control y obesos (48% y 61% mas alto en ratones
GMS 30 minutos después de la administracion de dextrosa). Sorpresivamente, a
partir de los 16 meses de edad no se encontraron diferencias significativas. La
glucemia en los ratones tratados con GMS disminuyé hasta los valores de los
controles, los que tendieron, a su vez, a incrementar sus valores, dando como
resultado la compactacién de las curvas (Grafica 2b,d,f,h,j) (p<0.05).

Los machos mostraron valores mas altos de intolerancia a glucosa que las
hembras. A los cuatro meses de edad, los ratones tratados GMS mostraron niveles
altos de intolerancia a la glucosa (53% y 52%, respectivamente a los 30 y 60 min). A
los 8 meses de edad, las diferencias se incrementaron a 117% y 85%,
respectivamente. No se encontraron diferencias en otros puntos de la PTGO, ni a los

12, 16 y 20 meses de edad.
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Grafica 2. Prueba de tolerancia a la glucosa oral (PTGO) en ratones machos y
hembras tratados con GMS. Las pruebas se realizaron a los 4 (a, b), 8 (c, d), 12 (e,
f), 16 (g, h) y 20 (i, j) meses de edad. Los datos se representan como la Media +

S.E.M. , de cinco ratones por grupo. * p < 0.05 vs. Control.
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8.3 PRUEBA DE TOLERANCIA A LA INSULINA (PTI)

La sensibilidad a la insulina disminuy6 gradualmente en los grupos tratados
con GMS durante la vida (Grafica 3). No se encontraron diferencias significativas en
los niveles glucémicos entre los grupos hembra control y tratados con GMS de los 4
a los 12 meses de edad; sin embargo, a los 16 y 20 meses las hembras obesas
mostraron un incremento del 25% en los valores glucémicos con respecto al control
normal. Cuando los ratones hembra de 20 meses de edad (obesos y controles)
fueron comparados con los ratones hembra jovenes (4 meses de edad), se
observaron aumentos significativos en los niveles glucémicos (35% y 15%,
respectivamente) (Grafica 3, c, e, g, i) (p<0.05).

Por el contrario, los machos obesos de 4 meses de edad mostraron valores
glucémicos 37% mas altos en los primeros 30 minutos posteriores a la administracion
de insulina con respecto al grupo control. Es importante sehalar que se observo
mayor pérdida de la sensibilidad a la insulina en los ratones macho obesos durante
toda su vida (8, 12, 16 y 20 meses de edad) (Grafica 3b, d, f, h, j) (p<0.05).

Cuando la sensibilidad a la insulina se compard por género, los ratones macho
GMS mostraron 30% menos sensibilidad a la insulina comparada con el grupo de
hembras GMS a los 4 meses de edad. Sin embargo, no se observaron diferencias en
las demas edades. En los grupos control no se observaron diferencias con respecto
al género, excepto a los 20 meses de edad, donde los machos mostraron un 25% de

menos sensibilidad a insulina que las hembras control (p<0.05).
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Grafica 3. Prueba de tolerancia a la insulina (PTI) en ratones macho y hembra
tratados con GMS. Las pruebas se realizaron a los 4 (a, b), 8 (c, d), 12 (e, f), 16 (g,
h) y 20 (i, j) meses de edad. Los datos se representan como la media £ S.E.M., de
cinco ratones por grupo. * p < 0.05 vs. Control; e, control hembras; o, Hembras
tratadas con GMS; A, control machos; A, Machos tratado con GMS.
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8.4 PARAMETROS BIOQUIMICOS

La Grafica 4a muestra los niveles de colesterol total en hembras y machos
control y tratados con GMS a lo largo de la vida. Los ratones obesos mostraron altos
niveles de colesterol comparados con los grupos control desde los 4 hasta los 20
meses de edad. Ademas, el contenido de colesterol fue mas alto en machos que en
hembras. Los niveles de colesterol en obesos, machos y hembras, incrementaron en
un 41% y 26%, respectivamente, comparados con sus grupos control a los 16 meses
de edad; ademas, los machos obesos mostraron 50% mas colesterol que las hembra
obesas (p<0.05).

En la Grafica 4b se muestra que las hembras GMS presentaron niveles
incrementados de triglicéridos de 36%, 40%, 100% y 130% a los 4, 8, 12, 16 y 20
meses de edad, respectivamente, comparados con el grupo control (p<0.05).

Se observaron diferencias en el contenido de triglicéridos entre los machos
obesos y los controles a los 4 y 20 meses de edad, donde el contenido de
triglicéridos incrementé en 50% y 55%, respectivamente, en los ratones tratados.

El analisis por género reveld que los niveles de triglicéridos en los ratones
hembra tratados GMS fue 47% y 31% mas elevados al compararse con los ratones
macho GMS a los 16 y 20 meses de edad.

Los niveles de AST (Grafica 4c) se incrementaron gradualmente a lo largo de la
vida, y tres de los cuatro grupos mantuvieron similitud a lo largo del estudio; sélo los
controles hembra mostraron niveles mas bajos en el contenido de AST (180%) a los 16

y a los 20 meses de edad, en relacién con los otros grupos (p<0.05).
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Las determinaciones de ALT (Grafica 4d) mostraron un comportamiento similar

en todos los grupos de 4 a 20 meses de edad. El grupo de los machos presentd un

nivel mayor de ALT (30%) que las hembras entre los 8 y 16 meses de edad. A los 20

meses de edad, en ambos grupos disminuy6 en 25% el contenido de AST, pero las

hembras mostraron 15% mas de la enzima con respecto a los machos control.
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Cuando se realiz6 la comparacién por género, los machos control tuvieron niveles
mas altos, no significativos, de ALT que los ratones hembra control a los 8, 12 y 16
meses de edad. Los machos tratados mostraron un incremento del 22% y 35% de ALT
alos 16 y 20 meses de edad respectivamente, comparado con los grupos control. No se
observaron diferencias entre el grupo de hembras obesas tratadas y su grupo control a

lo largo del tiempo (Grafica 4d) (p<0.05).

8.5 NIVELES SERICOS DE CITOCINAS.
8.5.1 TNF-a e IL-6.

Se realizo el estudio del perfil inflamatorio, donde se evaluaron los niveles de
TNF-a, IL-6 y adiponectina (Grafica 5). Los niveles de TNF-a gradualmente
incrementaron en los cuatro grupos desde los 4 meses de edad, alcanzando valores
maximos a los 12 meses; estos niveles disminuyeron durante los siguientes meses.
No se encontraron diferencias entre los ratones obesos hembra y su control. Sin
embargo, los ratones macho tratados con GMS mostraron un aumento del 43% y
114% respecto al grupo control a los 8 y 12 meses de edad, respectivamente
(Gréfica 5a).

A los 12 meses de edad, tanto el grupo control como el grupo GMS en machos
mostraron incrementos del 197 y 140% en los niveles de TNF-a comparado con los
grupos de ratones control y obeso en hembras. A los 16 meses de edad, los niveles
de TNF-a disminuyeron en todos los grupos y permanecieron constantes hasta los 20

meses de edad.
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La Grafica 5b muestra las mediciones de IL-6. A los 12 meses de edad, la
concentracion de IL-6 en los grupos de machos mostraron un pico de 163%
comparado con los ratones hembra tratados con GMS (p<0.05). Cuatro meses
después, los niveles de IL-6 disminuyeron y no se observaron diferencias

significativas entre géneros.
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Grafica 5. Perfil inflamatorio en ratones macho y hembra tratados con GMS. Los
niveles séricos de (a) TNF-a e (b) IL-6 fueron cuantificados a los 4, 8, 12, 16 y 20
meses de edad. Los datos se presentan como la media + S.E.M., de cinco ratones por
grupo. * p<0.05 vs. Control.

8.5.2 Adiponectina e Interleucina-10 (IL-10).

En la Grafica 6 se observa que la concentraciéon de adiponectina mostré un
comportamiento diferente a los observados con TNF- a e IL-6. La concentracién de
adiponectina disminuyd a lo largo del estudio tanto en los grupos de hembras como
en los grupos de machos. A los 4 meses de edad, las hembras y los machos obesos
presentaron una disminucion del 33% y 49%, respectivamente, comparado con sus

grupos control. A los 8 y 12 meses de edad, la hormona se encontré disminuida en
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todos los grupos, pero a los 16 meses de edad los niveles de adiponectina
presentaron una importante elevaciéon en los grupos de ratones obesos (machos y
hembras), asi como en el grupo control de hembras. El analisis realizado no reveld
diferencias significativas entre los grupos de hembras al final del estudio, pero en los
machos control se presentd 185% menos concentracion de adiponectina comparado

con el grupo de ratones macho obesos a los 20 meses de edad.
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Grafica 6. Niveles de adiponectina (ng/mL) en ratones macho y hembra tratados
con GMS. Los niveles séricos de adiponectina se cuantificaron por el método de
ELISA a los 4, 8, 12, 16 y 20 meses de edad. Los datos se representan como la
media + S.E.M., de cinco ratones por grupo. * p<0.05 vs. Control.

De acuerdo con la Tabla 5, los niveles de IL-10 disminuyeron 14% en el grupo
de machos tratados a los 12 meses de edad comparados con su control (p<0.05).
Por otra parte, el analisis por género revelé que los machos tratados presentaron un
incremento de 17 veces en los niveles de IL-10 a los 12 meses de edad, comparados

con las hembras tratadas (p<0.05).
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Tabla 5. Niveles de IL-10 en ratones control y tratados con GMS a lo largo de su

vida.
Citocina Edad
(mes) C-H H-GMS C-M M-GMS
IL-10 4 0.34+001 031+001 0-31%0.01 0.28%0.008
(ng/mt) 8  034:001 029001 037003 030+0.01

*&
12 0.29+0.01 027+001 293033 4.80+0.23

16 0.30+0.01 028+0.02 0-38%0.05 0.28+0.01

20 0.33+0.05 0.31+005 044006 0.32+0.02

C-H: Control hembra; H-GMS: Hembra GMS; C-M: Control Macho; M-GMS:
Macho GMS. * p<0.05 vs. Control. & p<0.05 M-GMS vs H-GMS.

8.6 EVALUACION DE DANO OXIDANTE Y RESPUESTA ANTIOXIDANTE
8.6.1 Daio oxidante.
8.6.1.1 Cuantificacion de niveles de MDA como indice de lipoperoxidacion

Se determiné el nivel de MDA en varios tejidos provenientes de los ratones
control y obesos GMS de 4, 8, 12, 16 y 20 meses de edad (Grafica 7a-h).

'Higado. La evaluacion de lipoperoxidacién revelé que en higado existe un
incremento en la concentracion de MDA a los 12 meses de edad en los machos
tratados con GMS (138%) comparados con su control; en las hembras no se
observaron cambios significativos (Grafica 7a-b) (p<0.05).

Pulmén. En el pulmén de las hembras GMS a partir de los 16 meses de edad
se observd un incremento en los niveles de MDA (72%) comparado con su control;
en machos GMS se presentaron incrementos a los 12 meses (193%), 16 meses
(117%) y a los 20 meses de edad (118%) comparados con su control (Grafica 7c-d)

(p<0.05).
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Corazoén. En el corazén de ratones hembra tratados con GMS (Gréfica 7e-f) se
presentaron incrementos a los 16 meses (93%) y a los 20 meses de edad (115%)
comparados con su control respectivo; en el caso de los machos GMS, se
incrementd la concentracién de MDA a partir de los 12 meses (184%), 16 meses
(117%) y a los 20 meses de edad (135%) comparados con su control (p<0.05).

Rin6n. La concentracion de MDA en el rindn de las hembras GMS se
incrementd a los 16 meses (264%) y a los 20 meses de edad (110%) cuando se
compararon con su control (Grafica 7g-h). En el rinébn de machos tratados con GMS a
los 12 meses se incremento el MDA 5 veces comparado con su control (542%) y a
los 20 meses aunque disminuyd el porcentaje comparado con los 12 meses, se
mantuvo un 54% mayor que el control (p<0.05).

Comparacion por género. El andlisis por género reveld que los machos

presentaron mayor concentracion de MDA a los 12 meses de edad (75%) en el
higado. En pulmén presentaron mayor concentracion de MDA a los 12 meses
(899%), a los 16 meses (50%) y a los 20 meses de edad (32%) (p<0.05) en
comparacion con las hembras GMS. Este mismo comportamiento fue observado en
el corazon de los machos GMS a los 12 meses (1075%) y a los 16 meses (20%),
donde se incrementaron los niveles de MDA comparado con los niveles evaluados en
las hembras obesas (p<0.05). En el caso del riidn, a los 16 meses de edad las
hembras obesas son las que presentaron mayores niveles de MDA (26%)
comparado con los machos GMS y a los 20 meses de edad los machos GMS

presentaron mayores niveles de MDA (24%) que las hembras GMS (p<0.05).
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Grafica 7. Dano oxidante en lipidos. Cuantificacion de lipoperoxidacion en ratones
control y GMS (machos y hembras) a diferentes edades, cuantificados en a, b)
higado, c, d) pulmdn, e, f) corazén y g, h) rifidon. £S.E.M., de cinco ratones por grupo.
* p<0.05 vs Control.



En el caso del riAdn, a los 16 meses de edad las hembras son las que
presentaron mayores niveles de MDA (26%) comparados con los machos GMS y a
los 20 meses de edad los machos GMS presentaron mayores niveles de MDA (24%)

que las hembras GMS (p<0.05).

8.6.1.2 Carbonilacion de proteinas.

Los tejidos homogenizados fueron analizados para determinar la oxidaciéon de
proteinas. Se emplearon muestras provenientes de ratones control y obsesos GMS
de 4, 8, 12, 16 y 20 meses de edad y se realizd la técnica para la deteccién de
proteinas carboniladas (Grafica 8). Se observd mayor proporcién de proteinas
oxidadas en los tejidos de machos y hembras GMS, en relacion con sus controles.

Higado. La determinacién de proteinas carboniladas en los grupos control y
tratados con GMS, tanto en hembras como en machos, indicé que en higado (Grafica
8a y 8b) se encuentran incrementadas las proteinas carboniladas de manera
estadisticamente significativa principalmente en hembras al compararlas con su
control a los 4 meses de edad; posteriormente a los 8 meses y 12 meses los niveles
descendieron comportandose como los niveles detectados en el grupo de machos.

Pulmdn. En pulmén (Gréfica 8c y 8d) se observd una tendencia al incremento
de proteinas carboniladas en el grupo de hembras GMS, siendo esta diferencia
respecto a su control estadisticamente significativa a los 8 y 12 meses de edad. Sin
embargo, en machos control y GMS se observé una menor tendencia al incremento a

través del tiempo.
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Rifi6n. La determinacién de carbonilacion en riiidn (Grafica 8e y 8f) denotd un
incremento estadisticamente significativo a los 8 meses de edad en el grupo de
hembras GMS respecto a su control, en el grupo de machos GMS se aprecidé una
tendencia al incremento a los 8 meses de edad. Posteriormente, a los 12 meses de
edad los niveles de carbonilacién disminuyeron practicamente a los niveles
presentados a los 4 meses de edad en ambos grupos.

Corazén. La carbonilacion de proteinas en corazén (Grafica 8g y 8h) mostrard
diferencias estadisticamente significativas en los grupos de hembras GMS a los 4 y
12 meses de edad y en machos GMS a los 8 meses de edad, comparados con su
control respectivo.

Comparacion por género. El andlisis por género sugiere que el higado a los 4

meses de edad presentd mayor carbonilacién de proteinas; el pulmén a partir de los

8 y 12 meses de edad, en el grupo de hembras GMS principalmente.
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Grafica 8. Dano oxidante en proteinas. Presencia de proteinas carboniladas en
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Higado, c, d) Pulmén, e, f) riidn y g, h) corazén. +S.E.M., de cinco ratones por grupo.
* p<0.05 vs Control. Densidad Optica Relativa (D.O.R).



8.6.2 Respuesta antioxidante.
8.6.2.1 CAT

En el modelo de obesidad inducida por GMS se determiné la actividad de la
enzima, dado que en la condicién de obesidad se generan radicales libres y peréxido
de hidrégeno que deben ser detenidos (Grafica 9a-h).

Higado. La actividad de CAT en higado (Grafica 9a y 9b) de ratones control y
GMS (hembras y machos) en diferentes intervalos de tiempo mostré un incremento
gradual a partir de los 8 meses de edad en ambos grupos GMS, siendo
estadisticamente significativo a los 12 meses de edad en hembras obesas (79%).
Este incremento continud a los 16 meses (400%) y a los 20 meses de edad (50%),
comparados con su control respectivo. En el caso de machos sélo a los 16 meses de
edad se presentd un incremento (172%) comparado con su control (p<0.05).

Pulmén. En pulmén (Gréafica 9¢c y 9d) la actividad de CAT se incrementd
gradualmente conforme avanzo el tiempo; sin embargo, solo a los 20 meses de edad
se reflejo un incremento significativo (22%) en hembras GMS comparado con su
control. En machos GMS a esa edad presentaron una disminucion en la actividad de
la enzima (69%) en comparacién con su control (p<0.05).

Corazoén. La actividad de la enzima en corazon (Grafica 9e y 9f) se encontro
disminuida en machos GMS a los 12 meses (72%), a los 16 meses (79%) y a los 20
meses de edad (26%) comparados con su control (p<0.05). Sin embargo, en las
hembras GMS hubo un incremento a los 16 meses de edad (158%) continuando a

los 20 meses de edad (90%) al compararse con su control (p<0.05).
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RiAién. En riidn (Grafica 9g y 9h) la actividad de CAT se encontrd
incrementada en hembras GMS a los 16 meses (38%) y a los 20 meses de edad
(57%) comparado con su control; en machos GMS a los 20 meses de edad se
presentd un incremento (22%) en la actividad de esta enzima comparado con su
control (p<0.05).

Comparacion por género. El analisis por género reveld que en higado las

hembras GMS a los 12 meses de edad presentaron mayor actividad de la enzima
(94%), el cual continudé a los 16 meses de edad (32%) cuando fueron comparados
con los machos GMS (p<0.05). Este comportamiento se observé mas acentuado en
pulmon de hembras GMS a partir de los 12 meses (1284%), a los 16 meses (2107%)
y a los 20 meses de edad (404%), comparado con los machos GMS (p<0.05). En
corazon, se repite este comportamiento en las hembras GMS a los 12 meses de
edad (dos veces mas) y a los 16 meses de edad fue seis veces mayor comparadas
con machos GMS. Finalmente en rindbn de hembras GMS se presentd mayor
actividad de la enzima a los 12 meses (75%), a los 16 meses de edad (137%) y a los
20 meses de edad (62%) en comparacién con los machos tratados con GMS. Con
base en este analisis la mayor actividad de la catalasa se presenté en hembras GMS

a partir de los 12 meses de edad en los 6rganos analizados (higado, pulmén y rifidn).
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Grafica 9. Respuesta antioxidante: CAT. Cuantificacion de la actividad de la enzima
Catalasa en ratones control y GMS (hembra y macho) a diferentes edades,
determinado en a, b) higado, ¢, d) pulmdn, e, f) corazén y g,h ) rifidn. £S.E.M., de
cinco ratones por grupo, * p<0.05 vs Control.
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8.6.2.2 SOD

La actividad de la enzima SOD fue determinada en diferentes 6rganos
(higado, pulmén, corazén vy rifidn) de ratones control y ratones tratados con GMS a
diferentes edades (4, 8, 12, 16 y 20 meses de edad) (Grafica 10a-h).

Higado. No se observaron diferencias significativas en la actividad de SOD en
higado de ratones hembra, tanto control como obesos a lo largo del tiempo (Grafica
10a); en el higado de ratones macho no se encontraron cambios en la actividad de
SOD desde los 4 hasta los 16 meses de edad; sin embargo, a los 20 meses de edad
se presentd un incremento en la actividad de la enzima en ratones obesos GMS
(22%) comparado con su grupo control (p<0.05). Es de notar que los niveles en
ambos grupos fueron superiores a los evaluados en el resto de las edades (Grafica
10b).

Pulmdn. En pulmén de ratones hembra control y tratados con GMS no hubo
diferencias significativas (Grafica 10c), en machos se incrementd la actividad de la
enzima SOD a los 8 meses (casi 4 veces, 398%) y a los 12 meses de edad (154%)
comparado con su control respectivo; posteriormente disminuyd la actividad a los 16
y 20 meses de edad (Grafica 10d) (p<0.05).

Corazén. En corazdén de hembras y machos, tanto control como tratados con
GMS (Grafica 10e y f), no se observaron diferencias significativas en las edades
evaluadas. Sin embargo se observd una tendencia a disminuir la actividad de SOD

conforme envejece el organismo.
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Rifidn. Se observé un comportamiento similar al determinado en corazon, ya
que el rindn de ratones macho y hembra tanto control como en ratones tratados con
GMS presentd una tendencia a disminuir la actividad de SOD a través de la vida del
ratén (Grafica 10g y h).

Comparacion por género. El analisis por género revel6 que la actividad de

SOD en higado a los 20 meses de edad en machos tratados con GMS fue mayor que
las hembras (174%); asimismo, en el control macho se presenté mayor actividad de
la enzima comparada con el control de hembras (105%) (p<0.05). En las otras
edades evaluadas no se observaron diferencias por género. En pulmén los machos
presentaron mayor actividad de la enzima SOD a los 4 meses (118%), a los 8 meses
(456%) y a los 12 meses de edad (140%) comparado con las hembras tratadas con
GMS (p<0.05). En corazén y en riidn de ratones tratados con GMS, no se
presentaron diferencias en la actividad de la enzima SOD por género a través del

tiempo.
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Grafica 10. Respuesta antioxidante: SOD. Determinacion de actividad de
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1+S.E.M., de cinco ratones por grupo * p<0.05 vs Control.
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8.6.2.3 MTs

Los niveles de MTs a lo largo del tiempo en los tejidos estudiados no
mostraron diferencias significativas entre los ratones macho y hembra tratados con
MSG comparado con su control respectivo (Grafica 11a-g), excepto en riidn de
machos tratados con MSG, donde hubo un incremento de los niveles de MTs (34%)
comparado con su control a los 4 meses de edad (Grafica 11h) (p<0.05). Sin
embargo, se observé una tendencia en pulmén, corazén y riidn a disminuir los
niveles de MTs a través del tiempo, contrario a lo observado en higado donde se
observo un aumento gradual.

Higado. La comparacion de los niveles de MTs evaluadas en las distintas
edades revel6 diferencias significativas; en higado de hembras tratadas con MSG
(Gréfica 11a) se observd un incremento de 31 veces en los niveles de MTs a los 16
meses respecto a los 4 meses (p<0.05). Por otra parte, los niveles de MTs en el
higado de los ratones macho tratados con MSG (Grafica 11b), a los 12 meses de
edad aumentd 10 veces y a los 16 meses este aumento fue de 15 veces, comparado
con los niveles detectados a los 4 meses de edad (p<0.05).

Pulmén. Las MTs evaluadas en hembras tratadas con MSG (Grafica 11c),
disminuyeron a los 8 meses (75%), continuando a los 12 meses de edad (85%). A los
16 meses de edad esta disminucion en los niveles se mantuvo (75%), comparado
con los niveles determinados a los 4 meses de edad (p<0.05). En el caso del pulmén
de los machos tratados con MSG (Grafica 11d), el comportamiento en los niveles de

MTs fue muy parecido al de las hembras, donde se observaron decrementos a los 8
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(78%), a los 12 (78%) y a los 16 meses de edad (82%), cuando se compararon con
los niveles evaluados inicialmente a los 4 meses de edad (p<0.05).

Corazon. ElI comportamiento de las MTs en corazén de hembras tratadas con
GMS (Grafica 11e), disminuy6 a los 8 meses (75%), a los 12 meses (84%) y se
mantuvo a los 16 meses de edad (85%), comparado con los niveles de MTs a los 4
meses de edad. En el grupo de machos tratados con GMS (Gréafica 11f), los niveles
detectados de MTs, disminuyeron a los 8 meses (87%), a los 12 meses de edad se
observé una disminucidon mas acentuada (98%) y posteriormente a los 16 meses la
disminucion fue similar a la observada a los 8 meses de edad (85%) al comparalos
con los niveles evaluados a los 4 meses (p<0.05).

Rinon. En este caso se presenté un comportamiento similar al observado tanto
en pulmén como en corazén. En el grupo de hembras tratadas con GMS (Gréfica
11g) se observd una disminucion en el contenido de MTs a los 8 meses de edad
(72%), acentuandose a los 12 meses de edad (84%) y finalmente a los 16 meses de
edad (86%), comparado con los niveles detectados a los 4 meses de edad (p<0.05).
Por otra parte, los niveles evaluados en rifion del grupo de machos tratados con
GMS (Grafica 11h), a los 8 meses de edad se observd una disminucion (86%),
continuando a los 12 meses (99%). A los 16 meses de edad esa disminucion fue muy
parecida a la observada a los 8 meses de edad (85%), cuando se comparo6 con los

determinados a los 4 meses de edad (p<0.05).
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8.6.3 Estado Redox (GSH/GSSG)

La evaluacioén del estado redox a nivel sistemico indica que no se presentaron
diferencias significativas a traves del tiempo en hembras GMS cuando se
compararon con su control, pero se aprecia que las hembras tratadas presentaron
una tendencia a un estado mas oxidado (Grafica 12a). Los machos tratados con
GMS (Grafica 12b) no presentaron diferencias significativas excepto a los 16 meses
de edad, donde predominé un estado oxidado (64%) comparado con el control y
posteriormente a los 20 meses de edad se encontraron en balance nuevamente
(p<0.05).

El analisis de género indicd que sélo a los 4 meses de edad las hembras se
encontraban en un estado mayormente oxidado (57%) comparado con los machos

(p<0.05).
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Grafica 12. Estado REDOX. Determinacion del indice GSH/GSSG en sangre total de

ratones control y GMS a) hembra y b) macho a diferentes edades. +S.E.M., de cinco
ratones por grupo. * p<0.05 vs Control.
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9. DISCUSION

La poblacion de adultos mayores del mundo crece rapidamente; y se ha visto
que la prevalencia de la obesidad y el sobrepeso también se han incrementado de
manera lineal con la edad. A pesar de que existen varios informes que estudian la
relacion entre la obesidad y la edad, son pocos los estudios longitudinales que
analizan el efecto de la obesidad durante toda la vida, es decir, desde los jévenes
hasta los ancianos. Por lo tanto, nuestro interés fue evaluar las alteraciones en los
parametros bioquimicos e inflamatorios, la homeostasis de glucosa e insulina y los
parametros de dafio oxidante durante el proceso de la obesidad-envejecimiento.

El modelo de obesidad inducido con GMS generd ratones hembras y machos
obesos en la edad adulta, con pesos corporales claramente mayores a sus
compaferos de camada. El aumento de peso comenzé a disminuir a los 16 meses
de edad en todos los grupos, manifestdndose una correlacién inversa con la longitud
naso-anal. Los ratones hembra tratados con GMS mostraron el mayor indice Lee de
todos los grupos estudiados, lo cual podria considerarse consistente con los estudios
realizados en humanos, donde las mujeres presentan porcentajes mas altos de grasa
corporal comparado con los hombres (Tchkonia et al., 2010).

Los cambios observados en el peso corporal podrian explicarse debido a un
aparente dimorfismo sexual, con diferencias en la distribucion abundancia del tejido
adiposo. De hecho, tanto las hembras delgadas como obesas presentaron mayor

contenido de grasa subcutanea, lo cual puede asociarse con disminucion en la
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produccion de hormonas ovaricas (Meyer et al., 2011). Contrariamente, el TA en los
ratones macho predominé en la regién visceral (Nickelson et al., 2012).

El peso corporal declin6é en ratones control y obesos de los 16 a los 20 meses
de edad, lo cual también parece consistente con los estudios realizados en humanos,
ratones y ratas, en donde los cambios en la masa del TA y su funcién a través de la
vida se reflejan en la disminucién del peso corporal. El incremento en el peso
asociado con la edad es comunmente debido a la acumulacién de grasa en diversos
depdsitos, y se ha reportado que, en humanos, el promedio de edad donde la
acumulacion de grasa comienza a disminuir es a la edad de 60 afos v,
aproximadamente a la edad de los 80 anos, la prevalencia de la obesidad se reduce
en un tercio.

En la vejez principalmente, la pérdida de peso también representa un
problema de salud, debido a que esta asociado con la sarcopenia, como resultado de
cambios enddcrinos y disminucion en la actividad fisica (Kennedy et al., 2006). Las
razones precisas responsables de la disminucion en el peso corporal son complejas
y aun se desconocen. Sin embargo, se sabe que la grasa se redistribuye durante el
envejecimiento en diversas especies, lo cual se ha asociado con lipotoxicidad y
longevidad reducida. Sin embargo, mayor proporcion de grasa subcutdnea que
visceral se ha relacionado con mayor longevidad (Tchkonia et al., 2010; Meyer et al.,
2011; Raguso et al., 2006; Kehayias et al., 1997).

El comienzo de la obesidad desde la nifiez y durante la vida puede promover
alteraciones metabdlicas como diabetes (Furuya et al., 2010; Giannini et al., 2009;

Garcia et al., 2011; Gonzalez et al., 2013; Jiang et al., 2013); sin embargo, no es
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claro cémo la obesidad puede alterar el proceso de envejecimiento. En el presente
trabajo se encontrd alteracidon en la tolerancia a la glucosa con resistencia a insulina
en los ratones obesos GMS hembras y macho comparados con sus grupos control,
principalmente de los 4 a los 16 meses de edad, lo cual se correlaciona con el
periodo de ganancia de peso corporal.

Estos resultados concuerdan con estudios previos en donde se emplean
animales de 54 semanas de edad (Tchkonia et al., 2010; Islam et al., 2009), en los
cuales se les asocio mayor adiposidad, estrés oxidante e inflamacion (Giannini et al.,
2009; Evans et al., 2003). En nuestro estudio, los grupos control machos y hembras
mostraron alteracion de la tolerancia a la glucosa y resistencia a insulina a lo largo
del estudio, pero no excedieron los valores alcanzados por los ratones obesos. Las
hembras y los macho GMS mostraron entre los 4 y 16 meses de edad niveles de
glucosa e insulina significativamente mas altos que los controles pero a los 16 meses
de edad los valores disminuyeron en ambas pruebas terminando con valores
similares a los observados en los controles. Este comportamiento de los ratones
obesos se correlacioné con la pérdida de peso y redistribucion de la grasa corporal
como parte del proceso de envejecimiento, el cual se presenta posiblemente por los
cambios fisiolégicos conforme se envejece como un intento para reducir los factores
de riesgo, como la inflamacién y el estrés oxidante, los cuales se correlacionan con la
alteracion de la homeostasis de glucosa y la secrecion de insulina. Aunque se sabe
poco acerca de los mecanismos de adaptacion al estrés cronico de bajo grado, como
la obesidad durante el envejecimiento, estas respuestas deben estar presentes para

permitir que el organismo se adapte a las alteraciones metabdlicas.

104



Uno de los diversos mecanismos por los cuales la sensibilidad a la insulina
esta disminuida o ausente en la obesidad se debe al incremento en la produccion de
NO, particularmente como resultado de la actividad de la sintasa del &xido nitrico
inducible (iNOS), la cual se ha sido asociado con la Rl (Evans et al., 2013). Durante el
envejecimiento, muchos factores estan involucrados en el desarrollo de la
disminucion en la sensibilidad a la insulina, tales como la pérdida de la secrecion de
insulina estimulada por glucosa y mediada por sirtuina-1 (Sirt1), una disminucién en
la sensibilidad de la célula B, disminucion de la funcidon mitocondrial, la acumulacion
de células senescentes en el tejido adiposo y un incremento del estrés oxidante. Sin
embargo, el mecanismo molecular fundamental de estos cambios no es totalmente
claro y comunmente se atribuyen a multiples causas (Jiang et al., 2013; Cai et al.,
2012; Gong et al., 2012).

Nuestros resultados demuestran una alteracion en la tolerancia a la glucosa y
en la sensibilidad a la insulina, lo cual podria estar relacionado con el aumento de TA
hasta los 12 meses de edad, ya que se sabe que esta caracteristica tiene un papel
importante en la homeostasis de glucosa y en el control de la sensibilidad a la
insulina. Por otra parte, Macotela y colaboradores (2009) encontraron un importante
papel de los esteroides sexuales en la modulacion del TA y la sensibilidad a la
insulina. Por ejemplo, los adipocitos femeninos tienen aumentada la sintesis de
lipidos comparados con los adipocitos masculinos, tanto en los depdsitos
perigonadales (PG) como en los subcutaneos (SC) (Macotela et al., 2009).

En mujeres, los adipocitos PG tienen una mayor sensibilidad a la insulina para

la lipogénesis y la sefalizacion de la insulina. Esta situacién contribuye a la
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sensibilidad a la insulina en todo el cuerpo, permitiendo que los ratones hembra
permanezcan sensibles a la insulina, a pesar de su mayor contenido de tejido
adiposo. Las diferencias por género en el tejido adiposo visceral disminuyen a
edades mas avanzadas, ya que en las mujeres postmenopdusicas aumenta la
acumulacion de grasa visceral (Goodman et al., 1996; Camhi et al., 2011).

Es importante hacer hincapié en el papel de los esteroides gonadales en este
fendmeno. A pesar de que el mas alto valor del IL fue determinado para los ratones
hembra, se sabe que éstas son mas sensibles a la insulina que los ratones macho.
Asi mismo, las mujeres tienen una mejor tolerancia a la glucosa y un aumento en la
sensibilidad a la insulina comparado con los hombres (Yki-Jarvinen, 1984). En
diferentes modelos murinos de intolerancia a la glucosa, Rl y diabetes, los machos
muestran un fuerte fenotipo comparado con las hembras (Zierath et al., 1997; Li et
al., 2000). Estas diferencias relacionadas con el sexo en la sensibilidad a la insulina y
el desarrollo y funcién del tejido adiposo pueden ser parcialmente atribuidas a los
efectos de estroégenos y testosterona. Sin embargo, como la insulina afecta de forma
distinta a machos y hembras, y como estas diferencias ligadas al sexo impactan en el
desarrollo del tejido adiposo y en la regulacion de su funcién son preguntas que
todavia no se han resuelto. La variabilidad estructural o anatémica del organismo
estd involucrada probablemente en algunas de las diferencias funcionales entre el TA
de machos y hembras. Por ejemplo, el tejido adiposo esta inervado por los nervios
eferentes simpaticos y estas inervaciones son distintas entre los géneros.
Curiosamente las ratas macho tienen mas neuronas que se proyectan hacia la grasa

abdominal, mientras que las hembras tienen mas proyecciones a la grasa
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subcutanea (Adler et al., 2012). En la presente investigacion, los niveles de TG en las
hembras control fueron mas altos que en los machos control durante todos los
puntos de este estudio, pero los animales tratados con GMS mostraron niveles mas
altos de TG que los controles. Este resultado podria ser explicado por la dislipidemia
y la induccién de lipogénesis durante el envejecimiento (Gendron et al., 2007; Kuhla
et al.,, 2011), junto con incrementos en los niveles de lipidos totales, AGL, TG y
fosfolipidos reportados en otros estudios (Ahluwalia et al., 2005; Barzilai et al., 2012;
Malik et al., 1994; Singh et al., 2012). En nuestro estudio encontramos que los
triglicéridos pueden ser exacerbados por la obesidad durante el envejecimiento.

Asi mismo, los niveles de colesterol fueron mas altos en ratones obesos en
comparacioén con los grupos control, sin embargo, cuando los ratones obesos fueron
comparados por género, se observo que la unica diferencia estadistica fue a los 16
meses de edad, con un aumento significativo en los machos comparado con las
hembras. Por lo tanto, nuestros resultados concuerdan con estudios previos de
dislipidemia severa en ratones machos tratados con GMS, que se caracteriza por la
hiperinsulinemia e hipercolesterolemia a los 4 meses (Hata et al., 2012) y 7 meses de
edad (Nagata et al., 2006).

No hay estudios en donde se compare el contenido de colesterol total y TG
determinados durante la vida de los ratones obesos. Otro hallazgo en el presente
estudio fue la disminucion de los niveles de colesterol total y de TG a los 16 y 20
meses de edad en ratones obesos, coincidiendo con los cambios en la homeostasis
de glucosa e insulina en estas edades. Es importante mencionar que el efecto de la

edad sobre la homeostasis de colesterol esta pobremente explicado en la literatura.
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Un gran numero de estudios epidemiolégicos sugieren que los niveles de
colesterol tienden a incrementarse en los adultos, pero posteriormente disminuyen en
personas ancianas (Bertolotti et al., 2014). Del mismo modo, se ha encontrado que
personas obesas, tanto jovenes como adultos mayores, muestran niveles
plasmaticos significativamente mas altos de colesterol y TG (Kronmal et al., 1993).
De manera interesante, el grupo de Karaouzene (2010) mostré que los hombres
obesos joévenes tenian cambios relativamente mas grandes y acentuados en los
lipidos plasmaticos y lipoproteinas que los pacientes ancianos (Karaouzene et al.,
2011).

Este resultado podria explicar los picos elevados de colesterol encontrados en
los ratones macho obesos a los 16 meses de edad y posteriormente la reduccién a
los 20 meses. A pesar de este valor particularmente alto, el aumento de colesterol en
plasma se produce de forma continua durante toda la vida. Hay otros estudios
realizados en humanos de edad media, donde el contenido de colesterol total se
incrementa en suero durante varios afios antes de que éste comience a disminuir en
un rango de 0.04 mmol/L por ano (Weijemberg et al., 1996). Por otra parte, Abbot y
colaboradores (1997) encontraron que el contenido de colesterol total disminuye en
un rango de 1.6—1.8 mg/dL por afio por un periodo de 20 afios en hombres de edad
avanzada (Abbott et al., 1997).

Otros estudios encontraron que los decrementos en el contenido de colesterol
observado en hombres y mujeres jévenes sanos se debieron a la pérdida de peso,
siendo el factor mas importante asociado con los cambios en los lipidos (Ferrara et

al., 1997). El aumento en la concentracion de colesterol total y posteriormente su
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disminuciéon en los ancianos se asocié con una reduccién en el IMC (Wilson et al.,
1994), lo que sugiere que el descenso en el nivel de colesterol total con la edad
avanzada puede ser parte del proceso natural de envejecimiento. Otra condicién en
la redistribucion de la grasa durante el envejecimiento, que promueve anormalidades,
es la enfermedad del higado graso no alcohdlico (NAFLD) ampliamente asociada con
el sindrome metabdlico de resistencia a la insulina (NAFLD primario) (Giannini et al.,
2009).

El alto IMC y la gran circunferencia de la cintura observados durante la
obesidad se han asociado con niveles elevados de transaminasas: AST y ALT
(Rodriguez et al., 2013). Ambas enzimas son empleadas como marcadores de dafio
hepatocelular (Inuwa et al., 2011). Aunque ALT y AST son detectadas en el higado,
éstas se encuentran presentes en el suero y en varios tejidos. En particular los
niveles séricos de ALT llegan a elevarse durante enfermedades del higado, y por lo
tanto, son considerados como mejor marcador de dafio hepatico que AST (Kunutsor
et al., 2013).

Cuando se evalué la funcién hepatica, encontramos un incremento gradual de
los niveles de ALT y AST a lo largo de la vida, tanto en los grupos control como en
los obesos, con elevado indice de AST/ALT, el cual fue empleado como una
referencia para el dafio hepatico. De manera interesante, los grupos de ratones
macho tuvieron valores de ALT superiores comparados con los grupos de hembras a
través del tiempo. Esta diferencia disminuy6 a los 20 meses de edad. Ademas, los
niveles de AST en los grupos de hembras control fueron mas bajos comparados con

los otros tres grupos evaluados.
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Actualmente, no hay estudios de evaluacién de los marcadores hepaticos en
ratones obesos durante el envejecimiento; sin embargo, estudios puntuales en
humanos han demostrado que la AST se encuentra ligeramente incrementada en los
hombres obesos; mientras que en las mujeres obesas, los niveles de ALT y AST no
cambian, y los niveles de estas enzimas estan muy por debajo de los niveles
reportados en los grupos de hombres control (Gong et al., 2012; Qureshi et al.,
2006). De manera similar, Choi y colaboradores en 2003, estudiaron la obesidad en
humanos y encontraron que los varones mostraron valores mas altos de AST y ALT
que las mujeres obesas.

En nuestro modelo, los niveles de ALT disminuyeron en machos de los 16 a los
20 meses de edad, sin embargo, los valores de ALT en ratones obesos permanecieron
elevados comparados con su control. En ratones hembras durante el mismo periodo,
los niveles de ALT también aumentaron, pero no con la misma intensidad comparado
con meses previos. Estos resultados concuerdan con los encontrados por Dong y
colaboradores en 2010, quienes encontraron que los niveles de ALT disminuyen con
la edad tanto en hombres como en mujeres, independiente de los componentes del
sindrome metabdlico, biomarcadores de la sefalizacion de la adiposidad y otras
pruebas comunmente empleadas para la evaluacion de la funcion hepatica. No
obstante, se requiere realizar otros estudios para entender los mecanismos
responsables de la disminucién de los niveles de ALT con la edad, sin embargo, es
importante sugerir que se deben generar limites de referencia dependiente del

género para AST y ALT para personas de la tercera edad.
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Por otro lado, la inflamaciéon crénica de bajo grado se caracteriza por un
aumento en las concentraciones de marcadores inflamatorios en la circulacion
sistémica y es considerada como un factor de riesgo para el SM y para la diabetes
tipo 2 (Calder et al., 2011; Van-Beek et al.,, 2014). La inflamacién crénica de bajo
grado cursa con un aumento en los indicadores sistémicos de inflamaciéon, como
leucocitos, concentraciones de proteinas de fase aguda en suero y plasma, citocinas
proinflamatorias, quimiocinas, moléculas de adhesién y mediadores protrombéticos.

En pacientes obesos se han observado altas concentraciones sistémicas de
mediadores proinflamatorios (TNF-a, IL-6, MCP-1, IL-18) y disminucion de los niveles
de adiponectina (Calder et al., 2011; Van-Beek et al., 2014). Una conexién
mecanistica entre la obesidad y la inflamacién de bajo grado, fue propuesta
inicialmente por Hotamisligil y colaboradores, quienes mostraron que el tejido
adiposo blanco sintetiza y libera la citocina proinflamatoria TNF-a (Calder et al.,
2011).

Con respecto al perfil inflamatorio evaluado en nuestro estudio,, los
marcadores séricos proinflamatorios como TNF-a e IL-6 aumentaron en los ratones
tratados con GMS y en los ratones control, a lo largo del tiempo. EI aumento de
dichas citocinas se correlacion6 con la obesidad, con el IL y con la homeostasis de
glucosa e insulina. Esta correlacion es consistente con el hecho de que TNF-a es un
factor clave en la patogénesis de la pérdida de la sensibilidad a la insulina (Uchida et
al., 2012; Tweedell et al., 2011; Yoneda et al., 2011; Zhang et al., 2010).

Los ratones macho mostraron una mayor expresién de TNF-a comparado con

los ratones hembras a lo largo del estudio, pero los ratones macho obesos GMS
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presentaron mayores niveles de TNF-a comparados con las hembras obesas y los
grupos control. Los niveles séricos de IL-6 se incrementaron gradualmente a través
del tiempo en los cuatro grupos y a los 12 meses de edad se observd un incremento
significativo en los ratones macho comparado con las hembras. No se encontraron
diferencias entre los ratones tratados con GMS y sus controles. Es importante
mencionar que los niveles de las citocinas proinflamatorias disminuyeron en todos los
grupos a partir de los 12 meses de edad, sin diferencias entre ellos.

Para explicar el efecto de TNF-a sobre la sensibilidad a la insulina se han
propuesto tres posibles mecanismos: (1) a través de una fosforilacion anormal del
sustrato del receptor de insulina (IRS)1; (2) por pérdida en el adipocito del
transportador de glucosa 4 (GLUT-4) y (3) por la supresién de adiponectina (Garcia
et al., 2010; Antuna et al., 2008; Ye et al., 2012).

Es muy importante mencionar que el papel preciso de la adiponectina en la
progresion de la diabetes no estd bien caracterizado, a pesar que es considerada
como una adipocina benéfica, mostrando correlaciones negativas con muchas
enfermedades relacionadas con la obesidad y la edad y una correlacion positiva con
la longevidad y la sensibilidad a la insulina (Arai et al., 2011). Resultados previos de
nuestro grupo de trabajo han mostrado que bajas concentraciones de adiponectina
en animales obesos estan asociadas con la inflamacion crénica, Rl y DM2 (Almanza
et al., 2010).

En nuestro estudio, los niveles de adiponectina disminuyeron gradualmente
desde los 4 hasta los 12 meses de edad, tanto en hembras como en machos

tratados con GMS, pero principalmente en estos ultimos. En este periodo de tiempo
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los ratones mostraron una ganancia de peso y niveles elevados de TNF-a, asi como
una homeostasis de glucosa e insulina alterada. Sin embargo, a los 16 meses de
edad, los niveles de adiponectina incrementaron en los ratones control y obesos,
mientras que el peso corporal y los niveles de TNF-a disminuyeron.

Estos resultados concuerdan con estudios previos en los que se han reportado
que las concentraciones de adiponectina se incrementan con la edad en humanos
(Cnop et al., 2003). Los niveles circulantes de adiponectina correlacionan
positivamente con la sensibilidad a la insulina inducida por la actividad del receptor
nuclear PPAR-y en humanos y roedores (Hocking et al., 2013; Izadi et al., 2013;
Takashi et al., 2006). Una comparaciéon por género mostré que los ratones macho
presentan una menor concentracion de adiponectina comparado con los ratones
hembra. Un dimorfismo sexual repercute en los niveles circulantes de adiponectina,
siendo las hembras quienes presentan mayores niveles comparados con los machos
(Combs et al., 2003; Xu et al., 2005).

Esto fue corroborado en nuestro estudio, sin embargo, la influencia directa de
los andrégenos sobre las concentraciones de adiponectina no es clara aun y se ha
sugerido que las hormonas sexuales podrian regular la produccion de adiponectina,
aunque aun es controversial. Lo anterior podria explicar parcialmente por qué las
hembras son mas susceptibles a la insulina que los machos (Kadowaki et al., 2011) y
por que las concentraciones de adiponectina correlacionan de forma negativa con el
tejido adiposo visceral, (predominante en hembras) pero de forma positiva con el tejido

adiposo subcutaneo (Hanley et al., 2008).

113



Por otra parte, la propiedad antiinflamatoria de adiponectina podria estar
mediada por la liberacion de IL-10 de macréfagos. La adiponectina promueve la
polarizacion de macréfagos a través del fenotipo M2 y reduce la generacién de ERO
(Nakatsuji et al., 2014). Se han propuesto dos mecanismos adicionales para la
hipoadiponectinemia en la obesidad, un mecanismo indica que la adiponectina podria
ser secretada por adipocitos y después permanecer en el intersticio del tejido
adiposo. Los ratones obesos obviamente poseen mayor cantidad de TA que los
ratones delgados, por lo tanto, estos mecanismos pueden explicar en parte la
hipoadiponectinemia de la obesidad. El segundo mecanismo indica que T-cadherina
(molécula de adhesién celular) también podria desempefiar un papel en la
hipoadiponectinemia de la obesidad. T-cadherina secuestra la adiponectina en el
corazon. Ratones KO para T-cadherina muestran hiperadiponectinemia comparado
con ratones WT. Ademas, el gen CDH13 que codifica para T-cadherina tiene un
papel importante en las variaciones de las concentraciones de adiponectina en
humanos. T-cadherina puede capturar adiponectina libre del torrente sanguineo y
unirla en diversos tejidos, afectando los niveles circulantes de adiponectina en la
obesidad (Nakatsuiji et al., 2014).

El envejecimiento estd asociado con cambios complejos en la desregulacion
del sistema inmune, el cual incluye componentes inflamatorios. Por lo que la
inmunosenescencia ha sido propuesta como una consecuencia continua del
desgaste causado por la sobrecarga antigénica cronica. El envejecimiento esta

acompanado por un estado de inflamacién crénica de bajo grado, donde se
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encuentran de 2 a 4 veces incrementados los niveles séricos de diversos mediadores
inflamatorios tales como TNF-a, PCR e IL-1 (Calder et al., 2011).

En el modelo de ratones obesos GMS se observa un estado inflamatorio
cronico de bajo grado caracterizado por incremento de citocinas proinflamatorias
(TNF-a e IL-6), reduccion en la expresion de adiponectina (Shore, 2010) y una
elevacion plasmatica de esta adipocina. En estudios futuros es necesario establecer
la asociacion entre adiponectina, género, envejecimiento y los factores de riesgo
metabolicos.

En cuanto al dano oxidante generado en la obesidad, se sabe que la
expansion de la masa del TA se ha asociado con varios factores, incluyendo hipoxia
del tejido de manera localizada, infiltracion de células inflamatorias (macréfagos) y
alteracion del perfil de citocinas. Esta hipoxia genera inhibicion de la sefializacion del
receptor de insulina, lipdlisis incrementada y una sobreproducciéon de ERO (Roguee,
2009; Brigitte et al., 2011; Nakatsuji et al., 2014). En ratones obesos, los niveles de
estrés oxidante estan incrementados, y pueden ser disminuidos con el uso de
antioxidantes para evitar el desarrollo de diabetes. De esta forma, el tejido adiposo
representa una fuente importante de ERO, lo cual podria contribuir al desarrollo de
resistencia a la insulina debida a obesidad (Matsuda et al., 2013).

Con la finalidad de estudiar el estrés oxidante y el posible desarrollo de
enfermedades asociadas por la falta de un correcto o adecuado funcionamiento del
sistema antioxidante, se evalué primeramente el impacto de la obesidad sobre las
biomoleculas (proteinas y lipidos) mediante la deteccion de proteinas carboniladas y

la cuantificacion de MDA, como se comenta a continuacion.
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Los resultados obtenidos muestran que la obesidad incrementa la
peroxidacion lipidica en el tejido hepatico, pulmonar, renal y cardiaco, principalmente
en ratones obesos adultos y envejecidos, expresado por el incremento en los niveles
de MDA.

Nuestros resultados concuerdan con estudios previos en los que se muestra
que la obesidad es un factor de riesgo independiente para el incremento en la
peroxidacion lipidica y reduccién en la actividad citoprotectiva de enzimas (Amirkhizi
et al., 2007; Noeman et al., 2011). Por ejemplo, en un estudio observacional de 140
hombres y mujeres no diabéticos (con un promedio de edad de 59 afos) el IMC y la
circunferencia abdominal estuvieron directamente asociados con las sustancias
reactivas al acido tiobarbiturico en plasma (TBARS) para la formaciéon de productos
de peroxidacion de lipidos como la 8-epi PGF2a urinaria. El analisis de 2828 sujetos
(con un promedio de edad de 61 anos) de la cohorte Framingham, revel6 una
correlacion lineal entre la obesidad y la peroxidacién de lipidos. De forma similar, el
8-epi PGF2a ha sido asociado en estudios con hombres de la misma edad con
adiposidad, resistencia a la insulina y moléculas de adhesion endotelial (Bagchi et al.,
2012).

Existen mecanismos potenciales que tratan de explicar el incremento de la
peroxidacién de lipidos en tejido hepatico, cardiaco y renal. Por un lado, las ERO y
los productos de LPx impiden el correcto funcionamiento de la cadena respiratoria en
los hepatocitos ya sea de forma directa o indirectamente a través del dafio oxidante
en el genoma mitocondrial (Amirkhizi et al., 2007; Rogge, 2009; Noeman et al.,

2011). Estas caracteristicas conducen a la generacién de mas ERO y se establece
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un circulo vicioso. La disfuncion mitocondrial puede conducir a la apoptosis o
necrosis dependiendo del estado energético de la célula. Por ejemplo en higado, las
ERO y los productos de peroxidacion lipidica activan a las células estelares
hepaticas, generando enfermedad por fibrosis (Noeman et al., 2011).

La peroxidacion de lipidos en el corazén induce a la pérdida de la integridad
de la membrana celular debido a una modificacién oxidativa de los lipidos y proteinas
que pueden conducir a la presencia de arritmias cardiacas, contractilidad pobre,
infartos, falla cardiaca y finalmente la muerte (Amirkhizi et al., 2007; Rogge, 2009;
Noeman et al., 2011). La obesidad incrementa la carga metabdlica y mecanica sobre
el miocardio, incrementando asi el consumo de oxigeno miocardico (Amirkhizi et al.,
2007). Esta sobrecarga mecanica induce el aumento en el consumo de oxigeno por
parte del musculo cardiaco y acelera el flujo de electrones a través de las
mitocondrias en proporcion a la necesidad de ATP, lo cual resulta en una fuga de
electrones de la cadena de transporte aumentando asi la produccion del radical
superéxido (Oz’), peroxinitrito (ONOOQO"), radical hidroxilo (OH*) y perdxido de
hidrogeno (H20;) (Rogge, 2009; Noeman et al., 2011).

La interrupcion de la funciéon mitocondrial resulta en un dafo celular como la
peroxidacion de lipidos de membranas, oxidacion de acidos nucleicos mitocondriales,
y proteinas, especialmente las enzimas esenciales de la cadena respiratoria
(Amirkhizi et al., 2007; Rogge, 2009; Noeman et al., 2011). Lo anterior esta de
acuerdo con nuestro estudio en el que observamos que a partir de los 12 meses de

edad, es decir, la etapa en donde los ratones tratados con GMS presentan un grado
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maximo de obesidad, también presentan diferencias significativas en el incremento
de lipidos oxidados en corazon.

También la peroxidacion de lipidos y el estrés oxidante participan en los
mecanismos que contribuyen al establecimiento y progresion de la disfuncién renal
en la obesidad. Por ejemplo una dieta alta en grasa, induce la alteracién del
metabolismo de lipidos a nivel renal por un desbalance entre la lipogénesis y la
lipdlisis en riAdn, asi como anormalidades metabdlicas sistémicas con la subsecuente
peroxidacion de lipidos que conduce finalmente al dafo en el rinidn (Amirkhizi et al.,
2007; Noeman et al., 2011).

La acumulaciéon del TA alrededor de los riflones de ratas obesas penetra en
los sinusoides medulares incrementando la presion intrarenal el cual produce dafo
del tejido renal, y de esta forma el tejido renal danado se convierte en una fuente de
ERO que finalmente llevan a peroxidacion lipidica (Noeman et al., 2011). El
incremento en la peroxidacion de lipidos en el tejido renal, asi como la modificacion
de la fraccion LDL/VLDL (low-density lipoprotein / very low-density lipoprotein)
circulante, participan en el establecimiento de las lesiones renales en un modelo
normoglucémico de roedores obesos (Noeman et al., 2011).

Otro mecanismo propuesto establece que la obesidad puede causar un
incremento en la peroxidaciéon de lipidos por una progresiva acumulacién de dafo
celular en el TA (Amirkhizi et al., 2007). Este dafio celular causa la liberacion de
citocinas, especialmente del TNF-a, el cual genera ERO en el TA y a su vez causa
peroxidaciéon de lipidos (Noeman et al., 2011; Bikkad et al., 2013). La

hipertrigliceridemia observada en ratas obesas podria contribuir a la alteracion en el
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balance oxidante/antioxidante, sugiriendo que un incremento en la biodisponibilidad
de AGL puede incrementar la peroxidacion de lipidos (Rogge, 2009; Noeman et al.,
2011).

Como se ha visto, la obesidad promueve la peroxidacion lipidica y puede
potenciar el estrés oxidante en algunos tejidos del cuerpo, lo cual podria asociarse
con una disminucion en la capacidad protectora de los antioxidantes, concordando
con otros estudios en donde se ha concluido que la obesidad en machos esta
asociada con un estado antioxidante deficiente e hipozinquemia (disminucién de los
niveles plasmaticos de zinc), con implicaciones en el desarrollo de la obesidad
relacionado con problemas de salud (Bikkad et al., 2013).

Por otra parte, se ha reportado que la carbonilacion de proteinas puede ser un
mecanismo favorable para la regulacion de la homeostasis de proteinas en
condiciones naturales, por ejemplo, de la degradacion de proteinas que no son
empleadas, o en la degradacion de enzimas para bloquear algunas vias metabdlicas
que no son requeridas en una situacion fisiolégica determinada (Grimsrud et al.,
2008). Ademas, en los ultimos afnos se ha propuesto que la carbonilacion de
proteinas puede intervenir en la transduccion de sefiales celulares (Wong et al.,
2010), teniendo varias repercusiones a nivel bioldgico (Nystrom, 2005). Sin embargo,
cuando las proteinas estan dafiadas pierden su funcion bioldgica (Brigitte et al.,
2011). Por tanto el conocer el grado de dafio causado por estrés oxidante inducido
por la obesidad en las proteinas nos puede proporcionar informacion acerca de las

alteraciones de las vias metabdlicas y la funcién de los érganos a través del tiempo.
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En este estudio se determinaron proteinas carboniladas mediante el uso del
oxyblot en diferentes érganos a diferentes edades en la vida del ratébn obeso. Al
parecer los productos carbonilados son mas estables que los productos de LPx como
el MDA (Pradeep et al., 2013). El incremento y acumulaciéon de las proteinas
carboniladas debido a productos de LPx como el MDA y el HNE estan asociados a
enfermedades neurodegenerativas, diabetes y sindrome de Down, entre otras
(Baraibar et al., 2012).

Los resultados mostraron que las hembras obesas fueron principalmente las
que tuvieron aumento significativo en el dafio de proteinas a partir de los 8 meses de
edad, tanto en higado como en pulmdn debido al estrés oxidante generado por un
exceso de H,O, (Bansode et al., 2013).. Las proteinas carboniladas disminuyeron
posteriormente a los 20 meses, tanto en controles como en ratones obesos, lo cual
podria indicarnos algun mecanismo de reparacion y/o adaptacién al estrés oxidante a
través de la vida.

Nuestros resultados concuerdan con reportes realizados por Noeman, quien
empled un modelo de obesidad inducido por una dieta alta en grasa, el cual se
relacion6é con un incremento de estrés oxidante en higado, corazoén y rifién y por
reduccion en las actividades enzimaticas antioxidantes y los niveles de glutation con
incremento de peroxidacion de lipidos y proteinas carboniladas (Noeman et al.,
2011). Existen reportes en otros estudios donde el incremento significativo de cobre,
que forma parte de la enzima antioxidante Cu/Zn-SOD puede intervenir como agente
catalitico y producir radicales OHe muy reactivos, originando niveles elevados de

proteinas carboniladas (Zithanova et al., 2006).
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En nuestro estudio encontramos estrés oxidante que se manifiestdé desde
edades previas a la etapa adulta en los ratones obesos GMS, principalmente en
higado y pulmén. Este dafo oxidante podria ser un mecanismo regulador de la
patogénesis de la obesidad o influir en la aparicién de algunas de las caracteristicas
que la engloba.

Existen evidencias del deterioro del proteosoma en enfermedades crénico
degenerativas como la diabetes y la obesidad (Ciechanover et al.,, 2000; Waller-
Evans et al., 2013). Las proteinas oxidadas pueden a su vez actuar como agentes
prooxidantes, produciendo dafio adicional a otras biomoleculas (Stadman et al.,
1992; Andersson et al., 2013) y al mismo tiempo al proteosoma (Koga et al., 2011),
que es el responsable de la degradacion de las proteinas oxidadas (Sitte et al., 2000;
Shang et al., 2011).

En nuestro estudio encontramos una mayor sefal de las proteinas oxidadas
en el control con respecto a las detectadas en el raton obeso que podria ser
explicado mediante un fenémeno de degradacion de proteinas, en donde al
mantenerse en un estado de estrés el 6rgano en cuestidon, son rapidamente
degradadas de manera especifica. Otra posible explicacion esta basada en que
estas proteinas podrian ser mas propensas a formar cumulos citotoxicos (Nystrom,
2005) vy, por lo tanto, debido a esta degradacién o por la formacién de cumulos,
podriamos estar observando disminuida la sefal de estas proteinas oxidadas en el
raton obeso.

Se sabe que el recambio proteinico que se lleva acabo principalmente en el

proteosoma y en los lisosomas durante el envejecimiento esta disminuido (Szweda et
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al., 2002). Asi, la pérdida de la funcién proteolitica contribuye a la fragilidad de las
células desde etapas jévenes hasta la etapa adulta (Szweda et al., 2002; Proctor et
al., 2011). En algunos estudios previos, por ejemplo en fibroblastos embrionarios
humanos, se han detectado 180 proteinas modificadas oxidativamente, de las cuales
el 35% se encuentran en fibroblastos senescentes. Entre ellas se encuentran la
SOD1 y la SOD2, lo que propiciar un incremento de proteinas danadas (Ahmed et al.,
2010; Ahmed et al., 2007).

Estos resultados indican la susceptibilidad particular de ciertas proteinas a
modificaciones oxidantes, lo cual sugiere que la modificaciéon proteinica no es un
proceso que ocurre de forma aleatoria y probablemente estd implicada en
enfermedades relacionadas con la edad y con el envejecimiento (Baraibar et al.,
2012). También se han identificado proteinas modificadas oxidativamente asociadas
con el envejecimiento en humanos y en modelos animales mamiferos. En estos
estudios se ha demostrado un incremento de proteinas carboniladas, localizadas
principalmente en el citosol y en las mitocondrias.

La disfuncion mitocondrial es uno de los procesos principales por los cuales se
origina el mayor numero de proteinas carboniladas (Baraibar et al., 2012). En nuestro
modelo encontramos que estas modificaciones oxidantes de las proteinas en el raton
obeso GMS posiblemente contribuyeron al envejecimiento prematuro al compararlo
con los controles. Sin embargo, encontramos una disminucion de la oxidacién de las
proteinas tanto en obesos como en los controles a partir de los 16 meses, lo que

puede correlacionarse con el aumento de la catalas a lo largo de la vida. También
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pueden existir otros mecanismos de proteccién que le permiten al organismo hacer
frente a este dafio.

Se ha encontrado que un incremento en el TA esta asociado con un
incremento en los niveles de proteinas carboniladas. Asi mismo, la resistencia a la
insulina en humanos esta relacionado con la acumulacion de lipidos intracelulares y
con el incremento de proteinas carboniladas en células musculares (Grimsrud et al.,
2007; Frohnert et al., 2013).

Ademas, en el tejido adiposo subcutdaneo de humanos se observé de forma
similar niveles incrementados de proteinas carboniladas asociadas con el incremento
del peso corporal (Frohnert et al., 2013). Lo anterior esta de acuerdo con nuestros
resultados, en donde durante etapas adultas de la vida del raton obeso, tanto
hembras como machos, encontramos mayores alteraciones en la mayoria de las
mediciones. En el caso de las hembras, especificamente se presenté mayor grado
de proteinas carboniladas en higado a los 12 meses de edad, lo cual se relaciona
con el mayor grado de obesidad observado en este modelo a esa edad.

También se relaciona que la disminucion de peso a partir de los 16 meses de
edad en todos los grupos se asocia con la disminucién de las proteinas carboniladas.

De esta forma se podria hipotetizar que la carbonilacién incrementada se debe
a la inflamacioén por aumento de peso, como lo han demostrado estudios en donde
se ha observado que el tratamiento de adipocitos 3T3-L1 con TNF-a conduce al
incremento de peroxidacion de lipidos, incremento en las proteinas carboniladas y

disfuncién mitocondrial (Frohnert et al., 2013), lo cual estaria de acuerdo con
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nuestros resultados en donde también se observan niveles incrementados de TNF-a
a partir de los 12 meses de edad.

Se ha descrito que la carbonilacion de proteinas en el TA se relaciona
directamente con el IMC y con los niveles séricos de AGL (Brigitte et al., 2011), asi
como con la carbonilaciéon de proteinas asociada con la disfuncién mitocondrial y la
RI. Es necesario realizar mas estudios para esclarecer la relacion entre la
carbonilacion y la sensibilidad a la insulina. Adicionalmente, la identificacion de
blancos de carbonilacion y su regulacion por estrés oxidante podria darnos
informacion acerca del papel de este proceso en la obesidad y su relaciéon con la
disfuncion del TA en el envejecimiento.

Como se ha visto en adultos, los mecanismos de defensa celular podrian estar
relacionadas con la obesidad y sus complicaciones (Sfar et al., 2013). En el presente
estudio, la respuesta antioxidante manifestada por la actividad de enzimas como
CAT, SOD, asi como algunas otras moléculas como GSH y MTs que tienen un papel
protector frente al dano oxidante generado por obesidad a través del tiempo fue
evaluado en higado, pulmén, corazén y rifidn.

Con respecto a la actividad de CAT, se encontr6 mas elevada en los ratones
obesos comparados con sus controles respectivos tomando en cuenta el género y
las variaciones relacionadas con la edad. En higado, se observé un incremento en la
actividad de la enzima a partir de los 8 meses de edad, patron que se repite en las
determinaciones en pulmén, corazén y rifidn, siendo mayor en las hembras obesas

comparadas con los machos obesos a través del tiempo.
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En machos obesos se observd una disminucién en la actividad de CAT
comparado con su control respectivo en pulmoén, corazoén y rifion, lo cual concuerda
con estudios realizados por Noeman en 2011, quien determind que la actividad de
CAT permanece sin cambios significativos o incluso disminuida en riidn de ratas
obesas. Esto podria estar relacionado con la inactivacion de enzimas antioxidantes y
proteinas por un alto nivel de peroxidacién de lipidos, como se ha descrito en la
obesidad (Noeman et al., 2011). Estos resultados, confirman que la obesidad esta
asociada con el incremento de estrés oxidante iniciado en etapas adultas en la vida
de los ratones obesos, lo cual concuerda con el incremento en el peso corporal, con
el incremento del grado de obesidad, y con la alteraciones bioquimicas vy
metabdlicas, que se establecen en la etapa adulta de estos ratones como lo vimos en
nuestro estudio.

La adaptaciéon celular para este incremento en la produccion de radicales,
como consecuencia de la obesidad, se reflejé con el incremento en la actividad de
CAT, como se observé en hembras obesas en nuestro estudio, las que presentaron
el mayor incremento en el TA y el mayor grado de obesidad demostrado mediante el
IL. Es importante mencionar que el incremento en la actividad de CAT se acentud
durante el envejecimiento, tanto en los ratones obesos como en los controles.

Existen reportes que mencionan que la actividad de CAT esta asociada con
biomarcadores de obesidad, tales como el peso corporal y el IMC, que correlacionan
con una tendencia significativa con la Rl. Ademas se ha visto que la actividad de
CAT es significativamente mas baja en nifios obesos y, a su vez, se correlaciona con

biomarcadores de obesidad y Rl (Rupérez et al., 2013). Sin embargo, son necesarios
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mas estudios tanto in vitro como in vivo que nos permitan entender el papel de la
actividad de CAT en el desarrollo de la Rl durante el desarrollo de la obesidad.
Nosotros hipotetizamos que la CAT posee un papel en las complicaciones tempranas
de la obesidad, debido a que es una etapa donde el organismo sufre cambios
metabdlicos importantes.

Por otra parte, se han identificado proteinas con un alto grado de contenido de
carbonilos que se acumulan con la edad, entre las que destaca, la SOD Cu/Zn
(Chaudhuri et al., 2006), lo cual podria explicar el por qué los niveles detectados en
la actividad de esta enzima en los ratones obesos GMS no presentan diferencias
significativas con respecto a sus controles, en los o6rganos analizados. Esto
concuerda con estudios realizados por Brown y colaboradores, quienes no
encontraron diferencias significativas en el estado antioxidante total, SOD y GSH
entre adultos normales, con sobrepeso y obesos (Brown et al., 2009).

Otros estudios demuestran que la actividad de SOD (Cu/Zn-SOD) en
eritrocitos fue significativamente mas baja en sujetos obesos comparados con
sujetos sanos (Sfar et al., 2013). Esto podria estar relacionado directamente con la
duracion de la obesidad, por ejemplo, en las etapas iniciales del desarrollo de la
obesidad, las enzimas antioxidantes pueden ser estimuladas, mientras que en la
obesidad croénica y a largo plazo, las fuentes de enzimas antioxidantes llegan a estar
depletadas, conduciendo a un bajo nivel de actividad (Sfar et al., 2013). Por otra
parte, una disminucion en las enzimas antioxidantes podria ser debido a un rapido

consumo y agotamiento en el almacen de estas enzimas en la lucha contra los
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radicales libres generados durante el desarrollo de la obesidad (Noeman et al.,
2011).

Los efectos de la obesidad crénica sobre la respuesta antioxidante,
especificamente en la actividad de SOD, no han sido completamente estudiadas. En
nuestro estudio mostramos estos efectos sobre el la expresion de la SOD en la
obesidad y su impacto de forma cronoldégica.

Para conocer el estado redox sistémico, se evaluod la relacion GSH/GSSG que
posee multiples funciones a nivel celular y es un sensor de radicales libres, ademas
de actuar como un antioxidante primario de defensa, confiriendo proteccion
intracelular y extracelular, asi como participante en la detoxificaciébn de ciertos
xenobidticos y metales pesados. A nivel celular, el GSH total existe libre o unido a
proteinas (Zitka et al., 2012). La disminucién significativa del contenido de GSH de
eritrocitos en el sobrepeso y la obesidad infantil puede deberse a un incremento en la
forma oxidada (GSSG) a través de la detoxificacion de ERO y otros perédxidos para
cambiar el estrés oxidante predominante generado por ERO. Esto es consistente con
la funcién de GSH para sensar los oxidantes por union a ellos de forma covalente.
Ademas, la reduccion en el contenido de GSH de eritrocitos puede ser atribuido a su
uso en el reciclaje de la vitamina E y reducir las moléculas oxidadas tales como
hidroperdxidos lipidicos. Adicionalmente, la disminucién de GSH en las células rojas
puede resultar de un disminucién en la actividad de la GRd (Albuali, 2014).

Los cambios de concentracion de GSH en sangre podrian dar una medida del
estrés oxidante in vivo. La importancia de sus funciones dentro de los sistemas

biolégicos ha dado lugar a la existencia de un sistema GSH que incluye ademas
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enzimas relacionadas con su metabolismo, responsables del mantenimiento de su
estado redox en condiciones fisiolégicas (Cisneros et al., 2011), y esta sujeto a un
constante recambio en el organismo; higado, rifiones, pulmones, corazén, intestinos
y musculos son los principales 6rganos responsables de su homeostasis (Cisneros et
al., 2011).

La relacion GSH/GSSG dentro de las células es a menudo, empleado como
un marcador de citotoxicidad y salud celular (Owen et al., 2010); adicionalmente, esta
relaciéon se ha empleado para evaluar el estado de estrés oxidante en sistemas
biolégicos y la alteracion de esta relacion se ha demostrado en cancer, HIV y
enfermedades cardiovasculares (Serru et al.,, 2001). La relacion del par redox
GSH/GSSG en condiciones fisioldgicas es mayor a 100:1, y en varios modelos donde
las células estan expuestas a niveles incrementados de estrés oxidante se acumula
GSSG, disminuyendo la relacion GSH a GSSG a valores de 10:1 e incluso 1:1
(Cisneros et al., 2011; Zitka et al., 2012), lo que indica cambios en el estado redox
que afectan el balance de la proliferacion, la diferenciacién y la muerte celular
(Cisneros et al., 2011).

En nuestro estudio, la relacion GSH/GSSG plasmatica en los ratones obesos
mostré valores menores a 100:1, lo cual nos indica que existi6 mayor proporcién de
la forma oxidada (GSSG), probablemente producto de la actividad de GSH
peroxidasa o por un deficiente sistema de recuperacion de la forma reducida
(Cisneros et al., 2011). Este comportamiento fue observado mayormente en hembras

tratadas con GMS, donde la relacion GSH/GSSG fue mucho mas bajo comparado
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con su control, indicando un estado predominantemente oxidado, aun cuando no se
encontraron diferencias significativas.

En el caso de los ratones machos obesos, fue a los 16 meses de edad cuando
se observo un estado mas oxidado comparado con su control. La determinacion de la
relacion GSH/GSSG refleja los cambios que, al parecer, se producen en tejidos
extrahépaticos (Cisneros et al., 2011). Al ser el GSSG un metabolito capaz de
atravesar facilmente las membranas biolégicas y acceder al torrente circulatorio,
ocasiona un aumento del cociente GSSG/GSH o una disminucién de este cociente
GHS/GSSG, lo que explica el aspecto mas interesante del glutation como indice de
estrés oxidante, puesto que a nivel sanguineo refleja el dafio que se ha producido en
otros tejidos (Rispoli et al., 2013). Un incremento en la concentracion de GSH, en
ratas obesas en respuesta a la formacion de radicales libres es un esfuerzo para
proteger las células contra el estrés oxidante (Noeman et al., 2011).

Adicionalmente, en este trabajo evaluamos los efectos de la obesidad sobre la
induccion de las MTs en diferentes érganos, proteina que ha sido considerada como
parte de la defensa antioxidante, siendo principalmente en higado donde
observamos un incremento a partir de los 12 meses de edad en el caso de hembras
y en el caso de machos a partir de los 8 meses de edad. Esto correlaciona con el
incremento del tejido adiposo, un incremento de citocinas proinflamatorias y la
disminucién de citocinas antiinflamatorias.

Aun cuando la presencia de las MTs esta asociada en todos los tipos celulares
de mamifero, se ha sugerido que estas metaloproteinas podrian tener un papel

importante en las funciones intracelulares (Sabolic” et al., 2010). Las MTs han sido
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detectadas en varios 6rganos en humanos y animales experimentales con altas
concentraciones en higado, rindn pancreas y testiculos. Sin embargo, el papel de las
MTs en la edad y sexo han sido pobremente estudiados (Sabolic” et al., 2010). De
esta manera, los resultados obtenidos en nuestro estudio, donde se observa
incremento de MTs en higado y un descenso gradual conforme avanza el tiempo en
pulmén, corazoén y rindn, puede estar relacionado con la localizacion de las MTs en
diversas etapas de la vida.

Se ha reportado, que altas concentraciones de MTs, especialmente en nucleo,
fueron encontrados en higado, rifiones y otros d&rganos durante periodos
embrionarios, fetales y posnatalmente, tanto en animales de experimentacién como
en humanos. Posterior al nacimiento, los niveles de MTs en la mayoria de 6rganos
de roedores fueron encontrados elevados y gradualmente decrecen, alcanzando los
niveles detectados en adultos a las 2-3 semanas (Sabolic” et al., 2010). En 6rganos
adultos, cantidades variables de MTs fueron detectadas en citoplasma. En rindn se
detect6 MTs exclusivamente en el nucleo y citoplasma de las células del tubulo
proximal (TP), con una intensidad variable, pero no se observé correlacién con el
grado de desarrollo.

Contrario a lo que se ha estudiado con respecto a la expresion de MTs en
higado y rinones de animales y humanos adultos perinatales y jovenes, la expresion
en los animales y humanos que envejecen ha sido poco investigada. La capacidad
del tejido renal para producir MTs puede ir disminuyendo conforme avanza la edad
debido a que la sintesis de proteinas es menos eficiente (Sabolic” et al., 2010). En un

reporte realizado por Yoshida en 1998, tanto el higado como los rifiones de personas
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japonesas mostraron niveles disminuidos de MTs durante la infancia, con una
tendencia a incrementar el contenido en el tejido de MTs en la vejez. Estos datos
apoyan fuertemente los resultados obtenidos en nuestro estudio, donde las
concentraciones de MTs determinadas en rindn de ratones obesos disminuyeron con
respecto al tiempo, sin embargo, conforme el raton envejece se observa una
tendencia a incrementar los niveles, lo cual estaria también asociado con la
disminucion del grado de obesidad durante el envejecimiento. Nuestro estudio indica
que la abundancia de MTs en los rifiones, corazon y pulmén de ratones obesos es
independiente del sexo; las MTs estan aumentadas en etapas tempranas y declinan
en el envejecimiento (Sabolic” et al., 2010).

Por otro lado, un componente fundamental en la funcion de las MTs es el zinc
(Zn) (Vasto et al., 2006; Wong et al., 2012), el cual participa en el metabolismo de las
hormonas involucradas en la fisiopatologia de la obesidad, tales como insulina y
hormonas tiroideas. Diversos estudios han demostrado bajas concentraciones de Zn
en el plasma, eritrocitos y suero de individuos obesos, asociado con alteraciones en
el metabolismo del TA de estos pacientes (Dos Santos et al.,, 2010; Wong et al.,
2012). El Zn es el principal regulador del gen de MTs y la expresion de la proteina.
Los niveles de MTs decrecen con el envejecimiento y enfermedades crénico
degenerativas, lo cual puede resultar en la liberacion de Zn, que es potencialmente
citotoxico. Este estado observado con el incremento del estrés oxidante y la
inflamacion sugiere que la funcién antioxidante de las MTs esta dafado.

Las MTs como antioxidantes pueden mitigar la destruccién celular inducida por

estrés oxidante por captura y neutralizacion de RL a través de ligandos formados por
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azufre en las cisteinas. Esta propiedad de las MTs esta comunmente ligada a su
capacidad de unir Zn y sirve como un donador de iones Zn en un modo redox
dependiente en los procesos celulares (Gonzélez et al., 2014). A pesar del
incremento de las MTs-Zn con la edad en higado y cerebro, el dano oxidante a nivel
celular es un evento comun durante el envejecimiento, como se ha enfatizado con la
teoria de los RL en el envejecimiento. Debido a que la biodisponibilidad de los iones
libres de Zn es baja en el envejecimiento, las MTs-Zn podrian no tener un papel
protector como un donante de Zn en el envejecimiento, mas bien ellas secuestran Zn
(Vasto et al., 2006), lo cual puede inducir la baja biodisponibilidad de iones libres de
Zn para las funciones inmunolégicas, endocrinas y cerebrales (Vasto et al., 2006;
Mocchegiani et al., 2001; Fairweather-Tait et al., 2008; Wong et al., 2012).

Por otra parte, durante el envejecimiento la respuesta de fase aguda asociada
con las condiciones inflamatorias e infecciones, precipita los cambios en el
metabolismo de Zn (Fairweather-Tait et al., 2008; Wong et al., 2012; Wong et al.,
2013). Las personas, especialmente después de los 70 afios, aumentan el riesgo de
una ingesta inadecuada de Zn, lo cual se traduce en una deficiencia de Zn, que
afecta la inmunidad celular, oxidacién y dafio del DNA, asi como disfuncién
mitocondrial, todos estos eventos asociados al envejecimiento (Maret, 2008; Wong et
al., 2012; Wong et al., 2013). Los mecanismos precisos que ligan el Zn, edad e
inflamacion no son completamente claros, sin embargo, se ha propuesto un
mecanismo para la disminucién en la concentracion plasmatica de Zn inducido por
IL-6. Se trata de la sobrerregulacién en la expresion del transportador de Zn, Zip14,

en el higado. La redistribucion de Zn en el cuerpo, esta asociada a las MTs, las
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cuales preferentemente se unen a Zn y son expresadas en respuesta a citocinas
inflamatorias.

Una inflamacién crénica, como hemos mencionado, es una caracteristica
asociada a la obesidad, al envejecimiento y se asume que también con un continuo
secuestro de Zn intracelular, por lo tanto las funciones dependientes de Zn se verian
afectadas, por ejemplo el sistema inmune (Fairweather-Tait et al., 2008). El proceso
de inflamacion provoca una pérdida constante de Zn a través de la orina y heces,
pero al mismo tiempo, la produccién de citocinas proinflamatorias, en turno, inducen
la expresion de MT-RNA. Como resultado, el balance es negativo, la
biodisponibilidad de iones Zn es baja y se incrementa el secuestro de iones
remanentes por las MTs durante la inflamacién transitoria. Este fenomeno es mas
acentuado en la inflamacién cronica, tal como en el envejecimiento (Vasto et al.,
2006; Wong et al., 2013) lo cual, hipotetizamos, estd sucediendo durante la
obesidad en nuestro modelo de estudio.

Los cambios en el metabolismo de Zn con la edad son especificos para cada
tejido. Se ha observado una reduccion en la liberacion de este metal de los gldébulos
rojos, un incremento en higado, reduccion en tejido muscular y en la secrecion
intestinal; asi mismo un incremento en la compartamentalizacién en células rojas de
hombres pero no de mujeres. Los efectos de la carga de Zn incluyen un incremento
en la concentracion plasmatica de Zn, siendo ésta mayor en pacientes envejecidos
que en jovenes. Se ha observado también un incremento en la secrecion de Zn a
nivel urinario en personas envejecidas comparadas con personas jovenes y una

disminucion en la captacion por parte de los eritrocitos (Fairweather-Tait et al., 2008).
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El papel potencial de las MTs durante la vida es fundamentalmente protector
en la edad joven-adulta; sin embargo, durante el envejecimiento podria ser peligrosa.
Este cambio en la funcion es estrictamente dependiente de una condicién de estrés,
que es transitoria durante la etapa joven-adulta y constante durante el envejecimiento

(Mocchegiani et al., 2001).
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10. EPILOGO

Uno de los principales hallazgos del presente trabajo fue la atenuacion del
dafo o un efecto de adaptacion asociado con el incremento en la edad, tanto en
controles como en ratones tratados con GMS en cuanto a los parametros evaluados,
como lo es la homeostasis de glucosa e insulina, marcadores inflamatorios y de
estrés oxidante. Al inicio del estudio, los ratones obesos hembra y macho mostraron
alteraciones metabdlicas incrementadas. Sin embargo, a edades medias y mayores,
cuando todos los grupos comienzan a perder peso, mejoran la tolerancia a la glucosa
y la accién de la insulina. Este efecto fue mas intenso en ratones tratados con GMS,
y conforme pasé el tiempo o envejecieron disminuyeron las diferencias encontradas
con respecto a los grupos control.

Otro factor que posiblemente contribuyé a esta atenuaciéon fue el incremento
en los niveles de adiponectina durante el envejecimiento, el cual se correlacioné
positivamente con la pérdida de peso y el mejoramiento en la sensibilidad a la
insulina. Se sabe que la reduccion en el peso en personas obesas ancianas mejora
el perfil de riesgo cardiovascular, reduce la inflamacion crénica y correlaciona con
una mejor calidad de vida.

Nuestros resultados mostraron que los efectos de la obesidad fueron
atenuados durante el envejecimiento, a pesar que las alteraciones primero fueron
observadas en edades jovenes. Evidencia creciente sugiere que la asociacion entre
la obesidad y la mortalidad declina con el avance de la edad en ambos géneros
(Corrada et al., 2006). Seria importante discutir el paradigma de que la obesidad esta

siempre asociada con un alto riesgo de mortalidad, porque no se sabe si la
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asociacion obesidad-mortalidad se mantiene en la vejez. Wang informé
recientemente en un meta-andlisis sistematico sobre la asociacion obesidad-
mortalidad en hombres y mujeres, el debilitamiento de la asociacion obesidad-
mortalidad al aumentar la edad (Wang, 2014b). Por lo tanto, la obesidad puede
desempefiar un papel mas importante en el riesgo de mortalidad elevada en las
personas mas jovenes que en las personas mayores.

Nuestros datos concuerdan con reportes previos en los que se han encontrado
alteraciones en el control metabdlico e inflamacion incrementada en ratones hembra
y macho obesos. Adicionalmente, nuestros datos sugieren la existencia de una
atenuacion o un efecto de adaptacion en el envejecimiento, lo cual podria debilitar la
asociaciéon entre la obesidad y la mortalidad con el avance en la edad en ambos
géneros.

Hay factores asociados con la disminucion en la sensibilidad a la insulina y la
tolerancia a la glucosa, los cuales predisponen al desarrollo de la obesidad en
edades tempranas, el cual se continua incrementando en a edades intermedias y
disminuye en el envejecimiento; es decir, la edad tiene una influencia significativa en
la disminucion en la sensibilidad a la insulina. Pero esta asociaciéon hace dificil
discernir en qué medida la disminucion de la sensibilidad a la insulina es una
consecuencia del envejecimiento como tal, o por el contrario es causado por un
aumento de la adiposidad.

Los datos obtenidos en el presente estudio muestran que hay alteraciones en
la tolerancia a la glucosa y la sensibilidad a la insulina en los ratones tratados con

GMS, las cuales estan presentes en edades tempranas de la vida del ratén, que
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continua en la edad adulta y parecen disminuir, sin diferencias significativas en el
grupo control. Esto suguiere que la obesidad es un factor que contribuye de manera
significativa en estos cambios; sin embargo, los animales control mostraron estas
anormalidades metabdlicas cuando envejecen, lo cual nos indica que la edad
también contribuye de manera significativa en la reduccion de las capacidades
metabdlicas.

Los ratones tratados con GMS mostraron altos niveles de TG y una
disminucién durante el envejecimiento, lo cual se vié asociado con una disminucién
de la adiposidad en el envejecimiento. Por su parte, la funcion hepatica, estuvo
asociada directamente con el grado de obesidad, en especial en machos, pero de
forma natural con el paso del tiempo.

Un proceso que esta ampliamente asociado con la obesidad es la produccion
de componentes inflamatorios y, por supuesto, un mecanismo opuesto que tiene el
organismo para tratar de compensar esta inflamacion es la producciéon de
componentes antiinflamatorios. Se mostré que durante el proceso de obesidad se
incrementan los niveles de citocinas proinflamatorias y disminuye el contenido de
citocinas inflamatorias circulantes en etapas jovenes.

Nosotros sugerimos que la etapa adulta es un punto crucial donde el
organismo trata de compensar esta inflamacion, sin embargo, un mecanismo exacto
por el cual este evento ocurre no se conoce completamente. Ademas, el
establecimiento de esta inflamacion esta relacionado con disminucion en la tolerancia

a la glucosa, disminucion en la sensibilidad a la insulina, la funcion hepatica y la
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presencia de dislipidemia a través de la vida de un organismo y como un factor
adicional, la disminucion de las capacidades fisiolégicas atribuidas al envejecimiento.

Por otra parte, la generacion de estrés oxidante, la hiperglucemia que
observamos, la dislipidemia, una defensa antioxidante inadecuada y la inflamacién
cronica estan presentes en la obesidad en forma conjunta lo cual nos sugiere que la
obesidad afecta muchos érganos en el cuerpo, tales como el higado, corazén vy rifidn,
y conforme avanza el tiempo favorece la aparicién de las complicaciones comunes
en la obesidad. Tratar de entender estos mecanismos en el inicio de la obesidad
podria permitirnos centrar la busqueda de blancos terapéuticos adecuados para
prevenir estas complicaciones en etapas adultas e incluso durante el envejecimiento.

Asimismo, este estudio nos da la pauta para poder continuar investigando de
forma especifica sobre la elucidacion de los mecanismos involucrados en las
alteraciones asociadas con la obesidad y su influencia con la funcidon metabolica a
través del tiempo, asi como de la comprension de los mecanismos de dafo oxidante,
los sistemas de respuesta antioxidante y de adaptacion que tiene el organismo.

A manera de resumen, en la Figura 18 se ilustra la relacion entre la progresién
de la obesidad, su participacion como un proceso inflamatorio de bajo grado
(metainflamacion), la relacidén existente con las alteraciones metabdlicas encontradas
a lo largo del estudio y el efecto directo en la generacion de estrés oxidante y, a su
vez, como un componente crucial en el agravamiento de las alteraciones y el

establecimiento del circulo vicioso obesidad-inflamacion-estrés oxidante.
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Figura 18. Obesidad-inflamacion-estrés oxidante. Relacion de la obesidad como un

proceso inflamatorio de bajo grado con la aparicion de alteraciones metabdlicas y
estrés oxidante.

Por ultimo, las principales alteraciones en el metabolismo halladas en nuestro estudio

a través del tiempo en ratones obesos tratamos de resumirla en la Figura 19.
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través de la vida.
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11. CONCLUSIONES

. La obesidad desde edades tempranas se relaciona con la intolerancia
a la glucosa y disminucion en la susceptibilidad a la insulina asi como la
alteracion de parametros bioquimicos.

. Un organismo no obeso presenta deterioro en la tolerancia a la glucosa
y en la susceptibilidad a la insulina y los parametros bioquimicos, acentuandose
durante el envejecimiento.

. Los ratones obesos a los 20 meses recuperan la tolerancia a la glucosa
y la sensibilidad a la insulina y mejoran los parametros bioquimicos, lo cual esta
asociado también a una redistribucion del tejido adiposo.

. De acuerdo al analisis por género, los machos obesos presentan una
mayor intolerancia a la glucosa y una marcada disminucion en la susceptibilidad a
la insulina que las hembras obesas.

. Los machos obesos presentan mayor contenido de colesterol, ALT vy
TNF-a, asi como una menor concentracion de TG y adiponectina con respecto a
las hembras obesas.

. La obesidad promueve el estrés oxidante y puede potenciar la
peroxidacion lipidica en algunos tejidos del cuerpo por ejemplo en higado, pulmén
y corazon de ratones machos obesos, lo cual podria asociarse con disminucién
en la capacidad protectora de los antioxidantes a través del tiempo.

. El dano a las proteinas por estrés oxidante asociado a la obesidad fue

mayor en higado y pulmén de los ratones hembras obesas.
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. La respuesta antioxidante determinada por CAT revelé que en ambos
grupos tratados se incrementa con respecto al tiempo.

. La actividad de MTs, incrementa con la edad en el higado de ratones
obesos (hembras y machos) y disminuye en pulmén, corazén y riidn.

. La inflamacion de bajo grado asociado a la obesidad a la cual estan
sometidos los ratones desde etapas iniciales de su vida, favorecen el desarrollo
de alteraciones metabolicas, apariciéon de estrés oxidante y un desbalance entre
este y los sistemas antioxidantes, lo cual genera dafno en las biomoleculas, sin
embargo, el organismo a través del tiempo, presenta mecanismos aun no
comprendidos completamente, que permiten establecer una resistencia al estrés,
lo cual permite al organismo obeso adaptarse y prolongar la expectativa de vida
durante el envejecimiento.

. La obesidad es una condicion donde el organismo sufre una serie de
alteraciones, que de forma natural se presentan durante el envejecimiento, lo cual

permite, asociar la obesidad como un proceso de envejecimiento prematuro.
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12. PERSPECTIVAS

Nuestra hipotesis fue confirmada debido a que los ratones obesos GMS con

RI e inflamacién crénica de bajo grado presentaron cambios que les permitieron

adaptarse y sobrevivir a pesar del deterioro durante el envejecimiento, por lo tanto,

se plantean como perspectivas:

. Estudiar los mecanismos moleculares involucrados en la disminucién en la
sensibilidad a la insulina asociado a la pérdida de la secrecion de insulina
estimulada por glucosa y mediada por Sirt1.

. Evaluar el mecanismo en la perdida de la susceptibilidad a la insulina asociado
a la susceptibilidad de la célula B, disminucion de la funcion mitocondrial, la
acumulacion de células senescentes en el tejido adiposo y un incremento del
estrés oxidante.

. Conocer el efecto de estrogenos y andrégenos sobre la susceptibilidad a la
insulina y sobre el desarrollo, funcién y regulacion del tejido adiposo.

. Estudiar el papel de la edad sobre la homeostasis del colesterol ligada al
género.

. Entender los mecanismos responsables de la disminucion de los niveles de ALT
con la edad.

. Generar un limites de referencia dependiente de género para AST y ALT para

personas de la tercera edad, que permitan dar un tratamiento adecuado.
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Conocer el papel preciso de la adiponectina en la progresién de la diabetes, que
no ha sido caracterizado completamente a pesar que es considerada como una
adipocina benéfica.

Estudiar la influencia de los andrégenos sobre las concentraciones de
adiponectina.

Establecer la asociaciéon entre adiponectina, género, envejecimiento y los
factores de riesgo metabdlicos.

Estudiar el impacto de las proteinas oxidadas sobre el proteosoma en el modelo
de obesidad inducido con GMS.

Identificar blancos de carbonilacion de proteinas y conocer su regulacion para
entender su influencia en la respiracién celular que junto con el estrés oxidante
intervienen en la aparicion de envejecimiento prematuro en el raton obeso
GMS.

Entender el papel de la actividad de CAT en el desarrollo de la Rl durante

etapas iniciales de la obesidad.
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