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Resumen en castellano

Cambios morfoldgicos y funcionales en la corteza ad renal de un
modelo animal de resistencia a la insulina inducida por la

administracion de una dieta rica en sacarosa.

La activacion del eje hipotalamo-hipofiso-adrenal ha sido
ampliamente descripta tanto en pacientes como en modelos animales de
insulinorresistencia (IR). Sin embargo, el efecto del desarrollo de este
estado de IR sobre la funcién adrenal no ha sido dilucidado por completo.
En este sentido, el objetivo del presente trabajo de tesis fue estudiar los
cambios morfolégicos y funcionales que ocurren en la glandula adrenal en
animales con insulinorresistencia inducida por una dieta rica en sacarosa
(DRS). Los animales del grupo DRS mostraron un mayor peso corporal y de
sus depdsitos lipidicos junto con una alteracion en el perfil metabdlico
caracteristica de la IR en la séptima semana de tratamiento. En cuanto a la
funcion adrenal, estos animales presentaron mayores niveles basales de
corticosterona circulantes y una respuesta disminuida al ACTH exdgeno. En
forma paralela observamos un aumento en los niveles de expresion de
proteinas claves de la esteroidogénesis (StAR y CYP11Al) y una
disminucién en la expresion del receptor de ACTH (MC2R). Las glandulas
adrenales del grupo DRS fueron mas pequefias y livianas que las de los
correspondientes controles y mostraron un aumento en la infiltracion
lipidica con predominio de triglicéridos. Demostramos también que los
animales alimentados con DRS desarrollan en forma local un estado
inflamatorio evidenciado por el aumento en la expresion de citoquinas y
marcadores proinflamatorios, en la actividad de NOS vy en la expresion de
COX-2. También observamos un incremento del sistema de HO-1,
posiblemente como respuesta a la generacion de estrés oxidativo en la
corteza adrenal. La desregulacién en la actividad de estos sistemas
posiblemente también afecte la esteroidogénesis adrenal.

Finalmente  estudiamos el efecto de dos tratamientos

insulinosensibilizadores. Tanto el tratamiento farmacolégico como la



Resumen en castellano

implementacién del protocolo de ejercicio lograron prevenir las
alteraciones funcionales y morfolégicas observadas en la corteza adrenal

de los animales alimentados con DRS.

Palabras claves: adrenal, esteroidogénesis, insulinorresistencia, dieta rica

en sacarosa.



Resumen en inglés

Morphological and functional changes detected in ra t adrenal cortex of
an animal model of insulin resistance induced by me ans of a sucrose-
rich diet (SRD).

Studies performed both in humans and in animal models of insulin
resistance (IR) show hyperactivation of the hypothalamus-pituitary-adrenal
axis. However, a possible direct effect of the IR state on the adrenal
function has not been fully investigated. The aim of the present studies
was to analyze morphological and functional changes arising in the adrenal
cortex of adult Wistar male rats rendered insulin resistant by means of a
sucrose rich diet (SRD).

The SRD group showed an increase in body weight and lipid depots,
as well as a characteristically altered metabolic profile at the seventh week
of dietary treatment. At this time point, SRD animals showed elevated basal
serum corticosterone concentrations, and a diminished response to ACTH
injection. In parallel, higher expression levels of key proteins involved in
steroidogenesis (StAR and CYP11A1l), and a lower expression of the ACTH
receptor (MC2R) were detected. Adrenal glands from the SRD group were
smaller and lighter than those from the matching control group and

showed an increased lipid infiltration.

Animals fed a SRD also developed a local inflammatory state
evidenced in the adrenal cortex by an increased cytokine and
proinflammatory markers expression as well as an increase in NOS activity
and in the expression of COX-2. We also detected an induction of the HO-1
system, possibly as a response to the oxidative stress generated within the
adrenal cortex. Dysregulation of these systems may also affect adrenal

steroidogenesis.



Resumen en inglés

Finally we studied the effect of two proven insulin-sensitizing
treatments. Both therapies were able to prevent the morphological and
functional changes observed in the adrenal cortex of the animals that

received the SRD.

Key words: adrenal, steroidogenesis, insulin resistance, sucrose- rich diet.
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Insulina e insulinorresistencia (IR)

Bl término homeostasis es utilizado en fisiologia para referirse a los
procesos destinados a asegurar la constancia de variables biol6gicamente
relevantes del medio interno. Esencialmente, todos los 6rganos y tejidos
del cuerpo realizan funciones que contribuyen a mantenerla. Por ejemplo,
los pulmones proporcionan oxigeno al liquido extracelular para reponer el
utilizado por las células, los riflones mantienen constantes las
concentraciones de iones, etc. En particular, se utiliza el término de
homeostasis energética para referirse a la constancia de la disponibilidad
de combustibles para la utilizacibn por los distintos sistemas del
organismo. En ese sentido, la insulina es un actor principal en los
mecanismos regulatorios que permiten lograr la homeostasis energética.

La insulina es una hormona anabdlica sintetizada y liberada por las
células B del pancreas ante un estimulo hiperglucémico. Sus acciones
involucran la promocion del ingreso de carbohidratos a los tejidos insulino-
dependientes y la estimulacion de la sintesis de lipidos, proteinas y
glucdgeno.

Los efectos de la insulina se desencadenan por su interaccion con un
receptor ubicado en la membrana plasmatica y comprenden alteraciones
rapidas en el metabolismo asi como la modificacion de la expresion de
numerosos genes blanco. E receptor de insulina es un tetramero que
contiene dos cadenas a idénticas que se exponen al espacio extracelular y
dos cadenas B que atraviesan la membrana plasmatica y presentan sus
extremos carboxilo en el citosol. Las cadenas a contienen el dominio de
union de la insulina y los dominios intracelulares de las cadenas f
presentan actividad enzimatica de proteina quinasa. La unién de la insulina
a su receptor estimula su propia actividad de tirosina quinasa y cada
cadena [ cataliza la fosforilacion de residuos de tirosina de la otra cadena.

La autofosforilacion del receptor modifica el sitio activo de la quinasa que



entonces fosforila residuos tirosina de otras proteinas blanco. Una de esas
proteinas pertenece a la familia de sustratos del receptor de la insulina
(IRS) que al ser fosforilado se transforma en el punto de nucleacion de un
complejo de proteinas que transportan el mensaje desde el receptor al
citosol y al nicleo através de diversas proteinas intermediarias.

La proteina Grb2 (proteina de union al receptor de la hormona de
crecimiento 2) se une, mediante su dominio SH2 (dominio de homologia a
la quinasa Src2) a los residuos fosfotirosina de la proteina IRSy promueve
la activacién de la pequefa proteina G Ras. Por este mecanismo, Ras-GTP
activa la cascada de sefializacion de la proteina quinasa ERK y se
desencadenan algunos de los efectos de la insulina a nivel nuclear
(fosforilacién y activacién del factor de transcripcion Ek-1, por ejemplo)
relacionados fundamentalmente con el crecimiento celular y con la
inhibicion de la apoptosis.

Por otra parte, la enzima fosfatidilinositol 3-quinasa (PI-3K) unida al
IRS fosforilado cataliza la conversion del fosfatidilinositol 4,5 bifosfato
(PIP2) de la membrana plasmatica a fosfatidilinositol trifosfato (PIP3), sitio
de unién de la proteina quinasa B (PKB o Akt) en la membrana. Una vez
anclada a la membrana, Akt es fosforilada por la quinasa PDK1/2 (quinasa
dependiente de PIP3). En su forma activa (fosforilada), la Akt cataliza la
fosforilacion e inactivacion de la glucéogeno sintasa quinasa 3 (GSK3),
evitando asi la fosforilacién (e inactivacién) de la enzima clave de la sintesis
de glucégeno. Esto explicaria en parte los efectos de la insulina en el
metabolismo del glucégeno en el higado y musculo. En el musculo y en
tejido adiposo la Akt también activa la translocacion de los transportadores
de glucosa GLUT-4 de vesiculas internas a la membrana plasmatica,
estimulando asi la entrada de glucosa desde el liquido extracelular (figura
1).
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Figura 1: Principales vias de sefializacion activadas por la u nion de insulina a su
receptor (Adaptado de [1]). IRS1,2,3 y 4: sustrato del receptor de insulina 1,2,3 y 4; PTEN:
homologo de fosfatasa y tensina; p85 y p110: subunidades de PI3 quinasa; Akt: proteina quinasa B,
Grb2: proteina de union al receptor de crecimiento; Shc: proteina adaptadora de Shc; SOS proteina
“son of sevenless’; Ras: pequefias proteinas G, GTPasas; MEK: miembros de la familia de las MAP
quinasa; GSK3: glucogeno sintasa quinasa 3; P70: serina/treonina quinasa; PP1: proteina fosfatasa
1.

Se define insulinorresistencia (IR) como una disminucion en la
respuesta biolégica de la hormona insulina. La IR afecta las acciones de la
insulina en diferente medida debido a la variabilidad en sus efectos en las
multiples vias de transduccion involucradas. Entre otros efectos, la IR
resulta en un aumento de la lipdlisis adipocitaria, en un incremento de la
produccion hepatica de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), y en
una menor captacion de glucosa por los tejidos insulinodependientes

(muasculo y tejido adiposo, visceral principalmente). De estas alteraciones
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surgen tres modificaciones plasmaticas caracteristicas que acompafan al
estado de IR, y que contribuyen a su deteccién: aumento de los acidos
grasos libres circulantes, hipertrigliceridemia y tendencia a la
hiperglucemia. La IR es un trastorno comun a diversas enfermedades
metabdlicas, con elevada prevalencia y marcada repercusion sobre la
morbimortalidad de la poblacion general, incluyendo la obesidad, la
tolerancia alterada a la glucosa, la diabetes tipo 2, la dislipidemia, la
hipertension y la enfermedad cardiovascular [2] y, por lo tanto, representa
un objetivo de alto interés en la investigacion médica.

Aproximadamente, un 25-30% de la poblacion adulta occidental
presenta las caracteristicas del sindrome metabdlico descripto por Reaven,
también llamado metabdlico-vascular o sindrome de insulinorresistencia
(IR) [3]. Los cambios en el estilo de vida, marcados por un mayor
sedentarismo (que se traduce en una disminucién en el gasto caldrico) y
una dieta hipercalodrica rica en grasas saturadas y azucares simples, se
asocia en un aumento en la indices de obesidad poblacional [4],
incremento que ha alcanzado proporciones alarmantes en las ultimas
décadas.

Aungue la influencia genética es un factor importante en la génesis de
la IR, la dieta también juega un rol preponderante [5]. Otros factores que se
asocian con la IR son la dislipidemia, la hipertension, la tolerancia alterada
ala glucosay la disfuncion endotelial [6, 7].

Entre otros trastornos, la obesidad (sobre todo visceral) y la IR
aumentan significativamente el riesgo de padecer diabetes mellitus tipo 2,
higado graso no alcohélico y/ o enfermedad cardiovascular [2].

Hasta el momento no existe consenso con respecto a la etiopatogenia
de la IR, ni se han determinado en forma precisa las causas y los
mecanismos que a nivel celular y molecular explican el desarrollo de dicho
proceso. Se han propuesto diversos procesos que participarian en el
desarrollo de la IRy de la diabetes tipo 2, como son el incremento en los

niveles circulantes de glucosa y de acidos grasos que, en concentraciones
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elevadas pueden tener efectos deletéreos tanto a nivel tisular como celular
(glucotoxicidad y lipotoxicidad respectivamente) [8]. Si bien existe una
clara asociacion entre la acumulacion de lipidos y la IR, se han publicado
resultados discordantes con respecto a si el desarrollo de la IR se debe al
aumento de lipidos circulantes o es producto de su acumulacion en tejidos
insulinosensibles [9, 10].

Se ha demostrado una disminucion en la via de sefializacion de
insulina mediada por PI3K en tejidos insulinosensibles y, como
consecuencia de esto, una alteracion el metabolismo intracelular de la
glucosa. Dado que la via mediada por las MAPKs conserva su funcionalidad,
ésta, por sus efectos proliferativos sobre las células de la pared arterial,
seria responsable al menos en parte del aumento en la tasa de
enfermedades cardiovasculares en pacientes con IRy con diabetes tipo 2
([7], figura 2).
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Figura 2 : Defectos en el sistema de traduccion de sefiales de insulina y su rol en el

desarrollo de la aterosclerosis (adaptado de [7]). GLUT-4: transportador de glucosa de tipo 4;
MAPK: mediadores de la via de las MAP quinasas; IRS1: sustrato del receptor de insulina 1; SHC:
proteina adaptadora SHC

Mas recientemente, diversos estudios han demostrado que un factor

importante en el desarrollo de la IRy la enfermedad cardiovascular es el
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estado de inflamacidn crénica subclinica que acompafa al aumento de la
grasa corporal, y en particular, del tejido adiposo visceral [11, 12]. Entre
los marcadores de dicha respuesta inflamatoria se incluyen proteinas de
fase aguda, citoquinas y mediadores asociados con la activacion endotelial
que inhibirian la sefializacion de la insulina 'y por ende podrian producir IR.
Al mismo tiempo, el estado inflamatorio induce la disfuncién de las células
B del pancreas, que en un contexto de IR, desencadenaria la aparicion de

diabetes mellitus tipo 2 [13].

B estrés oxidativo, producto de la acumulacién intracelular de
especies reactivas del oxigeno (ROS), ocasionado por el aporte exagerado
de combustibles (hiperglucemia, aumento de acidos grasos libres
circulantes), también ha sido implicado en la generacion de IR [14, 15], a
través de un incremento de la sefializacion de quinasas como NK que
fosforilan al receptor de insulina en residuos serina-treonina, disminuyendo

asi su capacidad de respuesta al ligando natural.

IR y acumulacién ectépica de lipidos

Los lipidos (principalmente triglicéridos (TG) y ésteres de colesterol) se
almacenan en gotas lipidicas (GL) en el citosol de las células del tejido
adiposo, constituyendo el mayor reservorio de TG del organismo. Las
personas obesas presentan un aumento tanto en el tamafio de las GL asi
como en la tasa de lipdlisis, lo que produce un aumento de acidos grasos
libres (AGL) en sangre. Estos AGL pueden ser captados por otros tejidos
(por ejemplo musculo e higado) y transformados en TG, almacenandose en
GL en estas células. En este sentido, la acumulacién ectépica de TG en
forma de GL en el musculo correlaciona positivamente con la magnitud de
la IR a nivel muscular [16]. B incremento de TGtisulares y circulantes es un
factor determinante para la aparicion de IR, dislipemia, inflamacion y

esteatosis hepatica [8, 17, 18].



La obesidad conlleva una sobrecarga de TG y un aumento en la
generacion de metabolitos lipidicos, como el diacilglicerol y las ceramidas,
en musculo, higado, tejido adiposo, células 3 pancreaticas y tejido arterial.
La lipotoxicidad asociada a estas sustancias contribuye al desarrollo de la
IR, a la disfuncién de las células B y a la aterosclerosis. Las células se
protegen de esta lipotoxicidad oxidando los &cidos grasos o
transformandolos en TG que se almacenan en las GL.

El metabolismo de las GL esta asociado con la activacion de una
familia de factores de transcripcion, que seran descriptos mas adelante,
denominados “receptores activados por proliferadores de peroxisomas”
(PPARSs). La activacién de PPARa produce un incremento en la expresion de
genes que codifican para enzimas oxidativas y genera un aumento tanto en
el niUmero de GL como en la expresion de las proteinas asociadas a las
mismas (como las perilipinas) [19, 20]. Otros factores de la familia de PPAR
como los PPARy y PPARS también promueven la formacion de GL [21].
Cuando los niveles de acidos grasos superan la capacidad celular de
oxidarlos, éstos se almacenan ectdpicamente en forma de TG y pueden

inducir apoptosis [22].
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Figura 3: Hidrdlisis de los triglicéridos provenientes de la s gotas lipidicas (Adaptado de
[23]). LTGA: lipasa de triglicérido del tejido adiposo; LHS: lipasa hormonosensible; TIP-4: “tail-
interactin protein 4”; LMG: lipasa de monoacilglicerol; AG: acidos grasos; FDE fosfodiesterasa; AMPc:

adenosina monofosfato ciclico; TNFa: factor de necrosis tumoral alfa; PKA: proteina quinasa A; NE

norepinefrina; AMPK: adenenosina monofosfato quinasa; GC: glucocorticoides; PI3K:PI3 quinasa; Akt:
proteina quinasa B.

La hidrdlisis de los TG acumulados requiere la accion secuencial de la
lipasa de TG del tejido adiposo (LTGA), que cataliza la hidrélisis de TG a
diacilglicerol (DAG), la lipasa hormonosensible (LHS) que hidroliza el DAG a
monoacilglicerol (MAG) y la lipasa de MAG (LMG) que completa su hidrdlisis
(figura 3).

Como ya se menciond, la IR caracteristica de la obesidad ha sido
asociada con un aumento en la tasa de lipdlisis y en la expresion de
citoquinas proinflamatorias como TNF-a en tejido adiposo [12, 24]. Los

acidos grasos asi generados pueden estimular procesos inflamatorios



activando la via del receptor de tipo Toll (TLR2-4). En ese sentido, se ha
establecido una correlacion entre el incremento de la lipdlisis y el
reclutamiento de macr6fagos en el tejido adiposo [25]. En suma, se sugiere
gue ambos procesos caracteristicos de la obesidad (como son la
inflamacién del tejido adiposo y el aumento del eflujo de acidos grasos)
participan en la generacion de las complicaciones asociadas a la misma

(figura 4).
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Figura 4: Asociacién entre la inflamacién del tejido adiposo y el desarrollo de la
insulinorresistencia  (adaptado de [26]). LTGA: lipasa de triglicérido del tejido adiposo; LHS: lipasa
hormonosensible; AGL: acidos grasos libres; MAPK, ERK, JNK: mediadores de la via de las MAP
quinasas; TLR2-4: receptores Toll de tipo 2 y 4; TG: triglicéridos; INS-R: receptor de insulina; TA:
tejido adiposo.
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Modelos animales de insulinorresistencia

Los roedores han sido utilizados por afios como modelo de distintas
enfermedades humanas, especialmente en el caso de hipertensién,
diabetes y obesidad [27, 28].

Algunos modelos de diabetes u obesidad se basan en alteraciones
genéticas, como los de las ratas Zucker (que presentan una mutacién en el
receptor para leptina) u Otsuka Long-Evans Tokushima (que carecen del
receptor de colecistoquinina 1 en los acinos pancreaticos) y los ratones
db/db o los ratones ob/ob (que carecen del receptor o son deficientes en la
produccion de leptina respectivamente). Si bien estos modelos son utiles
para evaluar mecanismos moleculares especificos involucrados en el
desarrollo de obesidad y/ o hiperglucemia, presentan un valor relativo para
el estudio holistico del sindrome de IR.

La dieta juega un rol clave en el crecimiento y el desarrollo del
individuo, siendo un factor determinante de su estado nutricional.
Actualmente las dietas de gran parte de los habitantes de los paises
occidentales son ricas en carbohidratos simples (como fructosa y sacarosa)
y en grasas saturadas. Este aumento en la ingesta caldrica ha sido asociado
con la generaciéon de obesidad, sindrome metabdlico, diabetes tipo 2,
enfermedades cardiovasculares y esteatosis hepatica no alcohdlica [29].
Precisamente los modelos animales que mejor se ajustan al estudio del
sindrome de IR se basan en dietas hipercaléricas. La combinacion de
carbohidratos con una dieta rica en grasas ha sido ampliamente utilizada
en roedores para reproducir signos y sintomas de sindrome metabdlico
humano [30].

La alimentacién de ratas macho con una dieta rica en sacarosa
constituye un modelo de sindrome de IR de facil preparacién y manejo
[31]. En modelos similares (sindrome metabdlico inducido por fructosa) se
observa IR, hipertension y dislipidemia asi como la generacién de

inflamacién y estrés oxidativo [32]. La fructosa, a diferencia de la glucosa,
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no estimula la secrecién de insulina en las células p pancreéticas, ya que
las mismas carecen del transportador de fructosa (GLUT-5). Por otra parte,
la fructosa no estimula la secrecion de leptina del tejido adiposo pero si es
capaz de activar la lipogénesis hepatica. Esta hexosa, puede ser sustrato de
la hexoquinasa en una reaccidon en la que se genera fructosa-6 fosfato
(sustrato de la fosfofructoquinasa, punto de control metabdlico) o puede
ser sustrato de la fructoquinasa y originar fructosa-1 fosfato (via
cuantitativamente mas importante). En este Ultimo caso, la incorporacion
de la fructosa a la glucdlisis, evita el punto de control de la via, lo que
conlleva un aumento descontrolado de la generacion de piruvato y de la

sintesis de acidos grasos a nivel hepatico [33].

La administracién de una dieta rica en sacarosa (DRS) a ratas induce
lipogénesis en el tejido adiposo epididimario [34] que se acompafia de un
aumento en los niveles séricos de insulina, leptina, TG, glucosa y acidos
grasos libres. Se genera ademas un estado de tolerancia alterada a la
glucosa con aumento en la presion sistdlica y desarrollo de esteatosis
hepatica [35].

Glucocorticoides

Los glucocorticoides son hormonas esteroideas que cumplen
funciones en el crecimiento y desarrollo celular y ejercen efectos sobre la
regulacién de la presién sanguinea, del balance hidrico y salino, de la
funcién inmune y del metabolismo energético. Estas acciones resultan
esenciales para la supervivencia, sobre todo en situaciones de estrés.

En el corto plazo, estos efectos contribuyen a distintas respuestas
adaptativas. Por ejemplo los glucocorticoides incrementan la disponibilidad
de sustratos para la oxidaciéon celular (glucosa, aminoacidos y acidos
grasos). Sin embargo, el exceso cronico de glucocorticoides, que recibe en
medicina la denominacién de sindrome de Cushing, incrementa la

morbilidad y mortalidad a través de una variedad de factores, incluyendo
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obesidad, osteoporosis, hipertension, hiperglucemia y una capacidad de

respuesta disminuida a las infecciones [36].

Sintesis de glucocorticoides

Los glucocorticoides son sintetizados en la corteza de las glandulas
adrenales o suprarrenales, estructuras pares que se encuentran ubicadas
(en los mamiferos) en el polo superior o anterior de cada uno de los
rifones. Cada glandula esté recubierta por una cépsula de tejido conectivo
y se compone de dos regiones que difieren en su origen, funciéon y
estructura: la médula que es central, de origen neuroectodérmico y la
corteza que es externa, de origen mesodérmico. La funciéon principal de la
médula es la sintesis y secrecion de catecolaminas. La corteza, a su vez, se
subdivide en tres capas concéntricas denominadas zona glomerulosa, zona
fasciculata y zona reticularis en las cuales se sintetizan distintos

compuestos derivados del colesterol (figura 5).
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Figura 5 : Estructura y morfologia de las glandulas adrenales

La zona glomerulosa secreta mineralocorticoides cuya funcién
fundamental es la de mantener el equilibrio hidrosalino, mientras que la

zona fasciculata secreta glucocorticoides, mediadores de la respuesta al
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estrés: el cortisol (en humanos) y la corticosterona (en roedores). Por
altimo, la zona reticularis es fuente de andréogenos de potencia
relativamente baja como la A4d-androstenediona, la

dehidroepiandrosteronay su derivado sulfatado.
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Figura 6: Sintesis de glucocorticoides en la zona fascicula  ta y reticularis de la corteza
adrenal. En panel de la izquierda se representa la sintesis en roedores y en el panel de la derecha el
de humanos: CYP11A1: Citocromo P450 scc; 3BHSD: 3 beta hidroxi esteroide deshidrogenasa.
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Reqgulacién de la secrecidon de glucocorticoides

La hormona adrenocorticotrofina (ACTH) es el principal factor
regulador de la funcién adrenal. Esta hormona es sintetizada por las
células corticotropas de la adenohipéfisis como producto del clivaje
proteolitico de la proopiomelanocortina (POMC). La sintesis de POMC, sus
modificaciones post traduccionales y la secrecién de ACTH son reguladas
por la hormona liberadora de corticotrofina (CRH) y en menor medida por
la vasopresina (VP), ambas sintetizadas en el nucleo paraventricular del
hipotdlamo (PVN). En rata la POMC es una proteina de 235 aminoéacidos
cuyo clivaje, en forma tejido especifica, produce diversos péptidos
bioactivos que son secretados junto con la ACTH. Entre ellos se encuentran
las B-lipotropinas, las B-endorfinas y la hormona estimulante de los
melanocitos (MSH). Los glucocorticoides regulan negativamente la sintesis
de CRHy de ACTH a nivel hipotalamico y adenohipofisario respectivamente
por un mecanismo de retroalimentacion negativo.

B receptor de ACTH (receptor de melanocortina tipo2 6 MC2R) en la
corteza adrenal es una proteina con siete dominios transmembrana que
estd acoplada a proteina G estimulatoria (Gs). Si bien se expresa
principalmente en la corteza adrenal, también se lo puede encontrar en piel
y en tejido adiposo. La activacién de esta via de sefalizaciéon lleva a un
incremento en los niveles intracelulares de AMPc y a la activacién de la
proteina quinasa A (PKA). La ACTH en la zona fasciculata de la corteza
adrenal estimula la sintesis y secrecién de glucocorticoides (cortisol en
humanos y corticosterona en roedores). La proteina StAR (proteina
reguladora de la esteroidogénesis aguda) esta involucrada en el paso
regulatorio clave de la esteroidogénesis ya que participa (junto con otras
proteinas como la proteina transportadora, TSPO) del transporte del
colesterol hacia la membrana mitocondrial interna, paso limitante de la

sintesis de glucocorticoides. Una vez alli, el colesterol es transformado en

15



pregnenolona por accion del citocromo CYP11Al. En forma aguda, ACTH
activa la hidrdlisis de los ésteres de colesterol (acumulados en gotas
lipidicas en el citosol), el uptake de colesterol de las lipoproteinas
plasmaticas y el transporte de colesterol a la membrana mitocondrial
interna [37]. A mediano plazo, la adrenocorticotrofina (ACTH) induce
también la expresion génica de AR junto con otras enzimas involucradas
en la esteroidogénesis en la glandula adrenal incrementando asi la sintesis
de glucocorticoides. Si el estimulo se prolonga en el tiempo, la ACTH
genera hipertrofia e hiperplasia del tejido corticoadrenal.

La ACTH también puede actuar sobre la zona glomerulosa y
reticularis estimulando la produccibn de mineralocorticoides y de
androgenos adrenales, respectivamente.

Las interacciones funcionales entre el sistema inmune y el eje HHA
han sido ampliamente demostradas [38, 39]. La activacion del sistema
inmune promueve un aumento en los niveles de CRH y ACTH, y ciertas
citoquinas u otros mediadores inflamatorios pueden actuar directamente a
nivel adrenal modulando la biosintesis de esteroides.

También pueden generarse citoquinas en la glandula adrenal, en las
propias células esteroidogénicas, y en las células inmunes locales. En
condiciones normales, la glandula adrenal esta extensamente infiltrada por
macrofagos que se encuentran principalmente en la zona reticularis, cerca
de la médula. Estos macr6fagos tienen la capacidad de secretar una
variedad de citoquinas como IL-1, IL-6 y TNF-a 0 péptidos entre los que se
encuentran VIP y TGF-R. H control intraadrenal suele completarse con la
regulacion de la actividad de los macréfagos por via simpatica y con la
inhibicion de la secrecion de citoquinas por el cortisol. Las células
adrenales también pueden producir IL-1, IL-6, IL-18 y TNF-oa al ser
estimuladas por diversos factores como el lipopolisacarido bacteriano (LPS)

y la angiotensina Il entre otros [40, 41] (figura 7).
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Ademas de las citoquinas, se ha postulado que otros moduladores de
la esteroidogénesis podrian actuar en forma autocrina y/ o paracrina. Entre
ellos se pueden mencionar a los productos derivados de la actividad de la
oxido nitrico sintasa (NOS) [42, 43], la ciclooxigenasa (COX) y la
hemooxigenasa (HO) [44-46] que modularian la esteroidogénesis adrenal

evitando respuestas de tipo todo o nada.
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Figura 7: Regulacion del eje hipotdlamo hipéfiso adrenal. MC2R (receptor de

melanocortina tipo 2): receptor de ACTH, GC: glucocorticoides; ACTH: adenocorticotrofina; CRH:

hormona liberadora de corticotrofina.

Sistema de la éxido nitrico sintasa (NOS)

Bl 6xido nitrico (NO) es un radical libre gaseoso y altamente reactivo

gue desempefia un papel relevante en la regulacion de diversos
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mecanismos fisiolégicos y patolégicos en los sistemas nervioso,
cardiovascular, respiratorio, digestivo, endocrino e inmune. La produccion
de NO es catalizada por una familia de enzimas llamada 6xido nitrico
sintasa (NOS) de la que se conocen tres isoformas, cada una de ellas
codificada por un gen distinto y con expresion diferencial en distintos
tejidos.

La NOS neuronal (nNOS o NOS 1) es predominantemente citosélica y
se expresa principalmente en neuronas del sistema nervioso central y
periférico, musculo esquelético, islotes pancreaticos, macula densa y
endometrio. Estd involucrada en la neurotransmisiéon, en la motilidad
intestinal y en la interaccién tubulo-glomerular renal. La NOS endotelial
(eNOS o NOS 3) se encuentra predominantemente en la fraccién particulada
y se expresa principalmente en endotelio, cerebro y epitelio. Uno de sus
principales mecanismos de accion involucra la activacién de la guanilato
ciclasa soluble con la consecuente generacion de GMPc. La actividad de
eNOS esta involucrada en procesos de relajacion vascular, adhesion
plaquetaria, agregacion y angiogénesis. Ambas isoformas son de expresion
constitutiva. Por el contrario, la expresion de la NOS inducible (iNOS o NOS
2) es estimulada por la accibn de endotoxinas y de citoquinas
proinflamatorias como IL-1 y TNF-a. De esta forma la iNOS participa en los
mecanismos de respuesta antimicrobiana y en respuestas inflamatorias y
de citotoxicidad. Estos efectos son independientes del GMPc y son el
resultado de la interaccién del NO con metales de transicion, grupos tioles
y con otros radicales libres como el aniéon super6xido. Esta isoforma es de
ubicacion tanto citosllica como particulada y se expresa
fundamentalmente en macré6fagos, corazon, higado, mdusculo liso vy
endotelio [47].

En trabajos previos de nuestro laboratorio demostramos que el NO
generado por la actividad de la NOS es un modulador de la
esteroidogénesis adrenal [48]: los dadores de NO y la L-arginina

disminuyen significativamente la sintesis de esteroides en este tejido por
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un mecanismo independiente de la formacion de GMPc y que implica la
interaccion de NO con el citocromo CYPL1Al. En base a estas evidencias,
se ha postulado al NO como un modulador negativo en condiciones basal y
estimulada de la esteroidogénesis adrenal. En forma analoga se ha
demostrado que el NO inhibe la esteroidogénesis tanto en células de la
granulosa, luteales y de la linea de Leydig MA-10 como en células de

Leydig de ratas estimuladas con hCG [49, 50].

Sistema de las ciclooxigenasas (COX)

La actividad de ciclooxigenasa cataliza la conversién de acido
araquidonico a prostaglandina Hz, que es convertida por otras enzimas en
otras prostaglandinas, prostaciclinas y tromboxanos. Se han descripto 3
isoenzimas de COX: COX-1, COX-2 y COX-3, que difieren tanto en su
localizacion como en sus niveles de expresion. COX-1 se expresa
constitutivamente y su activaciéon induce la produccién de prostaciclinas,
gue tienen funciones vasculares antitrombogénicas [51] y citoprotectoras
en la mucosa gastrica [52]. COX-2 es la isoforma inducible de las
ciclooxigenasas y su activaciobn ocurre en respuesta a agentes pro-
inflamatorios como las citoquinas, los mitdgenos y las endotoxinas [53].
COX-3 ha sido propuesta como una variante del splicing de COX-1, con alta
expresion en cerebro y médula espinal y su funcién es aiun motivo de
debate [54].

En cuanto al rol de la ciclooxigenasa en la regulacion de la fisiologia
adrenal, en un trabajo reciente de nuestro laboratorio demostramos que la
incubacion con LPS de células tumorales adrenales de ratén (linea Y1)
produce un aumento en los niveles de glucocorticoides [55]. Por otra parte
el tratamiento con LPS también produce un aumento de la expresién de
COX-2 (por activacion de la via NFkB) y la inhibicion farmacolégica de COX-

2 conlleva una disminucién en los niveles de glucocorticoides. En base a
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esto, postulamos a la COX-2 como un modulador positivo de la

esteroidogénesis adrenal.

Sistema de las hemooxigenasas (HO)

La hemooxigenasa (HO) es una enzima microsomal que cataliza el
clivaje oxidativo del grupo hemo, en presencia de NADPH, de la citocromo
PA50 reductasa dependiente de NADPH y de O, con generacion de
monoxido de carbono (CO), biliverdina (luego transformada por accion de
la biliverdina reductasa en bilirrubina) y liberacién de hierro.

Se han identificado tres isoformas de HO producto de tres genes
distintos: una inducible (HO-1) y dos constitutivas (HO-2 y HO-3) [56, 57].
S bien se ha demostrado que tanto HO-1 como HO-2 catalizan la
degradacion del hemo, la funcién mas probable de la HO-3, dada su baja
actividad enzimética, seria la de un biosensor de hemo. Por técnicas de
inmunolocalizacion se ha demostrado que la enzima HO-2 se expresa
basalmente en diversos tejidos, incluyendo cerebro, sistema nervioso,
higado, rifidn, vasculatura y testiculos [58, 59]. Se cree que dado que su
expresiéon no varia, la HO-2 podria jugar un rol como regulador de los
niveles de hemo intracelulares o como un sensor de oxigeno. La HO-1,
también conocida como la HSP32 (proteina de choque térmico de 32 kDa),
esta presente en condiciones normales en higado y bazo, donde participa
de la degradacion del grupo hemo de hemoproteinas. No obstante, puede
observarse un aumento en su expresion en una amplia variedad de tejidos
frente a estimulos estresantes como metales pesados, choque térmico,
disminucién en los niveles de glutation reducido, radiacion UV,
endotoxinas y citoquinas, hipoxia, hiperoxia, dadores de NO vy
peroxinitritos, su propio sustrato (el hemo) y varias hemoglobinas [58, 60,
61].

En base a estos hallazgos, se ha propuesto que la induccién de HO-1

forma parte de un mecanismo de defensa celular y tisular frente a
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situaciones de injuria tisular. Esta hipoétesis es sostenida por numerosas
evidencias experimentales, tales como las investigaciones llevadas a cabo
en ratones knock-out para HO-1, los cuales son mas sensibles al dafio
causado por LPS, exhiben una baja tolerancia al estrés oxidativo (peréxido
de hidrégeno, hemina y endotoxina), anormalidades severas en el
crecimiento, anemia, dafio endotelial y deposicién de hierro hepéatico y
renal [62]. Un fenotipo similar se observa en la deficiencia de HO-1
humana, con un marcado retardo del crecimiento, anemia, y sensibilidad
extrema a los oxidantes [63].

En general la funcidén protectora de la HO-1 es atribuida al aumento
del metabolismo del hemo que es prooxidante, a la produccion
concomitante de los antioxidantes biliverdina y bilirrubina, al mediador
gaseoso vasoactivo CO vy al hierro, un regulador génico.

En nuestro laboratorio hemos detectado la expresion de HO-1 y HO-2
en células tumorales adrenales de ratén (linea Y1) asi como en ratas y
demostramos la inducciébn de HO-1 por ACTH. Analogamente a lo
demostrado en el caso del NO, la esteroidogénesis se incrementa
significativamente en las células Y1 cuando se inhibe la actividad de la
hemooxigenasa en forma competitiva mediante el tratamiento con estafio

protoporfirina IX [45, 64].

Resistencia a la insulina y eje hipotalamo- hipdéfis 0 —adrenal (HHA)

Se ha demostrado que diversas hormonas como los glucocorticoides,
la hormona de crecimiento, los esteroides sexuales y las catecolaminas
tienen efectos marcados sobre la sensibilidad a insulina en diversos
tejidos. En particular, los glucocorticoides, en dosis elevadas, son potentes
promotores de IR, y favorecen el depdsito de grasa visceral por su efecto
inductor sobre la lipoproteina lipasa de los capilares del tejido adiposo
intraabdominal [65-67]. En ese sentido, estudios en primates han

demostrado que la exposicion cronica al estrés fisico y psicolégico se
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caracteriza por un aumento en el depdsito de grasa visceral, IR,
hiperinsulinemia, tolerancia alterada a l|a glucosa, dislipidemia vy
aterosclerosis prematura. Todas estas anormalidades se asociaron con una
mayor respuesta a la estimulacion con ACTH y con hipertrofia adrenal [68,
69]. En ratas genéticamente obesas (Zucker) se ha demostrado un
incremento de los niveles basales de corticosterona y un retraso en la
normalizacién de los valores luego de un reto estresante [70].

Evidencias de estudios epidemiolédgicos (revisados en [67]) indican una
asociaciéon positiva entre los niveles de cortisol y las caracteristicas mas
notables del sindrome metabdlico, particularmente la IRy el perfil lipidico
alterado en humanos. La hipersecrecién de glucocorticoides esta asociada
con la obesidad idiopética, especialmente de distribucion central [71].
Estas evidencias, junto al hecho de que el bloqgueo de receptores
esteroideos (glucocorticoideos / progestacionales) con RU-486 mejora la IR
inducida en animales por una dieta rica en grasas [72] sugieren
fuertemente la participacién de la corteza suprarrenal en el desarrollo del
sindrome de IR

A la fecha existen muy pocos trabajos que analizan el efecto directo
de la insulinorresistencia sobre la funcionalidad del eje hipotalamo hipéfiso
adrenal (HHA) y en particular ninguno, a nuestro conocimiento, evalta el
impacto de la IR sobre la glandula adrenal en un modelo de
insulinorresistencia inducido por dieta.

Se ha descripto que la hiperactivacion de la corteza suprarrenal que se
observa en el sindrome de IR puede ser consecuencia de un estimulo
central, con mayor liberacién de ACTH [70], atribuible a un estado de
estrés crénico [67]. Otra posibilidad, menos estudiada, involucra el
estimulo de la corteza adrenal por mediadores circulantes
(hormonales/ humorales) asociados al estado de IR y provenientes, por
ejemplo, del tejido adiposo. En este sentido se han publicado numerosos
trabajos sobre el efecto estimulatorio directo del TNF-a sobre

hipotalamo/ hip6fisis e inhibitorio sobre la corteza suprarrenal [73], asi
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como resultados que indican el efecto inhibitorio de la leptina sobre la
produccion in vitro de glucocorticoides [74]. Por otra parte, se ha
demostrado que la infusion intrahepatica de acidos grasos libres (como el
oleato por ejemplo) puede generar hipercorticosteronemia [75] ya sea
actuando directamente sobre las células adrenocorticales o bien a través de
mecanismos centrales [76]. La hiperinsulinemia también induce Ila
activacion del eje corticosuprarrenal [77] y aumenta la esteroidogénesis en

forma directa o a través de receptores para IGF-1 [78].

Enfoques terapéuticos para el tratamiento de la ins ulinorresistencia

En los ultimos afios se desarrollaron varias estrategias para el
tratamiento del sindrome de IR. Estas involucran cambios en el estilo de
vida orientados al descenso de peso con la implementacion de una dieta
hipocaldrica, rica en fibras y un régimen de ejercicio fisico asi como
también la administracion de farmacos como las biguanidas (por ejemplo

metformina) y las tiazolidinedionas (por ejemplo rosiglitazona).

A) Enfoque farmacolégico

Las tiazolidinedionas (TZD), también llamadas glitazonas, son una
clase de farmacos insulinosensibilizadores que se utilizan en el tratamiento
de la diabetes mellitus tipo 2. Fueron identificadas como ligandos de los
receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPARs, de la
superfamilia de receptores nucleares) en roedores recién en 1990.

Los PPARs son activados por ligandos lipofilicos pequefios y son
estructuralmente similares al receptor de hormona tiroidea. Se han
descripto 3 subtipos: a, B/d y y. Cada uno de ellos media la accion
fisiolégica de una amplia variedad de moléculas (acidos grasos y moléculas

derivadas).
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Las diferentes isoformas de los PPARs difieren en su localizacion
tisular y en su funcion: PPAR-a se expresa predominantemente en el higado
y en menor medida en el musculo, corazén y hueso; PPAR-d es de
expresion ubicua y PPAR-y, que a su vez presenta 4 isoformas, se expresa
en corazon, muasculo, colon, rifidn, pancreas y bazo (y1), principalmente en
tejido adiposo (y2), en macrofagos, intestino grueso y tejido adiposo

blanco (y3 )y en células endoteliales (y4 ).

Mecanismo de accién de los PPARs

Los PPARs son receptores nucleares que, formando un heterodimero
con el receptor del acido retinoico X (RXR), actian como factores de
transcripcion uniéndose a elementos de respuesta en el ADN [79] y
regulando la expresion de genes involucrados en el metabolismo
energeético.

La activacion de la via de PPAR también puede ejercer represion
transcripcional por interaccion con otros factores de transcripcion como
NFkB, STAT-1 y AP-1. En ausencia de ligando, los heterodimeros estan

asociados a un complejo co-represor que bloquea la transcripcién.

Figura 8: Mecanismo de accion de los PPAR y. (Adaptado de [80]). PPAR: receptores
activados por proliferadores de peroxisomas; RXR: receptor del acido retinoico; CoAct: co-activador;
L: ligando; CoRep: co-represor PPRE: elemento de respuesta a los receptores activados por
proliferadores de peroxisomas.
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Mecanismo de accién de las tiazolidinedionas

Las tiazolidinedionas (TZDs) fueron descubiertas durante un screening
de compuestos desarrollados con el fin de disminuir los niveles sanguineos
de lipidos. Como resultado de la investigacion preclinica, se han descripto
efectos hipoglucemiantes e hipoinsulemiantes de las mismas en diversos
modelos animales de IR, Existen diversos tipos de TZDs (troglitazona,
pioglitazona, rosiglitazona, entre otras) que difieren entre si en la
estructura de sus cadenas laterales [81]. Las TZDs son ligandos
preferenciales del receptor nuclear PPARy [82] y modulan la transcripcién

de sus genes blanco [83, 84].

La adipogénesis es el proceso de diferenciacion de la célula
precursora preadipocitaria al adipocito maduro, capaz de producir
hormonas lipidicas y citoquinas. Esta descripto que la activacién de PPAR-y
induce el arresto del crecimiento celular, y promueve la adipogénesis en
lineas celulares de fibroblastos en crecimiento exponencial, demostrando
su rol critico en la regulacién de la diferenciacion adipocitaria [85]. En
forma paralela, las TZDs son capaces de incrementar la expresion de
numerosos genes, entre ellos los que codifican para la glicerol fosfato
deshidrogenasa, el transportador de glucosa GLUT-4 y la proteina de unidn

de acidos grasos aP2 [86].

Los PPAR-y promueven también la lipogénesis y el metabolismo de
glucidos induciendo la expresién de genes como el de la fosfoenolpiruvato
carboxiquinasa (PEPCK), la acil-CoA sintasa y la lipoproteina lipasa (LPL).
Diversos autores han demostrado que los PPAR-y regulan también la
expresion de la proteina transportadora de acidos grasos FATP-1 y del
transportador de acidos grasos CD36, ambas proteinas involucradas en el

ingreso de lipidos al adipocito [87].
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En ratas obesas Zucker, la administracion de troglitazona durante 15
dias incrementa 4 veces el nUmero de adipocitos pequefios, tanto en tejido
adiposo subcutaneo como retroperitoneal, y disminuye aproximadamente a
la mitad el niumero de adipocitos grandes [88]. Estos efectos se asociaron a
un aumento de 2.5 veces en los procesos apoptoticos y a una reduccion en
la expresion de TNFa y leptina en el tejido adiposo. La rosiglitazona
aumenta la diferenciacion de células madre de tejido adiposo subcutaneo
humano a adipocitos, sin afectar a las células madre del tejido adiposo

visceral [89].

Efecto de las TZDs sobre la IR

Las TZDs han demostrado ser muy efectivas en mejorar la
insulinosensibilidad en modelos animales de IR Dado que el blanco
principal de las TZDs es el tejido adiposo y que la cantidad de receptores
PPAR-y en musculo es un décimo de la presente en el tejido adiposo, se ha
especulado que el aumento sistémico en la sensibilidad a la insulina es
secundario a la accion de PPAR-y en tejido adiposo [90]. Los efectos de las
TZDs provocando la disminucion de la liberacién de acidos grasos y de
TNF-a desde el tejido adiposo o induciendo la redistribucion de la masa
grasa desde los depdsitos lipidicos visceral, hepatico e intramuscular al
depésito subcutaneo podrian ser responsables  del efecto
insulinosensibilizador de las mismas. Sin embargo, un efecto directo de las

TZDs sobre el musculo no puede ser descartado.

Efecto de las TZDs sobre la dislipidemia asociada a la IR

Los pacientes con diabetes tipo 2 e IR presentan niveles elevados de
TG séricos y disminuidos de colesterol-HDL [91, 92]. S bien los niveles

plasméticos de colesterol-LDL no se ven modificados, estas particulas
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suelen ser de menor tamafio y mas densas [93]. Estas LDL pequefias y
densas son mas susceptibles a la oxidacion y a la glicacion, y penetran con
mayor facilidad en el endotelio. Estos cambios estan asociados con un
aumento en la incidencia de la enfermedad cardiovascular. H desarrollo de
un estado de IR acompafado de una elevacién en los niveles de glucosa
provoca ademas un aumento en las VLDL, promoviendo un incremento aln
mayor de los niveles de TG plasmaticos. H tratamiento de pacientes con
diabetes tipo 2 con TZDs mejora la mayoria de estas anormalidades
lipidicas. La administracién de rosiglitazona, por ejemplo incrementa los
niveles de colesterol-HDL sin modificar los niveles de TG plasmaticos en
estos pacientes [94].

Las TZDs son poco efectivas para el control glucémico a menos que la
secrecion de insulina enddgena sea adecuada. De no ser asi, la secrecion
de insulina debe ser estimulada por secretagogos o reemplazada por

insulina exdgena [95].

Efecto de las TZDs sobre el estrés oxidativo y la inflamacién asociada a la
IR

Las TZDs inhiben la formacién de radicales lipidicos (que generan los
productos téxicos 4-hidroxinonenal y nitrotirosina) y disminuyen los
niveles de iNOS en el higado de ratas espontaneamente hipertensas [96].
También se demostré la induccién de glutation peroxidasa 3 por una TZDs
(via PPAR YY) en células de musculo esquelético [97].

Por otra parte, las TZDs mejoran el perfil proinflamatorio plasmatico
(por ejemplo aumentando los niveles de IL-6) [98] y disminuyen el
reclutamiento de macréfagos proinflamatorios al tejido adiposo [99] en
modelos animales de IR Ademas, el tratamiento con rosiglitazona
demostrd ser efectivo para disminuir la infiltracién de linfocitos T en el

tejido adiposo de animales con IR[100].
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B) Enfoque fisioldgico: El rol del ejercicio en la insulinosensibilidad

B ejercicio puede definirse como una actividad corporal que se realiza
de manera repetitiva para mejorar o mantener uno o mas componentes del
estado fisico [101]. Puede ser clasificado por el tipo, la intensidad y la
duracion de la actividad. La actividad fisica regular promueve el turnover
energético, lo que a su vez estimula la pérdida de peso. Sin embargo,
independientemente de los cambios en los depdsitos lipidicos, el ejercicio
ha demostrado tener un efecto positivo sobre la regulacién de la
homeostasis glucémica tanto en personas sanas como en pacientes con
diabetes tipo 2 [102, 103].

Efecto de la actividad fisica sobre la IR

Bl efecto insulinosensibilizador de la actividad fisica fue demostrado
por Richter et al. por primera vez en ratas en 1982. En este estudio se
observo que luego de una sesion de ejercicio fisico, el masculo de los
animales mostraba una mayor sensibilidad al efecto estimulador de la
insulina sobre la entrada de glucosa, y un incremento en la sintesis de
glucégeno [104].

Se ha sugerido que el efecto de la actividad fisica sobre la sensibilidad
a la insulina a nivel muscular se debe a un mecanismo inducido por la
contraccion local. En este sentido, se observd que el efecto
insulinosensibilizador del ejercicio pudo ser reproducido en musculo
aislado generando su contraccion mediante la estimulacion eléctrica del
nervio ciatico [105]. Se establecié una correlacion entre el incremento en la
insulinosensibilidad y el aumento en el nUmero de transportadores GLUT-4
en membrana [106].

Numerosos estudios en humanos demostraron que el efecto

insulinosensibilizador del ejercicio (luego de 3-4 horas) no se relaciona con
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la estimulacién de la via de transduccion de sefiales de la insulina desde el
receptor hasta la activacibn de PI3K [107, 108] ni tampoco con la
modificacién de la localizacion subcelular de los intermediarios de la via,
ya gue no se observaron cambios en la localizacién de receptor de insulina
ni de IRS1, Akt y GSK-3 luego de 1 hora de ejercicio [109].
Alternativamente se postulé que el ejercicio genera un incremento en la
translocacion de los GLUT-4 a la membrana por un mecanismo alternativo.
Se han caracterizado diversas moléculas de la via de sefializacion de
insulina que se activan luego de la fosforilaciéon de PI3SK. En particular, la
proteina quinasa C atipica (aPKC) y el sustrato de 160 kDa de Akt (AS160)
juegan un rol clave en el ingreso de glucosa estimulado por insulina [110,
111]. Se considera actualmente que la proteina AS160, en el estado basal
no fosforilado, inhibe la translocacion de GLUT-4. Su fosforilacién por Akt
en respuesta a la estimulacion por insulina favorece la translocacion de
GLUT-4. Durante la contraccién muscular AS160 también es fosforilada,
pero por accién de la AMPK [112, 113]. B ejercicio moderado, por lo tanto,
es capaz de inducir un efecto estimulatorio, tiempo dependiente, en la
fosforilacion de AS160 en musculo [114] y en la translocacion de GLUT-4.

Si bien el rol de aPKC en la regulacion de la translocacién de GLUT-4
aun no esté del todo claro, diversas lineas de evidencia plantean que su
activacion es clave tanto en el proceso de translocacién como en el de
anclaje y fusion de los GLUT-4 con la membrana celular [115]. En ese
sentido, en tejido muscular esquelético se observd un aumento en la
actividad de aPKC en respuesta al ejercicio agudo [116].

En cuanto al efecto del ejercicio sobre el tejido adiposo, se ha
sugerido que activa la AMPK posiblemente mediante la estimulacion
adrenérgica [117-119] o alternativamente, por un efecto secundario a la
secrecion de IL-6 (actuando como mioquina) por el muasculo [120]. En el
tejido adiposo la AMPK promueve la inhibicién de la sintesis de lipidos y el

aumento en su oxidacion [121]. De esta forma disminuiria el aporte de
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acidos grasos a la sangre lo que favoreceria la insulino-sensibilizacién de

tejidos como el musculo esquelético.

Efecto el ejercicio sobre la dislipidemia asociada a la IR

La implementacion de un protocolo de ejercicio ha probado ser
efectiva para mejorar el perfil lipidico asociado a la insulinorresistencia
aumentando los niveles de colesterol HDL y disminuyendo los niveles de
VLDL y triglicéridos [122, 123].

Efecto del ejercicio sobre el estrés oxidativo y a la inflamacién asociada a la
IR

Por otra parte, el ejercicio, mediante la generacion de estrés oxidativo,
es capaz de inducir mecanismos citoprotectores en diversos tejidos. La
produccion de niveles bajos o0 moderados de especies reactivas del oxigeno
durante el ejercicio genera cambios favorables como la induccién de
enzimas involucradas en mecanismos antioxidantes como ser la Cu/Zn-
SOD o la HO-1. En este sentido, Niess et al. demostraron un aumento en
los niveles de HO-1 en leucocitos de atletas luego de un ejercicio agudo
aunque los niveles basales de HO-1 en reposo eran menores que los de
controles no entrenados [124].

Por otro lado diversos autores mostraron que el ejercicio evita la
activacion de NFkB y disminuye los niveles de marcadores inflamatorios
como NAD(P)H oxidasa, PAI-1, MCP-1 y COX-2 en tejido cardiaco [125] y de
iNOSy la produccidon de superéxido en leucocitos CD34*y CD34°[126].
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Hipodtesis y Objetivos

Hipotesis:

Teniendo en cuenta los resultados de estudios previos presentados
en la seccién anterior y considerando la utilizacion del modelo de IR
generado por la administracion de una dieta rica en sacarosa (DRS) a ratas

macho adultas planteamos las siguientes hipoétesis de trabajo:

e En los animales que desarrollan IR se detectan, a nivel de la corteza
adrenal, cambios que reflejan un estado de inflamacién crénica leve
y manifestaciones de estrés oxidativo aumentado, con induccion de

sistemas antioxidantes

e [Estas alteraciones se relacionan con modificaciones en la
esteroidogénesis adrenal y con un incremento en la secrecion de

glucocorticoides

e Los cambios observados en la corteza adrenal de los animales
tratados con una DRS son atenuados o anulados por los tratamientos

insulinosensibilizadores

Objetivos

Se han observado cambios en los niveles de glucocorticoides en
pacientes y en animales con IR, cambios atribuidos a mecanismos
centrales.

A su vez, de han descripto modificaciones en mecanismos de
regulacion del trofismo y de la esteroidogénesis adrenales ligados a IR (por
ejemplo ACTH, NOS). Sin embargo, no se han caracterizado aln los
cambios morfolégicos y funcionales adrenales durante el desarrollo del

estado de IR

32



Hipodtesis y Objetivos

De acuerdo a lo enunciado anteriormente se plantean como objetivos

particulares de este trabajo de tesis:
l. Establecer el marco temporal para el desarrollo de la
insulinorresistencia en ratas alimentadas con una dieta rica en
sacarosa (DRS) y estudiar sus efectos sobre:

a. Lafuncion y morfologia corticosuprarrenal.

b. La capacidad de respuesta de la adrenal a un pulso de ACTH

exdgeno.
c. Los sistemas de sefiales que operan de forma autdcrina y/o

paracrina en la corteza adrenal

Il. Estudiar el efecto del co-tratamiento con un insulino-sensibilizador
(rosiglitazona) sobre los efectos de la DRS sobre los mismos

parametros evaluados en |.

M. Estudiar el efecto de un régimen de ejercicio moderado sobre los

efectos de la DRS sobre los mismos parametros evaluados en |.
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Materiales & Métodos

Materiales

La ACTH fue obtenida de Laboratorios ELEA (ACTHelea; Buenos Aires,
Argentina). La transcriptasa reversa y la GoTag® polimerasa se compraron
a Promega (Madison, WI, EEUU). H antisuero de corticosterona fue provisto
por el Dr. A. Belanger (Laval University, Quebec, Canada). La [***"*"(N)]-
corticosterona (0.25 mCi, 76.5 Ci/mmol) fue obtenida en PerkinElmer
(Boston, MA, USA). Los Kkits colorimétricos enzimaticos para la
determinacion de triglicéridos, glucosa y colesterol fueron comprados en
Laboratorios Wiener (Rosario, Argentina). La rosiglitazona fue provista por

la Dra Rosana Felice, Glaxo SmithKline, Argentina.

Animales y disefio experimental

En todos los experimentos fueron utilizadas ratas Wistar macho
adultas (peso inicial 200-250 g¢g), mantenidas en jaulas grupales (3
animales/ jaula) bajo condiciones controladas (temperatura 23 + 2°C, ciclo
de luz de 7 a 19 h).

Los animales recibieron ad libitum una dieta estandar (grasas
8.79/100g de extrusado, proteinas 24g/100g de extrusado, lisina
disponible 4,89/ 100g de proteina, calcio 873 mg/100 g de extrusado), y
agua corriente (grupo C) o agua suplementada con 30%de sacarosa (p/V)
(grupo DRS). Se registraron el consumo cal6rico (sumando las calorias
provenientes del extrusado y las de la solucién con 30% de sacarosa) y el
peso corporal dia por medio durante todos los experimentos realizados.

En la primera serie de experimentos animales de los grupos Cy DRS
fueron sacrificados en las semanas 3, 5, 7, 9 y 12 luego de comenzada la
modificacién dietaria. Los animales fueron decapitados cuatro horas
después de haber sido retirados el alimento y la bebida (entre las 9 y las 10
h), y se recolectaron muestras de sangre (de las que se separé el suero por

centrifugacion a 3200 rpm, 15 minutos temperatura ambiente) y de
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Materiales & Métodos

diversos tejidos, que fueron inmediatamente congeladas. En los siguientes
experimentos el tratamiento con DRS se extendi6 por 7 semanas, lapso
tras el cual se constaté en forma fehaciente el establecimiento de la IR.

En los experimentos realizados para evaluar el efecto de la
tiazolidinediona rosiglitazona (RSG), los animales fueron asignados al azar
a uno de cuatro grupos experimentales: a) Control, b) DRS, c) R, controles
gue recibieron RSG, 4 mg/ kg/d por via oral y d) DRS + R, que recibieron
simultaneamente sacarosa y RSG.

En los experimentos disefiados para evaluar el efecto de la actividad
fisica moderada, los animales fueron divididos al azar en 4 grupos
experimentales: a) Control b) DRS, c) C + E controles sometidos a un
régimen de ejercicio fisico moderado en cinta deslizante y d) DRS + E, que
recibieron simultaneamente sacarosa y el régimen de entrenamiento. Los
animales fueron sometidos a un periodo de adaptaciéon al ejercicio, una
semana previa al cambio dietario, en el que se los coloc6é durante 1 minuto
sobre la cinta deslizante en movimiento. EH régimen de entrenamiento
consistié en ejercitar a los animales en la cinta a una velocidad constante
de 0.8 km/h con una inclinacion de 45°, incrementando el tiempo de
ejercicio a lo largo de las semanas de tratamiento hasta llegar a un maximo
de 7 minutos en la séptima semana de tratamiento. E régimen de ejercicio
se realiz6 entre las 18 y 19 hs durante 5 dias a la semana.

Las determinaciones de glucemia, trigliceridemia y colesterolemia se
realizaron mediante kits enziméticos, de acuerdo a las instrucciones del
fabricante en muestras de sangre de animales ayunados durante 4 horas.
La funcionalidad y morfologia adrenal fueron evaluadas en estos animales
en la séptima semana de tratamiento.

Todos los protocolos de experimentacién con animales fueron
aprobados por el Comité Institucional para el Cuidado de Animales de
Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Medicina de la Universidad de

Buenos Aires.
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Materiales & Métodos

Test de tolerancia a la insulina intraperitoneal

B test de tolerancia a la insulina fue realizado luego de 6 horas de
ayuno mediante la administracion intraperitoneal de insulina corriente
porcina (Betalin R, Laboratorios Beta, Buenos Aires, Argentina; 0.75 Ul/ kg).
Las muestras de sangre fueron obtenidas por puncién de la vena de la cola
0, 15, 30, 45 y 60 minutos luego de administrada la insulina. Los niveles
de glucosa se determinaron mediante el método colorimétrico de
GOD/POD (Laboratorios Wiener, Rosario, Argentina). Se calculé la
pendiente de desaparicion de la glucosa (K) para cada animal y se calculé el
promedio de las pendientes para cada grupo. Se calculé6 de manera
complementaria para evaluar el estado de insulinorresistencia el indice
HOMA-IR. Para ello se tomaron valores de glucemia e insulinemia en los
animales con 4 hs de ayuno y se utilizé la siguiente féormula:

HOMA-IR= (Glucemia * Insulinemia)/ 22,5

Analisis histoléqgico v del contenido lipidico de las glandulas adrenales

Las glandulas adrenales fueron fijadas durante 6 horas en una
solucion de formaldehido 4% en buffer fosfato 0.1M (pH 7.2),
deshidratadas en concentraciones crecientes de etanol e incluidas en
parafina. Sobre cortes de tejido de 5 um se realizo la coloracién
topografica de tricromico de Masson. En otros casos, las adrenales fueron
fijadas en formaldehido 4% en buffer fosfato 0.1M (pH 7.2), y tras ser
crioprotegidas mediante una solucién de sacarosa 30% en buffer fosfato
0.1M (pH 7.2), fueron incluidas en Tissue-Tek® OCT y congeladas a -20°C.
Se cortaron secciones de 10 ym en un criostato, realizandose la coloracion
con Sudan lll. Todas las imagenes fueron capturadas digitalmente en un
microscopio Eclipse E400 (Nikon, Tokyo, Japdn) equipado con una camara

fotografica (Coolpix s10; Nikon, Tokyo, Japdn) y fueron procesadas con el

37



Materiales & Métodos

programa Adobe Photoshop SC (Adobe Systems, San bsé, CA, USA) para
ajustar el brillo y el contraste. Para cuantificar el nimero de células
positivas para Sudan lll, se tomaron las imagenes de la zona fasciculata de
la corteza adrenal con un aumento de 600X, se convirtieron a una escala
de grises de 8-bits y se estableci6 manualmente un valor umbral.
Finalmente, todas las imagenes fueron convertidas a una forma binaria. E
andlisis fue realizado por observadores que desconocian el tratamiento
aplicado en cada caso. Para el procesamiento y el analisis, las imagenes en
formato TIFF fueron transferidas al programa Image J (http://
imagej.nih.gov/ij/, NIH, USA).

Para la determinacién del contenido de triglicéridos y colesterol
tisulares las cortezas adrenales fueron homogeneizadas en buffer fosfato
50 mM pH 7.4 con el agregado de KCI 100 mM y de un cdéctel comercial de
inhibidores de proteasas y fosfatasas (Sigma, Aldrich). Las muestras
homogeneizadas fueron centrifugadas por 5 min a 2000g; en el
sobrenadante se determind la concentracion de triglicéridos y colesterol
mediante un kit enzimatico colorimétrico (Wiener Laboratorios, Rosario,

Argentina).

Test de estimulacién con ACTH ex6gena

Veinticuatro horas antes del ensayo, se anestesié a los animales con
ketamina-xilazina (20 mg/kg- 2 mg/kg) y se les colocé una canula yugular
para la administracién de la hormonay la extraccion de sangre [127]. H dia
del experimento, 2 horas antes de la estimulacion, se expuso la canulay se
la lavé con una solucion de heparina (25 Ul/ ml) en salina. Las muestras de
sangre se obtuvieron 0, 15, 30, 45 y 60 min luego de la aplicacion de
ACTH (4 Ul/ kg i.v.).
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Aislamiento de ARN v q RT-PCR

Luego del sacrificio, las glandulas adrenales fueron extraidas
rapidamente y colocadas en una placa de Petri sobre hielo, sobre la cual
fueron descapsuladas y desmeduladas utilizando una lupa (6x). Los tejidos
adrenales fueron homogeneizados en TRIzol®, extrayéndose el ARN total
segun las instrucciones del fabricante. Se realiz6 el pretratamiento de 1 ug
de ARN con deoxirribonucleasa | libre de ribonucleasas para eliminar
cualquier posible contaminacion con ADN. H protocolo de transcripciéon
reversa consistio en la incubacién del ARN durante 1 hora a 42°C en una
mezcla que contenia 0.5 mM de cada dNTP, 25 ng/ul (8 yM) de random
primers, 1x first-strand buffer (5X), 25 U de inhibidor de ribonucleasa, y
200 U de transcriptasa reversa en un volumen final de 25 pl. La reaccién se
detuvo por calentamiento a 90°C durante 5 min. La mezcla de reaccién fue
llevada luego a 100 uyl con agua libre de ARNasas (tratada con
dietilpirocarbonato) y almacenada a -70°C. Para evaluar la posible
contaminacion con ADN gendmico, en determinados tubos se omitié la
colocacion de transcriptasa reversa. La amplificacion por PCR en tiempo
real fue realizada en un termociclador Rotor-Gene™ 6000 “Corbett Life
Science (Corbett Research, Sidney, Australia) utilizando 0.5 pyl de ADNc en
un volumen final de 25 pl en una mezcla de reaccion conteniendo: 1x PCR
buffer, 1.5 mM MgCl, 0.2 mM de cada dNTP, 500 nM de cada primer
especifico, 0.625 U polimerasa GoTag®y 0.96 x EvaGreen®.

Las secuencias de los primers utilizados se indican en la Tabla |

Primer forward Primer reverse
R actina 5" -CCACACCCGCCACCAGTTC-3’ 5" -GACCCATTCCCACCATCACACC -3’
CYP11A1l |5 -GGGTGGCCTATCACCAGTAT-3’ 5" -CTGAGCTACACCTTCCAGCA-3’
SAR 5 -GTGGAACCCAAATGTCAAGG-3’ 5" -CAGCACACAGGTGGAACCTC-3’
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MC2R 5" -GATGCTGGTTTTTATCCTGTGTC-3" 5" -ATGC CATTGACCTGGAAGAG-3’
PPARy 5" - CATAAAGTCCTTCCCGCTGA-3’ 5'-GAAACTGGCACCCTTGAAAA-3’
TNFa 5" -TCCTCACAGAGCCAGCCCCC-3” 5" -CTCCAGGACACCCCGGCCTT-3"
IL1B 5-TGAGTGACACTGCCTTCCTG-3' 5-AGGCTTCCTTGTGCAAGTGT-3'
F4/80 5" -CCAGCTTATGCCACCTGCA-3’ 5" -TCCAGGCCCTGGAACATTGG-3"
CD36 5" -CTCTGACATTTGCAGGTCCA-3’ 5" -CACAGGCTTTCCTTCTTTGC-3"

Tabla I: Secuencias de los primers utilizados para las ampli  ficaciones por PCR en

tiempo real. CYP11A1: citocromo P450 scc; SAR: Proteina reguladora de la esteroidogénesis aguda;
MC2R: receptor de melanocortina tipo 2; PPARy: receptores activados por proliferadores de
peroxisomas gamma; TNF-a: factor de necrosis tumoral alfa; IL18: interleuquina 1 beta; F4/80:
proteina marcadora de macréfagosy CD36: translocasa de acidos grasos.

Las condiciones de ciclado fueron las siguientes: desnaturalizacion a
95°C por 3 min, 40 ciclos de 20s a 95°C y 20s a 52°C, y finalmente 30s a
72°C. La expresion relativa de los genes se analizé utilizando el método CT
comparativo, y los niveles de los ARNm especificos fueron normalizados
con la expresion de B-actina. Para el analisis de los datos se utilizo el

programa Rotor Gene 6000 Series (version 1.7 Build 40).

Inmunotransferencia

Las muestras de proteinas fueron analizadas mediante electroforesis
en geles de poliacrilamida con SDS en condiciones desnaturalizantes. Para
ello, se tomaron alicuotas correspondientes a 60 pug de proteinas y se
agreg6 ¥ del volumen de muestra de TCA 100% manteniéndose a 4 °C
durante toda la noche. Al dia siguiente se centrifugaron las muestras
durante 5 minutos a 15000 rpm a 4°C, se descart6é el sobrenadante y se
realizaron dos lavados con acetona fria. Se dejaron secar las muestras y se
resuspendieron en 20 pl en SB 1X (Tris-HCL pH 6.5 50 mM, glicerol 10%
SDS 2%y azul de bromofenol) calentando 15 minutos a 65°C. Se agreg6

DTT 0.1 M y se calenté a 95°C durante 5 minutos. Las proteinas fueron
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luego electrotransferidas a membranas de PVDF en un aparato Trans Blot
SD (Biorad, Hercules, CA, USA) en buffer de transferencia (Tris HCI 25 mM
pH 8.3; Glicina 192 mM y metanol 209 a 0.28 mA durante 65 minutos. Las
membranas fueron tratadas con solucién de bloqueo (TBS-Tween 0,1%con
5%de leche descremada) durante una hora y luego fueron incubadas toda
la noche a 4°C con anticuerpos policlonales anti COX-2 (dilucion 1:200),
HO-1 (1:5000), iNOS (1:500) o actina (dilucion 1:1000) .Todos los
anticuerpos utilizados fueron policlonales obtenidos en conejo (COX-2 de
Cayman Chemical Company, HO-1 Stressgen Biotechnologies, iINOSy actina
de Santa Cruz Biotehnology, Inc). Las membranas se lavaron con TBS
Tween 0.1% (llavado de 15 minutos y 2 de 5 minutos). Como segundo
anticuerpo se utilizé un anticuerpo policlonal anti-lgG de conejo conjugado
con peroxidasa de rdabano (HRP) obtenido en cabra (Bio-Rad) y el sistema de
deteccion ECL (Amersham Life Science). Como control de la
electrotransferencia se tifieron las membranas de PVDF con Ponceau 0.2 %
en TCA 3%

Determinacion de la actividad enzimatica de la Oxido Nitrico Sintasa (NOS)

Se determin6é la actividad de NOS mediante el monitoreo de la
conversion de L-[*H]-arginina a L-[*H]-citrulina, como se ha descripto
anteriormente [43]. Se utilizaron alicuotas de los sobrenadantes del
homogenato de las glandulas adrenales provenientes de los animales
controles y tratados, obtenidos como se detallé previamente.

Brevemente, a 50 ul de muestra se le agregan 50 ul de una mezcla de
reacciéon conteniendo HEPES 10 mM pH 7.4, L-arginina 20 uM, ditiotreitol
0.5 mM, NADPH 1mM, L-[*H]-arginina 187 nM y cloruro de calcio 1.25 mM
y se incub6 por 15 minutos a 37 °C. La reacciéon se fren6 por el agregado
de 300 ul de buffer stop frio (conteniendo EGTA 10 mM, EDTA 10 mM vy
HEPES 50 mM pH 5.0). Se agregd a cada tubo 800 ul de la resina de
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intercambio catiénico para separar la L-[’*H]-arginina que no reacciond, se
agitdo durante 5 minutos y se centrifugé 5 minutos a 1000 rpm tomandose
600 pl del sobrenadante para su cuantificacion por espectrometria de
centelleo liquido. La actividad de NOS se expresa como pmoles de L-[*H]-

citrulina formados por mg de proteinay por minuto.

Mediciones hormonales

La corticosterona fue extraida del suero con diclorometano y sus
niveles fueron determinados por RIA como ha sido previamente descripto
[128]. Los niveles séricos de insulina fueron evaluados utilizando un
equipo comercial de enzima y ensayo ELISA (Alpco Diagnhostics ™ Insulin
(Rat) Ultrasensitive EIA, Salem, NH, USA).

Andlisis estadistico

Se evalu6 la normalidad de la distribucién de los datos utilizando el
test de Kolmogorov- Smirnoff. Los datos se expresan como media + SEM.
Las diferencias entre grupos fueron evaluadas con un test t o por ANOVA
seguido del test de Tukey, cuando correspondia. Todos los calculos fueron
realizados utilizando el programa GraphPad InStat version 3.06 para
Windows (GraphPad Software, San Diego, CA).
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DESARROLLO DE INSULINORRESISTENCIA EN ANIMALES ALIM ENTADOS
CON UNA DIETA RICA EN SACAROSA

En el primer grupo de experimentos se analizé la evolucion en el
tiempo de diversos parametros bioquimicos y metabdlicos en ratas
alimentadas con una dieta rica en sacarosa (DRS).

Los animales mantenidos con la dieta suplementada presentaron un
mayor consumo calérico durante todo el periodo de estudio (figura 9) vy,
partir de la séptima semana de tratamiento mostraron un mayor peso

corporal que los animales del grupo control (figura 10).
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Figura 9: Consumo caldrico. Se muestra el promedio de las kilocalorias consumidas por
rata y por dia a lo largo de las 12 semanas de tratamiento por animales controles (C) o que fueron
alimentadas con sacarosa 30%en el agua de bebida (DRS). Se indica la media + SEM para n= 6. "p<
0.01; "p< 0,001 vs. Cpor el test t.
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Figura 10: Variacion del peso corporal. Se muestra la evolucién del peso corporal
promedio de los animales (g) en el grupo control (C) o en el que fue alimentado con sacarosa 30%en
el agua de bebida (DRS) a lo largo de las 12 semanas de tratamiento. Se indica la media + SEM para
n=6. “p< 0,001 vs. C por el test t.

Al analizar el peso de los depdsitos lipidicos, se observdé que el
grupo DRS presentaba un aumento en los depdsitos de origen mesentérico,
epididimal y retroperitoneal (figura 11 A, By C) a partir de la 5 semana de

iniciado el tratamiento.
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Figura 11 : Peso promedio de depésitos lipidicos. Se indica la evolucion del peso relativo
promedio, en @g/100g de peso corporal, de las grasas mesentérica (A), epididimal (B) y
retroperitoneal (C) a lo largo de las 12 semanas de tratamiento en ratas controles (C) o que fueron
alimentadas con sacarosa 30%en el agua de bebida (DRS). Se indica la media £+ SEM para n=6. p <

0,01y “p<0,001 vs. el grupo C < por el test t.

Con respecto al efecto de la dieta en parametros bioquimicos

sistémicos, nuestros resultados indicaron que los animales del grupo DRS
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presentaron mayores niveles de glucosa, insulina y triglicéridos séricos que
los animales controles a lo largo de todo el periodo evaluado (figura 12 A,
By C).
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Figura 12 : Niveles de glucosa, insulina y triglicéridos séri cos: Se muestra la evolucion de
los niveles de glucosa (A), insulina (B) y triglicéridos (C) en el suero de ratas controles o alimentadas
con sacarosa 30% en el agua de bebida, luego de 3, 5, 7, 9 y 12 semanas de tratamiento. Las
muestras se tomaron luego de 4 horas de ayuno. Se indica la media + SEM para n= 6. 'p< 0,05, "p<

0,01, "p< 0,001 vs. el grupo control por el test t.

Para estimar el establecimiento de un estado de insulinorresistencia
se realizé un test de tolerancia a la insulina y se calculé el indice HOMA-IR
en la séptima semana de tratamiento. En comparacion con el grupo
control, los animales del grupo DRS presentaron una menor respuesta a la
insulina exdgena, evidenciada por una menor pendiente de desaparicion de
glucosa del compartimiento sanguineo (figura 13). H indice HOMA-IR
calculado en el grupo DRS fue mayor que el de los controles (Control: 2.64
+0.3yDRS:11.23 £+ 0.18,"p<0.001 vs. el grupo control por el test t).
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Figura 13: Test de tolerancia a la insulina. Luego de siete semanas de tratamiento se
administré 0,75 U/ml de insulina i.p. a los animales controles (C) o alimentados con sacarosa 30%
en el agua de bebida (DRS) y se determinaron los niveles de glucosa séricos (A) en distintos
intervalos. Se calcul6 la pendiente de desaparicion de la glucosa (K) (B). Se indica la media + SEM

paran=6. "p<0.01; "p<0,001 vs. el grupo control por el test t.

En la séptima semana de tratamiento, los niveles de colesterol HDL
se encontraron disminuidos (figura 14 A) mientras que los de colesterol no-
HDL fueron mayores que los de los correspondientes controles (figura
14B).
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Figura 14: Colesterol HDL y colesterol no-HDL. Se muestran los niveles séricos de
colesterol HDL (A) y colesterol no-HDL (B) luego de un ayuno de 4 horas de animales controles (C) o
que fueron alimentadas con sacarosa 30% en el agua de bebida (DRS) durante siete semanas. Se
indica la media £+ SEM para n= 6. “p<0.001 vs. el grupo control por el test t.
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ANALISIS MORFOLOGICO Y FUNCIONAL DE LA CORTEZA ADRE NAL EN
ANIMALES ALIMENTADOS CON UNA DIETA RICA EN SACAROSA

Una vez confirmado el establecimiento del estado de
insulinorresistencia, luego de siete semanas de tratamiento, se analiz6 el
efecto de la dieta sobre la morfologia y la funcionalidad adrenal.

Los resultados indicaron que el grupo DRS presentd una disminucion
en el tamafo y el peso adrenal (figura 15 Ay B).
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Figura 15: Tamafio y peso de las glandulas adrenales. Se muestra una fotografia de
glandulas adrenales representativas de los grupos control (C) o de animales que fueron alimentados
con sacarosa 30%en el agua de bebida (DRS) durante siete semanas (A) y el peso adrenal promedio
en cada grupo (B). Se indica la media + SEM para n= 6. "p<0.01 vs. el grupo control por el test t. La

barra negra corresponde a 5 mm.

Para evaluar si los cambios descriptos a nivel adrenal se
acompafiaban de alteraciones en la morfologia de la glandula se realizé
una coloracion topografica (tricromico de Masson) en cortes de tejido
conteniendo la zona fasciculata de la corteza adrenal de animales de los
grupos control y DRS. Como se evidencia en la figura 16, los animales que
recibieron la dieta rica en sacarosa mostraron una alteracion en el arreglo
trabecular de la zona fasciculata (figura 16 A y B) y un aumento en el
nimero y el tamafo de los espacios dejados por los lipidos intraadrenales

producto del procesamiento para la inclusién en parafina (figura 16 Cy D
ver flechas negras).
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Figura 16 : Tricrémico de Masson de cortes de glandula adrenal. Se colorearon cortes de

5 um de adrenales de ratas controles (A y C) o que fueron alimentadas con sacarosa 30% (By D) en
el agua de bebida durante siete semanas. En los paneles Ay Bla barra negra representa 10 ym y en
los paneles Cy D es igual a 5 ym. Las flechas negras (D) muestran los espacios dejados por los
depdsitos lipidicos.

La presencia de lipidos intraadrenales se evalué mediante la
coloracion de Sudan lll de cortes de tejido incluidos en OCT. Estos cortes
mostraron un marcado aumento en la cantidad de lipidos neutros en los
animales del grupo DRSrespecto de los correspondientes controles (figura
17 A, By C).
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Figura 17 : Tincion de lipidos en la corteza adrenal. Se colorearon cortes de 5 um de

glandulas adrenales obtenidas de ratas controles (A) o que fueron alimentadas con sacarosa 30%en
el agua de bebida (B) durante siete semanas. En los paneles Ay Bla barra negra esigual a 5 um. En
(C) se muestra la cuantificaciéon del porcentaje de coloraciéon Sudan Il positivo por cada 1000 um?.

Se indica la media + SEM para n= 6. “p<0.001 vs. el grupo control por el test t.

Para evaluar la naturaleza de esos depdsitos lipidicos intraadrenales,
se determinaron los niveles de triglicéridos y colesterol tisulares. Se
observé que el grupo DRS presentaba mayores niveles de triglicéridos
adrenales mientras que los valores de colesterol no mostraron diferencias

entre el grupo alimentado con sacarosay el grupo control (figura 18 Ay B).
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Figura 18: Niveles de triglicéridos y colesterol en la cortez a adrenal. Los niveles de
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triglicéridos (A) y de colesterol (B) en el tejido fueron determinados en homogenatos de adrenales de
ratas controles (C) o alimentadas con sacarosa 30%en el agua de bebida (DRS). Se indica la media +

SEM para n= 6. “p< 0,01 vs. control por el test t .

La activacion de PPAR-y participa en la regulacion de numerosas vias
metabodlicas mediante la modificacion de la expresion de diversos genes.
Entre ellos, los involucrados en la lipogénesis como el del transportador de
acidos grasos CD36. H analisis de los niveles de expresiéon de PPAR-y y de
CD36 en animales controles y del grupo DRS mostré un incremento

significativo en los animales del grupo DRS (figura 19).
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Figura 19: Expresion de PPAR- yy CD36 en corteza adrenal. Se determinaron los niveles
de ARNm de PPAR-y, CD36 y B-actina por RT-PCR en tiempo real, en la corteza adrenal de ratas
controles (C) y de ratas alimentadas con sacarosa 30% en el agua de bebida (DRS). Se indica la

media + SEM para n= 6. “p< 0,001 vs. el grupo control por el test t .
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Se estudid a continuacién, si las alteraciones observadas a nivel
morfoldgico correlacionaban con cambios en la funcionalidad adrenal. Para
ello se determind la corticosteronemia basal y se realiz6 una prueba de
estimulacion aguda de los animales con un pulso de ACTH exégeno. Como
puede observarse en la siguiente figura, los animales alimentados con DRS
mostraron un aumento en los niveles séricos basales de corticosterona
(medidos en horas de la mafiana) y una disminuciéon en la respuesta al

estimulo con la hormona, respecto del grupo control (figura 20 A, By C).
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Figura 20: Corticosteronemia basal y prueba de estimulacion a  guda con ACTH. Se
indican los niveles de corticosterona sérica basales (A) y luego de la administracion de una dosis de
4 Ul/kg de ACTH i.p. (ensayo de estimulacion aguda) (B). La corticosteronemia se determin6é por RIA
en el suero de ratas controles y de ratas alimentadas con sacarosa 30%en el agua de bebida (DRS).
En (C) se observa el area bajo la curva del ensayo de estimulacion aguda con ACTH. Se indica la
media + SEM para n= 6. "p<0.01, "p<0.001 vs. el grupo control por el test t.

Se determinaron a continuacién, por transcripcion reversa y PCR en
tiempo real, los niveles de ARNm de StARy CYP11A1l (P450 scc), proteinas
clave en la regulacién de la esteroidogénesis adrenal. Los resultados de
estos experimentos indicaron un aumento en los niveles de ARNm tanto de
StAR como de CYP11A1l asi como de los niveles proteicos de StAR en el
grupo DRS (figura 21).
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Figura 21 : Efecto de la modificacién dietaria sobre los nive les de expresion de StAR y
CYP11A1l en la corteza adrenal. Los niveles de ARNm de StARy CYP11A1 fueron determinados por
RT-PCR de tiempo real (A). Los niveles proteicos de SAR y B-actina (B) fueron determinados por
inmunoblot en homogenatos de adrenal de ratas controles o alimentadas con sacarosa 30% en el
agua de bebida (DRS). En B) se muestra la cuantificacion de 3 experimentos independientes. Se

indica la media £+ SEM para n= 6. “'p<0,001 vs. el grupo control por el test t .

B descenso del peso adrenal y la disminucién en la sensibilidad a la
estimulacion aguda con ACTH podrian ser consecuencia de una alteracion
en los niveles de expresion del receptor de ACTH (MC2R) en la corteza
adrenal. H analisis de los niveles de expresion del MC2R por RT-PCR de
tiempo real mostré una disminucidon en los niveles de expresion de MC2R

en el grupo DRS comparado con el grupo control (figura 22).
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Figura 22: Efecto de la modificacion dietaria sobre los nivel es de expresion del receptor
de ACTH (MC2R) en corteza adrenal. Se determinaron los niveles de ARNm de MC2R y B-actina en

MC2R / B Actina
(unidades relativas)

ARN total obtenido de la corteza adrenal de ratas controles (C) o alimentadas con sacarosa 30% en
el agua de bebida (DRS) por RT- PCR de tiempo real. Se indica la media + SEM para n= 6. "p<0.001

vs. el grupo control por el test t .

Dado que la IR impacta sobre la corteza adrenal asocidndose con
cambios morfoldégicos y funcionales, se evalu6 el efecto de la misma sobre
los sistemas moduladores autécrinos y/ o paracrinos de la esteroidogénesis
adrenal. Como mencionamos previamente, uno de los sistemas
moduladores locales de la esteroidogénesis es el sistema de la 6xido
nitrico sintasa (NOS). Para analizar su rol en este modelo se evaluaron los
niveles de expresion de la isoforma inducible de la NOS (iNOS) y la
actividad de NOS total en homogenatos de adrenal en animales de los
grupos DRSy control. La figura 23 muestra que la dieta rica en sacarosa
produce un aumento en la expresion de la isoforma inducible de NOS asi

como de la actividad total de la NOS en la corteza adrenal.
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Figura 23: Niveles de expresion de las isoformas de la NOS y actividad de NOS en
corteza adrenal. (A) Se determinaron los niveles proteicos de iINOS 'y B actina, por inmunoblot, en
homogenatos de adrenal de ratas controles (C) y ratas alimentadas con sacarosa 30%en el agua de
bebida (DRS). En (B) se indica la actividad de NOS determinada segun se describe en la seccion de
Materiales y Métodos. Se indica la media + SEM para n= 6. “p<0.001 vs. el grupo control por el test
t.

Por otra parte, mediadores inflamatorios como las prostaglandinas
también son moduladores locales de la esteroidogénesis. Se evalud
entonces la expresion de laisoforma inducible de la ciclooxigenasa (COX-2)
en la corteza adrenal. Como se observa en la figura 24, los animales
tratados con la dieta rica en sacarosa presentaron un aumento en la

expresion de COX-2 respecto del grupo control.
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Figura 24: Niveles de expresion de COX-2 en corteza adrenal.  Los niveles proteicos de
COX-2 y de B actina fueron determinados por inmunoblot, en homogenatos de adrenal de ratas
controles (C) y de ratas alimentadas con sacarosa 30% en el agua de bebida (DRS). Se indica la

media + SEM para n=6. “p<0.001 vs. el grupo control por el test t.

Adicionalmente a las funciones antioxidantes atribuidas a la actividad
de hemooxigenasa, se ha demostrado que también funciona como
modulador local de la esteroidogénesis. La figura 25 muestra que los
animales del grupo DRS presentaron mayores niveles proteicos de HO-1

adrenal respecto al grupo control.
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Figura 25: Expresion de HO-1 en corteza adrenal. Se determinaron los niveles proteicos
de HO-1 y de B-actina, por inmunoblot, en homogenatos de adrenal de ratas controles (C) o
alimentadas con sacarosa 30%en el agua de bebida (DRS). Se indica la media + SEM para n= 6. “p<

0.001 vs. el grupo control por el test t.
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Las citoquinas han sido postuladas como moduladores autdcrinos y
/o paracrinos positivos de la esteroidogénesis. En particular, IL-1B y TNF-a
han demostrado ser capaces de inducir un aumento en la sintesis y
secrecion de glucocorticoides en células de la corteza adrenal tanto de
humanos como de roedores [40, 41]. En nuestro modelo se observo un
incremento en los niveles de expresion en la corteza adrenal de IL-18, TNF-
oy del marcador de macr6fagos F4/80 por RT-PCR en tiempo real (figura
26).

-9
[]

¢
E3 DRS

*kk

dedede

*k*k

(unidades relativas)
- 3]

ARNm/ g Actina ARNm

IL -1p TNF-q. F4/80

Figura 26: Expresion de IL1-3, TNF- ay F4-80 en corteza adrenal. Se muestran los niveles
de ARNm de IL-1B8, TNF-a y F4/80 normalizados con B-actina en corteza adrenal de ratas controles
(C) y de ratas alimentadas con sacarosa 30%en el agua de bebida (DRS) segun fueron determinados
por RT-PCR de tiempo real. Se indica la media + SEM para n= 6. “p< 0,001 vs. el grupo control por el
test t.
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EFECTOS DE LA ROSIGLITAZONA SOBRE EL DESARROLLO DE
INSULINORRESISTENCIA 'Y LOS CAMBIOS OBSERVADOS A NIV EL
ADRENAL EN ANIMALES ALIMENTADOS CON UNA DIETA RICA EN
SACAROSA

Las tiazolidinedionas (TZD) actuan como agonistas de la via PPARy, y
se han utilizado ampliamente como farmacos insulino-sensiblizadores
tanto en pacientes con IR o diabetes tipo 2, como en modelos animales de
IR.

Los siguientes experimentos se disefiaron con el fin de analizar el
efecto del tratamiento con rosiglitazona (RSG) en animales del grupo
control o DRS sobre la insulinorresistencia y sobre la morfologia y
funcionalidad adrenal. Se evalu6 el efecto sobre el peso corporal y los
depésitos lipidicos en estos animales luego de 7 semanas de co-
tratamiento.

Como se observa en la figura 27, la administracion de rosiglitazona
no evitd el aumento de peso corporal ni de los depdsitos lipidicos en los
animales del grupo DRS.
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Figura 27 : Peso corporal y de los depositos lipidicos. Se muestra el peso corporal (A) y
peso relativo promedio de los depositos lipidicos, en g/100g de peso corporal, mesentérico (B),
epididimal (C) y retroperitoneal (D) en animales de los siguientes grupos: controles (C), tratados con
rosiglitazona 4 mg/kg via oral (R), tratados con DRS (DRS) segln se indicé en materiales y métodos y
alimentados con DRSYy tratados con rosiglitazona (DRS + R). Se indica la media + SEM para n= 6, "p<

0.01; "p<0.01 vs. el grupo control por el test de Tukey.

Evaluamos a continuacion el efecto de la rosiglitazona sobre diversos
pardmetros metabdlicos. Como era de esperar, los resultados indicaron
que el tratamiento con rosiglitazona disminuyd significativamente los
niveles séricos de glucosa, insulina y triglicéridos en los animales
sometidos al tratamiento farmacoldgico con respecto a los del grupo DRS
(figura 28).
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Figura 28: Glucemia, insulinemia y trigliceridemia. Se determinaron los niveles de

glucosa (A), insulina (B) y triglicéridos (C) en el suero de animales controles (C), tratados con
rosiglitazona 4 mg/kg (R), que recibian la dieta suplementada con sacarosa (DRS) y que recibian
simultdneamente la dieta y la rosiglitazona (DRS + R). Se indica la media + SEM para n= 6. p< 0.05;

“p<0.001 vs. el grupo control y °p<0.05; °*p<0.001 vs. DRS, por el test de Tukey.

Bl tratamiento con rosiglitazona corrigié la respuesta de los animales
del grupo DRS en la prueba de tolerancia a la insulina. Los resultados
mostrados en la figura 29 indican que grupo DRS + R mostré una

sensibilidad a la insulina similar a la del grupo control.
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Figura 29 : Test de tolerancia a la insulina. Se realiz6é en los mismos grupos de animales
(C, R, DRSy DRS + R) segun se describe en Materiales y Métodos. En todos los grupos se determind la
glucemia en muestras obtenidas luego de 15, 30, 45 y 60 minutos de la inyeccion de insulina (0.75
ul/ml) (A). En (B) se muestra la pendiente de desaparicion de glucosa del suero. Se indica la media *
SEM para n=6. “p<0.001, "p<0.01 vs. el grupo control y, °°p<0.001,°p<0.01 vs. el grupo DRS, por
el test de Tukey.

Estos resultados indican que el co-tratamiento con rosiglitazona es
capaz de evitar el establecimiento de un estado de insulinorresistencia sin
modificar ni el peso corporal total ni el de los depésitos lipidicos.

Analizamos a continuacién los efectos de la rosiglitazona sobre las
alteraciones funcionales y morfolégicas a nivel adrenal, previamente
observadas en el grupo DRS.

Se examino el peso y la morfologia de las glandulas adrenales en los
animales de los grupos no tratados (C y DRS) y tratados con rosiglitazona
(Ry DRS + R). La figura 30 muestra que el tratamiento con R previno el

efecto de la dieta sobre el peso de las glandulas adrenales.
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Figura 30 : Peso de las glandulas adrenales. Se determind en animales de los grupos C, R,
DRS y DRS + R, ya descriptos en Materiales y Métodos. Se indica la media + SEM para n= 6. “p<
0,001 vs. el grupo control, °°p<0,001 vs. DRS, por el test de Tukey.

Por otro lado analizamos el efecto de la rosiglitazona sobre las
alteraciones morfoldgicas de la corteza adrenal, para lo cual realizamos la
coloracion topogréafica de tricromico de Masson. Como se observa en la
figura 31, el grupo co-tratado con dieta y rosiglitazona conservo el arreglo
trabecular y la morfologia caracteristica de la zona fasciculata de la corteza
adrenal de los animales controles (figura 31 A-D). Asimismo se observé
una disminucion en el nimero y el tamafio de espacios dejados por los

acumulos lipidicos (figura 31 E-H).
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Figura 31 : Tincién con tricromico de Masson de cortes de gland ula adrenal. Se
colorearon cortes de 5 um obtenidos de glandulas adrenales de animales controles (A y E), tratados
con rosiglitazona 4 mg/kg (By F), con la dieta (Cy G) y con ambos tratamientos (D y H). En los
paneles A-D la barra negra es igual a 10 um y en los paneles Ey H es igual a 5 ym. Las flechas
negras (D) muestran los espacios dejados por los depdsitos lipidicos.
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Para evaluar el efecto de la rosiglitazona sobre la acumulacion
lipidica intraadrenal se realizé una coloracion de Sudan lll de la zona
fasciculata y se midieron los niveles de triglicéridos y colesterol tisulares
en todos los grupos en estudio. Como se observa en la figura 32, el co-
tratamiento con rosiglitazona previno la acumulacion de lipidos asi como el
incremento del contenido de triglicéridos sin modificar el contenido de

colesterol adrenal observado en los animales del grupo DRS.
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Figura 32 : Acumulacién lipidica en la corteza adrenal. (A) Se indica la coloracion con

Sudan lll, de cortes de 5 um de adrenales de animales controles (panel A), tratados con rosiglitazona
4 mg/kg (panel B), alimentados con DRS (panel C) y co-tratados con DRSYy rosiglitazona (panel D). En
los paneles A-D la barra negra es igual a 5 um. En (E) se muestra el porcentaje de Sudan lll positivo
por cada 1000 /m? de area. En (F) se muestran los niveles de triglicéridos y colesterol determinados
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en homogenatos de corteza adrenal de los mismos grupos de animales que en A). Se indica la media
+ SEM para n= 6. “p< 0.001, “p<0.01 vs. el grupo control y*°p<0.001, °p<0.05 vs. el grupo DRS,
por el test de Tukey.

Dado que la rosiglitazona es un agonista PPARy, analizamos el efecto
del co-tratamiento sobre los niveles de ARNm de PPARy sobre uno de sus
genes blanco, CD36. Como muestra la figura 33, el tratamiento con
rosiglitazona previno el aumento en los niveles de expresién de PPARy y
disminuyo los de niveles de CD36 en la corteza adrenal de los animales

alimentados con DRS.
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Figura 33: Efecto de la rosiglitazona sobre la expresion de P PAR-yy CD36 en corteza
adrenal. Los niveles de ARNm de PPAR-y y CD36 fueron determinados como se describe en la
leyenda de la figura 30. Se indica la media + SEM para n= 6. “p<0.001 vs. el grupo control y
*°n<0.001 vs. el grupo DRS, por el test de Tukey.

Analizamos a continuacion el efecto del tratamiento farmacol6gico
sobre las alteraciones observadas en la funcionalidad adrenal. Para ello se
midieron los niveles basales de corticosterona sérica y se realiz6 la prueba
de estimulacion aguda con ACTH exo6gena. Los resultados obtenidos

indican que el tratamiento con RSG evité las modificaciones en ambos
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pardmetros que se encontraron en los animales alimentados con DRS

(figura 34).
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Figura 34: Corticosteronemia basal y prueba de estimulacion ¢ on ACTH. Se
determinaron por RIA los niveles de corticosterona basales A) y luego de la administracion de una
dosis de 0.4 Ul/ kg de ACTH (ensayo de estimulacion aguda) B) en el suero de animales controles (C),
tratados con rosiglitazona 4 mg/kg (R), con dieta (DRS) y con ambos tratamientos (DRS +R). En C) se
observa el area bajo la curva del ensayo de estimulaciéon aguda con ACTH. Seindica la media + SEM
para n=6. “p<0.001, "p<0.01, 'p< 0.05 vs. el grupo control y °p<0.001 vs. el grupo con DRS, por
el test de Tukey.

Bl analisis por RT-PCR en tiempo real indicé que el tratamiento con
rosiglitazona previno la modificacion en los niveles de mensajeros de SAR,

CYP11Al y MC2R generada por la modificacion dietaria (figura 35).
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Figura 35: Efecto de la rosiglitazona sobre la expresion de S tAR, CYP11Al y MC2R en la
corteza adrenal. Se determinaron los niveles de ARNm de StARy CYP11A1l (A) y de MC2R (B) por RT-
PCR en tiempo real sobre ARN total obtenido de la corteza adrenal de animales de los grupos ya
descriptos: C, R, DRSy DRS+ R. S indica la media + SEM para n=6. “p<0.001, 'jp<0.05 vs. el grupo
controly *“°p<0.001 vs. el grupo DRS, por el test de Tukey.

A continuacion analizamos el efecto de la rosiglitazona sobre los
sistemas moduladores autécrinos/ paracrinos de la esteroidogénesis
adrenal. Con ese fin, estudiamos los niveles de expresion de las isoformas
inducibles de la 6xido nitrico sintasa, la ciclooxigenasay la hemooxigenasa
(INOS, COX-2 y HO-1). Como se observa en la figura 36, el tratamiento con
rosiglitazona evitdé el aumento en la expresion proteica de iINOS, COX-2 y

HO-1 asi como el aumento en la actividad enziméatica de NOS.
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Figura 36: Efecto de la rosiglitazona sobre la expresién de i NOS, COX-2, HO-1 y la
actividad de NOS en la corteza adrenal. Se muestran los niveles de proteina de iNOS, COX-2 y HO-
1 (A-C) medidos por inmunoblot. La actividad de NOS (D) fue determinada como se describe en la
seccion de Materiales y Métodos. Se indica la media + SEM para n= 6. “p<0.001 vs. el grupo control,

*°n<0.001 vs. el grupo DRS, por el test de Tukey.

Por otro lado analizamos los niveles de ARNm de IL-1 B, TNFa y
F4/80 por PCR de tiempo real. Como se muestra en la figura 37, el
tratamiento con rosiglitazona impidié el aumento tanto de los niveles de
expresion de IL-1 B, TNF-a como F4/80.

NS
[]

folalel 3 c

w
1

B3 DRS
*kk B DRS +R

00 000

—

ARNm / 8 Actina ARNm
(unidades relativas)
n

(=]

IL 1B TNF-o F4/80

Figura 37: Efecto de la rosiglitazona sobre la expresion de | L-1 g, TNF-ay F4/80 e en
corteza adrenal. Los niveles de ARNm de IL-18, TNF-a y F4/80 fueron determinados como se
describe en Materiales y Métodos. Se indica la media + SEM para n= 6. “p<0.001 vs. el grupo

control, °°p<0.001 vs. el grupo DRS, por el test de Tukey.
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EFECTOS DEL EJERCICIO MODERADO

La implementacién de un régimen de ejercicio moderado ha probado
ser eficaz en favorecer la insulinosensibilidad tanto en pacientes como en
modelos animales de IR. En base a ello, se analiz6 su efecto en animales
controles y alimentados con una dieta enriquecida en sacarosa. En los
primeros experimentos se evalu6 el efecto de una rutina de ejercicio
moderado (ver Materiales y Métodos) sobre la evolucién del peso corporal y
de los depésitos lipidicos durante 7 semanas de tratamiento con una dieta
rica en sacarosa. Como se observa en la figura 38, el ejercicio evité el
aumento de peso corporal y de los depdsitos lipidicos en los animales que

recibieron la dieta enriquecida con respecto al grupo sedentario.
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Figura 38 : Efecto del ejercicio sobre el peso corporal y de lo s depdsitos lipidicos.  Peso
corporal (A), y peso relativo de grasas mesentérica (B), epididimal (C) y retroperitoneal (D) con
respecto al peso corporal en animales controles y animales que recibian la dieta suplementada con
sacarosa, con (E; DRS + E) o (C ; DRS) sin régimen de gjercicio. Se indica la media + SEM para n= 6.
“p<0.001, "p<0.01 vscontroly *p<0.01, °p<0.05 vs. DRS por el test de Tukey.

Los animales sometidos al régimen de ejercicio y a la modificacion
dietaria presentaron niveles de glucosa, insulina y triglicéridos séricos

comparables a los de los animales controles (figura 39).
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Figura 39: Efecto del ejercicio sobre la glucemia, insulinemi a y trigliceridemia. Se
determinaron los niveles de glucosa (A), insulina (B) y triglicéridos (C) en el suero de animales de los
grupos Cy DRScon (E DRS + E) o sin régimen de ejercicio (C, DRS). Se indica la media + SEM para n=
6. "p<0.01y “p<0.001 vs. el grupo control, *°p<0.01 y *°p<0.001 vs. el grupo con DRS, por el test de
Tukey.
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del sobre el estado de

insulinorresistencia, realizamos una prueba de tolerancia a la insulina. Los

Para evaluar el efecto ejercicio
resultados indicaron que el grupo sometido al protocolo de ejercicio y dieta
mostré una sensibilidad a la insulina similar a la del grupo control, lo que
sugiere que el protocolo de ejercicio impidio el establecimiento del estado

de insulinorresistencia (figura 40).
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Figura 40: Test de tolerancia a la insulina. Se realizé la prueba como se describe en

Materiales y Métodos tomando muestras de sangre luego de 15, 30, 45 y 60 minutos de la inyeccién
de insulina (dosis 0.75 Ul/ml) en animales de los grupos Cy DRS con (E DRS + E) o sin régimen de
gjercicio (C, DRS). Se muestran los niveles de glucosa séricos (A) y la pendiente de desaparicion de
glucosa (B). Se indica la media + SEM para n= 6. "p<0.01 vs. el grupo control, °°p<0.001 vs. el grupo

DRS, por el test de Tukey.

Una vez establecida la eficacia del tratamiento, se analizaron los
efectos del ejercicio sobre las alteraciones funcionales y morfoldgicas
previamente observadas a nivel adrenal en el grupo DRS. Para ello se
examing, en primera instancia, el peso de las glandulas adrenales de los
grupos sedentarios (C y DRS) y los grupos sometidos al régimen de
ejercicio (C +Ey DRS + E). La figura 41 muestra que el ejercicio atenud el

efecto de la dieta sobre este parametro.
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Figura 41 : Peso de las glandulas adrenales. Se indica el peso de las glandulas adrenales
en los mismos grupos de animales descriptos en Materiales y Métodos. Se muestra la media + SEM
para n= 6. "p<0.01 vs. el grupo control, p<0.01 vs. el grupo DRS, por el test de Tukey.

Como se mostré previamente, la administracion de una DRS produce
una disrupcién del arreglo trabecular, acumulacion de lipidos y en
particular de triglicéridos a nivel de la zona fasciculata de la corteza
adrenal. Para evaluar si el régimen de ejercicio afectaba estos parametros
se realizdé un andlisis histogquimico de cortes de corteza adrenal mediante
la coloracion con tricrdmico de Masson y Sudan Il que permitié evaluar la
topografia de la glandula y la presencia de lipidos neutros en el tejido.
Asimismo se midieron los niveles de triglicéridos y colesterol en
homogenatos adrenales. Como se observa en la figura 42 y 43, el régimen
de ejercicio previno las alteraciones morfolégicas asi como la acumulacion
de lipidos neutros en la corteza adrenal y el incremento de los niveles de
triglicéridos en la adrenal en los animales que recibieron la dieta

enriquecida en sacarosa sin alterar los niveles de colesterol adrenales.
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Figura 42 : Tincién con tricromico de Masson de cortes de gland ula adrenal. Se

colorearon cortes de 5 pum obtenidos de glandulas adrenales de animales controles (A y BE),
ejercitados (By F), con la dieta (Cy G) y con la dieta + ejercicio (D y H). En los paneles A-D la barra
negra es igual a 10 um y en los paneles E -H es igual a 5 yum. Las flechas negras (D) muestran los
espacios dejados por los depdsitos lipidicos.
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Figura 43 : Efecto del ejercicio sobre la acumulacion de lipidos en la corteza adrenal. En

(A-D) se muestran la coloracion con Sudan Ill de cortes de corteza adrenal (5 pm; 600X) de animales
controles y de los que recibieron la dieta suplementada con sacarosa sometidos al régimen de
ejercicio (E (panel C); DRS + E (panel D)) o (C (panel A); DRS (panel B)) sedentarios. En (E) se muestran
la cuantificacion del porcentaje de area Sudan Il positivo en el area corticoadrenal y en (F) los
niveles de triglicéridos y colesterol determinados en homogenatos adrenales obtenidos de los
mismos grupos experimentales. Se indica la media + SEM para n= 6, “p< 0,001 vs. el grupo control,
*°p<0,001 vs. el grupo con DRS, por el test de Tukey.
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Luego analizamos el efecto el ejercicio sobre los niveles de expresiéon
de PPARy y uno de sus genes blanco CD36. H ejercicio evité el aumento en
la expresién de PPARy pero estimulé el aumento de la expresién de CD36

en los animales que recibian la dieta con sacarosa (figura 44).
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Figura 44: Efecto del ejercicio sobre los niveles de ARNm de PPAR-y y CD36 en corteza
adrenal. Se determinaron los niveles de ARNm de PPAR-y y CD36 RT-PCR en tiempo real realizada
sobre ARN total obtenido de los grupos C, DRS, E, DRS + E Se indica la media + SEM para n= 6, "p<
0,001, "p< 0,01 vs. el grupo control; *p<0,001 y *p<0,01 vs. el grupo con DRS por el test de
Tukey.

Para analizar el efecto del ejercicio sobre la funcionalidad adrenal, se
midieron los niveles de corticosterona basal y se realiz6 una prueba de
estimulacion aguda de la esteroidogénesis adrenal con un pulso de ACTH
exogeno (figura 45). Como puede observarse en la figura, el régimen de
ejercicio evitd los cambios en los niveles basales de corticosterona en
sangre (medidos en horas de la mafiana) y en la respuesta al estimulo

agudo de ACTH de los animales del grupo DRS.
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Figura 45: Efecto del ejercicio sobre la corticosteronemia ba sal y la prueba de ACTH.
Se determinaron los niveles de corticosterona séricos basales (A) y luego de una dosis de 4 Ul/kg de
ACTH (ensayo de estimulaciéon aguda) (B) en animales de los grupos C, DRS, DRS+ Ey E En C) se
observa el area bajo la curva del ensayo de estimulacién aguda con ACTH Se indica la media + SEM
para n= 6, “p< 0,001, "p< 0,01 vs. el grupo control; °°p<0,001; °°p<0,01 vs. el grupo DRS, por el
test de Tukey.

Luego evaluamos por PCR en tiempo real los niveles de mensajero
de StAR y CYP1l1Al, proteinas clave en la regulacion de la
esteroidogénesis, y los niveles de expresién del receptor de ACTH (MC2R)
en la corteza adrenal. La figura 46 muestra que el ejercicio evitdo las
modificaciones en los niveles de expresion de SAR, CYP11Al y MC2R

observadas en los animales alimentados con la dieta rica en sacarosa.
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Figura 46: Expresion de StAR, CYP11Al y MC2R en corteza adre nal. Se determinaron
los niveles de ARNm de StAR, CYP11A1l (A) y MC2R (B) por RT- PCR en tiempo real sobre ARN total
obtenido de corteza adrenal de ratas de los grupos C, E, DRSy DRS + E. Se indica la media + SEM
paran=6, “p<0,001 vs. el grupo control y °*p<0,001 vs. el grupo DRS, por el test de Tukey.

Posteriormente analizamos el efecto del ejercicio sobre los sistemas
modulatorios de la esteroidogénesis adrenal. La figura 47 muestra que el
ejercicio también evité el aumento en los niveles de expresion de iNOS,

COX-2 y HO-1 asi como en la actividad de NOStotal en la corteza adrenal.
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Figura 47: Expresion de COX-2, HO-1 y actividad de NOS en cor teza adrenal (A-C) Se
determinaron los niveles proteicos de COX-2, HO-1y B8 actina por inmunoblot y (D) la actividad
enzimatica de NOS en homogenatos de corteza adrenal de animales de los grupos C, E, DRSy DRS +
E Se indica la media + SEM para n= 6, “p< 0,001, "p< 0,01 vs. el grupo control; °°p<0,001 vs. el
grupo DRS, por el test de Tukey.

Analizamos los niveles de ARNm de IL1-, TNF-a y F4/80 por RT-PCR
en tiempo real. Como muestra la figura 48, el ejercicio evitd el aumento

tanto de IL1-B, TNF-a y F4/80 en los animales alimentados con DRS.
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Figura 48: Efecto del ejercicio sobre los niveles de ARNm de IL-18, F4/80 y TNF-a en
corteza adrenal. Se determinaron los niveles de ARNm de IL1-3, TNF-a y F4/80 por RT-PCR en
tiempo real realizada sobre ARN total obtenido de los grupos C, DRS, E, DRS + E Se indica la media
+ SEM para n= 6, “p< 0,001, "p< 0,01 vs. el grupo control; *°p<0,001 y °p<0,01 vs. el grupo con
DRS, por el test de Tukey.
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Los resultados obtenidos en el presente trabajo indican que ratas
Wistar macho adultas alimentadas con una dieta rica en sacarosa (DRS)
desarrollan un estado de insulinorresistencia (IR) acompafiado por cambios
morfoldgicos en la corteza adrenal. Mas aln, estos animales presentan una
disfuncién adrenal con mayores niveles basales de glucocorticoides séricos
y una menor respuesta esteroidogénica a la ACTH exdgena.

Diversos estudios han demostrado que las dieta ricas en sacarosa
generan un profundo impacto en la acumulacion y distribucién de reservas
energéticas tanto en humanos como en animales [129-131]. La sacarosa
proveniente de la dieta es hidrolizada a fructosa y glucosa en el intestino.
La fructosa generada es metabolizada principalmente en el higado
incorporandose a la via glucolitica luego del paso regulatorio de la misma,
por lo que se convierte rapidamente en piruvato y finalmente en &cidos
grasos libres (AGL). Estos AGL, tras ser esterificados formando TG, son
empaquetados en lipoproteinas junto a colesterol en distintas proporciones
y pasan finalmente a la circulacion formando parte principalmente de las
VLDL. Los TG de las lipoproteinas son hidrolizados por la actividad de
lipoproteina lipasa y captados, esterificados y almacenados
fundamentalmente en el tejido adiposo.

En nuestro modelo experimental, los animales que recibieron 30%de
sacarosa en el agua de bebida presentaron, por comparacién al grupo
control, un mayor consumo calérico en todas las semanas analizadas a
pesar de disminuir la ingesta de alimento balanceado (datos no
mostrados). Este aumento de las calorias consumidas (fundamentalmente
hidratos de carbono simples), resulté en un incremento en el peso de los
depésitos lipidicos (desde la 5 semana) y en el peso corporal (desde la 7™
semana) de estos animales.

En cuanto a los lipidos circulantes, los niveles séricos de TG en los
animales del grupo DRS fueron significativamente mayores desde las
primeras semanas de tratamiento, mientras que los niveles de colesterol

no-HDL (analizados en la 7° semana) también fueron superiores a los del
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grupo control. En forma analoga se ha demostrado que un aumento en la
ingesta de fructosa produce mayores niveles de colesterol no-HDL y TG
tanto en humanos como en roedores [132, 133].

También, Lindqvist et al. demostraron un incremento en el consumo
caldrico, que relacionaron con el aumento en el peso corporal, en ratas
alimentadas con sacarosa (239 en el agua de bebida durante dos semanas
[134]. Sin embargo, en condiciones semejantes, otros autores observaron
gue el incremento del consumo cal6rico no afectaba el peso corporal [135].

Independientemente del efecto de la dieta sobre el peso corporal,
existe consenso en la bibliografia en que este tipo de dieta genera un
aumento significativo en el peso de los depdésitos lipidicos y en los niveles
sanguineos de TGy acidos grasos libres en estos animales [129, 134].

En nuestro modelo experimental, los animales mostraron niveles
circulantes incrementados de glucosa e insulina en todas las semanas
analizadas: la instauracion del estado de insulinorresistencia fue
confirmada por la prueba de tolerancia a la insulina realizada en la séptima
semana de tratamiento.

En este sentido, diversos autores han demostrado que el consumo de

dietas con alto contenido de sacarosa genera IR[136-138].

EFECTOS DE LA DIETA RICA EN SACAROSA SOBRE LA MORFOLOGIA Y
FUNCIONALIDAD ADRENAL

Dado que se ha postulado la existencia de una relacion entre la
generacion de IR y alteraciones en la regulacion de la produccion y/o el
metabolismo de los glucocorticoides [67, 139] decidimos estudiar la
morfologia y la funcionalidad de la corteza adrenal en este modelo animal
de IR

B examen macroscépico de las glandulas adrenales de los animales
del grupo DRS indic6 una leve atrofia, ya que tanto su tamafio como su

peso fueron significativamente menores al los de sus correspondientes
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controles. Resultados similares se  encuentran en animales
hipofisectomizados o en tratamiento con glucocorticoides exdégenos [140].
B andlisis histoquimico también indic6 cambios en la morfologia de la
corteza adrenal con una disrupcién en la disposicién trabecular de la zona
fasciculata, sin efectos aparentes sobre el grosor de la capa. H tejido
obtenido de los animales del grupo DRS mostré6 una marcada infiltracion
por lipidos neutros, concentrados en gotas lipidicas con niveles
incrementados de TG, sin observarse cambios en el contenido de colesterol
tisular.

Como ya se menciond, diversos autores demostraron que la
alimentacién con dietas ricas en sacarosa genera un aumento considerable
en la sintesis de TG hepaticos asi como un aumento de los AGL circulantes,
de la acumulacion de lipidos en el tejido adiposo (principalmente
abdominal) y de los depdsito ectopico de TG, por ejemplo en higado
(esteatosis no alcohdlica) y muasculo [141, 142]. Al igual que en otros
tejidos, en la corteza adrenal, una oferta de acidos grasos que sobrepase
las necesidades energéticas del tejido puede ocasionar un incremento en la
sintesis local de TGy en su depdsito tisular. A su vez, esta acumulacion de
acidos grasos como TG, podria cumplir un rol de proteccién contra los
efectos deletéreos ejercidos por los acidos grasos libres o por metabolitos
como el diacilglicerol, las ceramidas, etc. [22, 143]. En nuestro
conocimiento no hay evidencias previas publicadas en relacion a la
acumulacién ectopica de lipidos en la corteza adrenal de ratas alimentadas
con dietas ricas en sacarosa.

Como se discutira mas adelante, nuestros resultados muestran que
los animales alimentados con DRS expresan en la corteza adrenal mayores
niveles de PPARy y de uno de sus genes blanco (CD36 o FAT) en relacién a
los controles correspondientes. Es posible que los acidos grasos per se (0
alguno de sus metabolitos) actuen como ligandos enddgenos de PPARy en
la corteza adrenal de ratas tratadas con DRS, como fue descripto por Guan

et al. [144]. La activacion de PPARy en la corteza adrenal, en el contexto del
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estado de IR, podria resultar en la induccion de genes involucrados en la
lipogénesis, como el del transportador de acidos grasos de cadena larga de
la membrana plasmatica (FAT/CD36), contribuyendo asi a la acumulacién
lipidica observada en el tejido adrenocortical. Alternativamente, el estado
de inflamacion crénica resultante de la generacién de IR podria contribuir
al depésito ectdpico de lipidos [145].

En cuanto al efecto de la dieta sobre la funcion adrenocortical,
observamos un aumento significativo en los niveles de corticosterona basal
sérica (medidos durante la mafana) en los animales del grupo DRS. Esta
alteracion ha sido previamente descripta tanto en modelos genéticos de IR
como en los inducidos por la dieta: en particular, dietas altas en grasa
correlacionan positivamente con niveles aumentados de corticosterona en
ratas [146, 147]. Esto podria deberse a una alteracion en el metabolismo
de la corticosterona en tejidos periféricos [148-151] o a la hiperactivacion
del eje hipotadlamo-hipofisario con produccidén de niveles suprafisioldgicos
de ACTH, como ha sido previamente descripto en pacientes con
IR/ obesidad central [152, 153].

B aumento en la expresion de StARy CYP11Al, dos proteinas clave
involucradas en las primeras etapas de la esteroidogénesis, sugiere una
mayor sintesis basal de glucocorticoides en la corteza adrenal [154-156]. Si
bien nuestras evidencias no permiten descartar la contribucion del eje
HHA, la hipotrofia de las glandulas adrenales de los animales del grupo
DRS que a su vez muestran una menor expresion del receptor de ACTH
(MC2R) nos lleva a buscar una explicacién alternativa, mas alla de la
participacion de la ACTH, para justificar el incremento de los niveles
basales de corticosterona séricos en nuestro modelo experimental.

Kristiansen et al. demostraron que la insulina era capaz de ejercer un
efecto directo aumentando los niveles de expresion de ARN mensajero de
3BHSD y CYP17 asi como incrementando los niveles de produccion de

cortisol en cultivo primario de células adrenocorticales humanas [78]. En
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base a esto no podemos descartar que la insulina sea al menos en parte
responsable del aumento en la expresién de las proteinas clave de la
esteroidogénesis.

Otros factores que podrian afectar la esteroidogénesis adrenal son
los acidos grasos y otros metabolitos lipidicos que pueden generarse en la
corteza adrenal en los animales con IR [157, 158]. También se ha
relacionado a las prostaglandinas y a otros productos de la actividad de
COX-2 con la estimulacién de la esteroidogénesis adrenal [159] y en trabajo
recientes de nuestro laboratorio analizamos el rol modulatorio de la
actividad de COX-2 como promotor de la esteroidogénesis en la corteza
adrenal [55]. En este sentido, los animales del grupo DRS mostraron un
aumento en los niveles expresion de COX-2 a nivel adrenal lo que permite
sugerir la participacion de COX-2 en la modulacién de la esteroidogénesis
basal en este modelo de IR,

Dado que se ha demostrado la presencia de células del sistema
inmune en la corteza adrenal, el efecto de citoquinas generadas
localmente tampoco deberia ser descartado [160]. En particular, nuestros
resultados muestran que existe un aumento en el marcador F4/80,
expresado en forma selectiva por los macréfagos maduros, y en la
expresion de citoquinas proinflamatorias como IL-18 y TNF-a en la corteza
adrenal de los animales del grupo DRS. Se ha sefialado ademas que la
esteroidogénesis adrenal puede ser modificada por diversas citoquinas y
adipoquinas circulantes [161-164]. La disminucion en los niveles de
adiponectina descripta en pacientes con insulinorresistencia [165], podria
contribuir al aumento en los niveles de corticosterona basal y al
incremento en la expresion de StAR y CYP11Al observada en nuestro
modelo animal, ya que, en diversas lineas celulares adrenales esta
adipoquina inhibe la secrecion de esteroides, tanto basal como estimulada
por ACTH [166, 167].
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En cuanto a los sistemas modulatorios locales de la esteroidogénesis
adrenal, en trabajos previos de nuestro laboratorio demostramos el rol del
oxido nitrico y de la actividad de HO-1 como moduladores negativos de la
esteroidogénesis adrenal [45, 48]. En concordancia, el NO generado por el
incremento de la actividad de NOS, posiblemente a expensas del aumento
en la expresion de iNOS y asi como el incremento de HO-lpodrian
participar del sistema de control de la esteroidogénesis basal permitiendo
el establecimiento de un nuevo “set point” para este parametro. Este nuevo
punto de equilibrio establecido, si bien es mayor que el de los
correspondientes controles, le permitiria mantenerse dentro de limites
determinados por los mecanismos homeostasicos descriptos.

Dado el incremento observado en los niveles de corticosterona basal
de los animales sometidos a la DRS, el hecho de que los mismos presenten
una respuesta disminuida al ACTH exdgena podria ser visto como algo
incongruente. Esta aparente contradiccion puede ser explicada por el
hecho de que, como demostramos, los animales DRS presentan menores
niveles de expresion de MC2R en la corteza adrenal. Los resultados
obtenidos no nos permiten establecer los mecanismos por los cuales se
produciria ese efecto, asi como tampoco descartar efectos deletéreos
derivados de la infiltracién lipidica de la glandula o de cambios en los
mediadores sistémicos asociados en el estado de IR. Estos cambios son
capaces de llevar a la muerte celular (por ejemplo por apoptosis) y se
ponen de manifiesto cuando el sistema debe responder a una estimulacién

hormonal maxima.

Como se ha descripto previamente, se ha asociado la IR a un estado
inflamatorio sistémico crénico [168]. Teniendo en cuenta que, tanto la
iINOS como la COX-2 se inducen por la accion de endotoxinas y de
citoquinas proinflamatorias (por ejemplo IL-1 y el TNF-a) participando asi
en procesos anti-microbianos y en respuestas de citotoxicidad e

inflamatorias, los resultados obtenidos permiten sugerir que la corteza
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adrenal no escapa a este estado general proinflamatorio. En este sentido,
el incremento en la expresion de ambas enzimas y asi como de las
citoquinas proinflamatorias TNF-a e IL1-f a nivel de la corteza adrenal
podria relacionarse con el desarrollo de un proceso inflamatorio a nivel
local. Asimismo, el rol antioxidante de la HO-1 inducida en la corteza
adrenal de estos animales funcionaria, por su rol antioxidante, como

mecanismo de citoproteccion.
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EFECTOS DE LA ROSIGLITAZONA

La rosiglitazona es una tiazolidinediona (TZD) que actla como
agonista de alta afinidad de los receptores PPAR-y [82]. La activacion de la
via de PPARy produce, tanto en modelos animales como en humanos, una
mejoria en diversos parametros asociados con el estado de IR caracteristico
de la obesidad, la diabetes tipo 2, la hipertensién y el sindrome de ovario
poliquistico [169, 170].

En nuestro modelo experimental, el tratamiento con rosiglitazona
(RSG) no evité la ganancia de peso corporal ni el incremento de los
depésitos de tejido adiposo en los animales del grupo DRS. Estos
resultados son similares a los obtenidos tanto en pacientes con IR como en
modelos animales [171] y han sido relacionados con una mayor expresion
de los receptores PPARy en tejido adiposo. Esto concuerda con que entre
los principales efectos de las TZDs se puede mencionar la promocion de la
diferenciacion de preadipocitos a adipocitos, la redistribucién del tejido
adiposo del compartimiento visceral al subcutaneo, el aumento de la
captacion de glucosa por el tejido adiposo y la disminucién significativa de
los niveles de acidos grasos libres del plasma [95].

Por otra parte, asi como se ha descripto en otros modelos animales
[172, 173], la RSG disminuyd los niveles de glucosa, insulina 'y TG séricos,
revelando una atenuacion en el estado de IR inducido por la DRS. En ese
sentido, el tratamiento farmacoldgico evitdo también la alteracién en la
respuesta a la prueba de tolerancia a la insulina en nuestro modelo animal.

En cuanto a los efectos a nivel adrenal, nuestros resultados indicaron
gue el tratamiento con RSG evité la disminucion en el peso, los cambios
morfoldgicos y la infiltracién lipidica observada en las glandulas adrenales
de los animales alimentados con DRS. Estos resultados podrian ser
atribuidos al efecto sistémico de la droga en la reduccién de la
disponibilidad de acidos grasos en circulacién y por lo tanto también de la

acumulacién de grasa ectopica [174, 175].
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Sumado a los efectos ya descriptos en la introduccion sobre
pardmetros metabdlicos e inflamatorios caracteristicos del estado de IR, la
RSG también podria ejercer un efecto directo a nivel adrenal ya que
demostramos la expresién de los receptores PPARy en la corteza adrenal,
en forma analoga a lo encontrado en corteza adrenal humana normal
[176], en tumores adrenocorticales y en la linea celular adrenocortical
H295R. La induccién por RSG del transportador de acidos grasos CD36,
gen blanco de la activacibn de PPARy, avala la funcionalidad de estos
receptores en el tejido adrenal.

Dado el efecto de la actividad de la via PPARy sobre el metabolismo del
tejido adiposo, cambios en los niveles de este receptor podrian participar
de la patogénesis del sindrome metabdlico. En ese sentido se ha
demostrado una disminucién en los niveles de PPARy en el tejido adiposo
visceral en modelos murinos de diabetes [177, 178].

En forma opuesta, en nuestro modelo experimental encontramos un
incremento en los niveles de expresién de PPARy en la corteza adrenal de
los animales tratados con DRS, lo que podria asociarse con la estimulacién
del depédsito ectdopico de lipidos en el tejido adrenal. Sin embargo, los
animales tratados simultaneamente con RSG mostraron una disminucién en
los niveles de PPARy adrenales con respecto a los animales DRS; dado que
los animales controles sometidos al tratamiento farmacolégico no
presentan este cambio, es probable que efectos sistémicos de la droga
relacionados con la reduccion de la IR contribuyan a la modificacion de la
expresion del receptor a nivel adrenal.

En diversos sistemas y condiciones la activacion de PPARy también se
ha relacionado con efectos antiinflamatorios y antiproliferativos, asi como
también de arresto del ciclo celular y proapoptéticos [179]. Si bien
resultados preliminares indican que el tratamiento con RSG no afectd
marcadores de proliferacion en el tejido adrenal (datos no mostrados), el

estudio de estos efectos junto con la determinacion de los mecanismos
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involucrados en la induccion de PPARy en la corteza adrenal de los
animales con DRS queda aun por dilucidar.

En cuanto a la funcién adrenal, el tratamiento con RSG evit6 el
incremento en los niveles basales de corticosterona séricay en la expresion
de StARy CYP11A1l observada en el grupo DRS. Estos efectos podrian ser
secundarios a la disminucién en la captacién de acidos grasos libres, a la
formacion de mediadores lipidicos y/o a la acumulacion lipidica en la
corteza adrenal. Alternativamente podrian deberse al efecto de las TZDs
sobre los niveles circulantes de adipoquinas y citoquinas (aumentando los
niveles de adiponectina y disminuyendo los de TNF-a) que se han
observado tras la administracibn de RSG tanto en pacientes como en
modelos animales de IR[180].

La disminucion en los niveles del marcador de macrofagos F4/80, en
la expresion de INOS, COX-2, TNFo e IL-1B y en la actividad de NOS
detectados a nivel adrenal resalta los efectos antiinflamatorios del farmaco
gue podrian también contribuir a la normalizacién de la esteroidogénesis
adrenal. En ese sentido existen evidencias sobre el efecto inhibitorio de la
RSG en la expresion de los niveles tanto de ARNm como proteicos de iNOS
(en tejido adiposo) e IL1-B (en macrofagos y fibroblastos de pulmén) [181-
183].

En animales controles, el tratamiento con RSG incrementd la
producciéon de esteroides tanto en condiciones basales como luego de la
estimulacion por ACTH, con un aumento en los niveles de ARNm de SAR,
CYP11Al y MC2R. Estos efectos podrian resultar de la accion directa de la
RSG a nivel adrenal ya que se han obtenido resultados similares en células
adrenales humanas (H295R) incubadas con RSG [177]. Teniendo en cuenta
estos efectos de la RSG se sugiere que en este modelo de IR predomina la
estimulacion de vias regulatorias alternativas (por sobre la activacién de

PPARYy) cuya consecuencia es una disminucién en los niveles de expresion
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de MC2R, como la observada en la corteza adrenal de los animales co-
tratados con DRSy RSG.
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EFECTOS DEL EJERCICIO MODERADO

La actividad fisica es uno de los pilares para el tratamiento de
pacientes con diabetes mellitus, y, junto a las modificaciones del plan de
alimentacién, constituye la herramienta terapéutica fundamental para las
personas que presentan obesidad, acompafada o no por el sindrome
metabodlico. H efecto benéfico del ejercicio sobre el control glucémico, el
perfil lipidico y la insulinosensibilidad ha sido validado en numerosos
estudios [184-187]. El ejercicio promueve un incremento en el gasto
caldrico general y una disminucién en los niveles de TG séricos lo que lleva
a un descenso en el peso corporal total y de los depdsitos lipidicos. Se ha
demostrado que bajo un régimen de ejercicio moderado el tejido muscular
estriado desarrolla una serie de adaptaciones para la mejor utilizacién de
los acidos grasos, provenientes de hidrdlisis de los TG almacenados en el
tejido adiposo. En este sentido, el mayor aporte de acidos grasos al
musculo es la hidrélisis de los TG almacenados en el tejido adiposo,
fundamentalmente visceral. Como consecuencia de los cambios descriptos
a nivel del muasculo y del tejido adiposo se produce entonces una
disminucién en los niveles sanguineos de glucosa, AGL, TG, insulina y asi
como también de citoquinas inflamatorias lo que lleva a un incremento en
la insulinosensibilidad sistémica [104, 188].

En este sentido, la implementacién del régimen de ejercicio
moderado en los animales alimentados con DRS evitd el aumento de peso
corporal asi como el de sus depésitos lipidicos. También impidi6 el
aumento de los niveles de glucosa, insulina y TG séricos y evitd el
desarrollo de IR (evaluada por medio de una prueba de tolerancia a la
insulina) manteniéndose este parametro en niveles comparables a los de
los animales controles.

En cuanto al efecto del ejercicio a nivel adrenal, nuestros resultados
indican que el mismo previno la disminucion del peso adrenal, los cambios

morfolégicos de la zona fasciculata y la infiltracién lipidica observada en
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los animales “sedentarios” alimentados con DRS. Nuevamente estos efectos
pueden ser consecuencia de la disminucién en la disponibilidad de &cidos
grasos y TG en la circulaciéon. Con respecto a la expresion de PPARy como
factor de transcripcion relacionado con el metabolismo de lipidos, nuestros
resultados indican que el ejercicio evita el incremento en los niveles de
PPARy a nivel adrenal. Sin embargo, en cuanto a su gen blanco, CD36, el
ejercicio incrementd sus niveles tanto en los animales controles como en
los alimentados con DRS.

Es reconocido el papel del tejido muscular en el metabolismo de los
combustibles como AGL y glucosa, de los cuales es un consumidor mas o
menos avido dependiendo de las distintas situaciones funcionales. Sin
embargo, estudios recientes indican que el musculo estriado actla ademas
como un tejido endécrino secretando hormonas polipeptidicas
biolégicamente activas y citoquinas (denominadas mioquinas) que
participan de la modulacién de distintos procesos, entre ellos metabdlicos
e inflamatorios, en tejidos no musculares [189]. En particular, Seldin et al
han demostrado que la mionectina (CTRP15), cuya produccion en el
musculo es incrementada por el ejercicio, aumenta la captacion de acidos
grasos en adipocitos y hepatocitos induciendo la expresion de genes
involucrados en estos mecanismos (como CD36, FABP, etc) [190]. Este
mecanismo podria explicar, al menos en parte algunos efectos del ejercicio
en la regulacién sistémica del metabolismo en tejidos diferentes al
musculo esquelético. En particular, los efectos de esta mioquina (u otras
similares) podrian explicar el incremento en los niveles de CD36 observado
en la corteza adrenal de los animales sometidos al protocolo de ejercicio.
Resta por analizar la funcion de CD36 en el tejido adrenal, ya que no se
observa una infiltracion lipidica significativa en los animales tratados con
DRS y ejercicio. En ese sentido también se ha propuesto a CD36 como
parte de la familia de receptores scavenger de LDL oxidadas y de

productos avanzados de la glicosilacién entre otros [191-193].

101



Discusion: Capitulo Il

Los efectos del ejercicio sobre el peso, la estructura y los depdsitos
lipidicos adrenales correlacionaron con la disminucion en los niveles de
expresion de SAR y CYPL1Al y de corticosterona sérica hacia valores
homélogos a los de los controles. Los animales sometidos al protocolo de
ejercicio (grupos Ey DRS + E) mostraron ademas niveles de expresion de
MC2R vy una respuesta a la estimulacién aguda con ACTH similares a la de
los animales del grupo control sedentario. En ese sentido, Campbell et al.
propusieron que el ejercicio desencadena una serie de adaptaciones de la
glandula adrenal generando una etapa transitoria de hipersensibilidad
(primeras 2 semanas) donde se incrementan los niveles basales de
corticosterona y la respuesta a la ACTH exdgena en forma simultanea con
un aumento en los niveles del receptor de ACTH MC2R y de la proteina
SAR. Sin embargo, a largo plazo (8 semanas) estas diferencias se atenldan
y no hay cambios en los parametros mencionados con respecto a los
animales del grupo sedentario [194]. En base a estas evidencias, se sugiere
que la prevencion por el ejercicio del efecto de la DRS sobre la funcién
adrenal, se debe principalmente a efectos sistémicos asociados al mismo.

En este sentido, se ha demostrado que el ejercicio moderado induce
una disminucién en los niveles circulantes de cortisol y una atenuacién
general del estado inflamatorio [195, 196] y que disminuye los niveles
sanguineos de acidos grasos libres y de mediadores inflamatorios como
TNF-a, IL-6, etc.[197, 198]. En nuestro modelo experimental encontramos
que el ejercicio también modifica el perfil inflamatorio y antioxidante
adrenal. En particular, observamos que el ejercicio evité tanto el aumento
en los niveles de COX-2, HO-1 e iNOS como en la actividad total de NOS 'y
produjo un descenso en los niveles de expresion de F4/80, de TNF-a y de
IL-13 a nivel adrenal. Dado que estos sistemas/ mediadores también
modulan la esteroidogénesis adrenal, el ejercicio también podria regular la

produccion de glucocorticoides a través de este mecanismo.
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En conclusién, el régimen de ejercicio moderado previno los cambios
morfolégicos y funcionales de la corteza adrenal en los animales
alimentados con DRS. Esto podria ser consecuencia de la normalizacién de
parametros bioquimicos sanguineos relacionados con la IR (glucemia,
trigliceridemia, insulinemia, aumento en AGL y citoquinas proinflamatorias)
pero también de la generacion de mediadores hormonales por el tejido

muscular [189].
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Los resultados presentados en este trabajo demuestran que la
administracién a ratas de sacarosa al 30%en el agua de bebida genera en
forma temprana (ya a las tres semanas) un estado de insulinorresistencia
(IR) sistémico, que fue confirmado por la deficiente respuesta a la
administracién de insulina, luego de siete semanas de tratamiento. Dados
el incremento en el contenido calérico de la ingesta de estos animales y la
elevada proporcion de carbohidratos simples, estos animales muestran, en
forma paralela al desarrollo de la IR, un incremento en el peso corporal y
de los depdésitos lipidicos y en los parametros bioquimicos asociados
(glucemia, insulinemia, trigliceridemia y niveles de colesterol- no HDL).

Se ha sugerido que alteraciones en la secrecion y/o accién de los
glucocorticoides podrian contribuir a los cambios somaticos y bioquimicos
observados en pacientes y en modelos animales de IR. En ese sentido el
objetivo de este trabajo de tesis fue evaluar morfologia y funcién
adrenocorticales en el modelo de IRinducida por una dieta rica en sacarosa
(DRS).

De acuerdo a nuestros resultados los animales con IR muestran una
disminucién significativa en el tamafio y el peso de sus glandulas
adrenales, una desorganizacién en la disposicion de las células
esteroidogénicas de la zona fasciculata y un incremento del tamafio y
nimero de gotas lipidicas en el tejido (acumulacién de triglicéridos).
Postulamos que dicha infiltracién lipidica podria deberse a que ante la
mayor oferta de acidos grasos que acompafia al estado de IR, se produciria
un desbalance entre los mecanismos de captacion y de utilizacién de los
acidos grasos que llevarian a un incremento del depésito de triglicéridos y
a la generacién de mediadores lipidicos citotéxicos que pueden promover
la apoptosis celular. Este mecanismo podria explicar, al menos en parte,
los cambios morfolégicos observados en las glandulas adrenales de los

animales con IR. Por otra parte, la generacion de mediadores lipidicos
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también podria desencadenar un cuadro inflamatorio local con incremento
de la expresion de iINOSy COX-2 (posiblemente via estimulacion de NFkB)
mientras que el aumento del aporte de combustibles podria generar estrés
oxidativo, con la consiguiente induccion de los sistemas de citoproteccion,
como el de la HO-1.

Por otro lado, sugerimos que estos cambios locales, en conjuncion
con el incremento de adipoquinas, citoquinas u hormonas circulantes
influyen significativamente sobre la esteroidogénesis adrenal (expresion de
proteinas como SARY CYP11Al) y la secrecion basal de corticosterona. A
su vez, niveles basales incrementados de glucocorticoides exacerbarian la
IR sistémica, generando un circuito reverberante cuyos efectos deletéreos
podrian llevar al desarrollo de patologias como, por ejemplo, la diabetes
mellitus tipo 2. B dafio tisular inducido por los mecanismos descriptos y/o
la disminucion de la expresion de los receptores MC2R serian responsables
de la respuesta insuficiente ante el estimulo hormonal suprafisiolégico
realizado con ACTH exdégena

Finalmente  estudiamos el efecto de dos tratamientos
insulinosensibilizadores reconocidos: la administracion de rosiglitazona
(una tiazolidinediona) y el entrenamiento con un régimen de ejercicio
moderado. En ambos casos, la intervencién, que fue aplicada en forma
simultanea con la modificacion de la dieta, previno los cambios
morfoldgicos y funcionales observados a nivel adrenal en los animales que
recibieron la DRS.

Los resultados obtenidos tras la aplicacién de estos tratamientos
insulinosensibilizadores con distinto mecanismo de accion apoyan, por un
lado la existencia de una relacién causal entre el desarrollo de
insulinorresitencia y la aparicion de cambios morfofuncionales a nivel de la
corteza adrenal de los animales sometidos a la manipulacién dietaria. Por
otro lado, mediante la normalizacion de los niveles de distintos
metabolitos y mediadores circulantes, y también posiblemente por efectos

directos a nivel adrenal, la insulinosensibilizacién lograda ya sea mediante
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un método farmacoldgico o bien a través del incremento de la actividad
fisica evita la generacién de una hipercosticosteronemia basal cronicay sus
efectos deletéreos asociados, y permite asimismo, la conservacién de la
respuesta fisioldégica al estrés.

En suma, la ingesta de una dieta rica en sacarosainduce el
establecimiento de un estado de IR sistémico que coexiste con cambios
morfolégicos en la corteza adrenal y con niveles basales elevados de
glucocorticoides circulantes. Si bien los experimentos realizados no
permiten establecer si la generacién de IR precede a la disfuncién
adrenal, la respuesta al tratamiento insulinosensibilizador, y sobre todo al
incremento de la actividad fisica, sugiere fuertemente la existencia de
una relacion causal entre ambos fendmenos. En cualquier caso, se concluye
gue la IR en estos animales cursa con hipercorticosteronemia basal, lo que
posiblemente acentle el cuadro de IR sistémica, contribuyendo al
desarrollo de alteraciones cardiovasculares (hipertensién)y metabdlicas
(diabetes mellitus tipo 2), entre otras. Teniendo esto en cuenta, es evidente
que la prevencion de la IR deberia ser un objetivo médico principal en las
sociedades modernas, tanto desde el punto de vista sanitario como
economico. En ese sentido, los resultados presentados en esta tesis
demuestran que la alimentacion rica en carbohidratos simples, un
componente de uso creciente en la dieta occidental, genera IRy cambios
morfofuncionales en la corteza adrenal, mientras que el ejercicio fisico
moderado, una estrategia terapéutica efectiva para el cuidado de la salud
en general, mitiga tanto las alteraciones metabdlicas como

corticoadrenales ligadas a la IR
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