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RESUMEN

La obesidad se considera actualmente una de las enfermedades cronicas de mayor importancia
a nivel mundial, tanto por su alta prevalencia en la poblacion como por su asociacion con
multiples comorbilidades que afectan negativamente la salud de los individuos que Ilas
padecen. La etiopatogenia de la obesidad es compleja y multifactorial, pero la malnutricion
por exceso de consumo de lipidos y carbohidratos explica la mayor parte de la prevalencia en
la poblacion. Se encuentra fuertemente asociada al sindrome metabodlico, el cual abarca un
conjunto de factores de riesgo que predisponen el desarrollo de enfermedad cardiovascular y
diabetes mellitus tipo 2, tales como la obesidad visceral, hipertension arterial, dislipidemia y
anormalidades en el metabolismo de la glucosa.

En un trabajo reciente realizado en nuestro laboratorio se probd que el aceite de rosa
mosqueta (Rosa rubiginosa) que se caracteriza por ser una fuente rica de acido a-linolenico
(ALN), precursor que se bioconvierte en &cido eicosapentaenoico (EPA) y docosahexaenoico
(DHA), y altos niveles de alfa y gamma tocoferoles, polifenoles y fitoesteroles, previene el
desarrollo de la obesidad, la resistencia a la insulina, la inflamacion hepética y sistémica y la
esteatosis hepética en un modelo murino alimentado con dieta alta en grasas (DAG). Sin
embargo, los hallazgos encontrados no revelan el papel que juega cada uno de los
componentes de la rosa mosqueta (RM), y estudiar los componentes mayoritarios, como los
tocoferoles, es primordial para dilucidar el rol en la proteccion contra los parametros del
sindrome metabdlico.

En este trabajo se estudi6 como los alfa y gama tocoferoles disminuyen el desarrollo de
alteraciones del higado y del tejido adiposo visceral: hipertrofia de los adipocitos, esteatosis
hepética, y ademés la disminucion de pardmetros de inflamacion y estrés oxidativo en ratones
machos C57BL/6J inducidos por una dieta alta en grasa. El disefio experimental consistio en
ratones divididos en cinco grupos (n=9), alimentados con dieta control (DC) o con DAG,
suplementados 0 no con tocoferoles (TF), durante 12 semanas. Ademas, un grupo alimentado
con DAG y suplementando con aceite de RM sin tocoferoles, DAG+RM(-).

La alimentacion con DAG aumentd significativamente el peso corporal, el peso del tejido
adiposo y el tamafio de los adipocitos e indujo esteatosis hepatica, junto con elevar los niveles
de expresion de citoquinas pro-inflamatorias (TNF-a, [L-1p), efectos que disminuyeron
significativamente en los animales DAG+T. Entre estos grupos no se observaron cambios en
la expresion del factor de transcripcion Nrf2.

Se concluye que la suplementacion alimentaria de una mezcla de alfa y gama tocoferoles (1:5)
disminuy6 significativamente la hipertrofia del tejido adiposo visceral, la esteatosis hepatica,
y marcadores de la inflamacion en ratones alimentados con una dieta alta en grasa.
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ABSTRACT

Obesity is currently considered one of the most important chronic diseases worldwide, both
due to its high prevalence in the population and its association with multiple comorbidities that
negatively affect the health of individuals who suffer from them. The etiopathogenesis of
obesity is complex and multifactorial, but malnutrition due to excess consumption of lipids
and carbohydrates accounts for most of the prevalence in the population. It is strongly
associated with the metabolic syndrome, which encompasses a set of risk factors that
predispose the development of cardiovascular disease and type 2 diabetes mellitus, such as
visceral obesity, hypertension, dyslipidemia and abnormalities in glucose metabolism.

In a recent work carried out in our laboratory it was proved that rosehip oil (Rosa rubiginosa)
is characterized as a rich source of a-linolenic acid (ALN), a precursor that bioconverts into
eicosapentaenoic acid (EPA) and docosahexaenoic acid ( DHA), and high levels of alpha and
gamma tocopherols, polyphenols and phytosterols, prevents the development of obesity,
insulin resistance, hepatic and systemic inflammation and hepatic steatosis in a murine model
fed a high-fat diet (DAG ). However, the findings do not reveal the role played by each of the
components of the rose hip (MRI), and study the major components, such as tocopherols, is
essential to elucidate the role in protecting against the metabolic syndrome parameters.

In this work we studied how alpha and gamma tocopherols decrease the development of liver
and visceral adipose tissue alterations: adipocyte hypertrophy, hepatic steatosis, and also the
decrease of inflammation and oxidative stress parameters in male C57BL / 6J induced mice
for a diet high in fat. The experimental design consisted of mice divided into five groups (n =
9), fed control diet (DC) or with DAG, supplemented or not with tocopherols (TF), for 12
weeks. In addition, a group fed with DAG and supplemented with RM oil without tocopherols,
DAG + RM (-).

Feeding with DAG significantly increased body weight, adipose tissue weight and adipocyte
size and induced hepatic steatosis, along with raising the levels of expression of pro-
inflammatory cytokines (TNF-a, IL-1pB), effects that decreased significantly in the DAG + T
animals. Among these groups no changes were observed in the expression of the transcription
factor Nrf2.

It is concluded that dietary supplementation of a mixture of alpha and gamma tocopherols (1:
5) significantly decreased visceral adipose tissue hypertrophy, hepatic steatosis, and markers
of inflammation in mice fed a high-fat diet.

Xii



1. INTRODUCCION

1.1 Obesidad y sindrome metaboélico

La obesidad se considera actualmente una de las enfermedades crénicas de mayor
importancia a nivel mundial, tanto por su alta prevalencia en la poblaciébn como por su
asociacion con multiples comorbilidades que afectan negativamente la salud de los
individuos que las padecen. Se ha transformado en un problema de salud publica muy
importante en el mundo occidental: En Estados Unidos, por ejemplo, se estima que
alrededor del 66% de los sujetos adultos sufren de sobrepeso y un 32% de éstos son obesos
(1), encontrdndose en Chile valores muy similares de un 67% de sobrepeso, 32,1% de
obesidad en hombres y 28,9% de obesidad en mujeres (2). La etiopatogenia de la obesidad
es compleja y multifactorial debido a la multitud de factores genéticos, metabdlicos,
endocrinologicos y ambientales que influyen en su origen y desarrollo, pero la malnutricion
por exceso de consumo de lipidos y carbohidratos explica la mayor parte de la presencia de
esta condicion clinica en la poblacion, estableciéndose ademés la expansion del tejido
adiposo visceral producto de la malnutricion como uno de los factores determinantes en la
asociacion de la obesidad con las alteraciones fisiopatoldgicas que la acompafian (3). Se
encuentra fuertemente asociada al sindrome metabdlico, término que abarca un conjunto de
factores de riesgo que predisponen el desarrollo de enfermedad cardiovascular y diabetes
mellitus tipo 2, dentro de los cuales se encuentran la obesidad visceral, hipertension arterial,
dislipidemia y anormalidades en el metabolismo de la glucosa, donde la resistencia a la
insulina (RI) juega un rol fundamental como denominador comin en la etiopatogenia de
este sindrome (4). La RI se define como la respuesta inadecuada de los tejidos periféricos
(higado, tejido adiposo y muisculo esquelético) a los efectos fisioldgicos de la insulina
circulante en sangre, siendo esta disminucion en la sensibilidad a la hormona responsable
de la reduccion en la captacion de glucosa a nivel sistémico, falla en la inhibicion de la
produccion de glucosa en higado e incapacidad de la insulina para inhibir la lipolisis en el
tejido adiposo visceral (1). La RI y la obesidad son generalmente provocadas por una

condicion excesiva de nutrientes atribuible a un desequilibrio entre la ingesta de energia, el



gasto y el almacenamiento. Es importante mencionar que el higado y el tejido adiposo en
forma conjunta participan en la mantencion de la homeostasis de la glucosa y de los lipidos
a través de la secrecion de varios factores humorales y/o neuronales (5). Debido a las
importantes funciones que cumple la hormona insulina en la regulacion de la homeostasis
energética, es primordial estudiar y entender la patogénesis de la RI para guiar el desarrollo
de futuras terapias destinadas al tratamiento de las alteraciones que conforman el sindrome

metabolico (1).

1.2 Estrés oxidativo e inflamacién en el desarrollo de resistencia a la insulina

Muchos de los mecanismos moleculares y fisiopatoldgicos que acompafian al desarrollo de
Rl no se encuentran completamente dilucidados. Sin embargo, hay aspectos generales, y
una de sus caracteristicas mas importantes es que estd asociada con un aumento en el
tamafio del tejido adiposo como evento primario, lo que se acompafia con un aumento
progresivo en el estado proinflamatorio y de estrés oxidativo que altera el funcionamiento
normal de tejidos periféricos como el higado y musculo esquelético, dado el alto grado de
interaccion que existe entre estos tejidos en la regulacion de la homeostasis energética.
También se ha establecido que la obesidad y resistencia a la insulina se encuentran
asociadas al desarrollo de un estado de estrés oxidativo cronico, como consecuencia del
desbalance entre la produccion de especies reactivas de oxigeno, tales como el radical
superdxido (Oz), el peréxido de hidrogeno (H2O-), el radical hidroxilo (OH), el 6xido
nitrico (NO) y el peroxinitrilo (ONOO?) junto con la disminucion de las defensas
antioxidantes, lo que genera dafio de macromoléculas, muerte celular y alteracién en la
funcion normal de los tejidos encargados de preservar la homeostasis energética y
fisiolégica (6). Se ha demostrado incluso, en algunos modelos in vitro e in vivo, que el
aumento en el estado rédox celular reflejado en incrementos en la expresion de enzimas
implicadas en la generacion de especies reactivas de oxigeno a nivel de tejido adiposo y
hepético, precede al desarrollo de RI e inflamacion sistémica (5).

Inflamacién en tejido adiposo visceral y resistencia a la insulina: Con respecto al tejido

adiposo visceral, se ha descrito a la inflamacion crénica de bajo grado en este tejido como
un componente importante en el desarrollo de RI, la cual se gatilla en primer lugar por la

expansion del tejido adiposo visceral debido al aumento tanto en el tamafio (hipertrofia)



como en el ndmero (hiperplasia) de los adipocitos. En el tejido adiposo, la desregulacion en
la produccion de adipoquinas conduce a un estado de RI que esta intimamente ligado con la
obesidad (4). Ademas, se ha descrito que hay un aumento en la infiltracién de macrofagos
en el tejido adiposo en expansion, lo que contribuye al aumento en el estado inflamatorio
cronico de este tejido al haber una elevacion en la produccién de citoquinas como:
Interleuquina (IL) 1B, y 6, factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), resistina, entre otras;
adipoquinas (adiponectina, leptina), entre otros factores responsables de la inflamacion
cronica. La presencia de una respuesta inflamatoria acumulativa en el tejido adiposo puede
jugar un rol causal en diversas entidades clinicas como RI, intolerancia a la glucosa,
dislipidemia, diabetes tipo 2 y esteatosis hepatica no alcohdlica (7). Ademas, las
adipocitoquinas  pro-inflamatorias IL-1p, TNF-o, IL-6 llegan al higado a través de la
circulacion sanguinea y afectarian negativamente la sefializacion normal del receptor de
insulina en los hepatocitos (8). Por otra parte, cambios metabolicos en el funcionamiento de
los adipocitos determinan que éstos disminuyan su capacidad para almacenar triglicéridos,
por lo que el exceso de acidos grasos que no puede almacenar los adipocitos se comienzan
a acumular en 6rganos que no estan disefiados para almacenar grandes cantidades de éstos,
tales como el higado y musculo esquelético, fendbmeno conocido como acumulacion
ectopica de acidos grasos. En estas condiciones, cuando se saturan la capacidad de
metabolizacion y almacenamiento de estos Grganos se genera una respuesta toxica conocida
como lipotoxicidad, la cual conlleva a la acumulacion de metabolitos especificos tales
como ceramidas y diacilglicerol, capaces de alterar la funcion normal de los receptores de

insulina  (8)

Sindrome _metabdlico e higado graso: La RI se definia anteriormente desde una perspectiva

glucocéntrica, considerandose la glucotoxicidad como la principal causa de dafio, pero se
sabe actualmente que elevados niveles de acidos grasos también contribuyen al desarrollo
de esta patologia (9). Ademas, a nivel hepatico existe una relacion intima entre Rl y el
desarrollo de esteatosis hepéatica no alcohdlica (EHGNA), a tal punto que se considera a
esta patologia como la manifestacion del sindrome metabolico en el higado (10, 11). En

condiciones normales la insulina impide la liberacion de acidos grasos en el tejido adiposo



al inhibir la accion de la lipasa sensible a hormonas (HSL), enzima encargada de la
hidrolisis de los triglicéridos (TAG) almacenados en los adipocitos. En este sentido, se ha
demostrado que una disminucion en la respuesta a la insulina activa a la HSL como
consecuencia de la incapacidad de esta hormona para inhibir su accion, lo que induce la
lipdlisis de los TAG almacenados en los adipocitos e incrementa el flujo de acidos grasos
libres desde la periferia hacia el higado, donde éstos son captados (12). Los acidos grasos
libres en exceso pueden ser transportados fuera de los hepatocitos hacia tejidos
extrahepaticos, pero sélo ocurre en una pequefia fraccidn por lo que el resto se acumula
como TAG en el higado en forma de gotas de lipidos dentro de los hepatocitos (13). Por
otro lado, elevados niveles de glucosa estimulan por retroalimentacion [-pancreatica un
aumento compensatorio en la secrecion de insulina. Como consecuencia de esta
hiperinsulinemia, hay un estimulo en la actividad de factores de transcripcion de tipo
lipogénicos y aumenta tanto la sintesis como la captacion de &cidos grasos,
redirecciondndose el destino de los acidos grasos libres hacia la sintesis de TAG
intrahepética (14). Se ha descrito el desarrollo de RI hepética en ratas alimentados con
DAG durante solo 3 dias, lo que se explica porque el aumento en el contenido hepatico de
diacilglicerol induce la translocacion de la proteina quinasa Ce (PKCeg) a la membrana
plasmética, siendo esta proteina capaz de inhibir la actividad del dominio quinasa
intracelular del receptor de insulina, con lo que en consecuencia se reduce la fosforilacion
de IRS2, disminuye la actividad de PI(3)K y disminuye la fosforilacion de Akt2,
afectandose la capacidad de la insulina para activar la sintesis de glucdgeno e inhibir la
gluconeogénesis (10, 15). La sobrecarga de acidos grasos en el higado se asocia con tasas
altas de P-oxidacion a nivel mitocondrial e incremento en la generacion de especies
reactivas de oxigeno, explicAndose de esta forma el aumento en los parametros
relacionados con el estrés oxidativo y la disminucion en el potencial antioxidante
observados en el higado de pacientes obesos con esteatosis. Simultineamente, la ingesta
sostenida y excesiva de hidratos de carbono digeribles estimula directamente la lipogénesis,
y el aporte permanente de glucosa al plasma eleva los niveles de insulina circulantes (16),
lo que permite establecer una relacion directa entre obesidad y RI.

Existen diversos factores de transcripcion rédox-sensibles, cuya modulacion incide de

forma relevante en la patogénesis de la resistencia a la insulina, entre los cuales se



encuentran NF-kB, JNK, APl, p38 MAPK, entre otros factores y citoquinas que

insensibilizan la via de transduccion de sefiales comandada por el receptor de insulina.

En un trabajo reciente realizado en nuestro laboratorio se probd que el aceite de rosa
mosqueta (Rosa rubiginosa) que se caracteriza por ser una fuente rica de acido a-linolénico
(ALN), precursor que se bioconvierte en 4&cido eicosapentaenoico (EPA) vy
docosahexaenoico (DHA), y altos niveles de Vitamina E (alfa y gamma tocoferoles),
polifenoles y fitoesteroles, previene el desarrollo de la obesidad y la esteatosis hepéatica en
un modelo murino alimentado con DAG. Los ratones alimentados con DAG vy
suplementados con aceite de RM presentaron bajos niveles de expresion de citoquinas pro-
inflamatorias (IL-1p y TNF-a), bajos niveles de expresion de marcadores de oxidacion de
acidos grasos como ‘receptores de activacion de proliferacion de peroxixomas (PPAR-a)
(33%), la enzima acil-coenzima oxidasa (ACOX1) (50%), el factor de transcripcion NRF2
(39%), y bajas concentraciones de proteinas HO-1 (68%). Ademas de un menor porcentaje
de grasa visceral (34%) y glucosa en sangre (29%) comparados con ratones DAG no
suplementados con RM. El potencial antioxidante de la RM se le atribuye
fundamentalmente a sus componentes como el alto contenido de acido a-linolenico,
precursor de EPA y DHA compuestos con comprobados efectos antioxidantes,
antiinflamatorios, insulinosensibilizadores y antiesteatoticos. El aceite de RM posee
ademas un alto contenido de alfa y gama tocoferoles, un potente antioxidante, que podria
estar jugando un rol importante en el efecto protector que presenta este aceite. Un estudio
realizado en nuestro laboratorio demostré que la administracion de aceite de RM sin
tocoferoles [RM(-)] en ratones DAG no previno la esteatosis hepatica, la hipertrofia de los
adipocitos, el estrés oxidativo y el estado inflamatorio en los adipocitos; en contraste a
estudios anteriores en ratones DAG suplementados con aceite de RM (17). Lo que hace
interesante estudiar el rol de los tocoferoles presentes en el aceite de RM de manera
independiente. Por tanto, el presente trabajo consiste en evaluar el mecanismo de
proteccion que poseen los alfa y gama tocoferoles, en un modelo murino, alimentado con
una DAG vy suplementado con aceite vegetal que presenta alto contenido de tocoferoles

comerciales en las concentraciones en que se encuentra en el aceite de la RM.



1.3 Tocoferoles (Vitamina E) y su rol como antioxidante

Los tocoferoles son compuestos organicos que presentan varios fenoles metilados los que
actllan como vitamina E. Existen 8 formas de vitamina E, de los cuales, cuatro de ellos son
tocoferoles. Todos presentan un anillo cromanol, un hidroxilo que puede donar un atomo de
hidrogeno para reducir los radicales libres y una cadena lateral hidrofobica que permite la
penetracion del compuesto en las membranas biologicas. La propiedad fundamental de los
tocoferoles es proteger los acidos grasos poliinsaturados de las membranas y de otras
estructuras de la peroxidacion lipidica, actuando entonces como antioxidante. La forma
preferente que se absorbe y se acumula en el cuerpo humano es el alfa tocoferol (18).
Estudios clinicos han demostrado la accion antioxidante de la vitamina E en pacientes
obesos con esteatohepatitis no alcohdlica (NASH). Dentro de ellos se encuentra el estudio
PIVENS, un estudio multicéntrico, doble ciego, controlado por placebo; el cual se evalud la
mejoria histoldgica en 247 pacientes no diabéticos con NASH, los cuales recibieron una
dosis diaria de 800 Ul de vitamina E, el medicamento mostré una mejoria en los niveles de
aminotransferasas, reduccion en la esteatosis e inflamacion lobular comparada al placebo.
La resolucion de la NASH en los pacientes que recibieron la vitamina E fue atribuido a la
disminucién del balonamiento hepatocelular. (19)

En otro estudio, Mota y colaboradores en el afio 2011, demostraron la prevencion de la
obesidad y la disminucién de los niveles de produccién de citocinas en un modelo murino
alimentado con wuna DAG suplementado con tocoferoles y estimulados con
lipopolisacaridos (LPS); los investigadores concluyeron que la vitamina E disminuyé la
ganancia de peso en los ratones en un 48%, y redujo los niveles de IL-6 en un 61% en el
tejido adiposo epidermal, mientras que los de IL-10 se mantuvieron. Estos resultados
demostraron la importancia de la vitamina E en controlar el estado inflamatorio de los
adipocitos en ratones alimentados con una DAG (20).

En el presente trabajo se evaluara la accion protectora que podria presentar los tocoferoles
al dafio oxidativo, la esteatosis hepatica y obesidad en un modelo murino alimentado con

DAG Yy suplementado con tocoferoles a las concentraciones en que se encuentra en la RM.



2. HIPOTESIS

Los alfa y gama tocoferoles comerciales a las concentraciones que se encuentran en el
aceite de Rosa Mosqueta disminuyen el desarrollo de alteraciones en el tejido adiposo
visceral y hepatico y parametros de inflamacion y del estrés oxidativo en ratones C57BL/6J

alimentados con una dieta alta en grasa.

3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL:

Estudiar el efecto de los alfa y gama tocoferoles en el desarrollo de alteraciones hepaticas y
del tejido adiposo visceral, ademas de parametros de la inflamacion y del estrés oxidativo

inducidos por una dieta alta en grasa, en un modelo murino.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Determinar el efecto de la administracion oral de una mezcla de alfa y gama tocoferoles

comerciales en ratones alimentados con una dieta alta en grasa en:

1. Alteraciones en el tejido adiposo visceral, mediante histologia y medicion de tamafio de
los adipocitos (hipertrofia).

2. Alteraciones en el tejido hepatico, mediante histologia y contenido total de trigliceridos
hepéticos.

3. Cambios en parametros de inflamacion y estrés oxidativo en tejido hepatico y adiposo, a
través de la determinacion de la expresion de citoquinas proinflamatorias (TNF-alfa e IL-
1B), una de accion anti-inflamatoria (IL-10), y la expresion del factor de transcripcion Nrf;

mediante PCR en tiempo real.



4. METODOLOGIA

4.1 Animales de experimentacion

Se utilizaron para cada grupo experimental, elegidos aleatoriamente, ratones machos Mus
musculus de la cepa C57BL/6J (Bioterio Central, Facultad de Medicina, Universidad de
Chile) con un peso inicial de 10-12 gr., los que recibieron agua ad libitum y se mantuvieron
con ciclos de Iluz/oscuridad de 12 horas bajo temperatura ambiental controlada. Los
protocolos de manejo de animales de experimentacion fueron aprobados por el comité de
Bioética sobre investigacion en animales de la Facultad de Medicina de la Universidad de

Chile (c4digo CBA#0639 FMUCH). Se anexa carta de aprobacion en la presente memoria.

4.2 Disefio experimental

El modelo consider6 cuatro (5) grupos experimentales, los cuales se asignaron de forma
aleatoria, cada grupo presentd un n=9, el cual se calculd con la siguiente formula:

_ 2(Za+Zp)%(DS)?
n= q2

Intervalo de confianza = 95%

Z,= 1,96 (intervalo de confianza de 95%).

Zg = 1,282 (poder estadistico del 90%).

DS =1 (desviacion estandar maxima).

d: 1,5 (diferencia en el valor promedio de HOMA-IR entre dieta control y alta en grasa).

Los 5 grupos experimentales, separados segln dieta y suplementacién dietaria fueron los

siguientes:

Grupo A: Dieta control (DC)
Grupo B: Dieta control mas administracion oral de tocoferoles (DC+TF)

Grupo C: Dieta alta en grasa (DAG)



Grupo D: Dieta alta en grasa mas administracion oral de aceite de RM sin tocoferoles

[DAG+RM(-)]

Grupo E: Dieta alta en grasa més administracion oral de tocoferoles (DAG+TF)

Los grupos A y B se alimentaron con una dieta normal certificada, que contiene un 10% de

las calorias totales como grasa, 70% como carbohidratos y 20% como proteinas, y aporta

todos los requerimientos nutricionales que necesita el raton. Para los grupos C y D se

utilizé una dieta alta en grasa certificada, la cual aporta el 60% de las calorias como grasa,

20% como carbohidratos y 20% como proteinas, ademas de contener cantidad suficiente de
todos los demas nutrientes (tabla 1). (Research Diet INC. Rodent Diet whit 60% Kcal%
fat. Product data D12492. USA).

Tabla 1. Composicién nutricional y aporte caldrico de la dieta control experimental y la dieta alta en grasa

Dieta control

Dieta alta en grasa

Macronutrientes Total % g Total % kcal Total % g Total % kcal
Proteinas 19.2 20 26 2 20
Carbohidratos a6r.3 70 263 20
Lipidos 4.3 10 349 &0
Total 100 100
kcalig 3,85 5,24

Ingredientes G kcal G kcal
Proteinas

Caseina 200 a800 200 a800
L-Cistina 3 12 3 12
Carbohidratos

Maicena 315 1260 0 0
Maltodextrina 34 140 125 500
Sacarosa 350 1400 8.8 2752
Lipidos

Aceite de soya 25 2245 25 225
IManteca de cerdo 20 180 245 2205
Fibra

Celulosa 50 0 50 0
Vitaminas y minerales

Mix de minerales 310026 10 0 10 0
Fosfato dicalcico 13 0 13 0
Carbonato de calcio 55 0 545 0
Citrato de potasio 16.5 0 16.5 0
Mix de vitaminas V10001 10 40 10 40
Bitartrato de colina 2 0 2 0
Colorantes

Tartrazina 0.05 0

Colorante azul 0.05 0
Total 1055,05 4057 773.85 4057




Los grupos suplementados con aceite de RM(-) y TF (0,07 mg/ml de a-tocoferol y 0,35

mg/ml de y-tocoferol) recibieron dosis orales diarias de 0,01 ml.

El tratamiento se extendi6 durante 12 semanas. Al finalizar el experimento se obtuvieron
las muestras de sangre, higado y tejido adiposo visceral para su posterior analisis. Para ello,
los animales se anestesiaron mediante inyeccion intramuscular de 200 ul de una mezcla de
15 ul de xilacina y 30 ul de ketamina mas 155 ul de agua destilada. Posterior a la sedacion,
se realizd puncion cardiaca, utilizando agujas tipo tuberculina recubiertas con una solucion
de EDTA, para obtener alrededor de 800 ul de sangre. Las muestras de sangre se
centrifugaron inmediatamente a 600 g por 10 minutos y posteriormente se separd el plasma
y se congeld a -20°C. Las muestras de higado y tejido adiposo visceral, se pesaron en
balanza analitica y se almacenaron a -80°C. El disefio experimental se muestra en la figura
1.

’-"'\ Ratones macho C57BL/6J
Dosis: 0,01 mL/ g de peso/ dia

Alta en grasas+
Control Control + Alta en grasas Aceite de RM sin Alta en grasas+
(CD) Tocoferoles (DAG) Tocoferoles Tocoferoles
(CD+TF) (DAG+TF)
. \ [
Higado ) Tejido Plasma
adiposo sanguineo
)
: ggﬁ::g;a (Blygh y Dyer) v Histologia +  Test toleranciaa la glucosa
. Citoquinas (TNF-a, ILA, . ::lifc?g)umas (TNF-a, IL-1B, + Contenidode TG
IL-10) « Colesterol

«  Estrés oxidativo (Nrf2) © Bt odeien LU

Figura 1 Representacion esquematica del disefio experimental utilizada en este estudio
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4.3 Determinacion de los parametros generales del estudio

4.3.1 Determinacion de laingesta alimentaria

Durante todo el estudio se evalud la ingesta alimentaria con el fin de evaluar el nivel de
tolerancia a las dietas, asi como tambien determinar posibles variaciones en los niveles de

ingesta por parte de los animales de cada grupo.

4.3.2 Determinacion de peso corporal, higado y grasa visceral

Al comenzar el estudio se registraron los pesos corporales de todos los ratones en
experimentacion. Durante todo el estudio se registrd el peso corporal de los ratones
diariamente y al finalizar el estudio y después que se sacrificaron los animales se
obtuvieron el peso de la grasa visceral e higado en una balanza analitica. Para la obtencion

del porcentaje de grasa visceral se calculd la razon tejido adiposo/peso corporal final.

4.3.3 Determinacién de glicemia basal, triglicé ridos y colesterol total en plasma.

Para la obtencion de la glicemia basal, se utilizo el kit comercial Accu-chek active (Roche)
gue mide glicemia en sangre. Para ello, los ratones en experimentacion se mantuvieron en
ayuna durante 4-6 horas, luego se obtuvo la muestra de sangre de cada raton mediante la
escision del extremo de la cola y se colocd una gota de sangre en el centro de la tira
reactiva introducida en el monitor de control de glicemia, que arrojé el resultado.

Por otra parte, las mediciones de triglicéridos y colesterol en plasma se realizaron
utiizando el kit comercial mediante método enzimatico (Wiener) siguiendo las

indicaciones del fabricante.
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4.4 Evaluacion de la histologia del tejido adiposo y hepatico

Se utilizd microscopia Optica para analizar cortes del tejido adiposo e higado previamente
fijados en formaldehido (10%) incluidos en parafina y tefidos con hematoxilina-eosina.
Esta técnica fue realizada por un Tecndlogo Médico de la mencion de Morfofisiopatologia
y Citodiagnostico. De los cortes de tejido adiposo y hepatico se registraron 10 imagenes de
cada muestra a 40X. Para la medicién del &rea media de los adipocitos en cortes del tejido
adiposo, se utilizo el programa Image J. Mientras que para el conteo de hepatocitos con

esteatosis se requirio del anélisis de un Tecnélogo Médico.

4.5 Determinacion de acidos grasos hepaticos totales

El contenido de lipidos totales presentes se obtuvo cualitativamente mediante la técnica de
Bligh y Dyer modificada (Bligh and Dyer, 1959). Para ello, se homogeneizaron 500 mg de
tejido hepatico en frio, luego se adicionaron cloroformo y metanol en una relacion 2:1 viv,
junto con BHT como antioxidante. Para obtener una mejor separacion de las fases organica
y acuosa, se adiciond MgChL 0,5 N. Luego, se centrifugaron las muestras a 1500 g por 5
min. de lo cual se recuperé la fase organica (cloroformo), en donde se encuentran
solubilizados los lipidos. Esta etapa de recuperacion de lipidos se repiti6 3 veces.
Finalmente, las muestras se concentraron mediante evaporacién del cloroformo con

nitrdgeno gaseoso Y se refrigeraron a -20 grados.

4.6 Niveles de expresion en tejido hepético y adiposo de TNF-a. IL-1p, IL10 'y Nrf2

La medicion de los niveles de expresion de las citoquinas TNF-a. IL-1B, IL10 y el factor de
transcripcion Nrf2 se realizd mediante qPCR (Reaccion en cadena de la polimerasa en
tiempo real). Para esto, primeramente se realizd la extraccion de RNA de las muestras del
tejido adiposo y hepatico utilizando el kit E.ZN.A extraccion RNA (Omega Bio-tek)

siguiendo las indicaciones del fabricante.
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Luego, a partir del aislado de RNA total de las muestras, se procedié a la sintesis de cDNA
utilizando el kit SuperScriptt™ cDNA Synthesis (Invitrogen) siguiendo las indicaciones del
fabricante.

Finalmente, se realizd la cuantificacion relativa de los transcritos de las citoquinas y el
factor de transcripcion ya mencionados utilizando la sonda Sybr-Green. Los cebadores
forward 'y reverse que se utilizaron son los  siguientes: TNFa  (5°-
TATGGCTCAGGGTCCAACTC-3’ y 5’-GCTCCAGTGAATTCGGAAAG-3’), IL-1p (5°-
GGGAAACAACAGTGGTCAGG-3’ yv 5-GAGCTGTCTGCTCATTCACG-3’), IL-10 (5°-
TGAGGCGCTGTCGTCATCGATTTCTCCC-3” y 5’- ACCTGCTCCACTGCCTTGCT-
3’), P-actma como gen de referencia (5’-AGCCATGTACGTAGCCATCC-3’ y 5’-
CTCTCAGCTGTGGTGGTGAA-3"). Los datos se calcularon como niveles de expresion
relativa usando el método comparativo Ct (AACY).

4.7 Andlisis estadistico

Los resultados se expresaron como promedio + desviacion estandar (S.D.). La significancia
estadistica de los cambios entre los grupos se determinaron por ANOVA unifactorial, junto
con la prueba de comparacion miltiple de Newman-Keuls. Se consideraron las diferencias

estadisticamente significativas con un p<0.05.
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5. RESULTADOS

5.1 Determinacién de la ingesta alimentaria

En la tabla 2 se observa la determinacion de la ingesta calorica de los grupos de animales
en experimentacion. No se observan diferencias significativas entre la ingesta alimentaria y

la ingesta caldrica entre los grupos con dieta alta en grasa

Tabla 2 Ingesta alimentaria a la izquierda e ingesta caldrica a la derecha de los grupos en experimentacion.
Las letras distintas corresponden a las diferencias significativas entre ellos.

Ingesta alimentaria (g/di) Ingesta caldrica (kcal/dia)
Grupos Grupos
HFD+TF HFD+TF
1 22+03 1,905 2304 2,0=0,3 1 7,0 +09a 6,0+ 16a 12,1+ 2,1c | 105+16b
2 2404 2,2+0,4 23%0,5 2,204 2 76+13a | 70+13a [ 126+ 26b [ 115%2,1b
3 3,003 24+04 2901 26=02 3 9,5+ 09b 76 +13a 152+ 0,5¢c [ 13,6 +1,0c
4 34£04 2706 30<0.2 28£0,5 4 10,7+ 13b| 85+19a | 157+ 10c | 147 22,6c
5 3505 33203 36=04 32=03 5 11,1+ 1,6a| 10,4 £ 0,9a | 189+ 2,1b | 168 £16b
5 3,9+0,1 3604 36=02 3,4=04 6 12,32 0,3a| 11,3+ 1,3a | 19,9+ 1,0b | 17,8 +2,1b
7 4,106 4005 37=04 3,5<0,.2 7 1302 19a| 127+ 16a | 204+ 2,1b | 183 +10b
8 4,4+05 41+0,3 40=05 3,7+0,3 8 13,9+ 1,6a| 13,0+ 0,9a | 21,0+ 2,6b | 19,4 +16b
9 46+04 43+04 42=06 4,001 9 14,5% 1,3a| 136+ 1,3a | 220+ 3,1b | 21,0 +05b
10 4803 46+05 45:03 44202 10 152 % 09a| 145+ 1,6a | 236+ 1,6b | 23,1 +1,0b
1 5,0+0,4 49+03 4804 46+0,5 11 15,8 + 1,9a| 155+ 0,9a | 252 + 2,1b | 24,1 +2,6b
12 51+0,3 49+0,2 5003 48+0,3 12 16,1 +0,9a | 155+ 06a | 26,2+ 1,6b | 252 +16b

5.2 Parametros generales: Peso corporal, contenido de grasa visceral, colesterol,

triglicéridos y glicemia basal

El presente trabajo abordd principalmente evaluar el rol de los tocoferoles frente a la
proteccion de alteraciones provocadas en la obesidad, tales como hipertrofia de los
adipocitos, esteatosis hepatica e inflamacion. Los tocoferoles se administraron a los
animales a las concentraciones en los cuales se encuentran en el aceite de rosa mosqueta, el
que ha sido estudiado en nuestro laboratorio y que posee los efectos protectores
mencionados anteriormente.
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Como se muestra en la tabla 3, para el peso inicial de los animales de todos los grupos no se
observan diferencias significativas. Al finalizar el experimento, se registraron los pesos
corporales de todos los animales presentando un aumento significativo de los grupos
alimentados con DAG con respecto a los alimentados con una DC (p<0,05). Un aumento
del 70% para el grupo DAG Yy para los grupos DAG+RM(-) y DAG+TF de un 50%.

En el registro del peso del tejido adiposo visceral se observd un aumento significativo de
los grupos alimentados con DAG con respecto a los alimentados con DC, de un 60% para
el grupo DAG, de un 40% para el grupo DAG+RM(-) y un 30% para el grupo DAG+TF
aproximadamente. En el caso del peso del higado no se encontraron diferencias
significativas (p<0,05).

Los resultados del desarrollo de la obesidad y contenido de grasa visceral se muestran en la
figura 2C. La razon peso corporaltejido adiposo mostraron un aumento significativo para
los grupos DAG con respecto a los grupos alimentados con DC. Un aumento de un 40%
para el grupo DAG y de un 30% para DAG+RM (-). En cambio para el grupo DAG+TF de
un 20%.
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Tabla 3 Parametros generales de los grupos experimentales. Los parametros analizados son: peso corporal
(gr) al inicio de los tratamientos; peso corporal al finalizar el tratamiento; peso del tejido adiposo visceral (gr);
peso del higado (gr); razon % tejido adiposo visceral/peso corporal final; colesterol total, triglicéridos y
glicemia basal en suero (mg/dl). Los asteriscos indican las diferencias significativas (ANOVA, Test Neuman
Keuls, p<0,005), n=9. * indica diferencias significativas con los controles y valores con 2y 3 asteriscos. **
indica diferencias significativas con los controles y valores con 1y 3 asteriscos; *** indica diferencias
significativas con los controles y valores con 1y 2 asteriscos.

Peso corporal
inicial (gr)
Peso corporal final
(g0
Peso tejido adiposo
visceral (gr)

oozl oier 0,85 +0,03

15,2+0,6
269+1.2

0,4+0,03

%Tejido
adiposo/peso 1,46 +0,1
corporal final
Colesterol total
121 £ 12
(mg/dl)
Triglicéridos
66,8 £2.9
. (mg/dl)
Glicemia basal 152468

(mg/dl)

12,7+ 1,7
23,8+0,9
0,3 +0,02

0,94+0,2

1,45+0,03

129+ 10
64,04 £18

198,716

143+0,9
38,5+£2,6
22+0,2

1,08 +0,2

*

549+0,8"

172+ 10"
1453+ 10"

183,02 £ 12

13,5+2,1
32,4429
1,3+0,2

0,89 +0,1
503+06

187+ 12"
51,8+5,6

196 + 12

*

11,9+ 0.8
322+5,1"
12+ 04

1,05+ 0,1
346+ 04"

209 + 12"
64,9+ 12

175,7+ 16,2
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Peso tejido adiposo (g)
Peso Final (g) 2.5+ b
50-

404

304 a

204

104

Tejido Adiposo/peso corporal

o

Figura 2. Peso corporal y contenido de grasa visceral. A. Peso corporal de los animales a las 12
semanas de tratamiento. B. Peso del tejido adiposo de los animales al finalizar el tratamiento C. Relacion
tejido adiposo/peso corporal de los animales al término del tratamiento. Las barras representan el
promedio +/- ESM para 9 animales por grupo experimental. Las letras sobre las barras representan las
diferencias significativas (p<0,005, ANOVA Unifactorial, Test de Neuman Keuls). Letras iguales
representan que no existen diferencias significativas entre los grupos y letras distintas representan
diferencias significativas (p<0,005) entre ellos.

5.3 Determinacion de los tamarios de los adipocitos

El tamafio de los adipocitos como se observa en la figura 3, presentaron diferencias
significativas de los grupos alimentados con DAG con respecto a los grupos alimentados
con DC; los grupos DAG y DAG+RM(-) presentaron adipocitos mas grandes (28% y 30%
més que los controles respectivamente) y con una morfologia hipertrofica comparados a los
grupos con dieta control. En cambio el grupo DAG+TF presentd una diferencia
significativa aumentada de un 20% con respecto a los controles y se observd una

arquitectura de los adipocitos similar a los grupos DC (Fig. 3y 4).
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Figura 3. Histologia del tejido adiposo. Muestras de cortes de tejido adiposo fijados en formalina y tefiidos
con hematoxilina-eosina (40X) de todos los grupos en experimentacion.
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Figura 4. Area media de los adipocitos. Grafico que muestra el area de los adipocitos de todos los grupos en
experimentacion. El célculo del &rea se realizd con las imigenes de los cortes de tejido adiposo con el
programa Image J (7pixeles/micrén). Las barras representan el promedio +/- ESM para 9 animales por grupo
experimental. Las letras sobre las barras representan las diferencias significativas (p<0,005, ANOVA
Unifactorial, Test de Neuman Keuls). Letras iguales representan que no existen diferencias significativas
entre los grupos y letras distintas representan diferencias significativas (p<0,005) entre ellos.
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5.4 Determinacion de esteatosis hepatica mediante histologia y contenido total de

acidos grasos hepaticos

En este estudio se evalu6 mediante histologia del higado de los grupos de animales la
acumulacion de gotas lipidicas en los hepatocitos. Como se observa en la figura 5, tanto en
los grupos DAG y DAG+RM (-) se observd esteatosis macro y microvesicular que
representan las gotas lipidicas en los citoplasmas de los hepatocitos determinadas por
microscopia Optica. ElI grupo DAG+TF en contraparte presentd una disminucion
significativa de gotas lipidicas comparadas a DAG y a DAG+RM(-) y no presentaron
diferencias significativas con los grupos DC y DC+TF. El conteo de gotas lipidicas/células

de cada grupo experimental se representan en el gréfico (Fig. 6A).

El porcentaje de grasa acumulado en el higado de los animales se midi6 mediante
gravimetria de Bligh and Dyer (separacion con cloroformo). Como se observa en la figura
6B los grupos DAG y DAG +RM(-) presentaron un aumento significativo con respecto a
los grupos alimentados con DC. Mientras tanto que los grupos DAG+TF no presentaron

diferencias significativas con respecto a los grupos alimentados con DC.

19



Figura 5. Histologia hepéatica de los grupos de animales en experimentacion. Cortes de higado fijados con formalina
y tefiidos con hematoxilina-eosina (40X) representando a todos los grupos experimentales. Los focos de vesiculas
lipidicas intrahepatocelular se observan de formas redondeadas y blancas.
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Figura 6. Contenido de grasa en el tejido hepatico. A Grafico que muestra el porcentaje de hepatocitos con
vesiculas lipidicas encontradas en los cortes de higado de todos los grupos de animales en experimentacion. B
Porcentaje de triglicéridos en 100 gramos de higado. Grafico que muestra el porcentaje de grasa en los
higados de los animales de todos los grupos en experimentacidn mediante la técnica de gravimetria por
extraccion Bligh and Dyer. Las barras representan el promedio +/- ESM para 9 animales por grupo
experimental. Las letras sobre las barras representan las diferencias significativas (p<0,005, ANOVA
Unifactorial, Test de Neuman Keuls). Letras iguales representan que no existen diferencias significativas
entre los grupos v letras distintas representan diferencias significativas (p<0,005) entre ellos.
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5.5 Determinacion de los parametros de inflamacion, a través de la determinacion de
la expresion de citoquinas plasmaticas (TNF-alfa, IL-1p, IL-10) y el factor de

transcripcion Nrf2 como parametro de estrés oxidativo

En esta tesis, medimos los niveles de expresion de citoquinas pro-inflamatorias como TNF-
a ¢ ILIB y una de accioén antiflamatoria IL10 por qPCR, tanto en tejido hepatico (Figura 7)
como en tejido adiposo visceral (Figura 8). Como podemos observar en los gréaficos, se
encontrdé un aumento significativo en la expresidn de las tres citoquinas en el grupo
DAG+RM(-) comparado a los demés grupos. Se observa ademés, una disminucion de la
expresion de las citoquinas en el grupo DAG+TF comparados al grupo DAG. La expresion
se normalizd con B-actina. (p<0,005, ANOVA Unifactorial, Test de Neuman Keuls).
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Figura 7. Niwel de expresion de citoquinas en tejido hepatico mediante qPCR. A Nivel del ARNm de
TNF alfa B. Nivel de ARNm de ILIf. C. Nivel de ARNm de IL10. La expresion se normaliz6 con B-actina.
Las barras representan el promedio +/- ESM para 9 animales por grupo experimental. Las letras sobre las
barras representan las diferencias significativas (p<0,005, ANOVA Unifactorial, Test de Neuman Keuls).
Letras iguales representan que no existen diferencias significativas entre los grupos y letras distintas
representan diferencias significativas (p<0,005) entre ellos.
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Figura 8. Niwvel de expresion de citoquinas en tejido adiposo mediante gPCR. A. Nivel del ARNm de
TNF alfa. B. Nivel de ARNm de ILIB C. Nivel de ARNm de IL10. La expresion se normalizd con B-actina.
Las barras representan el promedio +/- ESM para 9 animales por grupo experimental. Las letras sobre las
barras representan las diferencias significativas (p<0,005, ANOVA Unifactorial, Test de Neuman Keuls).
Letras iguales representan que no existen diferencias significativas entre los grupos y letras distintas
representan diferencias significativas (p<0,005) entre ellos

Por otra parte se midid los niveles de expresion del factor de transcripcidn Nrf2 como
parametro de estrés oxidativo. En la figura 9A se observa un aumento significativo en la
expresion de Nrf2, en el tejido hepatico, en el grupo DAG+RM(-) comparado a los deméas
grupos. En el tejido adiposo se encontré una disminucion significativa en la expresion de

Nrf, en el grupo DAG+TF comparados a los demés grupos. (figura 9B).
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Figura 9. Niwel de expresion hepatica, RNAmM de Nrf2 mediante g°PCR. A. Gréfico que muestra el nivel de
expresion del factor de transcripcién Nrf2 en tejido hepatico B. Nivel de expresion de Nrf2 en tejido adiposo.
La expresion se normalizd con B-actina. Las barras representan el promedio +/- ESM para 9 animales por
grupo experimental. Las letras sobre las barras representan las diferencias significativas (p<0,005, ANOVA
Unifactorial, Test de Neuman Keuls). Letras iguales representan que no existen diferencias significativas
entre los grupos y letras distintas representan diferencias significativas (p<0,005) entre ellos.
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6. DISCUSION

En estudios anteriores en nuestro laboratorio se demostrdé que la administracion de aceite de
RM a ratones alimentados con DAG previno el desarrollo de alteraciones en el tejido
adiposo visceral y hepatico (hipertrofia en los adipocitos y esteatosis hepatica
respectivamente), junto con la reduccién de expresion de marcadores pro-lipogénicos y
activacion de Nrf2 y factores de transcripcion pro-lipoliticos (17, 23, 24, 25).

En este trabajo de tesis se estudid el rol de una mezcla de o y y-tocoferoles en una
proporcién 1:5, como se encuentran en el aceite de RM, en la prevencién de alteraciones
que ocurren en la obesidad y las comorbilidades que conllevan esta patologia como la
hipertrofia de los adipocitos en el tejido adiposo visceral, esteatosis hepatica, e inflamacion
gue forman parte del sindrome metabdlico.

En este estudio se demostro que la suplementacion de TF a ratones alimentados con DAG
disminuyé la acumulacion de grasa visceral (tabla 1 y figura 1), la hipertrofia de los
adipocitos (figura 2), la esteatosis hepatica (figura 5), y el estado pro-inflamatorio (figura 7
y 8).

Y por contraparte la administracion de RM(-) no tuvo efectos preventivos a tales eventos.
Ademés de no tener efectos preventivos el grupo DAG+RM(-), sorprendentemente presento
alteraciones del tejido adiposo e higados comparados a DAG vy la expresion de citoquinas
pro y anti-inflamatorias aumentadas significativamente a todos los grupos. Este hallazgo,
nos estaria indicando que los componentes del aceite de RM que se encuentran en gran
proporcién (DHA y EPA) se estarian lipoperoxidando provocando el aumento de estas
alteraciones. Se ha reportado estudios en humanos inconsistentes a la suplementacion de
acidos grasos poliinsaturados (AGP) con respecto a la peroxidacion lipidica; que este no
cambia (26, 27), incrementa (28, 29) o decrece (30, 31). En otro estudio, DHA protegio
frente a la peroxidacion lipidica dependiendo de la dosis (32, 33). Del mismo modo,
estudios in vitro también se han encontrado inconsistencias, unos reporta aumentos de la
lipoperoxidacién y en otros que disminuye (34).

Nuestros estudios anteriores, promueven un rol importante a DHA y EPA en la prevencion
de las alteraciones provocadas con una DAG, ya que la suplementacién de aceite de RM

presenta una mejor prevencion que solo usando como suplemento los TF, lo que nos estaria
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indicando que los TF tendrian un rol fundamental en la prevencion y un componente
infaltable en la dieta, por la proteccion que les confiere a los acidos grasos polinsaturados
(DHA y EPA) frente a la peroxidacion lipidica; por tanto, en conjunto estarian participando
en esta prevencion.

La prevencion de los eventos relacionados con el sindrome metabdlico por parte de los
tocoferoles se puede explicar por su accion antioxidante frente a los radicales libres como
especies reactivas de oxigeno y nitrdgeno. Asi como también de los efectos biologicos que
poseen los metabolitos de cadena larga (LCM) derivadas de la vitamina E mediante
citocromo P450 vy tocoferil fosfato. Estudios demuestran que estos metabolitos son
sefializadores y reguladores génicos de rutas asociados al metabolismo lipidico y a
respuestas inflamatorias e inmunes (35, 36, 37).

Ademas, otros estudios demuestran que los tocoferoles puede prevenir la peroxidacion
lipidica y hepatoxicidad frente a la exposicion de agentes generadores de radicales libres.
Lo que explicaria la no proteccion del aceite de RM sin tocoferoles. Se ha documentado
que el a-tocoferol, el que se encuentra en mayor contenido en los tejidos, son los que
poseen mayor capacidad antioxidante que otras formas de vitamina E (37), pero v-
tocoferoles es superior en destoxificacion de componentes electréfilos como NO; y
peroxinitritos por la formacion de 5-nitro-y-tocoferol (38,39). En sistemas biologicos ex
vivo se ha demostrado que y-tocoferol disminuye la generacion de anion superdxido, la
lipoperoxidacion y la oxidacion de la lipoproteina de baja densidad (LDL) en ratas
trombdticas (40). En otro estudio se demostro que el pre-tratamiento de aceite de argan
(rico en a y y-tocoferoles) en células musculares de ratones L6 alimentadas con glucosa
durante 5 semanas previno la hipertension arterial, la hiperglicemia, RI, disminuyé la
produccion de O,y la actividad de NADPH oxidasa (41).

En un estado inflamatorio producto de la obesidad, los adipocitos de gran tamafio poseen
una mayor sintesis y liberacion de productos (adipoquinas) que deterioran el metabolismo
lipidico y glucidico, tener efectos pro-inflamatorios, etc. Existen muchas adipoquinas cuya
secrecion se encuentra aumentada en los adipocitos hipertroficos, entre las que destacan las
citoquinas pro-inflamatorias y quemoquinas (22). En este estudio comprobamos que la
mezcla de o y y-tocoferoles previno la inflamacion y este particular hallazgo se observd en

los niveles de expresidn aumentadas de las citoquinas proinflamatorias, tanto en el tejido
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hepatico como en el tejido adiposo. Pero también se observd un aumento significativo de la
citoquina 1L-10.

IL-10 es una citoquina anti-inflamatoria que desempefia un papel importante en la
regulacion del sistema inmune, que conduce a disminuir las citocinas, reduce la expresion
del factor tisular, inhibe la metaloproteinasa degradadora de matriz y promueve el cambio
fenotipico de linfocitos al fenotipo Th2 (42) Estudios en pacientes obesos con diabetes
mellitis tipo 2 (DM2) mostr6 un aumento de TNF-a junto con un aumento de IL-10 (42).
Otros estudios en ratones alimentados con DAG también mostraron un aumento de IL-10 a
las 40 semanas de tratamiento y otro estudio a la semana 8, junto con un aumento de la
expresion de citoquinas pro-inflamatorias como TNF-o e IL-1B (43, 44). Estos resultados
demuestran que IL-10 aumenta su expresibn como resutado de una respuesta

compensatoria contra las elevaciones de las citoquinas pro-inflamatorias.

La disminucion de la expresion de las citoquinas en el grupo suplementado con TF
demuestran las propiedades anti-inflamatorias de los tocoferoles, no precisamente por su
accion directa como antioxidante sino también de la modulacion de blancos moleculares
ligados a los procesos inflamatorios (45). Se ha reportado que y-tocoferol disminuye la
produccion de &cido araquidénico (AA)-derivado de prostaglandinas E, (PGEy) vy
leucotrieno B; (LTBj,) regulando rio abajo la cicloxigenasa-2 (COX-2) y 5-lipoxigenasa (5-
LOX) (34). Ademés, se ha comprobado la inhibicion de la fosfoliracion de Akt por a-
tocoferoles que inhibio la proliferacion de células inflamatorias por inhibicion de ERK %,
p38 MAPK vy la union de Akt a NF-kB (46, 47), que es un importante regulador que
aumenta la expresion de citoquinas inflamatorias, tales como IL-6, IL-1p y TNF-a y

moléculas de adhesion por estimulo inflamatorio (45).
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7. CONCLUSION

Se concluye que:

La suplementacion alimentaria de una mezcla de alfa y gama tocoferoles (1:5) disminuyo
significativamente la hipertrofia del tejido adiposo visceral, la esteatosis hepatica, y

marcadores de la inflhmacion en ratones alimentados con una dieta alta en grasa.

En resumen, se sugiere que la administracion oral de tocoferoles tendria efectos benéficos
en el tratamiento de alteraciones tanto en el tejido adiposo como en el hepatico producidas
por una dieta alta grasa. Y como prospecto futuro, seria interesante abordar estudios para
dilucidar los mecanismos de accidn de los tocoferoles y/o omega 3 presentes en el aceite de

rosa mosqueta.
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