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RESUMEN

Introduccion: el acimulo de lipidos en el musculo esquelético se
encuentra estrechamente vinculado con el desarrollo de la resis-
tencia insulinica. Esta ultima cumple un rol patogénico central en
el desarrollo de numerosos desérdenes metabdlicos incluidos en
el sindrome metabdlico.

Objetivos: analizar algunas vias metabdlicas implicadas en el
acumulo de lipidos en el musculo esquelético y su asociaciéon
con la resistencia insulinica en un modelo experimental que
mimetiza el fenotipo del sindrome metabdlico humano.
Materiales y métodos: ratas macho Wistar recibieron una die-
ta control (DC) o una dieta rica en sacarosa (DRS) durante seis
meses. Al final del periodo experimental se analizé en muscu-
lo esquelético gastrocnemio: contenido de triglicéridos (TG),
acil-CoA de cadena larga y diacilglicerol, actividad enzimatica
carnitina palmitoil transferasa muscular (M-CPT1, M-CPT2 vy
M-CPT total) y masa proteica del PPARa, AMPK y AMPKp. Se
determinaron los niveles séricos de TG, AGNE, glucosa, insuli-
na, TNFo y adiponectina. La sensibilidad insulinica se midié por
la técnica clamp euglucémica-hiperinsulinémica.

Resultados: en los animales alimentados con DRS la dislipe-
mia, hiperglucemia moderada, insensibilidad insulinica e incre-
mento del contenido de especies lipidicas en el musculo es-
quelético se acompanaron de una disminucién en la actividad
enzimatica M-CPT1 y M-CPT total, y un descenso de la masa
proteica del PPARo. Ademads se observd una reduccion de la
masa proteica de la AMPKp, la cual se correlacioné con bajos
niveles de adiponectina y elevados niveles de TNFa séricos.
Conclusiones: los resultados aportan nuevos datos sobre algunos
mecanismos involucrados en el desarrollo de la lipotoxicidad en el
musculo esquelético en ratas dislipémicas insulinorresistentes.

Palabras clave: sindrome metabdlico; dieta rica en sacarosa;
musculo esquelético; resistencia insulinica; lipotoxicidad.
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ABSTRACT

Introduction: the skeletal muscle lipid accumulation is closely
linked to the development of insulin resistance. The latter plays
a central pathogenic role in the development of numerous meta-
bolic disorders included in the metabolic syndrome.
Objectives: to analyze some metabolic pathways involved
in the skeletal muscle lipid accumulation and its association
with insulin resistance in an experimental model that mimics
the phenotype of the human metabolic syndrome.

Materials and methods: male Wistar rats received a control
diet (CD) or a sucrose rich diet (SRD) for six months. At the end
of the experimental period, in gastrocnemius skeletal muscle
were analyzed: triglyceride (TG), long chain acyl-CoA and dia-
cylglycerol (DAG) contents, muscle carnitine palmitoy! transfe-
rase enzymes activities (M-CPT1, M-CPT2 and total M-CPT)
and protein mass levels of PPARa, AMPK and AMPKp. Serum
levels of TG, AGNE, glucose and insulin, TNFo. and adiponec-
tin were determined. Insulin sensitivity was measured by the
euglycemic-hyperinsulinemic clamp technique.

Results: in SRD fed animals, dyslipidemia, moderate hyperglyce-
mia, insulin insensitivity and the increased content of lipid species
in the skeletal muscle were accompanied by a decrease in the
enzymes activities of both M-CPT1 and total M-CPT and protein
mass levels of PPARo. In addition, a reduction in the protein mass
levels of AMPKp was observed, which was correlated with low
serum levels of adiponectin and high levels of TNFo.
Conclusions: the results provide new data on some mecha-
nisms involved in the development of lipotoxicity in skeletal
muscle in insulin resistant dyslipidemic rats.

Key words: metabolic syndrome, sucrose rich diet; skeletal
muscle; insulin resistant; lipotoxicity.
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INTRODUCCION

El sindrome metabdlico (SM) se define como
un factor de riesgo multiple para el desarrollo de
enfermedad cardiovascular y diabetes mellitus tipo
2 (DM2), patologias asociadas a altas tasas de mor
bilidad y mortalidad. Este sindrome, de alta preva-
lencia a nivel mundial, constituye un problema de
Salud Publica de principal interés socioecondmico
dado que se asocia a un elevado costo de la aten-
cion de aquellos que lo padecen y el impacto sobre
su calidad de vida. Entre los determinantes de ries-
go cardiometabdlicos que lo caracterizan se inclu-
yen, entre otros, obesidad, adiposidad visceral, dis-
lipemia, hipertensién arterial y resistencia insulinica
(RI). Esta ultima jugaria un rol patogénico central en
el desarrollo de muchos de los desérdenes meta-
bolicos incluidos en el mismo'.

El musculo esquelético (ME) se considera uno
de los principales tejidos periféricos involucrados
en el mantenimiento de la homeostasis de la gluco-
sa. La insulina cumple un rol clave en este aspecto
al estimular la captacion de glucosa, la glucdlisis y
la sintesis de glucégeno en este tejido?. El acimulo
de lipidos en las fibras musculares esqueléticas se
ha vinculado al desarrollo de lipotoxicidad y RI. Al
respecto numerosos estudios, tanto en humanos
como en animales de experimentacion, demostra-
ron que un acumulo de triglicéridos (TG) intramus-
culares se encuentra estrechamente asociado a la
RI4. Mas aun, diferentes trabajos indicaron que in-
termediarios lipidicos -principalmente derivados de
4cidos grasos saturados como los acil-CoA de ca-
dena larga (LCACoA), diacilglicerol (DAG) y cerami-
das- serian las especies moleculares involucradas
directa o indirectamente en alterar la cascada de
sefalizacion de la insulina en este tejido®%.

Sin embargo los mecanismos que contribuirian
al desarrollo de la lipotoxicidad en el ME y su aso-
ciacion con la Rl no estdn completamente escla-
recidos. Algunos autores sugieren que una mayor
disponibilidad de lipidos (por incremento en los ni-
veles circulantes de acidos grasos libres y/o TG) y
diferentes defectos del metabolismo de los &cidos
grasos en este tejido entre los que se incluyen, la
captacion, transporte, oxidacion y esterificacion de
los mismos, podrian estar involucrados®'°. Sumado
a esto, factores de transcripciéon que controlan es-
tos procesos, como el receptor activado por proli-
feradores peroxisomales o, (PPARa), jugarfan un rol
relevante en este aspecto’.

Por otra parte, un sensor metabdlico clave en el

metabolismo de los lipidos y de la glucosa en el ME
es la proteina quinasa activada por AMP (AMPK,
sus siglas en inglés), que regula ademas una amplia
gama de eventos fisioldgicos, incluidos el crecimien-
to y proliferacion celular, la funcién y biogénesis mi-
tocondrial, y factores relacionados con la resistencia
a la insulina como la inflamacion y el estrés oxida-
tivo'2. Asimismo diferentes estudios demostraron
que los cambios en los genes y proteinas de la via
inflamatoria podrian contribuir a la disfuncion mito-
condrial observada en los musculos resistentes a la
insulina 'y conducir a una disminucion de la oxidacion
de las grasas; esto se asociarfa al acimulo de grasa
y anomalias en la via de senalizacién de la insulina™.

Hemos demostrado previamente que la adminis-
tracién cronica de una dieta rica en sacarosa (DRS)
(60-65% de la energia total) a ratas normales induce
RI, dislipemia, adiposidad visceral y acimulo ectépi-
co de lipidos (musculo esquelético/cardiaco, higado
y pancreas) por lo que representa un modelo expe-
rimental que mimetiza el fenotipo del SM humano.
En el musculo esquelético el incremento del conte-
nido de lipidos se asocia a un progresivo deterioro
de la captacion/transporte (niveles de GLUT 4), vias
oxidativas y no oxidativas de la glucosa. Estos cam-
bios se acompanan de una reduccion en los niveles
de masa proteica del sustrato receptor de insulina-1
(IRS-1, sus siglas en inglés)™*6,

Teniendo en cuenta que el ME tiene vital impor
tancia en el desarrollo de R, resulta un importante
target para el estudio de la fisiopatologia del SM|, asi
como para la futura busqueda de estrategias tera-
péuticas para el tratamiento/prevencion del mismo.

OBJETIVOS

El objetivo del presente trabajo fue investigar
algunos posibles mecanismos involucrados en la
lipotoxicidad del ME y su asociacion con la resis-
tencia insulinica en un modelo experimental de
dislipemia e insensibilidad insulinica inducido por
la administracion cronica de DRS.

MATERIALES Y METODOS
Animales y dietas

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar pro-
venientes del Bioterio de la Facultad de Farmacia y
Bioguimica, UBA, Buenos Aires, con un peso inicial
aproximado de 180-200 g. Los animales se mantu-
vieron bajo condiciones ambientales de temperatura
(22+1°C), aireacion, humedad (55+5%) controladas
y un ciclo de luz-oscuridad de 12 h (7-19 h), tenien-
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do libre acceso al agua y a una dieta comercial de
laboratorio (GEPSA FEED, Buenos Aires, Argentina).
Luego de una semana de aclimatacion los animales
se dividieron aleatoriamente en dos grupos. El grupo
control (DC) (n=12) recibidé una dieta semi sintética
(% en peso): almidén (62,5), aceite de maiz (8) vy
proteinas (17). El grupo experimental (DRS) (n=12)
recibid la misma dieta semi sintética donde la saca-
rosa sustituyd al almidén como fuente de hidratos
de carbono. Los animales de ambos grupos fueron
alimentados por seis meses. La Tabla 1 muestra la
composicion de las dietas cuyos componentes se
basaron en las recomendaciones del Comité ad hoc
del American Institute of Nutrition"”. Las mismas se
prepararon semanalmente y se mantuvieron a 4°C
hasta el momento del consumo. Ambas proveyeron
aproximadamente 16,30 KJ/g de comida y se admi-
nistraron ad libitum. Durante todo el periodo experi-
mental se registraron el peso corporal y la ingesta
energética de las ratas pertenecientes a cada grupo
dietario. El protocolo experimental fue evaluado y
aprobado por el Comité de Etica y Seguridad de In-
vestigacion de la Facultad de Bioguimica y Ciencias
Bioldgicas (UNL), Santa Fe, Argentina.

Componentes DC DRS
%enpeso| %enK] | %enpeso| % enpeso

Almidén 62,5 65,8 - -
Sacarosa - - 62,5 65,8
Caseina 17 17,4 17 17,4
Aceite de maiz 8 16,8 8 16,8
Vitaminas® 1 1

Fibras 7,5 7,5

Sales® 3,5 3,5
Colina bitartrato 0,2 0,2

Metionina 0,3 0,3

a) Las composicion de las dietas se basan en las recomenda-
ciones de la dieta AIN-93 con modificaciones.

b) Mezcla de vitaminas AIN-93M-VX (g/kg de mezcla): vitamina
A (600.000 Ul/g) 0,8; vitamina D3 (400.000 Ul) 2,75; vitamina E
(5.000 Ul) 15,0; vitamina K 0,075; D-Biotina 0,02; vitamina B12
0,0025; 4cido félico 0,20; niacina 3,0; pantotenato de calcio 1,6;
piridoxina HCI 0, 7; riboflavina 0,6; tiamina HCI 0,6.

c) Mezcla de sales AIN-93M-MX (g/kg de mezcla): carbonato
de calcio 3570, fosfato monobasico de potasio 250, cloruro de
sodio 7, sulfato de potasio 46,6; citrato de potasio monohidra-
to 28,0; éxido de magnesio 24,0; citrato férrico 6,06; carbonato
de zinc 1,65, carbonato de manganeso 0,63, carbonato cuprico
0,30; yodato de potasio 0,01, selenato de sodio 0,01025; molib-
dato de amonio 0,00795, cromato de potasio 0,275.

Tabla 1: Composicion de las dietas experimentales?.

Métodos analiticos

Finalizado el periodo experimental, el alimento
fue removido al final del periodo de oscuridad y los
animales (n=6 de cada grupo) fueron anestesiados
con pentobarbital sédico (60 mg/kg peso corporal)
administrado por via intraperitoneal. Se obtuvieron
muestras de sangre de la vena cava inferior y se
centrifugaron rapidamente. El suero obtenido se
utilizé inmediatamente o conservo a -20°C. El mus-
culo esquelético gastrocnemio rapidamente se re-
movid y congeld a -80°C hasta su procesamiento.

Los niveles séricos de TG y glucosa se cuanti-
ficaron con kits enzimaticos comerciales (Wiener
Lab., Rosario, Argentina). Los &cidos grasos no
esterificados (AGNE) se determinaron con un kit
comercial (Randox, Reino Unido) basado en el mé-
todo enzimético colorimétrico acil-CoA sintetasa/
acil-CoA oxidasa. La insulinemia se determind se-
gun se describié en trabajos previos™. Los niveles
de adiponectina y TNFo. en suero se midieron con
kits comerciales de ELISA (Thermo Scientific, Roc-
kford, EE.UU.).

Clamp euglucémica hiperinsulinémica

En otro grupo de animales pertenecientes a
ambos lotes se midié la sensibilidad insulinica a
través de la técnica clamp euglucémica hiperinsu-
linémica. Para ello, a animales con 5 h de ayuno
(n=6 de cada grupo) se les realizd una infusion de
insulina humana recombinante (Humulin R, Lilly,
Indianapolis, EE.UU.) a 0,8 U/kg peso corporal/h
durante 120 min. La glucemia se mantuvo a un
nivel euglucémico (5,5-6,0 mM) mediante la infu-
sion de glucosa a velocidad variable. La velocidad
de infusion de glucosa VIG -mg glucosa infundi-
da calculada durante los ultimos 60 minutos de
la prueba (estado estacionario)- es una medida
de la sensibilidad periférica a la insulina. Se des-
cribieron detalles de la metodologia en trabajos
previos'. Los resultados se expresaron como
mg glucosa/kg* min.

Determinaciones en musculo esquelético

El contenido de TG, LCACoA y DAG se determi-
nd en homogenatos de musculo esquelético gas-
trocnemio segun se describié en trabajos previos
del grupo™16.19,

Actividad enzimatica M-CPT
Las actividades de las enzimas M-CPT1,
M-CPT2 y M-CPT total se midieron espectrofoto-
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meétricamente segun la metodologia descripta por
Ling et al.?® con breves modificaciones y utilizada
en trabajos previos del grupo?'. El tejido congelado
fue homogenizado a 4°C en buffer de homogeni-
zacion conteniendo: HEPES 20 mM, KCI 140 mM,
EDTA 10 mM, MgCL, 56 mM (pH 74) y se centri-
fugd a 500 xg a 4°C durante 10 min. El sobrena-
dante obtenido se centrifugd a 4°C a 9.000 xg
por 45 min y el pellet mitocondrial resultante se
resuspendid en buffer de homogenizacion. Para
determinar la actividad M-CPT total, una alicuo-
ta del extracto mitocondrial obtenido se adicioné
a un medio de reaccién compuesto por: HEPES
20mM (pH:74), EGTA 1 mM, sacarosa 220 mM, KCl
40 mM, DTNB 0,1 mM, albumina de suero bovino
1,3 mM vy palmitoil-CoA 40 pM. La reaccion se ini-
ci6 con el agregado de l=carnitina (concentracion
final 1 mM). La formacion de TNB-CoAS se mo-
nitore6é continuamente a 412 nm durante 5 min a
37°C. La actividad M-CPT total se calculd en base
a la variacion de la absorbancia por minuto y al coe-
ficiente de extincién molar del DTNB (e=13,6 mM).
La actividad de la M-CPT2 se determiné en las
mismas condiciones de ensayo en presencia de
malonil-CoA10 uM (inhibidor de la M-CPT1) en el
medio de reaccion. La actividad M-CPT1 se cal-
culé como la diferencia entre la M-CPT total vy
M-CPT2. Los resultados se expresaron como
nmol/min x mg de proteina. La concentracion de
proteinas en una alicuota del extracto mitocondrial
se determind por el método de Bradford (Sigma).

Niveles de masa proteica de PPARc,
AMPK y AMPKp

Los niveles de masa proteica de PPARo, AMPK
y AMPK fosforilada (AMPKp) (Thr172) se midie-
ron por la técnica de Western Blot en extractos
proteicos de tejido muscular obtenidos como se
describio anteriormente en trabajos del grupo?'-22.
Las proteinas, cuantificadas mediante el ensayo
de Bradford (SIGMA), se separaron por SDS-PAGE
y se transfirieron a membranas de PVDFE Para el
inmunobloting las membranas se expusieron con
anticuerpos primarios especificos: policlonal anti-

PPARa, anti-AMPK o anti-AMPKp (Thr172) (Santa
Cruz Biotechnology, Inc.). Luego se incubaron con
el anticuerpo secundario (ISAL-FBCB-UNL) conju-
gado con horseradish-peroxidase durante 2 h, con
agitacion y a temperatura ambiente. Las bandas
se visualizaron por quimioluminiscencia de acuer
do a las instrucciones del fabricante (Super Signal
West Pico Chemiluminiscent Substrate, Pierce
Biotechnology, Rockford, IL). La intensidad de las
bandas se cuantificd con el software para capturar
imagenes Scion Image version 4.0.

La relacion entre la cantidad de muestra pro-
cesada en el inmunoblotting y la intensidad de la
senal observada fue lineal bajo las condiciones
previamente descriptas. Los niveles de la masa
proteica de la proteina en estudio se normalizaron
con los niveles de la masa proteica del marcador B
actina (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz,
CA, EE.UU.).

Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como media+ SEM.
Las comparaciones estadisticas se realizaron
transversalmente entre ambos grupos dietarios.
La distribucion normal de los datos y la homoge-
neidad de las varianzas se comprobd con el test
de Shapiro-Wilk y test de Levene respectivamen-
te. La significancia estadistica entre ambos gru-
pos (DC y DRS) se determind mediante la prueba
t de Student. Valores de p<0,05 se consideraron
estadisticamente significativos (SPSS 170 para
Windows, SPSS INC. Chicago, lllinois)?. Todos los
valores p reportados fueron de dos colas.

RESULTADOS
Ganancia de peso e ingesta energética

La Figura 1 muestra la ganancia de peso e in-
gesta energética de los animales pertenecientes
a los diferentes grupos en estudio. Al corroborar
resultados previos del grupo'®'8, encontramos un
significativo incremento en la ganancia de peso e
ingesta energética en el lote de animales que con-
sumié DRS comparado con los controles de igual
edad (p<0,05).
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(p<0,05).

Figura 1: Ganancia de peso e ingesta energética de ratas alimentadas con dieta control (DC) y dieta rica en sacarosa (DRS).

Metabolitos e insulina en suero, contenido
de lipidos en musculo esquelético y
sensibilidad insulinica

Corroborando los resultados previos de nuestro
grupo'™'® encontramos que los niveles de glucosa
en suero fueron significativamente mayores en las
ratas alimentadas durante seis meses con DRS
cuando se compararon con los animales de igual
sexo y edad alimentados con DC (glucosa [mMI:
DC: 6,4+0,2; DRS: 8,3+0,3; p<0,05). Los niveles de
insulina fueron similares en ambos grupos dietarios
(insulina [pM]: DC: 395,0+30,5; DRS: 408,0+28,5).

Los niveles de lipidos (TG y AGNE) determi-
nados en suero vy los lipidos intramusculares (TG,
LCACoA y DAG) de los animales de los lotes DC
y DRS al final del periodo experimental (seis me-
ses) se detallan en la Tabla 2. Como se describio
previamente'®'®'° |os animales alimentados con
DRS presentaron un incremento significativo en
los niveles de TG y AGNE en suero y de los lipidos
intramusculares (TG, LCACoA y DAG) en compara-
cion con los animales alimentados con DC.

Ademas en el grupo DRS se observd un mar
cado deterioro de la sensibilidad insulinica perifé-
rica global en comparacion con los animales con-
troles (VIG [mg glucosa/kg* min]: DC:11,3+0,5;
DRS:4,5+0,4; p<0,05).

DC DRS
Suero
TG (mM) 0,68+0,06" 1,78+0,12°
AGNE (M) 316,0+20,2° 713,0+20,8°
Masculo esquelético
TG (pmol/g TH) 3,50+0,20 7,20+0,30?
LCACoA (pmol/g TH) 5,9+0,5" 11,9+0,8°
DAG (mmol/g TH) 109,2+12,5 204,3+19,40

Los valores se expresaron como media+SEM. Los valores en
una linea que no presentan la misma letra superindice son
significativamente diferentes (p<0,05).

Tabla 2: Niveles de lipidos en suero y musculo esquelético

en ratas alimentadas con dieta control (DC) y dieta
rica en sacarosa (DRS).

Actividad enzimatica M-CPT total, M-CPT1
y M-CPT2, y masa proteica del PPARc

En laTabla 3 se observa que la actividad M-CPT
total se encontrd significativamente disminuida
(p<0,05) en el lote de animales que consumié DRS
al compararlo con aquellos que recibieron DC. Un
patrén similar se observé al evaluar la actividad
M-CPT1. No se hallaron cambios en la actividad
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enzimatica M-CPT2 entre los diferentes grupos
dietarios. El andlisis cuantitativo de los inmuno-
blots mostré que la abundancia relativa del PPARo
estaba significativamente disminuida (p<0,05)
en los animales alimentados créonicamente (seis
meses) con DRS comparado con los animales ali-
mentados con DC (Figura 2).

DC DRS
M-CPT total (nmol/min x mg proteina) | 12,20+0,30° 10,40+0,50°
M-CPT1 (nmol/min x mg proteina) 3,75+0,20 2,86+0,30
M-CPT2 (nmol/min x mg proteina) 7,95+0,50 7,05+0,35

Linea 1 2

PPARo. (55 kDa) —

B-actina (43 kDa) —p

120

100

80

60

relativas a DC

40 |

Unidades densitométricas

20

DC DRS

Los valores se expresaron como media + SEM. Los valores
que no comparten la misma letra son significativamente dife-
rentes (p<0,05).

Tabla 3: Actividad enziméatica M-CPT total, M-CPT1y
M-CPT2 en musculo esquelético gastrocnemio
de ratas alimentadas con DC y DRS.

Masa proteica de AMPKp en musculo
esquelético y su correlacion con los niveles de
citoquinas séricas y sensibilidad insulinica

Los niveles de masa proteica de la AMPKp
se encontraron significativamente disminuidos
(p<0,05) en los animales alimentados con DRS
comparados con el grupo control. No se observa-
ron cambios en los niveles de masa proteica de la
AMPK (datos no mostrados).

La Figura 3A muestra la correlacion positiva
existente entre los niveles de masa proteica de
AMPKp en el musculo esquelético y la sensibili-
dad insulinica (VIG). En los animales alimentados
con DRS se detectaron menores niveles de masa
proteica de AMPKp asociados a un deterioro de

Los valores se expresan como media+SEM relativos a DC y
corregidos por los niveles de B actina presentes en cada una
de las muestras (se utilizaron seis animales en cada grupo
experimental). Las diferentes letras muestran valores significa-
tivamente diferentes (p<0,05).

Figura 2: Panel superior: inmunoblots del PPARo. en mus-
culo esquelético gastrocnemio de ratas alimen-
tadas con DC y DRS. Linea 1: DC; Linea 2: DRS.
Panel inferior: analisis densitométrico de la masa
de proteica del PPARo. en musculo gastrocnemio
de ratas alimentadas con DC y DRS.

la sensibilidad insulinica (VIG) comparado con los
animales controles.

Se ha demostrado que los niveles elevados de
TNFa v los bajos niveles de adiponectina en plas-
ma tienen un papel directo en la Rl del musculo
esquelético®?®, Las Figuras 3B y 3C muestran la
existencia de una correlacién negativa entre los
niveles de AMPKp en el musculo esquelético y
los niveles séricos de TNFa, y una correlacion po-
sitiva con los niveles de adiponectina sérica. En
los animales alimentados con DRS los menores
niveles de masa proteica de AMPKp se asociaron
a altos niveles de TNFa y bajos niveles de adipo-
nectina en suero en comparacioén con los anima-
les controles.
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Figura 3 (A, By C): Correlaciones de los niveles de masa proteica de AMPKp en musculo esquelético con la sensibilidad
insulinica (VIG) (A), y niveles séricos de TNFo (B) y adiponectina (C) en ratas alimentadas con dieta
control (DC) y dieta rica en sacarosa (DRS).

DISCUSION

El presente trabajo analiz6 algunas vias me-
tabdlicas implicadas en el acumulo de lipidos en
musculo esquelético (lipotoxicidad) y su asocia-
cion con la resistencia insulinica en ratas macho
Wistar alimentadas crénicamente con una DRS.
La dislipemia, moderada hiperglucemia y resisten-
cia insulinica periférica global presente en el mo-
delo experimental se asociaron con los siguientes
hallazgos: 1) el acumulo de especies lipidicas en
musculo esquelético se acompand de una dismi-
nucién de la actividad enziméatica M-CPT total y
M-CPT1 y de la masa proteica del PPARo; 2) una
disminucion de la masa proteica de la AMPKp se
asocio con bajos niveles de adiponectina y eleva-
dos niveles de TNFo en suero.

El depdsito de lipidos en el ME se encuentra
estrechamente asociado con el desarrollo de RI.
Al respecto se ha propuesto que un desbalance
entre el flujo de lipidos hacia el tejido muscular y

la capacidad oxidativa del mismo cumplirian un rol
clave en la lipotoxicidad y RI®. Trabajos previos del
grupo demostraron en animales alimentados cré-
nicamente con DRS una mayor disponibilidad de
lipidos plasmaticos (TG, AGNE), consecuencia de
un incremento en la sintesis y secrecion hepatica
de VLDL-TG y menor remocion plasméatica de los
mismos. Ademas el tejido adiposo de estos ani-
males presenta hipertrofia de los adipocitos con
aumento de la lipolisis y menor accion antilipolitica
de la insulina lo que conduce a una mayor libera-
cion de acidos grasos libres a la circulacion. Todo
esto favorece al acumulo ectépico de lipidos en
tejidos no adiposos?®?.,

En este sentido en el presente trabajo halla-
mos, en los animales dislipémicos insulinorresis-
tentes alimentados con DRS, que el acumulo de
especies lipidicas (TG, LCACoA y DAG) en ME
se acompand de una menor actividad enzimatica
M-CPT total asociada a un descenso de la actividad
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M-CPT1, enzima clave en el control de la oxidacion
mitocondrial de acidos grasos, siendo éste un po-
sible mecanismo involucrado en el desarrollo de
la lipotoxicidad. En linea con estos resultados, Bi
et al.?® observaron en ratas con DM2 inducida por
administracion de una dieta rica en grasa y bajas
dosis de estreptozotocina, que el acumulo de TG
en musculo esquelético se acompand de una re-
duccion (47%) de los niveles de masa proteica
de la enzima CPT-1, demostrando la existencia de
una correlacion negativa entre estos parametros.
A su vez, Perdomo et al.?® describieron en células
musculares -6 cultivadas en presencia de palmi-
tato, un acumulo de especies lipidicas (TG, DAG y
ceramidas) y menor sensibilidad a la insulina. La
induccion de la sobreexpresion de la enzima CPT-1
en estas células logré mejorar la sensibilidad insu-
Iinica de las mismas. Asimismo Kim et al.*° obser
varon una disminucion en la actividad de la CPT-1
y otras enzimas mitocondriales tales como citrato
sintasa y B hydroxyacyl-CoA deshidrogenasa en el
musculo esquelético de mujeres obesas.

Por otra parte, nuestros resultados mostra-
ron una disminucién en los niveles del factor de
transcripcion PPARo. en musculo esquelético de
animales alimentados con DRS. En este tejido se
ha visto que el PPARa juega un rol importante en
el control transcripcional de la oxidacién de acidos
grasos al estimular la expresion de genes involu-
crados en la misma, entre ellos la CPT-1°". En este
sentido, Li et al.*? observaron una disminucién
significativa en los niveles de ARNm del PPARa
en el musculo esquelético de hamsters obesos
insulinorresistentes alimentados con dieta alta en
grasa, lo cual se asocié con un descenso en los
niveles de ARNm de la CPT-1 y acumulo de TG en
el tejido. Ademas Kim et al.>® observaron en ra-
tas macho Sprague-Dawley alimentadas con dieta
rica en grasas durante ocho semanas una reduc-
cion en los niveles de ARMm del PPARa y CPT-1
en musculo esquelético.

Diferentes autores demostraron una disminu-
cion en la actividad de AMPK en modelos gené-
ticos de roedores con fenotipo de SM, incluidos
los ratones ob/ob, ratas fa/fa y rata macho ZDF
Se sabe que la AMPK cumple un rol clave en el
control de los niveles de malonil-CoA, principal
inhibidor de la CPT-1. Niveles incrementados de
malonil-CoA inhiben la captaciéon y oxidacion de
4cidos grasos™. Al respecto, Bandyopadhyay et
al.** encontraron una disminucion en la actividad

de la AMPK en el musculo de sujetos insulinorre-
sistentes, lo cual se acompand de una reduccion
en la oxidacién de acidos grasos y acumulo de TG
y acil-CoA de cadena larga. En el presente trabajo
encontramos niveles disminuidos en la masa pro-
teica de la AMPKp en los animales alimentados
con DRS asociados con una disminucién de los
parametros relacionados con la oxidaciéon de aci-
dos grasos (CPT-1 y PPAR«).

Diferentes estudios sugieren un rol protagé-
nico de las citoquinas (entre ellas TNFo y adipo-
nectina) en la regulacion de la AMPK. Al respecto,
Steinberg et al.*® han demostrado en estudios in
vivo € in vitro que la resistencia insulinica inducida
por TNFa disminuye la actividad de la AMPK por
desfoforilacién de la misma, via regulacién trans-
cripcional de la proteina fosfatasa 2. Esto se acom-
pana de una supresion de la oxidacién de acidos
grasos y acumulo de TG y DAG intramuscular.

Diferentes autores sugieren que la adiponectina
seria un regulador de la bioenergética mitocondrial
en el musculo esquelético a través de la activacion
de la AMPK, con lo cual una disminuida senal de la
adiponectina podria deteriorar la capacidad oxida-
tiva de los lipidos e incrementar el acumulo intra-
muscular de los mismos®®. Yoon et al.*’, en miocitos
C2C12, observaron que la adiponectina incrementa
la oxidacion de acidos grasos a través de la activa-
cion secuencial de la AMPK, la p38MAK y PPARa.
Mas aun, Chen et al.® demostraron en miotubos
humanos que la adiponectina induce la oxidaciéon
de los lipidos a través de la activacion de la AMPK y
gue este mecanismo se encuentra deteriorado en
miotubos de individuos obesos con DM2.

En nuestro trabajo encontramos, en los anima-
les alimentados con DRS, que los niveles dismi-
nuidos de AMPKp en el musculo esquelético se
correlacionan con un aumento de TNFo y un des-
censo de adiponectina en suero, siendo otro posi-
ble mecanismo involucrado en el desarrollo de la
lipotoxicidad e insulinorresistencia en el modelo
experimental empleado.

CONCLUSIONES

La prevalencia de SM ha aumentado considera-
blemente y actualmente es una “epidemia” a nivel
mundial que constituye un problema de Salud Publi-
ca dado que se asocia a un elevado costo de la aten-
cién de aquellos que lo padecen y el impacto sobre
su calidad de vida. Si bien la extrapolacion de los
resultados obtenidos en modelos animales hacia el
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humano debe ser muy cuidadosa, este trabajo pre-
tende contribuir al conocimiento de los mecanismos
que podrian estar involucrados en el desarrollo de la
lipotoxicidad y la resistencia insulinica en musculo
esquelético inducidos nutricionalmente.

El presente estudio fue financiado por subsi-

dios del Consejo Nacional de Investigaciones Cien-
tificas y Técnicas (CONICET) (Grant PIP # 1122015
0100023C0O) y Universidad Nacional del Litoral
(CAI+D # 50420150100011L1).
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