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RESUMEN

Introduccién: niveles elevados de glucocorticoides se asocian
a las alteraciones somaticas y bioguimicas presentes en los
pacientes y en animales con insulinorresistencia (IR). Hemos
demostrado previamente que la IR inducida por una dieta rica
en sacarosa (DRS) induce cambios morfolégicos y funcionales
a nivel adrenocortical y que estas alteraciones pueden evitarse
mediante la administraciéon simultanea de un agonista PPAR-y.
Objetivos: en el presente estudio evaluamos el impacto de un
protocolo de ejercicio moderado sobre las alteraciones morfold-
gicas y funcionales adrenocorticales asociadas con el desarrollo
de IR inducida por una DRS administrada durante siete semanas.
Metodologia. Resultados: los animales (ratas Wistar macho
adultas) tratados con la DRS (agregado de sacarosa al 30% en
el agua de bebida) mostraron un incremento del peso corpo-
ral y de los paniculos adiposos, asi como de los niveles séricos
de glucosa, insulina y triglicéridos. La respuesta glucémica a
la administracion de insulina i.p. se vio claramente menosca-
bada. Se observé una infiltracion lipidica de la corteza adrenal,
con aumento de la expresion de proteinas esteroidogénicas y
marcadores de inflamacion (IL-1B, TNFo, iINOS, COX-2) y un in-
cremento marcado de la corticosteronemia basal. El protocolo
de ejercicio consistié en correr en una cinta continua adaptada
especialmente durante un maximo de 7 min/dia. Este ejercicio
moderado previno la aparicion de los cambios sométicos y bio-
quimicos caracteristicos del estado de IR y la infiltracion lipidica
adrenocortical, revirtiendo ademaés los cambios inflamatorios y
normalizando la corticosteronemia.

Conclusiones: nuestros resultados subrayan el rol deletéreo
del consumo exagerado de carbohidratos simples conteniendo
fructosa y sugieren que el ejercicio moderado podria tener efec-
tos adicionales cuando se emplea en el tratamiento de la IR.

Palabras clave: insulinorresistencia, infiltracion lipidica, corteza
adrenal, inflamacion, corticosterona, ejercicio.

Revista de la Sociedad Argentina de Diabetes 2016; Vol. 50 (52-63)

ABSTRACT

Introduction: a sustained elevation of glucocorticoid production
has been associated with the somatic and biochemical chan-
ges observed in insulin-resistant patients and in animal models
of insulin resistance (IR) as well. We previously demonstrated
that sucrose-induced IR affects adrenocortical morphology and
function, and that these abnormalities could be prevented by
the administration of an insulin-sensitizing PPAR-y agonist.
Objetives: in this study, we analyzed the impact of moderate
exercise on changes in adrenocortical function and morphology
associated with the development of IR, generated in male adult
rats by the addition of 30% sucrose to the drinking water for 7
weeks.

Methodology. Results: body and adipose tissue weights in-
creased in sucrose-treated animals, who also displayed higher
glycemic and insulinemic levels as well as hypertriglyceridemia.
An altered glycemic response to an i.p. insulin test was also de-
tected. Adrenal glands showed a neutral lipid infiltration and in-
creased expression levels of StAR, CYP11A1, IL-1B, TNFa, INOS
and COX-2. Furthermore, sucrose-treated animals exhibited
higher basal corticosterone levels. Exercise training sessions
consisted of running on an adapted motorized treadmill for up to
7 min/day. This moderate exercise protocol fully prevented the
instauration of the IR-associated somatic and metabolic chan-
ges as well as the lipidic infiltration of the adrenal glands, and
reversed the inflammatory changes and the increase in corticos-
terone output.

Conclusions: our results underline the negative impact of high
dietary fructose consumption, and suggest that moderate exer
cise could exert additional beneficial effects when employed as
a therapeutic strategy in the management of IR.

Key words: insulin resistance, lipid infiltration, inflammation,
adrenal cortex, corticosterone, exercise.
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Abreviaturas y acronimos utilizados en el
presente trabajo:

ACTH: hormona adrenocorticotréfica; cADN:
acido desoxirribonucleico complementario; AGL:
acidos grasos libres; Akt: proteina quinasa B; ARN:
acido ribonucleico; COX: ciclooxigenasa; CYP11A1:
colesterol desmolasa, enzima de clivaje de cadena
lateral asociada al citocromo P450; DRS: dieta rica
en sacarosa; E: ejercicio; FAT/CD36: transportador
de acidos grasos de cadena larga ; GLUT-4: trans-
portador de glucosa tipo 4; HO: hemooxigenasa;

HDL: lipoproteina de alta densidad; IR: insulino-
rresistencia; LDL: lipoproteina de baja densidad;
MAPK: proteina quinasa activada por mitégenos;
NE: noradrenalina; NFxB: factor nuclear kappa B;
NQO: éxido nitrico; NOS: éxido nitrico sintasa; PCR:
reaccion en cadena de la polimerasa; PKC: proteina
quinasa C; PPAR: receptor activado por proliferado-
res de peroxisomas; RSG: rosiglitazona; StAR: pro-
teina reguladora de la esteroidogénesis aguda; TG:
triglicéridos; VLDL: lipoproteina de muy baja densi-

dad; t,,: tiempo medio.

INTRODUCCION

Se ha sugerido que las alteraciones en la se-
crecion y/o acciéon de los glucocorticoides podrian
contribuir a los cambios somaticos y biogquimicos
observados en pacientes y en modelos animales
de IR". Los glucocorticoides, en dosis elevadas,
son potentes promotores de IR y favorecen el
depodsito de grasa visceral por su efecto inductor
sobre la lipoproteina lipasa de los capilares del
tejido adiposo intraabdominal®®. Estudios en pri-
mates han demostrado que la exposicién crénica
al estrés fisico y psicolégico induce un aumento
en el depdsito de grasa visceral, IR, hiperinsuline-
mia, tolerancia alterada a la glucosa, dislipidemia y
aterosclerosis prematura, alteraciones asociadas
a hipercortisolemia e hipertrofia adrenal®’. En ra-
tas genéticamente obesas se ha demostrado un
incremento de los niveles basales de corticostero-
nay un retraso en la normalizacion de los valores
luego de un estimulo estresante®.

Evidencias de estudios epidemioldgicos, re-
visados por Bjorntorp y Rosmond® indican una

asociacién positiva entre los niveles de cortisol y
las caracteristicas méas notables del sindrome me-
tabdlico, particularmente la IR y el perfil lipidico
alterado en humanos. La hipersecrecién de gluco-
corticoides esta asociada con la obesidad idiopa-
tica, especialmente de distribucion central®. Estas
evidencias, junto con el hecho de que el bloqueo
de receptores esteroideos (glucocorticoideos/pro-
gestacionales) con RU-486 mejora la IR inducida
en animales por una dieta rica en grasas'®, sugie-
ren fuertemente la participacion de la corteza su-
prarrenal en el desarrollo del sindrome de IR.

Se ha descripto que la hiperactivacion de la
corteza suprarrenal que se observa en el sindro-
me de IR puede ser consecuencia de un estimulo
central, con mayor liberacion de ACTHS, atribuible a
un estado de estrés crénico®. Otra posibilidad, me-
nos estudiada, involucra el estimulo de la corteza
adrenal por mediadores circulantes (hormonales/
humorales) asociados al estado de IR y provenien-
tes, por ejemplo, del tejido adiposo. En este senti-
do se han publicado numerosos trabajos sobre el
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efecto estimulatorio directo del TNF-o y de la lep-
tina a distintos niveles del eje hipotadlamo-hipéfiso-
adrenal (HHA)"2, Por otra parte, se ha demostrado
que la infusién de 4acidos grasos libres (como el
oleato, por ejemplo) puede generar hipercorticos-
teronemia' ya sea actuando directamente sobre
las células adrenocorticales o bien a través de me-
canismos centrales™. La hiperinsulinemia también
induce la activacion del eje corticosuprarrenal™ y
aumenta la esteroidogénesis en forma directa o a
través de receptores para IGF1%. Se plantea ade-
mas la posibilidad de hiperfuncién del eje HHA por
alteraciones generadas directamente a nivel de la
corteza suprarrenal asociadas a la infiltracion lipidi-
ca en forma similar a lo que ocurre en otros tejidos
(por ejemplo, higado, musculo estriado y pancreas
endocrino) en presencia de IR"8.

En este sentido, resultados de nuestro labora-
torio demuestran que la administracién a ratas de
sacarosa al 30% en el agua de bebida generé en
forma temprana (luego de tres semanas) un esta-
do de IR sistémico, que fue confirmado por la de-
ficiente respuesta a la administraciéon de insulina
luego de siete semanas de tratamiento. Paralela-
mente, los animales presentaron un incremento
en el peso corporal y de los depdsitos lipidicos y
en parametros bioquimicos asociados a IR (glu-
cemia, insulinemia, y trigliceridemia). Sefalamos
ademads la presencia de una desorganizacién en
la disposicién de las células esteroidogénicas de
la zona fasciculata de la corteza adrenal y de un
incremento del tamano y numero de gotas lipidi-
cas en este tejido (acumulacién de triglicéridos),
asi como de un aumento en la secrecion basal de
corticosterona. Estas alteraciones no se detecta-
ron en un grupo de animales que recibié, en for
ma simultédnea, tratamiento insulinosensibilizador
con rosiglitazona™.

El conocido efecto beneficioso del ejercicio fi-
sico, pilar fundamental del tratamiento de la dia-
betes mellitus, sobre distintos pardmetros como
control glucémico, perfil lipidico e insulinosensibi-
lidad?*?' ha sido validado también en estudios ex-
perimentales realizados en ratas??23. Teniendo en
cuenta estos resultados nos propusimos evaluar
los efectos de un protocolo de ejercicio moderado
sobre los cambios morfolégicos y funcionales ob-
servados a nivel de la corteza adrenal en ratas con
IR inducida por la administracién de una dieta rica
en sacarosa (DRS). Pusimos especial interés en
la evaluacion de cambios inflamatorios intraadre-

nales asociados al desarrollo de IR y a su posible
modificaciéon por el protocolo de ejercicio.

METODOLOGIA
Animales y disefio experimental

Utilizamos ratas Wistar macho adultas (peso
inicial 200-250 g), alojadas (tres animales/jaula) en
condiciones controladas (temperatura 23+2°C, luz
de 7 a 19 h). Los animales recibieron ad libitum
dieta estandar y agua corriente o agua suplemen-
tada con 30% de sacarosa (p/v). Este tratamiento
se extendié por siete semanas, lapso en el cual
se habia constatado el establecimiento de una IR
franca en evaluaciones previas™.

Los animales fueron divididos al azar en cua-
tro grupos experimentales de ~12 ratas cada uno:
a) C, control, b) DRS, c) E, controles sometidos a
un régimen de ejercicio fisico moderado en cinta
deslizante, y d) DRS+E, tratados simultdneamen-
te con sacarosa al 30% y régimen de entrena-
miento. Los animales de los grupos E y DRS+E
fueron expuestos a un periodo de adaptacién al
ejercicio, una semana previa al cambio dietario,
en el que se los colocod durante 1 minuto sobre
la cinta deslizante en movimiento. El régimen de
entrenamiento consistié en ejercitar a los anima-
les en la cinta a una velocidad constante de 0,8
km/h con una inclinacién de 45°, incrementando el
tiempo de ejercicio hasta llegar a un maximo de 7
minutos en la séptima semana de tratamiento. El
régimen de ejercicio se realizé entre las 18 y 19 h
durante cinco dias a la semana.

Cumplida la séptima semana de tratamiento, en-
tre las 9y 10 h (tras 4 horas de ayuno), se realizé la
eutanasia a la mitad de los animales de cada grupo,
disecandose las suprarrenales y los paniculos adi-
posos mesentérico, epididimario y retroperitoneal y
evaluando su peso. Las determinaciones de glucosa
y triglicéridos séricos se realizaron mediante kits en-
zimaticos (Laboratorios Wiener, Rosario, Argentina)
en muestras de sangre troncal. El estudio fue apro-
bado por el Comité Institucional para el Cuidado de
Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Buenos Aires.

Prueba de tolerancia a la insulina

Cumplidas las siete semanas de tratamiento,
en la mitad restante de los animales de cada grupo
se realiz6 una prueba de tolerancia a la insulina (a
las 10 h, luego de 6 horas de ayuno) mediante la
administracion intraperitoneal de insulina corriente
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porcina (Betalin R, Laboratorios Beta, Buenos Ai-
res, 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 enzimatico (Laboratorios Wie-
ner, Rosario, Argentina). Para cada animal se calcu-
|6 la pendiente de desaparicion de la glucosa (K=
0,693/, ) en base a los valores obtenidos.
Analisis histoldgico y del contenido lipidico
de las glandulas adrenales

Las adrenales fueron fijadas (formaldehido 4%
en buffer fosfato), crioprotegidas en sacarosa al
30%, incluidas en Tissue-Tek® OCT y congeladas
a -20°C. Se cortaron secciones de 10 pm en un
criostato, realizandose la coloracion con Sudan IlI.
Se utilizé un microscopio Eclipse E400 (Nikon, To-
kyo, Japoén) equipado con una camara fotografica
(Coolpix s10; Nikon, Tokyo, Japdn). Se empleé el
programa Adobe Photoshop SC (Adobe Systems,
San José, CA, Estados Unidos) para ajustar el bri-
llo y el contraste de las imagenes. Para cuantificar
el nUmero de células positivas para Sudan Il se
tomaron las imégenes de la zona fasciculata de la
corteza adrenal con un aumento de 600x, se con-
virtieron a una escala de grises de 8-bits y se esta-
bleci6 manualmente un valor umbral. Finalmente
todas las imagenes fueron convertidas a una for
ma binaria. El andlisis fue realizado por observa-
dores que desconocian el tratamiento aplicado en
cada caso. Para el procesamiento y el anélisis, las
imagenes fueron transferidas al programa Image
J (http:// imagej.nih.gov/ij/, NIH, Estados Unidos).

Para la determinacion del contenido de triglicé-
ridos y colesterol tisulares las cortezas adrenales
fueron homogeneizadas en buffer fosfato con el
agregado de KCI y un coctel comercial de inhibi-
dores de proteasas y fosfatasas (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, EUA). Las muestras homogeneiza-
das fueron centrifugadas (5 min, 2.000 g); luego
se determind la concentracién de triglicéridos y
colesterol en el sobrenadante mediante kits enzi-
maticos (Laboratorios Wiener, Rosario, Argentina).

Aislamiento de ARN y gRT-PCR

Los materiales para los ensayos de biologia
molecular fueron adquiridos a la firma Promega
(Madison, WI, Estados Unidos). Luego del sacri-
ficio, las glandulas adrenales fueron extraidas réa-
pidamente, descapsuladas y desmeduladas sobre

frio y luego homogeneizadas en TRIzol®, extrayén-
dose el ARN total segun las instrucciones del fa-
bricante. Se realizé el pre-tratamiento de 1 ug de
ARN con deoxirribonucleasa | libre de ribonuclea-
sas para eliminar cualquier posible contaminacion
con ADN. La transcripcién reversa y la amplifica-
cion del ADNc se llevaron a cabo como lo des-
criben Martinez Calejman et al.’®. La amplificacion
por PCR en tiempo real fue realizada en un termo-
ciclador RotorGeneTM 6000 ®Corbett Life Scien-
ce (Corbett Research, Sidney, Australia) utilizando
0,5 pl de ADNc en un volumen final de 25 pl que
inclufa el colorante EvaGreen®. Las secuencias de
los primers utilizados se presentan en laTabla 1.

Forward Reverse
B actina 5’-CCACACCCGC- 5-GACCCATTCCCAC-
CACCAGTTC-3" CATCACACC -3~
CYP11AT1 5"-GGGTGGCCTAT- 5-CTGAGCTA-
CACCAGTAT-3" CACCTTCCAGCA-3”
StAR 5-GTGGAACCCAA- 5-CAGCACACAGGT-
ATGTCAAGG-3~ GGAACCTC-3”
TNFa 5-TCCTCACAGAGC- 5-CTCCAGGA-
CAGCCCCC-37 CACCCCGGCCTT-3”
IL1B 5-TGAGTGACACT- 5-AGGCTTCCTTGTG-
GCCTTCCTG-3’ CAAGTGT-3"
F4/80 5-CCAGCTTATGC- 5-TCCAGGCCCTG-
CACCTGCA-3" GAACATTGG-3”

Tabla 1: Secuencias de los primers utilizados para la
amplificacion del cDNA por PCR cuantitativa en
tiempo real.

Las condiciones de ciclado fueron las siguien-
tes: 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 ana-
liz6 mediante el programa Rotor Gene 6000 Se-
ries (version 1.7 Build 40), utilizando el método
CT comparativo, y los niveles de los ARNm espe-
cificos fueron normalizados con la expresiéon de
B-actina.

Inmunoblotting
Las muestras de proteinas fueron analizadas
mediante electroforesis en geles de poliacrilami-
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da con SDS en condiciones desnaturalizantes uti-
lizando anticuerpos policlonales de conejo (COX-
2 de Cayman Chemical Co, Ann Arbor, MI, EUA,;
iINOS vy actina de Santa Cruz Biotechnology, Inc,
Dallas, TX, EUA). Las membranas se lavaron con
TBS-Tween 0,1% (un lavado de 15 minutos y dos
de 5 minutos). Como segundo anticuerpo se utili-
zb un anticuerpo policlonal anti-lgG de conejo con-
jugado con peroxidasa de rdbano (HRP) obtenido
en cabra (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA); el sistema
de deteccién empleado fue el ECL de Amersham
Life Science (GE Healthcare Bio-Sciences, Pitts-
burgh, PA, Estados Unidos).

Mediciones hormonales

El antisuero de corticosterona fue provisto por
el Dr. A Bélanger (Laval University, Quebec, Cana-
da) y la corticosterona tritiada fue obtenida en Per
kinElmer (Boston, MA, EUA). Las muestras fueron
tratadas con diclorometano, utilizandose un RIA
para corticosterona previamente descripto?. Los
niveles séricos de insulina fueron evaluados utili-
zando un enzimoinmunoensayo comercial (Alpco
Diagnostics TM Insulin -Rat- Ultrasensitive EIA,
Salem, NH, Estados Unidos).

Analisis estadistico

Los datos numeéricos, distribuidos en forma
gaussiana de acuerdo a la prueba de Kolmogorov-
Smirnoff realizada a priori, se expresan como me-
dia + SEM. Las diferencias entre grupos fueron
evaluadas con un test t o mediante un ANOVA
seguido del test de Tukey, segun corrrespondiera.
Todos los célculos estadisticos fueron realizados
utilizando el programa GraphPad InStat versiéon
3.06 para Windows (GraphPad Software, San Die-
go, CA, Estados Unidos).

RESULTADOS

Tras siete semanas de tratamiento los anima-
les que recibieron la DRS mostraron un incremen-
to significativo del peso corporal y de los paniculos
adiposos (Figura 1), asi como también de los nive-
les circulantes de glucosa, insulina y triglicéridos
(Figura 2). La deficiente respuesta a la inyeccion
intraperitoneal de insulina (Figura 3), con una caida
significativa de la pendiente K, permitié constatar
la existencia del estado de IR.

Estas alteraciones fueron corregidas por el
tratamiento aplicado a los animales del grupo
DRS+E, tanto en los aspectos somaticos (Figura

1) como metabdlicos (Figura 2); los animales so-
metidos al régimen de ejercicio fisico sumado a la
modificacion dietaria presentaron niveles de glu-
cosa, insulina y triglicéridos séricos comparables
a los de los animales controles. Asimismo verifi-
camos, en los animales tratados con DRS+E, una
restauracion de la respuesta normal a la insulina
intraperitoneal (Figura 3).

En cuanto al impacto de la DRS vy del ejercicio
fisico sobre la morfologia y la funcion adrenocorti-
cal, el protocolo de ejercicio fisico previno el incre-
mento de los niveles intraadrenales de triglicéri-
dos (Figura 4A), asi como la acumulacién de lipidos
neutros (medidos con la tincién Sudan Ill, Figura
4B) detectados en los animales que recibieron la
DRS, sin alterar los niveles de colesterol medidos
en los homogenatos de esta glandula (datos no
presentados). Como se aprecia en la Figura bA,
los animales del grupo DRS mostraron un incre-
mento notable y significativo en la corticostero-
nemia basal, acompanado por una duplicacién de
los niveles de los ARNm de la proteina regulado-
ra de la esteroidogénesis StAR y de la colesterol
desmolasa o CYP11A1, que cataliza el paso inicial
de la sintesis de esteroides (Figura 5B). Como se
ve en esta figura, el tratamiento simultdneo con
DRS+E evito la aparicion de estas alteraciones.

Finalmente, en las Figuras 6 y 7 se observa el
impacto de la DRS sobre la generacion de sefia-
les inflamatorias a nivel adrenocortical. Tanto la
infiltracién macrofagica (marcador F4/80) como la
produccién de citoquinas proinflamatorias (IL1B y
TNF-0) mostraron un incremento significativo en
los animales que recibieron la DRS; asimismo se
detectd en los mismos un aumento de la expre-
sion proteica de las enzimas INOS y COX-2. Como
surge de estas dos Ultimas figuras, nuevamente
el tratamiento concomitante con el protocolo de
ejercicio evité la manifestacion de los cambios ob-
servados en el grupo DRS.
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Figura 1:

Peso corporal (A) y peso relativo de la grasa mesentérica (B), epididimal (C) y retroperitoneal (D) en animales
controles y animales que recibieron durante siete semanas la dieta suplementada con sacarosa, con (E; DRS+E)
o sin régimen de ejercicio (C; DRS); (media + SEM, n= 6 por grupo; **p<0,01; ***p<0,001 vs control y °p<0,05;
*°p<0,01 vs DRS; ANOVA/test de Tukey).
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Figura 2: Glucemia (A), insulinemia (B) y triglicéridos séricos (C) en animales tratados con (E; DRS+E) o sin régimen
de ejercicio (C, DRS); (media + SEM, n=6 por grupo; **p<0,01 y ***p<0,001 vs C, *°°p<0,01, °*°p<0,001 vs DRS;

ANOVA/test de Tukey).
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Figura 3: Glucemia (A) y pendiente K de desaparicion de la glucosa del compartimento vascular (B) tras la inyeccién de
insulina corriente intraperitoneal (0,2 U/kg) en animales de los grupos C y DRS con (E; DRS+E) o sin régimen
de ejercicio (C, DRS); (media +, SEM, n=6 por grupo; ***p<0,01 vs C; °*°p<0,001 vs DRS; ANOVA/test de Tukey).
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Figura 4: A) Niveles de triglicéridos (ug/mg de tejido) determinados en homogenatos adrenales obtenidos de animales
con (E; DRS+E) o sin régimen de ejercicio (C, DRS). B) Area proporcional ocupada por células Sudan Il positivas
en cortes histologicos de la corteza adrenal obtenidos de los mismos grupos experimentales. En ambos casos se
indica la media + SEM de 6 animales por grupo (***p<0,001 vs C; °*°p<0,001 vs DRS; ANOVA/test de Tukey).
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y CYP11A1 (B) en animales de los grupos C y DRS tratados con (E; DRS+E) o sin régimen de ejercicio (C, DRS);

(media + SEM, n=6 por grupo; ***p<0,001 vs C; °*°p<0,001 vs DRS; ANOVA/test de Tukey).
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Figura 6: Expresion adrenocortical de los ARNm de IL-18, TNF-o. y F4/80, medida por RT-PCR en tiempo real en animales

de los grupos C y DRS con (E; DRS+E) o sin régimen de ejercicio (C, DRS); (media + SEM, n=6 animales por

grupo; ***p<0,001; **p<0,01 y *°p<0,01 vs DRS; ANOVA/test de Tukey).
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Figura 7: Expresion (en relacidn con los niveles de B actina) de las proteinas iNOS y COX-2 medida por inmunoblot en
homogenatos de corteza adrenal de los animales con (E; DRS+E) o sin régimen de ejercicio (C, DRS); (media +
SEM, n= 6 animales por grupo; ***p<0,001 vs C y °°p<0,001 vs DRS; ANOVA/test de Tukey).

DISCUSION

Se sabe que la administracién de dietas ricas
en sacarosa, aportando un alto contenido de fruc-
tosa, genera un profundo impacto en la acumula-
cion y distribucion de reservas energéticas tanto
en seres humanos como en animales??. La fruc-
tosa, proveniente de la hidrélisis intestinal de la
sacarosa, es metabolizada principalmente en el
higado incorporandose a la via glucolitica mas alla
del paso clave de regulacién de la misma, por lo
que se convierte en piruvato y finalmente en éaci-
dos grasos libres (AGL) en forma no controlada
por los niveles de energia de la célula?®?®. Asi se
genera un aumento en la sintesis de AGL y TG he-
paticos, en los niveles de AGL y VLDL circulantes,
en la acumulacién de lipidos en el tejido adiposo
(principalmente abdominal) y en el depdsito ecto-
pico de TG en higado y musculo contribuyendo a
la generacion de IR con sus manifestaciones me-
tabdlicas (hiperinsulinemia, disglucemia, aumento
de VLDL circulantes)'8303 alteraciones que de-
tectamos en los animales tratados con la DRS.

En el presente trabajo, el tejido adrenal obte-

nido de los animales del grupo DRS mostré una
marcada infiltracion por lipidos neutros, concen-
trados en gotas lipidicas con niveles incrementa-
dos de TG, sin observarse cambios en el conte-
nido de colesterol tisular. Como ocurre con otros
parénquimas, también a nivel de la corteza adre-
nal una oferta de 4acidos grasos que sobrepase las
necesidades energéticas del tejido puede ocasio-
nar un incremento en la sintesis y el depdésito local
de TG, Hemos demostrado previamente la acu-
mulacién ectépica de lipidos en la corteza adrenal
de ratas alimentadas con una DRS, asociada a la
inducciéon del transportador de acidos grasos de
cadena larga de la membrana plasmatica (FAT/
CD36) y de su regulacién positiva por lipidos ago-
nistas del receptor PPAR-y'®. Se describe ademéas
que el estado de inflamacién crénica, con activa-
cion de la via SRBP-1 y/o de los sistemas renina-
angiotensina locales, podria contribuir al depdsito
ectopico de lipidos®?23,

Estudios previos demostraron niveles aumen-
tados de corticosterona en ratas tratadas con die-
tas hipergrasas®*®. Los resultados obtenidos en el
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presente estudio, asf como aquellos publicados en
2012 por nuestro grupo'®, senalan la existencia de
hipercorticosteronemia sin hipertrofia adrenal en
los animales con IR inducida por la DRS. Este dato
hace pensar en un mecanismo de estimulo ejerci-
do localmente, independiente del estimulo crénico
por parte de ACTH. Segun Kristiansen et al. la insu-
lina puede aumentar en forma directa la expresion
de enzimas esteroidogénicas y la produccion de
cortisol en cultivos primarios de células adrenocor
ticales humanas'®. La disminucion en los niveles de
adiponectina descripta en pacientes con IR% podria
contribuir a la hipercorticosteronemia observada en
nuestro modelo animal, ya que en lineas celulares
adrenales esta adipoquina inhibe la secrecion de
esteroides®®8. Se ha senalado ademas que la es-
teroidogénesis adrenal puede ser modificada por
citoquinas y adipoquinas circulantes®**3. Sin embar
go, y corroborando trabajos previos'®4°, nuestros
resultados (aumento de la expresion del marcador
F4/80, expresado en forma selectiva por los ma-
créfagos maduros, y de I-18 y TNF-a en la corteza
adrenal de los animales del grupo DRS) apuntan al
establecimiento de un estado proinflamatorio local,
probablemente asociado a la infiltracién grasa de
las adrenales como posible factor desencadenante
de la hipercorticosteronemia.

La COX-2 es la isoforma inducible de las ci-
clooxigenasas y su activacion ocurre en respuesta
a agentes proinflamatorios como las citoquinas,
los mitégenos y las endotoxinas*. Hemos de-
mostrado previamente la participacién de la COX-
2 en el aumento de la esteroidogénesis generado
en células adrenocorticales Y1 en cultivo**#¢, asi
como también que el incremento de los niveles
de NO intraadrenales potencia la secrecion de
corticosterona inducida por la activacion de la via
de COX-2. Podemos establecer, en base a lo an-
tedicho, una secuencia tedrica de eventos desen-
cadenados por la administracién de la DRS carac-
terizada por el aumento de los depdsitos lipidicos
intraadrenales — infiltracion macrofagica — libera-
cion de citoquinas — activacion de COX-2 e iNOS,
con un papel relevante en la generacion del incre-
mento en la sintesis y liberacién de corticosterona
detectado en estos animales.

Los resultados obtenidos en el grupo que reci-
bié la DRS y fue sometido al protocolo de ejercicio
moderado (DRS+E) muestran que esta interven-
cion evitd el aumento de peso corporal y de los
depdsitos lipidicos con respecto al grupo DRS,

mejorando las alteraciones en el perfil metabdlico
y en la sensibilidad a la insulina, normalizando la
secrecion de corticosterona vy, a nivel corticoadre-
nal, revirtiendo la infiltracién grasa y la produccién
de senales proinflamatorias posiblemente asocia-
das con el incremento de la esteroidogénesis. El
efecto insulinosensibilizador de la actividad fisica
a nivel muscular fue demostrado por Richter et
al.#48 y fue atribuido a un mecanismo inducido por
la contraccion local y que involucra, entre otros
efectos, un aumento en el nimero de transporta-
dores GLUT-4 en membrana® vy, por lo tanto, de la
captacién y el metabolismo de la glucosa a nivel
muscular. Los mecanismos moleculares postula-
dos involucran a la isoforma theta de la PKC y a
un sustrato de la PKB/Akt y de la AMPK denomi-
nado AS160%%3. En cuanto al efecto del ejercicio
sobre el tejido adiposo, se ha sugerido que activa
la AMPK posiblemente mediante la estimulacién
adrenérgica y/o la liberacion de mioquinas (por
ejemplo, IL=6), promoviendo la inhibicion de la lipo-
lisis y un incremento de la lipogénesis®®’. De esta
forma se disminuiria el aporte de &cidos grasos a
la sangre lo que favoreceria la insulinosensibiliza-
cion de tejidos como el musculo esquelético.

La implementacion de un protocolo de ejer
cicio ha resultado ser efectiva para mejorar el
perfil lipidico asociado a la insulinorresistencia
aumentando los niveles de colesterol-HDL vy dis-
minuyendo los niveles de VLDL vy triglicéridos cir-
culantes®®. E| ejercicio genera ademas cambios
favorables como la induccién de enzimas involu-
cradas en mecanismos antioxidantes como ser la
Cu/Zn-SOD o la HO-1%. Por otro lado, diversos au-
tores demostraron que el ejercicio evita la activa-
cion de NFkB y disminuye los niveles de marcado-
res inflamatorios como NAD(P)H oxidasa, PAI-1,
MCP-1 y COX-2 en tejido cardiaco® y de INOS y la
produccién de superdxido en leucocitos®. Se ha
descrito finalmente una disminucién de la hiper
corticosteronemia en ratas genéticamente diabé-
ticas sometidas a ejercicios prolongados a través
de mecanismos encefélicos y adrenales®®.

Si bien los experimentos realizados no per
miten establecer si la generacion de IR precede
a la disfuncién adrenal, la respuesta favorable a
los efectos insulinosensibilizadores asociados al
incremento de la actividad fisica sugiere fuerte-
mente la existencia de una relaciéon causal entre
ambos fenémenos.
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CONCLUSIONES

Los resultados presentados permiten concluir,
en primer lugar, que la alimentacion rica en carbo-
hidratos simples, cuya presencia en la alimenta-
cion cotidiana se ha incrementado notablemente
en las Ultimas décadas, genera IR y cambios mor
fofuncionales en la corteza adrenal, resultantes en
una hipercorticosteronemia que podria contribuir
a agravar la IR. Por otro lado, que el ejercicio fisi-
co moderado, una estrategia terapéutica efectiva
para el tratamiento de la diabetes mellitus y otros
trastornos metabdlicos asociados, asi como para
el cuidado de la salud en general, corrige en nues-
tro modelo experimental tanto las alteraciones
metabdlicas como corticoadrenales ligadas a la IR.

Financiamiento del estudio

Este trabajo fue realizado con aportes de la
Sociedad Argentina de Diabetes (Subsidio de In-
vestigacion Basica), de la Agencia Nacional de
Promocién de Ciencia y Tecnologia (ANPCyT, PICT
2008/1034) y de la Universidad de Buenos Aires
(Subsidio UBACyT M014).
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