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RESUMEN

La obesidad es considerada uno de los mas grandes factores de riesgo y causa de morbilidad y
mortalidad en el mundo, y cada vez tiene una mayor incidencia a nivel mundial (en el 2016 el
39% de los adultos tenian sobrepeso y el 13% eran obesos). Teniendo en cuenta que la
farmacoterapia no es el principal tratamiento para la obesidad, es importante tenerla en cuenta en
pacientes que no hayan obtenido beneficios con otras intervenciones, por lo que el hallazgo de
nuevos blancos moleculares que apunten a la obesidad y/o sus complicaciones, se ha convertido
en una tarea en creciente auge. Los canales Kir6.2/ATP estan asociados con la regulacion de la
ingesta de alimentos ademas de cumplir con otras multiples funciones, de esto surge nuestro
objetivo el cual es estudiar su rol en el metabolismo lipidico del raton, para lo cual se usaron
ratones de C57BI/6 de tipo salvaje (animales control), y ratones Kir6.2" (carentes de Kir6.2),
alimentados con comida regular o con una dieta conteniendo un 60% de grasa.

Los ratones Kir6.2” presentaron una leve hiperfagia con una acumulacién menor de grasa
visceral. Ademas, presentaron mayor velocidad de secrecion de VLDL en ambas dietas y
mayores niveles plasmaticos de B-hidroxibutirato, marcador de oxidacion hepatica. También
presentan aumentada relacion peso del higado/peso corporal, en ambos regimenes dietarios,
siendo mas pronunciada en la dieta rica en grasa, esto sin observarse diferencias en los niveles
de lipidos hepaticos entre los grupos, indicando que el aumento de masa es debido a un aumento
de la celularidad. Conclusién: los animales Kir6.2" estarian eliminando la grasa hepética a través
de un aumento de su secrecion, asi como de su oxidacion. Nuestros hallazgos muestran que
Kir6.2 jugaria un rol, probablemente indirecto, en el redireccionamiento del exceso de

energia hacia el higado, el tejido adiposo y el muscular.



INTRODUCCION

Definiciones

El sobrepeso y la obesidad se definen como una acumulacion anormal o excesiva de grasa que
puede llegar a ser perjudicial para la salud. El indice de masa corporal (IMC) es un indicador de
la relacion entre el peso y la estatura que se utiliza para identificar el sobrepeso y la obesidad en
los adultos, proporcionando la medida mas til para medir estos parametros en la poblacion, ya
que su valor es el mismo para ambos sexos y para los adultos de todas las edades. Este indice se
calcula dividiendo el peso de una persona en kilos por el cuadrado de su estatura en metros. Sin
embargo, el IMC no tiene en cuenta la diferencia entre el tejido adiposo y el magro; ni tampoco
distingue entre las diferentes formas de adiposidad.

En adultos, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define como sobrepeso a un IMC
igual o superior a 25 y como obesidad al IMC igual o superior a 30, sin embargo, existen otras
clasificaciones alrededor de estos dos términos. En la tabla 1 se muestra la clasificacion completa
segun la OMS.

Tabla 1 - Clasificacion del IMC segun la OMS
Insuficiencia ponderal Menor a 18.5

Como se muestra en la tabla 1, se considera insuficiencia ponderal aquella condicion en
donde el peso del individuo es inferior al que corresponde para su edad. La OMS vy las
sociedades cientificas consideran que existe obesidad cuando el IMC es >30 kg/m?. Los distintos

grados de obesidad se clasificaran a mayor grado de IMC (obesidad clase I, Il y IlI). Se
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considera obesidad mérbida cuando el IMC es >40 kg/m® Actualmente, se consideran una
categorias mas para la obesidad moérbida que es cuando el IMC es >50 kg/m2 (“superobesidad
morbida”), ya que desde el punto de vista quirdrgico tiene implicaciones a la hora de seleccionar
la técnica mas apropiada. La Sociedad Americana de Cirugia Bariatrica (ASBS) y la Sociedad
Espafiola de Cirugia de la Obesidad (SECO) incluyen una tercera categoria, la correspondiente a
IMC >60 kg/m? (http://www.seco.org/Tipo-y-grados-de-obesidad_es 19 0 0 33 38.html).

Para los nifios el calculo es diferente, por estar ellos siempre en continuo crecimiento.
Para ello se utilizan tablas relacionadas con el crecimiento con percentiles. De manera simple, en
los menores de 5 afios, el sobrepeso es el peso para la estatura con méas de dos desviaciones
tipicas por encima de la mediana establecida en los patrones de crecimiento infantil de la OMS;
mientras que la obesidad es el peso del nifio con mas de tres desviaciones tipicas por encima de
esta mediana. En el caso de los nifios de 5 a 19 afios, se definen como sobrepeso es el IMC para
la edad con méas de una desviacion tipica por encima de la mediana establecida en los patrones de
crecimiento infantil de la OMS, y en la obesidad es mayor que dos desviaciones tipicas por

encima (http://www.who.int/es/news-room/fact-sheets/detail/obesity-and-overweight).

Prevalencia

Siendo considerados alguna vez como problemas de los paises con altos ingresos, tanto el
sobrepeso como la obesidad estan cada vez mas en continuo crecimiento en los paises con bajos
y medios ingresos, sobre todo en las areas mas urbanizadas. Segun la OMS, la obesidad y el
sobrepeso han alcanzado cifras de epidemia a nivel mundial (Gargallo Fernandez et al., 2012;
Gargallo Fernandez Manuel et al., 2012; Popkin & Reardon, 2018; Salas-Salvado, Rubio,
Barbany, Moreno, & Grupo Colaborativo de la, 2007; Smith & Smith, 2016). La prevalencia de
obesidad, se triplico entre 1980 y 2008 en todas las regiones del mundo, hasta el punto de que
ahora hay unas 700 millones de personas consideradas obesas (Smith & Smith, 2016), que de
acuerdo con las estimaciones de la OMS, causan cada afio la muerte de 2,8 millones de personas
y provocan un descenso de hasta 10 afios en la esperanza de vida.

Segun estimaciones recientes de la OMS a nivel mundial, en el 2016 el 39% de los adultos de
18 0 mas afios tenian sobrepeso, lo que equivaldria a unas 1900 millones de personas, siendo un
aproximado del 13% de la poblacion adulta mundial obesos (650 millones). Se puede apreciar la

prevalencia en hombres (Figura 1) y en mujeres (Figura 2) mayores de 18 afios a nivel mundial



segin la OMS en el afio 2014 (http://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/148114/
9789241564854 eng.pdf;jsessionid=C6FCAA2879FD5A152C1B0947B66180C5?sequence=1).

Figura 1 - Prevalencia de obesidad estandarizada por edad en hombres mayores de 18 afos, 2014
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Figura 2 - Prevalencia de obesidad estandarizada por edad en mujeres mayores de 18 afos, 2014

-

. . ®
- "
k .
‘ v‘.% World Health
¢ ) fea
Prevalence of obesity (3%)* % Organization 3
<5 - 225 3 f t . o pondtive : v /
5-149 Data not available o R TNSCCHAL: [ SRR ex
I:] 15-249 !—] Not applicable ) 400 k

* BMI 230 kg/m

Fuente: OMS. (2014). Global status report on non-communicable diseases


http://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/148114/%209789241564854_eng.pdf;jsessionid=C6FCAA2879FD5A152C1B0947B66180C5?sequence=1
http://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/148114/%209789241564854_eng.pdf;jsessionid=C6FCAA2879FD5A152C1B0947B66180C5?sequence=1

Figura 3 - Prevalencia estandarizada por edad de sobrepeso en ninos menores de 5 afos,2013
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En la figura 3 se expone la prevalencia de obesidad en los nifios menores de 5 afios,
estandarizado por edad, segin las estimaciones del afio 2013. Unos 41 millones de nifios
menores de 5 afios tenian sobrepeso o eran obesos hasta ese afio (http://www.who.int/es/news-
room/fact-sheets/detail/obesity-and-overweight) (http://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/
148114/9789241564854 _eng.pdf;jsessionid=C6FCAA2879FD5A152C1B0947B66180C5?seque
nce=1).

Para dar unos ejemplos, la prevalencia de la obesidad fue de 36.5% (estimado bruto) en la
poblacion adulta de Estados Unidos durante 2011-2014, hallando en el rango etario de entre 40 y
59 afios la mayor prevalencia (40.2%) (http://htuneup.com/diseases/d_overweight.pdf).

Pero otros paises no estdn muy distantes de esa situacion dado que la prevalencia de
sobrepeso en la poblacion adulta en Espafia entre 25 y 64 afios es del 39,3%, mientras que la
prevalencia de obesidad general, fue del 21,6%, la cual va en aumento con la edad (Aranceta-
Bartrina, Perez-Rodrigo, Alberdi-Aresti, Ramos-Carrera, & Lazaro-Masedo, 2016).

La obesidad en la regién latinoamericana y en Argentina
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En nuestra region segun el informe del Panorama de la Seguridad Alimentaria y Nutricional
en América Latina y el Caribe (Arbex, Rocha, Aizenberg, & Ciruzzi, 2014), cerca del 58% de los
habitantes de la region vive con sobrepeso, es decir, 360 millones de personas.

Si tenemos en cuenta s6lo a la Argentina, la prevalencia de sobrepeso fue de 37,1% con un
aumento de la prevalencia a mayor edad.

Vinculandolo al nivel educativo, se observd que las personas con mas bajo el nivel de
instruccion de las personas la prevalencia aumenta con estudios primarios incompleto tuvieron
una mayor prevalencia de sobrepeso (41,8%) que el grupo que completd el secundario 0 méas
(35,4%), sin observarse diferencias respecto a la prevalencia segun ingreso total del hogar
(http://www.msal.gob.ar/images/stories/bes/graficos/0000000544cnt2015_09 04 encuesta
_nacional_factores_riesgo.pdf). Todo esto significa que 6 de cada 10 adultos en Argentina tiene
sobrepeso, como igual 3 de cada 10 nifios, de los cuales ya un 6% tiene obesidad
(http://www.msal.gob.ar/images/stories/ryc/graficos/0000001137cnt-2017-09_cuadernillo-
obesidad.pdf).

Sin embargo, es importante recalcar que existen ciertos avances sobre alimentacion saludable
y el control de la obesidad en Argentina en los ultimos afios. Se ha promulgado la Ley Nacional
de Trastornos Alimentarios 26396/2008 en la que se garantiza la cobertura de los tratamientos
farmacologicos y quirargicos de la obesidad. En diciembre de 2014 entr6 en vigor la reforma del
Codigo Alimentario que limita el componente de Acidos Grasos Trans (AGT) en los alimentos, y
también la ley de Reduccion del Consumo de Sal, reglamentada en enero de 2017. El ministerio
de salud en el 2014 publicé una guia de Practica Clinica para la Deteccion y Tratamiento del
Sobrepeso y la Obesidad en Adultos, y en el 2016 se publicaron las Guias Alimentarias para
Poblacion Argentina, que brinda la oportunidad de educar a la comunidad, equipos de salud y
docentes sobre recomendaciones de habitos alimentarios. También, se cred en el 2016 el
Programa Nacional de Alimentacién Saludable y Prevencion de Obesidad por la Direccion de
Promocion de la Salud y Control de enfermedades no transmisibles, a través de la Resolucién
732/2016. Y por ultimo en mayo 2017 el Presidente de la Nacion establecio a través del decreto
330\2017 el “Dia Nacional de Lucha Contra la Obesidad” el tercer miércoles del mes de octubre
con el objetivo de impulsar este tema en la agenda publica, sensibilizar a la poblacion y

fortalecer las politicas publicas.
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Pero no solo Argentina es el Unico pais latinoamericano que ha tomado iniciativa, la
Organizacion Panamericana de la Salud (PAHO, del inglés, Pan-American Health Organization)
ha lanzado un plan de accion para la prevencion de la obesidad cuyo objetivo general es detener
la epidemia de la obesidad en los nifios y adolescentes, de manera de que no se registre aumento
en las tasas de prevalencia actuales de los distintos paises que la conforman. Para ello se requiere
de un enfoque multisectorial que abarque todo del curso de vida, basado en el modelo
socioecondémico y que este focalizado el transformar el ambiente obesogénico promoviendo un
mayor consumo de alimentos nutritivos y aumento de la actividad fisica. Lo cual deberia lograrse
al ejecutarse politicas, leyes, reglamentos e intervenciones que tengan en cuenta las prioridades y
el contexto de los Estados, dentro de una serie de lineas de accion estratégica como la promocién
de la lactancia materna y la alimentacion saludable, mejorando la nutricion y la actividad fisica
en los establecimientos escolares; estableciendo distintas politicas fiscales y reglamentaciones en
la materia de la publicidad, promocion y etiquetado de alimentos; ademas de la continua
vigilancia, investigacion y evaluacion. Para lograr este objetivo la PAHO proporciona
informacion basada en la evidencia para la formulacion de politicas y reglamentaciones, guias
regionales para los programas preescolares y escolares de alimentacion y sobre los alimentos y
las bebidas que se venden en los distintos establecimientos escolares y ademas apoyo a la
adopcion de indicadores relativos a la obesidad. A su vez se estableceran estas directrices, se
creara Y mantendra una base de datos con cifras de nivel nacional sobre la prevalencia del
sobrepeso 'y obesidad y se hard el seguimiento de las actividades
(https://www.paho.org/hg/dmdocuments/2015/Obesity-Plan-Of-Action-Child-Spa-2015.pdf).

Causas de la obesidad

La obesidad y el sobrepeso son condiciones caracterizadas por la acumulacion excesiva de
grasa en el cuerpo como resultado de un consumo de energia de manera cronica y excesiva en
comparacion con el gasto de energia. Esto es el resultado de una combinacion de causas de
distintos factores que contribuyen, en la que se incluyen factores individuales como el
comportamiento, el que a su vez incluye la dieta, la psiquis del individuo, tanto la actividad fisica
como el sedentarismo, los medicamentos que consume, entre otros Yy la genética. Pero no hay
solamente factores individuales, también hay otros factores que dependen de la sociedad en la

que habita la persona, entre estos estan incluidos la alimentacion y la actividad fisica del entorno,
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el nivel de educacién y como se comercializan y promocionan los distintos productos
alimenticios (https://www.cdc.gov/obesity/adult/causes.html). Con todo lo anteriormente dicho,
y aun pudiendo afirmar que es una patologia multifactorial, las principales causas del aumento
del sobrepeso y la obesidad en la poblacion, mas alla de todos los factores previamente
nombrados, son los cambios en la alimentacion y los nuevos habitos, este nuevo estilo de vida de
la denominada sociedad de consumo (Goodarzi, 2018; Rausch et al., 2018).

En lo que le corresponde al comportamiento, la falta de actividad o sedentarismo provoca que
no se consuman tantas calorias, por lo que es facil que los individuos ingieran mas calorias de las
que usan para hacer ejercicio y para las actividades cotidianas. Agregandole a esto, habitos
alimentarios poco saludables, siendo que el consumo desmedido de los alimentos procesados
industrialmente, las bebidas azucaradas, la comida rapida y los alimentos con grasa y sal estan
desplazando a las dietas tradicionales mas nutritivas (o de las dietas llamadas tipo mediterraneas)
el aumento de peso es inevitable ya que se consumen mas calorias de las que degradan
(https://www.mayoclinic.org/es-es/diseases-conditions/obesity/symptoms-causes/syc-20375742).
Esto indica por un lado, que las dietas tradicionales han sido reemplazadas por otras con mayor
contenido energético y por otro, que la inactividad fisica o sedentarismo es reconocido como un
factor determinante cada vez mas importante del desarrollo de la enfermedad (Popkin &
Reardon, 2018; Saklayen, 2018).

En cuanto a los factores que dependen de la comunidad, tanto las personas como sus familias
toman decisiones basadas en el entorno y en el lugar donde viven, por ejemplo una persona
podria no elegir por ir en bicicleta al trabajo o hacia cualquier otro lado si no hay senderos
seguros para las bicicletas o ciclovias. También, se ha demostrado que las probabilidades de que
una persona se vuelva obesa aumentan un 57% si tuvieron un amigo que se volvié obeso. Si en
cambio es un hermano el que se vuelve obeso, aumenta en un 40% dicha probabilidad, y si es el
cényuge aumenta en un 37% (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17652652).

Con respecto a los genes, si bien los cambios genéticos en la poblacion humana ocurren muy
lentamente como para ser responsables de la epidemia, la variacion en la forma en que las
personas responden al medio ambiente, que promueve el sedentarismo y la ingesta de alimentos
altos en calorias sugiere que los genes juegan un papel en el desarrollo de la obesidad. En raras
ocasiones hay un patrén claro de obesidad heredada dentro de una familia debido a una variante

especifica en un solo gen. La mayor parte es resultado de interacciones complejas entre los genes
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y los mdltiples factores ambientales (https://www.nhlbi.nih.gov/sites/default/files/media/docs
/obesity-evidence-review.pdf).

Sin embargo, entre los genes vinculados con la obesidad podemos destacar el gen asociado a
la masas grasa y la obesidad (FTO, del inglés, Fat Mass and Obesity-Associated) y el receptor de
melanocortina-4 (MC4R, del inglés, melanocortin-4 receptor) entre otros tantos. El
polimorfismo rs9939609 del gen FTO se relaciona con un mayor IMC y perimetro de la cintura
(Corella et al., 2012). De modo similar variaciones en el gen MC4R se relacionan con un
comportamiento alimentario que favorece valores mas elevados de masa grasa o IMC
(Orkunoglu-Suer et al., 2011).

También entre los factores que pueden llevar al sobrepeso y a la obesidad, podemos encontrar
algunas enfermedades como el sindrome de Cushing, el sindrome de ovario poliquistico, el
hipotiroidismo, entre otros. Ademas algunas drogas también pueden conducir al aumento de

peso, como el uso de los esteroides y algunos antidepresivos

Consecuencias de la obesidad

La obesidad afecta todos los 6rganos y sistemas del organismo con un factor patogénico
comun: la inflamacion cronica de bajo grado, cuyas causas se deben principalmente a un gasto
energeético bajo en relacion con las necesidades de calorias y donde se implican tanto factores
genéticos como ambientales. Son tantas las consecuencias clinicas de la obesidad que la
convierten en una de las causas prevenibles mas importantes de morbilidad y mortalidad precoz
que so6lo un control moderado de ella seria capaz de salvar miles de vidas anualmente a nivel
mundial. Ya que se ha demostrado que el sobrepeso y la obesidad, aumentan los riesgos de una
gran variedad afecciones entre las que podemos nombrar, la enfermedad coronaria, diabetes tipo
2, cancer de endometrio, cancer de mama y cancer de colon; también la hipertension arterial,
dislipidemias y accidente cerebro vascular. Entre las complicaciones hepéticas conseguiriamos
observar, la esteatosis hepéatica no alcohdlica, esteatohepatitis y hasta cirrosis hepatica. También
es posible encontrar apnea del suefio, problemas respiratorios, artrosis, problemas ginecologicos
entre los que podemos nombrar anormalidades menstruales, infertilidad y sindrome de ovario
poliquistico; ademas de enfermedades venosas cronicas, periodontales, entre otras tantas

complicaciones posibles debidas al aumento de la masa de grasa corporal (Bray, 2004; Hruby et
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al., 2016; Kelsey, Zaepfel, Bjornstad, & Nadeau, 2014; Koliaki, Liatis, & Kokkinos, 2018;
Lawrence & Kopelman, 2004; Suarez, 2018).

La obesidad ademas supone una enorme carga economica tanto sobre el individuo, como en
las familias y las naciones. En 2014, el impacto econdmico global de la obesidad se estimé en
US$ 2,0 billones o el 2,8% del producto interno bruto (PIB) mundial (Dobbs et al., 2014). Mas
alla del gasto excesivo obvio en atencion medica, también se imponen costos en forma de
pérdida tanto de productividad como de crecimiento econdmico, siendo el resultado de dias de
trabajo perdidos, menor productividad, mortalidad y discapacidad permanente (Dee et al., 2014).

De esto se desprende que la obesidad es una amenaza importante para la salud publica
nacional y mundial en términos de prevalencia, incidencia y carga econémica, y por ello, es que
ha adquirido alta relevancia la basqueda de nuevos blancos terapéuticos capaces de combatirla

junto a sus complicaciones asociadas.

Tratamiento

En la actualidad hay una gran variedad de modalidades que son usadas para tratar el
sobrepeso y la obesidad, entre las que podemos considerar distintos tipos de dietas, terapias de
ejercicio fisico, terapias del comportamiento, la farmacoterapia, cirugias y terapias combinadas,
aunque todas estas requieran una gran dosis de voluntad por parte del paciente. Es por ello que
surge la concepcion de que la prevencion a partir de la realizacion de cambios en el estilo de vida
del paciente obeso es el mejor tratamiento posible contra la enfermedad.

Respecto de las dietas y terapias de comportamiento. Reducir calorias y practicar habitos
alimenticios mas saludables es vital. Aunque se pueda perder peso rapido en dietas de cortos
periodos, las dietas a largo tiempo maés equilibradas son consideradas la forma mas segura de
perder peso permanentemente. Por lo que se deben evitar las dietas drasticas y no realisticas ya
que no se podran mantener por largos periodos de tiempo. Siendo lo ideal participar en un
programa de por lo menos 6 meses, con una fase de mantenimiento de al menos un afio para
aumentar las probabilidades de éxito. Actualmente no hay una dieta que sea considerada la
mejor, por lo que una buena dieta hay que elegirla individualmente para cada persona, en la cual
la dieta se adapte a la persona y no viceversa (Heymsfield & Wadden, 2017). Todos estos

cambios deben lograr reducir las calorias, que la persona se sienta satisfecha comiendo menos y
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eligiendo opciones mas saludables, restringiendo ciertos alimentos y realizando reemplazos
alimentarios.

Aumentar el ejercicio es una parte primordial del tratamiento, ya que la mayoria de las
personas que bajan de peso y logran mantenerlo durante mas de un afio practican ejercicio
regularmente, cuyos efectos en la pérdida de peso incrementan si se hace junto con la dieta. Los
programas de actividad fisica deben tener una duracién de por lo menos de 3 meses, y deberian
realizarse con una frecuencia de entre 3 y 7 dias por semana segun el nivel del individuo y
durante un tiempo de 30 minutos por vez como minimo. Aungue el tipo de ejercicio suele tender
a ser aerobico, puede introducirse también entrenamiento con sobrecargas resultando igualmente
eficaz (http://www.redalyc.org/pdf/3457/345732284009.pdf).

Respecto de las cirugias. También hay ciertos casos en que se puede recurrir a la cirugia para
bajar de peso. Esta limita la cantidad de comida que una persona pude ingerir, disminuye la
absorcion de alimentos y calorias, 0 ambas. Aunque la cirugia ofrece la mejor oportunidad de
perder una mayor cantidad de peso, puede implicar graves riesgos. La cirugia puede considerarse
si ya se han probado otros métodos para adelgazar que no han funcionado y si se cumplen ciertas
condiciones como obesidad extrema o con IMC entre 35y 39,9 pero que también presentan
problemas de salud graves relacionado con el peso, o si asume el compromiso de hacer los
cambios de estilo de vida necesarios para que funcione la cirugia. La cirugia no garantiza que se
vaya a perder todo el exceso de peso ni que se mantenga a largo plazo. El éxito del
adelgazamiento depende del compromiso del individuo para hacer cambios en su estilo de vida.
Algunas de las cirugias para bajar de peso son: Cirugia de bypass gastrico (bypass gastrico en
Y de Roux), donde se crea un pequefio saco en la parte superior del estbmago. Luego se corta el
intestino delgado a poca distancia por debajo de la parte principal del estomago y se lo conecta al
nuevo saco. La comida pasa del saco a esta parte del intestino, omitiendo la mayor parte del
estbmago. Cirugia laparoscépica de banda gastrica ajustable, en donde, se separa el estbmago
en dos sacos con una banda. Al ajustar la banda se crea un pequefio canal entre los dos sacos que
evita que la abertura se expanda. Derivacion biliopancreatica con cruce duodenal, aca el
cirujano retira gran parte del estbmago. Y por ultimo la manga gastrica, en el cual se retira parte

del estbmago y se crea un reservorio mas pequefio para la comida.
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Durante un seguimiento promedio de 7 afos, la mortalidad ajustada a largo plazo por
cualquier causa en el grupo de cirugia disminuyé en un 40%, en comparacién con la del grupo
control. Asimismo, disminuy0 en un 56% para la enfermedad arterial coronaria, en un 92% para
la diabetes, y en un 60% para el cancer. Sin embargo, las tasas de muerte no causadas por
enfermedad, como los accidentes y el suicidio, fueron un 58% maés altas en los grupos control
(Adams et al., 2007).

Otros tratamientos invasivos del estilo incluyen el bloqueo del nervio vago que consiste en
implantar un dispositivo por debajo de la piel del abdomen que envia impulsos eléctricos
intermitentes al nervio vago abdominal, que indica al cerebro cuando el estbmago se siente vacio
o lleno. Siendo aprobada por la FDA para su uso en adultos que no han podido bajar de peso con
un programa de adelgazamiento y que tienen un IMC entre 35 y 45 y al menos un trastorno

relacionado con la obesidad (Ikramuddin et al., 2014).

Respecto de la farmacoterapia. El colegio americano de endocrinologia (ACE, del inglés,
American College of Endocrinology) y la asociacion americana de endocrinologia clinica
(AACE, del inglés, American Association of Clinical Endocrinologists) recomiendan la
farmacoterapia en el tratamiento del sobrepeso y la obesidad cuando hay un fracaso en la terapia
de estilo de vida, en la cual se continua con un aumento de peso progresivo; 0 no habiendo
logrado una mejoria clinica en las complicaciones relacionadas con el peso en la terapia de estilo
de vida. También se recomienda en pacientes con sobrepeso u obesidad que estan
experimentando una recuperacion de peso después de un éxito inicial s6lo con la terapia de estilo
de vida. También se recomienda en algunos pacientes con complicaciones relacionadas
(cardiovasculares, diabetes, entre otras) iniciar la medicacion conjuntamente con la terapia de
estilo de vida, de este modo se espera lograr una pérdida de peso suficiente para mejorar la
complicacién y lograr asi una prevencion terciaria (https://www.aace.com/files/guidelines
/ObesityAlgorithm.pdf).

Teniendo en cuenta que la farmacoterapia no es la piedra angular del tratamiento del
sobrepeso y de la obesidad, hay que valorarla y colocarla como una herramienta terapéutica
importante para aquellos pacientes que no hayan obtenido beneficios con las intervenciones de

estilo de vida o que no puedan mantener la pérdida de peso inicial durante largos periodos; por lo
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que el hallazgo de nuevos blancos moleculares para contrarrestar el desarrollo de obesidad y/o de
sus complicaciones asociadas, se ha convertido en una tarea en creciente auge.

Las terapias farmacoldgicas dirigidas a la obesidad utilizadas en el pasado se han considerado
poco confiables y la realidad es que estamos de nuevo en el principio, ya que la posibilidad de
obtener un farmaco ideal, efectivo y seguro a largo plazo aun esta fuera de nuestro alcance.
Aunque con los nuevos conocimientos sobre la fisiopatologia y los mecanismos implicados en la
ingesta de alimentos y del peso, ayudara al desarrollo de terapias que podrian estar disponibles
en el futuro cercano (http://www.nutricionhospitalaria.com/pdf/6927.pdf). Ya que, en la
actualidad hay varios medicamentos prometedores en ensayos clinicos que inducen la pérdida de
peso por mecanismos distintos, cada vez es mas probable de que sea tratada con una
combinacion de medicamentos similar a otras enfermedades crénicas como por ejemplo la
hipertension arterial o la diabetes (Kumar & Aronne, 2000; Shettar, Patel, & Kidambi, 2017).

Cabe destacar ademas que, estas nuevas y potenciales terapias son seguidas de cerca por todo
el mundo, especialmente por los medios de comunicacion que estan a la espera del farmaco con
el que se pueda lograr “comer sin engordar” generando gran expectativa en la sociedad. Una
investigacion en ratones mostré6 que la prevencion de la absorcion de grasas por delacion
genética de las proteinas Neuropilinl (Nrpl) y del receptor 1 del factor de crecimiento endotelial
vascular (Vegfrl, también conocido como Fltl), hace que los ratones sean resistentes a la
obesidad inducida por la dieta (Zhang et al., 2018). Este estudio se publicé en el afio 2018 y fue
celebrado en cientos de portales de noticias, ya que el “comer sin engordar” parece estar cada
vez més al alcance de la mano.

En la actualidad sélo existen seis medicamentos aprobados por la Administracion de Drogas y
Alimentos (FDA, del inglés, Food and Drug Administration) de los Estados Unidos: orlistat
(James, Avenell, Broom, & Whitehead, 1997; Van Gaal, Broom, Enzi, & Toplak, 1998) que es
un inhibidor de larga accion de lipasas gastrointestinales. Actuando en el estbmago y el intestino
delgado mediante la formacion de enlace covalente con el sitio activo de las lipasas gastrica y
pancreatica (https://www.vademecum.es/principios-activos-orlistat-a08ab01), lorcaserina (L.
Aronne et al., 2014; Fidler et al., 2011), reduce el consumo de alimentos y promueve la saciedad
por activacion selectiva de los receptores 5-HT sobre las neuronas anorexigénicas pro-
opiomelanocortina del hipotadlamo(https://www.vademecum.es/principios-activos-lorcaserina-

a08aall), fentermina (Apovian et al., 2015; Weintraub et al., 1992), estimulante central e
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isomero de la meta-anfetamina que actla estimulando las neuronas para que liberen
catecolaminas, entre los que estan la dopamina, la epinefrina y la norepinefrina, su actividad de
supresion del apetito se debe a su accion sobre el SNC (https://www.vademecum.es/principios-
activos-fentermina-A08AAO01), fentermina/topiramato de liberacion prolongada (L. J. Aronne
et al., 2013), el topiramato actda bloqueando los canales de sodio estado-dependientes en las
neuronas y potencia la actividad del GABA (https://www.vademecum.es/principios-activos-
topiramato-NO3AX11), naltrexona/bupropion de liberacidn sostenida (Davies et al., 2016). La
naltrexona es un antagonista de los receptores opioides p y el bupropion es un inhibidor débil de
la receptacion neuronal de la dopamina y la norepinefrina. Ambas drogas acttan afectando a el
nacleo arcuato del hipotdlamo y el sistema dopaminérgico mesolimbico de recompensa
(https://www.vademecum.es/principios-activos-bupropion+y+naltrexona-a08aa62), y liraglutida
3 mg (Davies et al., 2016; Davies et al., 2015) la cual es un analogo del péptido similar al
glucagon tipo 1 (GLP-1, del inglés glucagon-like peptide-1) que se une al receptor GLP-1y lo
activa, potenciando la secrecion de insulina (https://www.vademecum.es/principios-activos-
liraglutida-A10BJ02).

En la tabla 2 se muestra la lista con los farmacos aprobados por la FDA para el tratamiento
del sobrepeso y la obesidad a largo plazo con sus posibles efectos secundarios y con sus

respectivas contraindicaciones.

Tabla 2 - Medicamentos a largo plazo aprobados por la FDA para la pérdida de peso

Nombre de la

. Efectos secundarios
medicacion

Esteatorrea
Urgencia fecal
Incontinencia
Flatulencia
Orlistat Manchas aceitosas
Movimientos intestinales
frecuentes
Dolor abdominal
Dolor de cabeza
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Tabla 2 - Medicamentos a largo plazo aprobados por la FDA para la pérdida de peso

Aunque luego de los ensayos clinicos la administracion de estos medicamentos arrojé valores
estadisticos favorables sobre la pérdida de peso, el valor promedio real en los pacientes tratados
fue de tan solo de 3-7% de pérdida de peso desde el inicio de la terapia (Srivastava & Apovian,
2018). Orlistat, lorcaserin, fentermina/topiramato y liraglutida, cada uno logré al menos 5% de
pérdida de peso en 52 semanas, siendo con fentermina/topiramato y liraglutida, con las cuales se
logran mayores probabilidades de lograr al menos el 5% de pérdida de peso (Khera et al., 2016).

Como se indicoé anteriormente, los medicamentos aprobados a largo tiempo para el
tratamiento de la obesidad, cuando son usados junto a cambios del estilo de vida llevan a una
mayor péerdida de peso y a una mayor probabilidad de lograr una pérdida de peso clinicamente
significativa de un afio en comparacion con placebos. Sin embargo cuando los pacientes no
responden con una pérdida de peso de por lo menos el 5%, se podria suspender la medicacién
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para disminuir la exposicion al riesgo de efectos adversos y disminuir el costo del tratamiento ya
que hay muy pocas probabilidades de beneficio a largo plazo (Yanovski & Yanovski, 2014).

En busca de nuevos blancos terapéuticos para combatir la obesidad

Durante los ultimos afios se han reportado numerosas moléculas como posibles mediadores de
la obesidad y/o sus complicaciones asociadas, y se ha especulado ampliamente sobre el posible
desarrollo de farmacos que los modulen (Bhat & Sharma, 2017; Coleman & Mashek, 2011;
Lehner, Lian, & Quiroga, 2012; Martinussen, Bojsen-Moller, Svane, Dejgaard, & Madsbad,
2017; Quiroga & Lehner, 2012). Sin embargo, la busqueda sigue en curso debido a las bajas
eficiencias de respuesta o, principalmente, a los efectos secundarios asociados al uso de tales
drogas, ya que con los farmacos disponibles hay limitaciones tanto por la eficacia como por la
tolerabilidad (Sweeting, Hocking, & Markovic, 2015).

Por ello, los canales de potasio sensibles a ATP (K-ATP) han comenzado a llamar la atencién
de los investigadores, debido a que se comprob6 que estan involucrados en el metabolismo
corporal (Tinker, Aziz, Li, & Specterman, 2018).

Los canales de potasio sensibles a ATP (K-ATP) son heteroctameros compuestos por 4
subunidades proteicas Kir6.x (6.1 0 6.2) que forman el poro y 4 subunidades sulfonilurea (SUR1
0 SUR?2), reguladas por las concentraciones intracelulares de ATP y ADP. Ademas de acoplar al
metabolismo con el potencial de membrana celular, los canales Kir6.2/K-ATP pueden regular
muchas actividades celulares actuando como sensores metabdlicos, sabiendo que los canales
Kir6.2/SURL en las células beta del pancreas y en el hipotalamo son esenciales en la secrecion
de insulina producida por la glucosa y por la hipoglicemia inducida por el glucagon, mientras los
canales Kir6.2/SUR2 estan involucrados en la toma de glucosa por parte del mdsculo
esquelético. Ademas, en el cerebro también estan asociados a la proteccion contra la hipoxia,
ademas de sensar la glucosa en el nacleo ventromedial del hipotalamo (Miki et al., 2001) en el
sistema cardiovascular se relacionan con el tono vascular (Quayle, Nelson, & Standen, 1997),
revelando que los canales Kir6.2/K-ATP son sensores metabolicos en cambios metabolicos
agudos especialmente en respuesta a situaciones de estrés metabdlico celular tales como
hiperglicemia o hipoglicemia, isquemia e hipoxia(Minami, Miki, Kadowaki, & Seino, 2004).

Regulando el estado de apertura del canal (abierto o cerrado), es posible afectar el potencial

de membrana celular y por lo tanto su respuesta. Se ha visto que las mutaciones resultantes de la
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pérdida de los canales KATP en las células beta del pancretas identificadas como SUR1 and
KIR6.2 llevan a hiperinsulinemia familiar (Babenko, Aguilar-Bryan, & Bryan, 1998).

Bloqueadores de los canales celulares Kir6.2/K-ATP (por ejemplo, repaglinida, tolbutamida y
glibenclamida) estimulan la liberacion de insulina y se usan en tratamiento de la diabetes
mellitus tipo 2. Los abridores de canales Kir6.2/K-ATP (por ejemplo, diazoxido, pinacidil y
cromakalim) en cambio, han sido evaluados como farmacos para el tratamiento de enfermedades
cardiovasculares, asma e incontinencia urinaria y han sido objeto de varias revisiones (Hansen,
2006). EIl tratamiento experimental con compuestos que reducen la liberacion de insulina (por
ejemplo, diazoxido) parece promover la pérdida de peso en algunos grupos de pacientes
(Alemzadeh, Jacobs, & Pitukcheewanont, 1996). También ha sido demostrado que tratamientos
con diazdxido reducen la ingesta de alimentos y el aumento de peso en varios diferentes estudios
preclinicos (Alemzadeh et al., 1996; Ohta, Nelson, Nelson, Meglasson, & Erecinska, 1993). Al
tratar individuos hiperinsulinémicos y obesos con diazoxido y bajo una dieta restringida durante
diez semanas, se observo una pérdida de peso muy significativa (Hansen, 2006).

Recientemente, ha habido una acumulacion de evidencia de que los canales Kir6.2/K-ATP
estan asociados con la regulacion de la ingesta de alimentos, viéndose en cerebros de ratas
obesas diabéticas una disminucion de Kir6.2/K-ATP (Gyte, Pritchard, Jones, Brennand, &
White, 2007).

El mecanismo por el cual la hiperinsulinemia podria iniciar o potenciar el desarrollo de
obesidad ha sido investigado en estudios preclinicos. En ratas genéticamente obesas de la linea
Zucker se vio que la hipersecrecion de insulina precede a la obesidad y demuestra ser un factor
patogénico clave para el desarrollo de obesidad (Rohner-Jeanrenaud & Jeanrenaud, 1985). Por
ello, cuando ratas Zucker obesas se trataron con diazoxido durante 4 semanas, Se observo una
reduccion en la ingesta de alimentos y una disminucion del peso corporal, mejorando
notoriamente la sensibilidad a la insulina (Alemzadeh, Langley, Upchurch, Smith, & Slonim,
1998).

Ha sido demostrado que las quinasas sin lisina (WNK, del inglés, lysine deficient protein
kinases) regulan varios transportadores de iones en diversos tejidos. WNK1 y WNK4 en células
neuronales que expresan proopiomelanocortina (POMC, del inglés, Pro-opiomelanocortin) en
ratones transgénicos que sobre expresan WNK1 (WNK1 TG) disminuyen el apetito a través de la

degradacion de Kir6.2. Por otro lado, el aumento de peso después de las 20 semanas de edad se
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retraso en los ratones TG WNKU1 resultado de la ingesta reducida de alimentos. La expresién de
WNKZ1y POMC fue mayor en las neuronas que expresan POMC en el hipotalamo de los ratones
WNKZ1 TG que en los ratones salvajes (WT, del inglés, wild-type). En el hipotdlamo se vio que
las neuronas que expresaban POMC eran mas pequefias en ratones WNK1 TG que en ratones
WT. Ademas, la expresion de Kir6.2 se redujo significativamente en ratones TG WNK1. La
sobreexpresion y la caida de WNK4 demostraron que WNK4 regula la expresion de proteina
Kir6.2. Por lo que, la ganancia de peso reducida dependiente de la edad de los ratones TG
WNK1 parece estar relacionada con la expresion disminuida de Kir6.2 a través de la estabilidad
proteica regulada por WNK1 y WNK4 de Kir6.2 (Chung, Han, Heo, Lee, & Kim, 2018).

Todo esto en su conjunto indica que los canales Kir6.2/K-ATP cumplen un rol en la
produccion y liberacion de insulina, lo que conlleva a un sobrepeso marcado. Sin embargo el
mecanismo por el cual dichos canales participarian en el desarrollo de la obesidad no ha sido
demostrado aun. Para ello, en el bioterio de la Universidad Abierta Interamericana contamos con
una herramienta excepcional que a la fecha representa el mejor modelo existente para este tipo
de estudio: el raton genéticamente modificado carente de proteina, el raton Kir6.2/K-ATP

knockout, el cual carece de la proteina en todos los tejidos del organismo.
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PROBLEMA

En base a lo expuesto, y conociendo que Kir6.2/ATP es un canal idnico que se encuentra en
las membranas celulares que cumple mdltiples funciones, surgen las siguientes preguntas:
¢ccumple Kir6.2/ATP algan rol en el metabolismo lipidico? De ser asi ¢ese rol es directo o
indirecto? En los ultimos afios ha sido demostrado que el canal Kir6.2/ATP afecta la funcion
pancreatica ¢afecta de algin modo también la funcion del higado?

Conocer las respuestas a estos interrogantes abrird nuevos caminos para entender la
funcionalidad hepética y poder asi comprender su fisiopatologia. Sobre todo, estos estudios
sientan las bases moleculares para el desarrollo de nuevos blancos terapéuticos que eviten el

desarrollo de obesidad y/o de sus complicaciones asociadas.
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OBJETIVOS

De lo expuesto, surge el objetivo de esta tesis que es estudiar el rol de la proteina Kir6.2/K-ATP
en el metabolismo lipidico del raton. Especificamente, nos focalizaremos en:
1) Evaluar los niveles plasmaticos de lipidos en ratones previamente y después de una dieta
rica en grasas
2) Evaluar los niveles de lipidos en higados de ratones previamente y después de una dieta
rica en grasas
3) Evaluar la capacidad secretoria hepética de lipoproteina de muy baja densidad (VLDL,

del inglés very low density lipoprotein)
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MATERIALES Y METODOS

Para el desarrollo completo de esta tesis, utilizamos ratones de la cepa C57BI/6 de tipo salvaje
(WT, del inglés wild-type) de 60 dias de edad, los cuales fueron utilizados como animales
control, y ratones Kir6.2", los cuales fueron utilizados para evaluar el rol de la proteina Kir6.2
en el metabolismo lipidico. Los animales fueron mantenidos en el bioterio de la Universidad
Abierta Interamericana (UAI). Se mantuvieron bajo un ciclo de luz-oscuridad de 12 hs y fueron
alimentados con comida regular para ratones (chow) o una dieta especial conteniendo un 60% de
grasa (HFD, del inglés high fat diet). Todos los protocolos experimentales fueron realizados
segun el Protocolo para el cuidado y uso de animales de laboratorio aprobado por el Comité
Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la UAL.

Preparacién de la dieta rica en grasas, HFD: las dietas regulares presentan un 5% de grasa, por

lo que se suplemento la dieta regular con grasa bovina comercial de modo de alcanzar un 60% de
grasa. Para ello, se pulverizé 1 Kg de dieta regular y se adicion6é con un 55% de grasa bovina
comercial a temperatura ambiente. Una vez mezcladas profusamente, se formaron trozos de
mezcla de 20 cm de largo que a su vez se cortaron y almacenaron en trozos de aproximadamente
3 cm? cada uno. Estos fueron almacenados a temperatura -20°C y se retiraron del freezer 30
minutos antes de ser administrada a los ratones. Los animales recibieron esta comida ad libitum,
junto con agua. Cada animal ingirié aproximadamente 15 g de HFD por semana.

El peso de los animales y el consumo de alimento se registraron semanalmente durante los 60
dias que dur6 la ingesta rica en grasas.

Antes del comienzo de la HFD, los animales se ayunaron durante toda la noche y luego se
extrajo sangre de la cola, se prepard plasma y se almaceno a -20°C hasta su utilizacion para la
realizacion de las determinaciones bioguimicas.

Finalizada la HDF, los animales fueron anestesiados y el método de eutanasia elegido para
nuestros posteriores experimentos fue por exceso de anestesia y posterior apertura de la caja

toracica.

Los animales se anestesiaron con dosis de ketamina, 100 mg/kg y xilacina, 3 mg/kg. Luego se
abrid el abdomen y se extrajo el mayor volumen de sangre posible por puncion cardiaca (con

estos procedimientos se alcanza el punto final del animal).
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Cabe destacar que para evitar el sufrimiento de los animales se observéd a los mismos tres
veces por semana. Se evalué movilidad, comportamiento y peso corporal. No se observo ninguna
alteracion en estos parametros, de haberlo hecho, se hubiera sometido al animal a eutanasia
como se describid previamente.

Una vez alcanzado el punto final, se extrajo el higado y se guardd un trozo a -20°C para

estudios bioguimicos y otro trozo se guardd en formol al 10% para los estudios histologicos.

Determinaciones bioquimicas: se trabajé con plasma y/o con homogenados hepéticos al 20%.

-en plasma se determinaron los valores de concentracion de triglicéridos (TG), ésteres de
colesterol (EC) y colesterol libre (CL) utilizando kits comerciales disponibles (Weiner lab,
Rosario, Arg). También se midieron los valores plasmaticos de acidos grasos libres (AGL) y de
cuerpos cetdnicos (3-hidorxibutirato) como medida de la lip6lisis general y oxidacion hepética
de &cidos grasos, respectivamente, utilizando kits comerciales disponibles (Weiner lab, Rosario,
Arg).

La determinacion plasmatica de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) se realiz6 como
medida de dafio hepatico, mediante el uso de kit comercial (Weiner lab, Rosario, Arg).

-en tejido hepatico de animales ayunados se midieron las concentraciones de los principales
lipidos hepéticos (TG, EC, CL y AGL). Estas determinaciones se realizaron luego de la
extraccion de lipidos por el método de (Bligh & Dyer, 1959); los lipidos se cuantificaron usando

kits comerciales (Weiner lab, Rosario, Arg).

Evaluacion de la secrecion de lipoproteina hepéatica de muy baja densidad, VLDL: en la

mayoria de los procesos de esteatosis hepatica, la secrecion de la lipoproteina VLDL disminuye,
por ende los lipidos se acumulan en el hepatocito. Por tal motivo, medimos la secrecion hepatica
de VLDL en los ratones descritos previamente. Para ello, se inyectd intraperitonealmente (ip)
poloxamero-407 (P-407) (un detergente que inhibe la actividad de lipoproteina lipasa (LpL),
produciendo asi una acumulacion en plasma de las lipoproteinas) y luego se determinaron las
concentraciones de TG a tiempo 0, 1, 2 y 3 h posteriores a la inyeccion de P-407. Utilizando

animales ayunados (en donde VLDL es la tnica lipoproteina rica en TG en plasma), el aumento
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en la concentracion de TG en el tiempo es directamente proporcional a la velocidad de su
secrecion desde el higado (Millar, Cromley, McCoy, Rader, & Billheimer, 2005).

Preparacién de homogenados hepaticos al 20%: los homogenados se prepararon pesando 0,5 g

de tejido hepético seguido del agregado de 950 uL de buffer de homogeneizacion (250 mM
sacarosa, 20 mM Tris, 5 mM EDTA, pH 7,4) conteniendo inhibidores de proteasas. La mezcla se
disgregd mediante el uso de un homogeneizador de pie. Luego se centrifugd a 500 rpm y el
sobrenadante se sonico y se determind la concentracion de proteinas del mismo mediante el

método de Lowry (Lowry, Rosebrough, Farr, & Randall, 1951).

El plan de trabajo se llevo a cabo dentro del convenio existente entre la Universidad Abierta
Interamericana y el CONICET (expediente N° 5698/17). La mayor parte del trabajo se llevé a
cabo en el bioterio de la UAI, sin embargo, algunas determinaciones bioquimicas se llevaron a
cabo en el Instituto de Fisiologia Experimental perteneciente al CONICET.

El estudio se enmarco dentro de un proyecto del investigador Ariel D. Quiroga y correspondid

en un 100% a investigacion bésica.

Analisis estadisticos: en cada caso se aplicaron los estudios estadisticos adecuados. Cada

grupo de animales cont6 con un n > 7. Los resultados se expresaron como valor de la media +
SE. La significancia de las diferencias halladas se puso a prueba mediante un test ANOVA de
una via. Cuando al realizar la prueba ANOVA obtuvimos una significancia baja (menor a 0,05)
utilizamos una prueba post-hoc, (teniendo en cuenta que para aplicar este tipo de test las
diferencias entre grupos deberan ser grandes). La prueba de la Diferencia Honestamente
Significativa de Tukey (HSD de Tukey) fue nuestra primera opcion, que nos permitié comparar

cada grupo con todos los demas.
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RESULTADOS

Generalidades

Antes, durante y después de la dieta rica en grasa, asi como durante los procedimientos
experimentales, los animales no mostraron ningun signo de sufrimiento y su comportamiento fue
el esperado (movimientos y limpieza corporal normales, ingesta de agua y alimento normales).
Antes y al finalizar el tratamiento de dieta rica en grasa se realizo la determinacion de la
actividad plasmatica de la enzima LDH, cuyos valores elevados respecto de un control indican
cierto grado de dafio tisular hepatico. No se observaron cambios en la actividad plasmatica de
LDH en ninguno de los grupos HFD, comparado con sus respectivos grupos antes de la dieta
(wild-type chow: 127.3+15.7 U/L; kir6.2”" chow: 128.1+17.7 U/L; wild-type HFD: 143.3+17.3
U/L; kir6.2" HFD: 149.7+16.9 U/L).

Durante todo el tratamiento se evalué la evolucion del peso corporal mediante la medicion del
mismo una vez a la semana. Como se muestra en la figura 4, los animales control sometidos a
una dieta rica en grasa, aumentaron de peso de acuerdo a los pardmetros esperados (Alekseev et
al., 2010), sin embargo, los animales Kir6.2”" no aumentaron de peso en la misma medida. Al
final del tratamiento los animales carentes de la proteina Kir6.2 pesaron aproximadamente un
20% menos que los animales control. Estos resultados estan en concordancia con estudios
previos en donde demostraron que los animales carentes de esta proteina se mostraron resistentes
al aumento de peso al ser expuestos a una dieta rica en grasas, tal como se observé en los

animales control (Alekseev et al., 2010).
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Figura 4. Evolucion del peso corporal. Los ratones fueron pesados y sometidos a una dieta rica en grasa
por 10 semanas. Los pesos corporales fueron monitoreados semanalmente. En el inserto se observa la
diferencia de peso corporal al final del estudio.

Objetivo especifico 1: Evaluar los niveles plasméticos de lipidos en ratones previamente y

después de una dieta rica en grasas.

Tanto antes de comenzar la dieta rica en grasa, como luego de las 10 semanas que durd la
misma, los animales fueron ayunados durante 12 h. Luego se extrajo sangre con heparina y se
preparo el plasma por centrifugacion. Finalmente se midieron los niveles plasmaticos de TG, EC,
CL y AGL. Tal como se ve en la figura 5A, antes de la dieta rica en grasa, los animales Kir6.2"
mostraron valores de TG levemente elevados respecto de los animales control. Asimismo, se
observo una tendencia a presentar valores mas elevados de &cidos grasos libres (Figura 5B), sin
embargo esta diferencia no fue significativa. No se vieron diferencias en las concentraciones
plasmaticas de ningun otro lipido en estudio bajo esta condicion. Luego de la dieta rica en grasa,
los animales control mostraron un aumento en los niveles plasmaticos de lipidos de
aproximadamente un 15% respecto del estado previo al inicio de la dieta (Figura 5C). Los
animales Kir6.2"" mostraron una diferencia mucho mas acentuada y significativa en las
concentraciones plasmaticas de TG, asi como también de EC, sin cambios significativos en las
concentraciones de colesterol libre. La concentracion plasmatica de acidos grasos libres fue un
18% mas elevada en los animales Kir6.2” que en los animales control bajo este régimen de dieta
(Figura 5D).
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Figura 5. Concentraciones plasmaticas de lipidos. Los ratones fueron ayunados durante 12 h antes
y después de ser sometidos a una dieta rica en grasa por 10 semanas. Luego del ayuno, se extrajo
sangre de la cola y se prepard plasma. Se determinaron las concentraciones plasmaéticas de TG, EC,
CL y AGL mediante el uso de kits comerciales. Los resultados se expresan como la media + error
estandar. *p<0.05.

Objetivo especifico 2: Evaluar los niveles de lipidos en higados de ratones previamente y
después de una dieta rica en grasas

Antes de la dieta rica en grasas, no se observaron diferencias significativas en los niveles
hepaticos de TG, EC y colesterol libre entre ambos grupos en estudio. Asimismo, luego de las 10
semanas de dieta rica en grasa, los niveles hepéticos de estos lipidos no se vieron marcadamente

alterados entre los dos grupos en estudio. Los resultados de estos estudios se muestran en la
figura 6 (Ay B).
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Figura 6. Concentraciones hepéticas de lipidos. Luego de 10 semanas de una dieta rica en grasa, los
ratones fueron ayunados durante 12 h. Luego sufrieron eutanasia bajo exceso de anestesia seguida de
apertura toracica y se extrajeron los higados. Se realizaron homogenados al 20% en buffer de
homogeneizacion (ver Materiales y Métodos). Luego se determinaron las concentraciones hepaticas de
TG, EC y CL mediante el uso de kits comerciales, previa extraccion de los mismos con una mezcla de
cloroformo/metanol (2:1).

Obijetivo especifico 3: Evaluar la capacidad secretoria hepatica de VLDL

En la mayoria de los procesos de esteatosis hepatica, la secrecion de la lipoproteina VLDL
disminuye, por ende los lipidos se acumulan en el hepatocito. Por tal motivo, mediremos la
secrecion hepatica de VLDL en ratas con preneoplasia hepatica. Para ello, se inyectd P-407, un
detergente que inhibe la actividad de lipoproteina lipasa (LpL), produciendo asi una acumulacion
en plasma de las lipoproteinas, y luego se determinaron las concentraciones de TG a tiempo 0, 1,
2 y 3 h posteriores a la inyeccion del detergente. Utilizando animales ayunados (en donde VLDL
es la Unica lipoproteina rica en TG en plasma), el aumento en la concentracion de TG en el
tiempo es directamente proporcional a la velocidad de su secrecion desde el higado (Millar et al.,
2005).
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Los resultados de este test se muestran en la figura 7. Antes de comenzar con la dieta rica en
grasas, medimos la secrecién de VLDL y encontramos que los animales Kir6.2”~ presentaron una
secrecion hepatica de lipoproteina levemente aumentada respecto de los animales control (Figura
7A). Dicha brecha se incrementd enormemente luego de transcurridas las 10 semanas de dieta
rica en grasa, donde los animales Kir6.2” mostraron un aumento en la secrecién de VLDL
respecto de los animales control en més de un 20% hacia la 3 h en estudio (Figura 7B).
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Figura 7. Secrecion hepética de VLDL. Antes y después de ser sometidos a la dieta rica en grasa, los
ratones de ambos genotipos fueron ayunados durante 12 h. Luego, se extrajo sangre y fueron inyectados
inmediatamente con el detergente P-407que inhibe la actividad de lipoproteina lipasa (LpL), produciendo asi
una acumulacién en plasma de las lipoproteinas. Finalmente, se determinaron las concentraciones de TG a
tiempo 0, 1, 2 y 3 h posteriores a la inyeccién del detergente. Utilizando animales ayunados (en donde VLDL
es la Unica lipoproteina rica en TG en plasma), el aumento en la concentracion de TG en el tiempo es
directamente proporcional a la velocidad de su secrecion desde el higado. Las diferencias se calculan no solo
en base a los valores de TG, sino que también teniendo en cuenta la pendiente de cada curva.

Finalmente, dados los resultados hasta el momento y para tratar de entender parcialmente el
mecanismo de lo que esta sucediendo en estos animales, medimos la concentracion plasmatica de
cuerpos ceténicos. Como se observa en la figura 8A, los animales Kir6.2” presentaron
concentraciones plasmaticas de cuerpos cetonicos elevadas, respecto de los animales control
antes de las intervenciones dietarias. Luego de las 10 semanas de dieta rica en grasa, ambos
grupos presentaron valores de concentraciéon plasmatica de cuerpos cetonicos elevados respecto
de los mismos antes de comenzar esta dieta, sin embargo, los animales Kir6.2”" presentaron un
30% mas de cuerpos cetdnicos en plasma que los animales control bajo el mismo régimen
dietario (Figura 8B).
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Finalmente, realizamos la medicién del peso del higado de los ratones, y lo graficamos en

funcion del peso corporal. Este pardmetro nos brinda una idea del estado global del higado (si

hay acumulacién intracelular de productos metabdlicos como lipidos o hidratos de carbono o si

hay proliferacién celular).

La figura 9A muestra la relacion peso del higado/peso corporal para los animales bajo una
dieta chow, mientras que la figura 9B muestra el mismo parametro para animales sometidos a la

dieta rica en grasas. Como se puede observar, en ambos regimenes dietarios, los animales

carentes de Kir6.2 presentan un indice mayor que sus respectivos animales control, siendo mas

notorio en los animales sometidos a la dieta rica en grasa.
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Figura 9. Relacion peso corporal/peso del higado. Los ratones fueron ayunados durante 12 h antes de ser
sacrificados y los higados cuidadosamente extraidos. El peso del higado se monitored inmediatamente

después del sacrificio. *p<0.05.
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DISCUSION

La obesidad es una condicion caracterizada por la acumulacion excesiva de grasa en el cuerpo
como resultado de un exceso cronico de ingesta de energia en comparacion con el gasto
energetico.

La obesidad es uno de los mayores flagelos que azota a la humanidad moderna dado que ha
alcanzado proporciones epidémicas descabelladamente altas a nivel mundial, y cada afio mueren
mas de 3 millones de personas a causa de las complicaciones relacionadas a la obesidad o al
sobrepeso. Es una pandemia que no solo afecta a los adultos sino también a los nifios: en el afio
2016 alrededor de 40 millones de nifios presentaban obesidad o sobrepeso de acuerdo a los
estdndares nombrados previamente (https://www.who.int/features/factfiles/obesity/es/). Hoy en
dia los gobiernos de los paises considerados del “primer mundo” invierten cantidades
descomunalmente elevadas de dinero en la investigacion de las causas de la obesidad porque el
estilo de vida sedentario y de excesos de la Ilamada comida “chatarra”, ha llevado a estas cifras
alarmantes de obesidad y sobrepeso y el cambio de estilo de vida de los individuos, que seria la
mejor cura, es practicamente inconcebible en tales paises.

La homeostasis del peso corporal se mantiene a través del equilibrio entre el gasto de energia
y el consumo energético, y ambos procesos estan controlados en el hipotalamo - el centro para la
regulacion del peso corporal. Varias sefiales mecanicas y hormonales del intestino y del tejido
adiposo, como distension intestinal, leptina, insulina, péptido 1 similar al glucagon,
colecistoquinina, grelina, entre otros, estimulan genes como el de la proopiomelanocortina
(POMC; precursor de la hormona estimulante de los melanocitos), y el del transcripto regulado
por cocaina y anfetamina (CART) en el hipotdlamo. Asi como también la produccion de
neuropéptido Y (NPY) y del péptido relacionado agouti (AgRP).

Tanto POMC como CART son péptidos anorexigénicos tipicos, mientras que NPY y AgRP
son oroxigenicos (Flier, 2004; Schwartz, Woods, Porte, Seeley, & Baskin, 2000). Cuando se
elevan las concentraciones de algin péptido anorexigénico, se activa a su vez el receptor de
melanocortina 3/4 en el nucleo paraventricular del hipotdlamo. De este modo, se activa la
saciedad y la termogénesis (Scarpace, Matheny, & Tumer, 2001). Por el contrario, si las

concentraciones de péptidos oroxigénicos aumentan, se activa el el receptor Y1/5 en el nucleo

36



paraventricular del hipotalamo, y se induce la sensacion de hambre, y detiene la termogénesis
(Scarpace et al., 2001).

Ademas de las sefiales mecanicas y hormonales que ingresan al hipotalamo, las neuronas
hipotaldmicas también son capaces de detectar directamente sefiales nutricionales en la sangre,
como la hiperglucemia y la hiperlipidemia, y activa los procesos reguladores del balance
energético en el hipotdlamo (Obici & Rossetti, 2003). Subgrupos especializados de neuronas
hipotaldmicas son capaces de detectar los cambios en los niveles de glucosa en sangre
(Burdakov, Luckman, & Verkhratsky, 2005; Levin, Routh, Kang, Sanders, & Dunn-Meynell,
2004). Se cree que neuronas sensibles a glucosa emplean la misma estrategia de deteccidn de
glucosa utilizada por las células B del pancreas, en donde luego de un aumento de la
concentracion de glucosa intracelular (a su vez debida a un aumento de la concentracion de
glucosa plasmatica), lleva a un aumento del ATP citosélico derivado del metabolismo de la
glucosa ingresada. Esto conduce al cierre de los canales de potasio sensibles a ATP, causando
despolarizacién de la membrana con influjo de Ca?*, liberacion de insulina y aumento de la
excitabilidad celular (Schuit, Huypens, Heimberg, & Pipeleers, 2001). El estrés metabdlico como
la hipoxia, la isquemia o hipoglicemia conducen al agotamiento intracelular de ATP y a la
activacion de los canales de potasio dependientes de ATP, resultando en hiperpolarizacion de la
membrana, seguida de una disminucion de la excitabilidad. Estos canales se expresan no solo en
las celulas B pancreaticas, sino también en otros 6rganos como el muasculo cardiaco y las
neuronas del hipotalamo y del tronco cerebral (Miki et al., 2001; Parton et al., 2007). Cuando los
niveles de ATP neuronal se agotan, los canales de potasio dependientes de ATP se activan y esto
Ileva a una hiperpolarizacion de la membrana neuronal, que a su vez conlleva a una reduccion de
la excitabilidad neuronal y, como se espera, a una reduccion en el consumo de ATP.

En un trabajo muy interesante, se demostré que los canales de potasio dependientes de ATP,
Kir6.2 estan asociados con la regulacion de la ingesta de alimentos y que la expresion de Kir6.2
se reduce en el hipotdlamo dorsomedial y ventromedial de ratas obesas y diabéticas Zucker (Gyte
et al., 2007). Sin embargo, todavia no se sabe como la actividad del canal de potasio dependiente
de ATP esta asociada a la regulacién de la ingesta de alimentos.

Los canales de potasio sensibles a ATP (canales KATP) 1 son una combinacién Unica de un
canal de potasio (ya sea KIR6.1 0 KIR6.2) y un receptor de sulfonilurea (SUR1 o SUR2),

miembros estos ultimos de la superfamilia ATPasa (Aguilar-Bryan et al., 1995; Babenko,
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Aguilar-Bryan, et al., 1998; Babenko, Gonzalez, Aguilar-Bryan, & Bryan, 1998). Estos canales
responden a cambios en el balance ATP/ADP y pueden acoplar el metabolismo a la actividad
eléctrica de la membrana plasmatica celular. Se encuentran altamente expresados en las células 8
del pancreas y la secrecion de insulina estimulada por glucosa debido a que mantienen un
potencial de membrana bajo que favorece el intercambio.

En los humanos, mutaciones en el gen KIR6.2 causan una forma recesiva de hipoglucemia
hiperinsulinémica persistente de la infancia (PHHI). Esta enfermedad se caracteriza por una
excesiva secrecion de insulina a pesar de una hipoglucemia grave (Huopio, Shyng, Otonkoski, &
Nichols, 2002; Huopio, Vauhkonen, et al., 2002; Miki et al., 1997). Sorprendentemente, dos
estudios de laboratorios independientes que involucran ratones para evaluar el rol de Kir6.2
demostraron resultados diametralmente diferentes. La sobreexpresion dirigida de un dominante
negativo de la una subunidad del canal KIR6.2 en las células B, redujo, como se esperaba, la
actividad del canal. El efecto en los animales fue que se obtuvieron ratones hipoglucémicos al
nacer pero que paulatinamente fueron cambiando su metabolismo hasta convertirse en
hierglicémicos independientemente de las células B pancreaticas (Miki et al., 1997). Por otro
lado, los animales Kir6.2” carecen completamente del canal de potasio en las células B
pancreéticas, sin embargo presentan un fenotipo mucho menos severo que el anteriormente
descrito (Miki et al., 1998).

Los animales KIR6.2” presentaron niveles de glucosa casual en sangre uy bajos respecto de
los animales control, mostrando una leve intolerancia a la glucosa cuando se desafiaron con
glucosa. Estos animales presentan la particularidad de liberar pequefias cantidades de insulina en
respuesta a la glucosa. Se cree que la hipersensibilidad a la insulina seria secundaria a la pérdida
de los canales en el musculo esquelético, dado que el canal falta a nivel global.

Ningun trabajo publicado hasta la fecha, estudié el rol de estos canales en el metabolismo
lipidico. Creemos que para poder entender el rol de estos canales en la regulacién de la ingesta y
del metabolismo en general, primero hay que aventurarse en el estudio de los mecanismos
globales y generales sobre el rol de estos canales en el metabolismo. Se sabe que la actividad de
estos canales es absolutamente dependiente de la provision del fosfolipido anionico 4,5-bifosfato

de fosfatidilinositol (PIP2) para su correcta actividad (Baukrowitz et al., 1998).
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Nuestro estudio, vincula el rol de estos canales con el metabolismo lipidico, y hace que
nuestros resultados sean desde muchos puntos de vista muy interesantes, dado que por primera

vez vemos alteraciones en metabolismo lipidico en animales carentes de la proteina Kir6.2.

Nuestros hallazgos muestran que Kir6.2 jugaria un rol, probablemente indirecto, en el
redireccionamiento del exceso de energia hacia el higado, el tejido adiposo y el muscular: luego
de la dieta rica en grasa los animales control (wild-type) aumentan de peso de acuerdo a los
esperado (Alekseev et al., 2010; Park et al., 2011), sin embargo, hacia el final de la dieta rica en
grasa, los animales carentes de la proteina Kir6.2 aumentaron de peso un 25% menos que los
control. Tal como ha sido demostrado previamente (Park et al., 2011), los animales carentes de la
proteina Kir6.2 resultan refractarios al aumento de peso. En ese trabajo, los autores relataron que
los ratones Kir6.2”~ mostraron una respuesta hipotalamica casi nula luego de una sobrecarga de
glucosa. Llamativamente, también observaron un aumento de la expresién de NPY, gen asociado
a la hiperfagia, y a su vez, observaron una menor masa grasa visceral, junto con resistencia a la
induccién de la obesidad debido a una dieta rica grasa. Los autores no pudieron explicar
completamente las disparidades observadas por ellos entre la hiperfagia observada por parte de
los animales carentes de Kir6.2 y la menor masa grasa visceral acumulada, dado que la ausencia
de la misma en los animales Kir6.2" la grasa no se acumula en el tejido adiposo, asi como

tampoco en el higado.

En nuestro estudio, la dieta no tuvo ningun efecto en dafio hepatico entre los grupos control y
Kir6.2"", sin embargo, pudimos observar una tendencia a mayor liberacion de enzimas hepéticas,
marcadores del dafo hepatico, en todos los animales bajo la dieta rica en grasas comparada con

los animales bajo dieta regular.

El andlisis de los lipidos plasmaticos arrojo resultados muy interesantes, en donde observamos
que bajo una dieta regular, los animales carentes de la proteina Kir6.2 no mostraron grandes
diferencia en los niveles plasmaticos de los lipidos mas comunes. Sin embargo, los animales
Kir6.2" presentaron niveles levemente aumentados de TG en plasma respecto de los animales
control después de un ayuno de 12 hs. Luego de la dieta rica en grasa, los animales Kir6.2”"

presentaron niveles de TG y EC aumentados respecto de los animales wild-type. Asimismo, los
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niveles plasmaticos de AGL se encontraron significativamente elevados respecto de los animales

control en la misma dieta.

Esto nos llevo a estudiar los niveles de lipidos en tejido hepatico, dado que pensamos que Si
los lipidos no se acumulaban en el tejido adiposo, deberian estar acumulédndose en el tejido
hepéatico, quizas llevando a un estado de enfermedad hepéatica grasa no alcoholica.
Sorprendentemente, no vimos diferencias en los niveles de lipidos hepaticos entre los grupos,
dentro de cada dieta. Entonces ¢donde esta la energia? Los animales presentan mayor ingesta
caldrica pero no acumulan esa energia consumida en ningin 6rgano bajo estudio. Esto nos
condujo a medir la actividad hepética de secrecion de la lipoproteina VLDL. Interesantemente,
encontramos que los animales carentes de la proteina Kir6.2 presentaron mayor velocidad de
secrecion de VLDL tanto bajo dieta regular como dieta rica en grasas. Este resultado explica en
parte por qué los animales Kir6.2" no acumulan grasas en el higado, dado que este érgano
estaria recibiendo altas cantidades de grasa (aumento de AGL), la estaria esterificando para
formar lipidos neutros y/o fosfolipidos y luego la empaquetaria en particulas de VLDL para ser
secretadas a la sangre. Esto, también explicaria las diferencias en los niveles de TG y CE entre
ambos genotipos sometidos a dieta rica en grasa.

En conjunto, estos resultados también nos darian una idea de porqué estos animales no
acumulan grasa en el tejido adiposo, dado que los mismos estarian sometidos a una alta tasa de
lipolisis que lleva a “consumir” el tejido graso y a aumentar, como consecuencia, los niveles
plasmaticos de AGL. Esto lleva a que el higado reciba mayor aferencia de AGL y por ende
aumente alin mas su capacidad secretoria de VLDL. Sin embargo, esto no puede explicar la falta
de acumulacion de grasas en un 100%, dado que la capacidad secretoria hepatica es conocida por

ser dependiente de sustrato, es decir, llega a una saturacion con el tiempo.

Entonces, nos preguntamos nuevamente, ;qué esta pasando con el manejo energético en estos
animales? Por ello decidimos medir los niveles plasméaticos del compuesto natural p-
hidroxibutirato. B-hidroxibutirato es un intermediario producido por la oxidacion incompleta de
acidos grasos en el higado. Los valores arrojados por nuestros estudios mostraron que bajo
ambos regimenes dietarios, los animales Kir6.2" presentaron valores de este compuesto

significativamente mayores que sus respectivos controles. Es interesante comentar que en
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algunos animales, el valor de concentracion plasmatica de p-hidroxibutirato fue de més del doble
que en su respectivo animal control. Este resultado nos indica que los animales carentes de la
proteina Kir6.2 no solo secretan mas lipidos desde el higado al plasma, sino que también oxidan
mas lipidos, para eliminarlos y mitigar asi la lipotoxicidad.

Por ello, finalmente decidimos medir la relacion peso del higado/peso corporal y observamos
que los animales Kir6.2” presentan una relacién peso del higado/peso corporal aumentada
respecto de los animales control bajo ambos regimenes dietarios, siendo la diferencia mas
pronunciada en los animales sometidos a la dieta rica en grasa. Esto nos indicaria, y corroboraria,
que los animales carentes de Kir6.2 presentan higados de mayor peso que sus respectivos
controles en funcion de su peso corporal. Si hay mayor peso hepatico, sin grandes cambios en el
contenido lipidico, esto significa que los higados de los animales carentes de Kir6.2 presentan
mayor masa debido a un aumento en la cantidad de células. Esto tiene sentido si se considera
globalmente con los resultados explicados previamente. Debido a la alta afluencia de lipidos, y
debido a la alta toxicidad de los mismos, el higado pone en marcha toda su maquinaria
detoxificadora mediante tres mecanismos posibles en este escenario: aumenta la secrecion de
VLDL (lo que implica que debe estar aumentada la funcion esterificadora del mismo), aumenta
la oxidacion de AGL (estos son los detergentes biolégicos mas dafinos para las células del
organismo) y el higado activa su maquinaria biosintética para producir nuevas membranas (que
debera evaluarse mediante la determinacion de algin marcador de proliferacion). De esta forma,
se mantienen niveles celulares bajos de lipidos y la célula mantiene su metabolismo de manera
mA&s 0 menos constante.

En resumen, aunque los ratones Kir6.2” mostraron una leve hiperfagia respecto de los
animales control, la masa grasa visceral fue marcadamente menor, y por ende se mostraron
resistentes a la induccién de obesidad debido a una dieta rica en grasa. Por otro lado estos
animales mostraron un alto indice de actividad metabdlica hepatica, posiblemente para llevar a
cabo tareas de detoxificacion de las especies lipidicas provenientes de la dieta. Estudios
realizados por Alekseev et al (Alekseev et al., 2010) mostraron que la modificacion genética de
la funcion del canal potasio dependiente de ATP da como resultado un fenotipo magro también
que es resistente a la obesidad inducida por la dieta. En este estudio, los autores demostraron un
aumento en el gasto energético en masculos cardiaco y esquelético en los ratones carentes de la

proteina Kir6.2, sin embargo no centraron ninguno de sus estudios en el higado y el a
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importancia que este 6rgano puede presentar para depurar la toxicidad inducida por lipidos
provenientes de la dieta.
Nuestros resultados resaltan la importancia que presenta el higado para manejar el

metabolismo lipidico global.
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CONCLUSIONES

Es evidente que falta mucho por recorrer para tener la imagen completa sobre el rol que los
canales de potasio dependientes de ATP juegan en el manejo del metabolismo lipidico. En la
Universidad Abierta Interamericana contamos con la mejor herramienta para realizar este tipo de
estudios que es el ratdn carente de la proteina Kir6.2.

Estos estudios preliminares nos abren las puertas para seguir estudiando el rol de los mismos
en el metabolismo lipidico dado que es evidente que, respecto de los animales control, los
ratones Kir6.2" presentan higados muy activos metabélicamente y que su maquinaria de defensa
trabaja al 100% para reducir los niveles intracelulares de lipidos potencialmente dafinos.

Resta mucho por realizar y quedan muchas preguntas por responder. Por ejemplo ¢cdémo se
van instalando en el tiempo estas adaptaciones en el animal carente de la proteina Kir6.2? ¢Es
realmente un rol fisiologico el que cumple Kir6.2 en el metabolismo lipidico o los resultados
observados son simplemente una adaptacién a la injuria producida por la dieta rica en grasa?

Estamos convencidos de que estamos en el camino correcto para lograr elucidar el rol que
cumple el canal de potasio dependiente de ATP en la regulacion del metabolismo lipidico.

Esto nos acercara a la posibilidad de crear nuevos farmacos que modulen la actividad de
Kir6.2 y tratar asi la obesidad.
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