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RESUMEN

La proteina asociada a resistencia a multidrogas 2 (Mrp2) y la P-glicoproteina (P-gp) son bombas
de eflujo localizadas en la membrana apical de los enterocitos, Mrp2 esta predominantemente en
yeyuno y P-gp en ileon; y junto con las enzimas metabolizadoras de fase | y I, constituyen la
barrera bioquimica intestinal al disminuir la absorcién de xenobidticos y fdrmacos incorporados
oralmente, limitando su biodisponibilidad. La expresion y/o actividad de Mrp2 y P-gp puede
alterarse en patologias inflamatorias, como en el sindrome metabdlico (SM). La obesidad es uno
de los determinantes del SM y de la generacién de inflamaciéon crénica sistémica. El objetivo de
esta tesis fue evaluar la expresién y actividad de Mrp2 y P-gp intestinales, en un modelo murino de
obesidad e indagar en los mecanismos regulatorios involucrados y las implicancias toéxico-
farmacoldgicas de un sustrato.

Primeramente, se evaludé la expresién y actividad de Mrp2 y P-gp intestinales y el perfil
inflamatorio localmente desarrollado en ratones macho adultos C57BL/6; que se dividieron en
grupo control (C57-C) alimentado con dieta estandar y grupo HFD (high fat diet, C57-HFD)
alimentado con dieta estandar enriquecida con 40% de grasa bovina, por 16 semanas. Al finalizar,
C57-HFD incrementd el peso corporal, el indice adiposo, los niveles de glucemia, colesterolemia,
trigliceridemia y presentd insulinorresistencia respecto a C57-C. La obesidad inducida por la dieta
disminuyd la expresién y actividad de Mrp2 y P-gp y aumenté la expresidon de TNF-q, IL-1B e IL-6
intestinales.

Posteriormente se estudid la influencia de la via de sefializacion del receptor 1 de TNF-a (TNFR1,
asociado a genes proinflamatorios) en la disminucion de Mrp2 y P-gp, utilizando ratones knockout
para este receptor; que se dividieron en R1KO-C y R1KO-HFD (40% de grasa). Luego de 16
semanas, R1KO-HFD aumenté su peso corporal, el tejido adiposo epididimal, los niveles de
colesterolemia vy trigliceridemia respecto a R1KO-C. No se hallaron diferencias en las glucemias o
insulinorresistencia en R1KO-HFD respecto de R1KO-C. Sin embargo, los transportadores
mostraron diferente comportamiento, Mrp2 disminuyd en RI1-HFD respecto a R1KO-C.
Contrariamente, en R1KO-HFD la expresién y actividad intestinal de P-gp fue similar a R1KO-C. Esto
implicaria una probable regulacién de P-gp por la via de sefalizacion de TNFR1.

Finalmente, se evalud la implicancia téxico-farmacoldgica asociada a la disminucién de Mrp2 y P-
gp intestinales en ratones en condiciones de obesidad portadores de un adenocarcinoma mamario
sometidos a quimioterapia metrondmica (QTM) con ciclofosfamida (Cy). Se utilizaron ratones CBi

macho adulto, que se dividieron en CBi-C o CBi-HFD (40% de grasa). A las 16 semanas de dieta, se
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les inoculd el tumor e inicié la QTM con Cy (30 mg/kg/dia) en el agua de bebida. Los ratones CBi-
HFD+Cy presentaron leucopenia y descenso del peso corporal en mas del 20%. Ademas la QTM fue
menos efectiva en CBi-HFD.

Conclusién, el modelo de obesidad generado por HFD disminuye la expresion y actividad de Mrp2
y P-gp intestinales. La respuesta inflamatoria mediada por TNF-a/TNFR1 seria parcialmente
responsable de las alteraciones de P-gp. La alteracion de la barrera bioquimica intestinal producida

por la dieta alta en grasa generaria toxicidad farmacoldgica.
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ABREVIATURAS: en orden alfabético

ABC: proteina de tipo casete de unidn al ATP (del inglés ATP Bindig Cassette)

ADN: acido desoxiribonucleico

ARN: acido ribonucleico

ASK-1: quinasa 1 reguladora de sefial de apoptosis-1 (del inglés apoptosis signal-regulating kinase)
ATP: adenosina trifosfato (del inglés AdnosinTriPhosphate)

BSA: albumina sérica bovina (del inglés Bovine Serum Albumin)

CAT: catalasa

CDNB: 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (del inglés 1-Chloro-2,4-dinitrobenzene)

Cel: célula

Cy: ciclofosfamida

CYP: citocromo P450

DAB: 3,3'-diaminobencidina

DEPC: pirocarbonato de dietilo (del inglés Diethyl pyrocarbonate)

DIO: obesidad inducida por dieta (del inglés Diet induced obesity)

DMT2: diabetes mellitus tipo 2

DNP-SG: dinitrofenil-S-glutatidn (del inglés 2,4-dinitrophenyl-S-glutathione)

DTNB: 5,5'-ditio-bis-[acido 2-nitrobenzoico] (del inglés 5,5"-dithiobis-2-nitrobenzoic acid)

DTT: ditiotreitol

FADD: proteina FAS asociada al dominio de muerte (del inglés FAS associated death domain protein)
FICT: isotiocianato de fluoresceina-dextrano (del inglés Fluorescein isothiocyanate—Dextran)

GALT: tejido linfoide asociado al intestino (del inglés Gut-associated lymphoid tissue)

GAPDH: Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (del inglés glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase)
GSH: glutation reducido

GSSH: glutatidn oxidado

HE: hematoxilina-eosina

HER2: receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (del inglés human epidermal growth factor
receptor 2)

HFD: Dieta alta en grasa (del inglés High Fat Diet)

HPLC: cromatografia liquida de alta performance (del inglés high performance liquid chromatography)
IKK: complejo de quinasas IkBa (del inglés IkBa kinase)

IL: Interleuquina

IMC: indice de Masa Corporal

LPS: lipopolisacarido
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MAP3K: proteina quinasa quinasa quinasa 3 activada por mitégenos (del inglés mitogen activated protein
kinase kinase kinase)

MAPK: proteina quinasa activada por mitogenos (del inglés mitogen activated protein kinase)

MDR resistencia a multiples farmacos (del inglés multidrug resistance)

Mrp2: Proteina de Resistencia a Multidrogas 2 (del inglés Multidrug Resistance Protein-2)

mTOR: proteina diana de rapamicina en células de mamifero (del inglés, mammalian Target of Rapamycin).
NBD: dominio de unidn a nucledtido (del inglés nucleotide-binding domain)

NBT nitroazul de tetrazolio azul (del inglés Nitro Blue Tretazolium):

ND: no detectable

NEMO: modulador esencial de NF-kB (del inglés NF-kB essential modulator).

NF-kB: factor nuclear-kappa B (del inglés nuclear factor kappa B)

ns: no significativo

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

p.c.: peso corporal

PBS: buffer fosfato salino (del inglés Phosphate Buffered Saline)

P-gp: P-glicoproteina

PMSF: fluoruro de fenilmetilsulfonilo (del inglés PhenylMethylSulfonyl Fluoride):

PTIG: Prueba de Tolerancia Intraperitoneal a Glucosa

PTII: Prueba de Tolerancia Intraperitoneal a Insulina

gPCR: reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa (del inglés quantitative Polymerase Chain Reaction)
QTM: Quimioterapia Metrondmica

RIP-1: proteina-1 de interaccidn con el receptor (del inglés receptor interacting protein-1),

ROS: especies reactivas del oxigeno (del inglés reactive oxygen species)

rpm: revoluciones por minuto

s.c.: subcutaneo

SM: Sindrome Metabdlico

SOD: superoxido dismutasa

SODD: proteina silenciadora del dominio de muerte (del inglés silencer of death domain)

SSA: 4cido sulfosalicilico (del inglés 5-sulfosalicylic acid)

TAK1: quinasa activada por el factor de crecimiento transformante beta (del inglés transforming growth
factor beta-activated kinase 1)

TBARS: sustancias reactivas del acido tiobarbiturico (del inglés ThioBarbituric Acid Reactive Substances)
TBD: dominio de union transmembrana (del inglés transmembrane-binding domain)

TNBC: cancer de mama triple negativo (del inglés triple negative breast cdncer)

TNFR1: receptor 1 del Factor de Necrosis Tumoral (del inglés Tumor Necrosis Factor receptor 1)
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TNF-a: Factor de Necrosis Tumoral-a (del inglés Tumor Necrosis Factor)

TRADD: proteina asociada al dominio de muerte de TNFR1 (del inglés TNFR1- asociated death domain)
TRAF2: factor 2 asociado a TNFR1 (del inglés TNFR1 associated factor 2)

UGT: uridina difosfato-glucuronosil transferasa

Ul: unidades internacionales

V: volumen

LENGUAIJE ESPECIAL: en orden alfabético

Ad libitum: a gusto, a voluntad.

Buffer: solucion amortiguadora o reguladora del pH de una disolucién frente a la adicién de cantidades

pequeiias de acidos o bases fuertes.

In vitro: técnica para realizar un determinado experimento en un ambiente controlado fuera de un

organismo vivo.
Knockout: organismo que ha sido genéticamente disefiado para carecer de uno o mas genes especificos.
Stock: formulacion concentrada de una solucion.

Wild type: forma mas comun de un individuo que predomina en la poblacidon. En genética se considera

III

como la versién “normal” de un organismo.
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NOMENCLATURA PARA LAS SIGNIFICANCIAS ESTADISTICAS
a: significativamente diferente de C57-C, P<0,05

b: significativamente diferente de C57-C, P<0,01

c: significativamente diferente de C57-C, P<0,001
d: significativamente diferente de C57-C, P<0,0001
e: significativamente diferente de R1KO-C, P<0,05
f: significativamente diferente de R1KO-C, P<0,01
g: significativamente diferente de R1KO-C, P<0,001
h: significativamente diferente de R1KO-C, P<0,0001
i: significativamente diferente de CBi-C, P<0,05

j: significativamente diferente de CBi-C, P<0,01

k: significativamente diferente de CBi-C, P<0,001

|: significativamente diferente de CBi-C, P<0,0001

m: significativamente diferente de R1KO-HFD, P<0,05

=}

: significativamente diferente de C57-HFD, P<0,05

=)

: significativamente diferente de CBi-C+Cy, P<0,05

(o]

: significativamente diferente de CBi-C+Cy, P<0,01
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CAPITULO 1: presentacion general. Hipétesis

1.1 Introduccién

1.1.1 Intestino delgado. Anatomia y generalidades

El intestino delgado forma parte del tracto gastrointestinal que junto con los érganos digestivos
accesorios integran al aparato digestivo (Fig. 1.1). Funcionalmente . Para cumplir con su funciéon
es necesario ingerir alimentos, transportarlos en direccién cefalico-caudal, someterlos a digestion
mecdnica y quimica y absorber los productos de degradacidon. Los productos alimenticios no
digeridos o no absorbibles son eliminados con las heces, en el proceso de defecacién (Guyton y
Hall, 2011).

El tracto gastrointestinal comprende seis segmentos: boca, faringe, eséfago, estémago, intestino
delgado con sus tres porciones, duodeno, yeyuno e ileon y el intestino grueso con sus cuatro

porciones, ciego, colon, recto y ano (Fig. 1.1).

————— > Glandula parétida

——————> Glandulas salivales

Boca «—

Eséfago

Higado < —— > Estémago

Vesicula biliar «e——=

Duodeno « —> Pancreas

Colon

%p—
transverso ——> Yeyuno
Colon
Colon descendente
ascendente < j
lleon

— > Ano

Figura 1.1. Esquema del aparato digestivo.
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La pared del tracto gastrointestinal varia a lo largo de su longitud, sin embargo algunos aspectos
estructurales son comunes a todos los segmentos, especialmente en las porciones comprendidas
entre el esoéfago y el ano. Presenta una pared continua compuesta por 4 capas, desde la superficie
a la profundidad son: la tunica mucosa, la tlnica submucosa, la tunica muscular y la tunica serosa
(Fig. 1.2).

La tunica mucosa, estda compuesta por un revestimiento epitelial cilindrico simple, una capa
subyacente de tejido conectivo laxo, denominada lamina propia y una delgada capa muscular lisa,
denominada I[dmina muscular de la mucosa.

La tunica submucosa es una capa de tejido conectivo laxo ubicada por debajo de la tunica mucosa,
gue presenta gran cantidad de vasos sanguineos y linfaticos.

La tunica muscular es una capa gruesa de musculo liso, que rodea la submucosa en casi todo el
tubo digestivo, excepto en ciertas partes del eséfago, donde hay musculo estriado esquelético. En
su mayoria, se dispone en dos capas, la capa interna de fibras circulares y la capa externa de fibras
longitudinales.

La tunica serosa estda compuesta por una capa delgada de tejido conectivo laxo, que se dispone
desde la porcidn inferior del es6fago hasta el inicio del recto. La faringe, la mayor parte del
esofago y el recto carecen de serosa, en su lugar estan rodeados por una capa de tejido conectivo
denominada adventicia.

En el intestino delgado contindan los procesos de digestidon quimica y transporte ademas es el
principal sitio de absorcidn de nutrientes, por ello su extensa longitud, de 5 a 8 metros, desde su
inicio en el piloro gastrico hasta su terminacién en el ciego. Macroscépicamente, se divide en tres
porciones:

- El duodeno constituye los primeros 25-35 cm del intestino delgado, comienza en la valvula
pilérica, forma un arco alrededor de la cabeza del pancreas y termina en el angulo o flexura
duodenoyeyunal. En él desembocan el conducto colédoco y el conducto pancredtico
principal (conducto de Wirsung), formando la ampolla hepatopancreatica (ampolla de
Vater).

- El yeyuno comienza en el cuadrante superior izquierdo del abdomen ubicandose
basicamente dentro de la region umbilical, presenta una extension de 1 a 2,5 metros. En
este segmento se lleva a cabo la mayor parte de la digestién y absorcién, motivo por el cual

esta region esta altamente irrigada y posee numerosos y grandes pliegues.
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- Elileon ocupa principalmente la region hipogastrica y parte de la cavidad pélvica, presenta
una extension de 1,6 a 3,5 metros. Estda menos irrigado y sus pliegues son mas pequefos y
en menor cantidad.

El contenido gastrico o quimo, proveniente del estémago, ingresa en el duodeno, donde junto con
las enzimas pancreaticas y la secrecidn biliar hepdatica, continta el proceso de digestidon quimica. A
lo largo de la pared del intestino delgado hay enzimas (disacaridasas, dipeptidasas, entre otras)
que contribuyen con el proceso digestivo completando la degradacién de los carbohidratos y
proteinas en monosacdaridos y aminodcidos respectivamente, que posteriormente se absorben.

La capacidad de la tunica mucosa intestinal de absorber los componentes degradados se ve
favorecida por distintas especializaciones que aumentan notablemente la superficie de contacto

luminal:

Los pliegues circulares o valvulas de Kerckring, compuestos por la tunica mucosa y
submucosa; son estructuras continuas de hasta 1 cm de altura, especialmente
desarrolladas en el yeyuno, faltan en los primeros 4-5 cm del duodeno y desaparecen en
forma gradual en el ileon. Aumentan la superficie de la tunica mucosa unas 3 veces.

- Las vellosidades intestinales, evaginaciones digitiformes de la tunica mucosa de 1mm,
compuestas por un nucleo de tejido conectivo laxo que pertenece a la lamina propia,
recubierta por epitelio superficial. Aumentan la superficie de la tunica mucosa unas 10
veces.

- Las criptas de LieberkUhn, glandulas tubulares simples de unos 400 um de profundidad
entre las vellosidades, extendiéndose a través de casi toda la lamina propia hasta la tunica
muscular.

- El borde en cepillo del enterocito compuesto de microvellosidades paralelas muy juntas, de
1 um de largo y 0,1 um de espesor que aumentan la superficie de la membrana mucosa del
enterocito unas 20 veces

El epitelio de la tunica mucosa estd compuesto de seis tipos de células: células absortivas, células
caliciformes o Globet, células de Paneth, células enteroenddcrinas, células madres pluripotenciales
y células M (Fig. 1.2).

Las células absortivas o enterocitos, son células cilindricas altas, con nucleo de localizacion basal,
gue en su superficie libre o apical, presentan el borde en cepillo. Su plasmalema esta recubierto
por glucocdliz compuesto por una capa gruesa de filamentos que en el extremo de la

microvellosidad forma una cubierta superficial compacta. El citoplasma contiene numerosas
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mitocondrias y un reticulo endoplasmatico liso bastante desarrollado. La superficie celular lateral
forma complejos de contacto yuxtaluminales o zonula occludens, que son sitios de union estrecha,
gue limitan el transporte paracelular (Geneser, 2007; Ruiz Liard y col. 2007).

Epsteho ssimiple cilindnco
con microvellosidades
(absorcion de nutrientes)

-
i

Pliegues circulares . capilar B

s

p LT

Mucosa Células de Globet ——=
Submuceosa ;

Muscular

il iy llu‘;‘

Quilitero central

Capa inlerna irculas
Capa exierna longitudinal Célmag de FEHEII‘I
Serosa (nmunidad innata)

landula intestinal e
Nédulo linfatico - =

f I

Muscularis mucosa

v
— Vaé;é'iarﬂéhm
— Arteriola

Submucosa

 Capa intema circular
Muscular
e P o Capa externa longiludinal

Figura 1.2. Histologia del intestino delgado. Extraido de Junqueira y Mescher, Basic Histology, Text & Atlas, 162

edicidn, editorial McGraw-Hill Education.

1.1.2. Barrera intestinal

El aparato digestivo es una de las puertas de entrada de sustancias ajenas a nuestro organismo,
por ello presenta una barrera para proteger al huésped de las toxinas, antigenos alimentarios,
bacterias y otras sustancias potencialmente peligrosas. La barrera intestinal es polifacética y
comprende estrategias, fisicas como bioquimicas, entre ellas la renovacidon constante de su
epitelio, el sistema inmunitario de la mucosa y la microbiota intestinal (Rohr y col. 2020; Di
Tommaso y col. 2021).

El sistema inmunitario de la mucosa, o tejido linfoide asociado al intestino (GALT, del inglés gut-
associated lymphoid tissue), consiste en diferentes entidades de tejidos linfoides organizados que

incluyen las placas de Peyer, foliculos linfoides aislados y los ganglios linfaticos mesentéricos

(Villanueva y col. 2020).
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La barrera fisica intestinal estd formada por el epitelio y la capa de moco intestinal. El epitelio
intestinal es impermeable a los solutos hidréfilos, por ello las moléculas y nutrientes solo pueden
atravesarlo a través de transportadores especificos. Existen dos vias principales: la transcelular,
gue incluye poros acuosos y transportadores activos y la via paracelular, regulada por las uniones
estrechas, uniones adherentes, desmosomas y uniones gap. La capa de moco, estd compuesta
principalmente por agua y las proteinas MUC2 y MUCASC, producidas por las células caliciformes
(Gonzalez-Quilen y col. 2020; Muehler y col. 2020; Yu y col. 2019).

La barrera bioquimica intestinal, en la membrana apical del enterocito, estd formada por los
transportadores de tipo casete de uniéon a ATP (ABC, del inglés ATP binding casette), por las
enzimas de metabolizacién de fase | y las enzimas de conjugacion de fase Il (Boron y Boulpaep,

2017, Zecchinati y col. 2021).

1.1.3. Barrera bioquimica intestinal. Eliminacién de xenobidticos
La barrera bioquimica intestinal tiene como funcidn impedir la entrada de sustancias
potencialmente toxicas o xenobidticos.
Los xenobidticos son compuestos extrafos para el organismo, como fdrmacos, aditivos
alimenticios, contaminantes ambientales, carcinégenos quimicos, insecticidas, entre otros; que
pueden producir una gran variedad de efectos biolégicos, desde respuestas terapéuticas,
toxicidad, reacciones inmunoldgicas, inclusive cancer.
Cuando uno de estos compuestos ingresa por el aparato digestivo, el intestino delgado es el
6rgano encargado de su metabolismo y detoxificacion inicial, es por ello que los enterocitos los
metabolizan mediante reacciones de biotransformacidon que, por lo general, se realizan en tres
fases (Dietrich y col. 2003).
Las reacciones de la fase | son reacciones de hidroxilacién, desalquilacién y deshalogenacién
catalizadas en gran parte por citocromos P-450, que tienen como fin generar un compuesto mas
polar.
En las reacciones de la fase Il, se conjugan los metabolitos generados en la fase | para producir
compuestos mas hidrofilicos y favorecer su pasaje a la sangre o su excrecion a la luz intestinal.
Los tres tipos principales de las reacciones de conjugacion son:

1. Conjugacidon con 4acido glucurénico a través de la uridina difosfato-glucuronosil

transferasa.

2. Conjugacién con grupo sulfo a través de sulfotransferasas.
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3. Conjugacion con glutation. a través de la glutation-S-transferasa.
La participacidon de estos multiples sistemas enzimaticos facilita la rapida eliminacion de sustancias
toxicas y proporciona vias alternativas de detoxificacion.
En la fase Il participan bombas de eflujo pertenecientes a la superfamilia de transportadores ABC
localizadas en la membrana apical del enterocito, involucradas en la excrecién de moléculas hacia
la luz intestinal para su posterior eliminacién (Fig. 1.3) (Boron y Boulpaep, 2017; Estudante y col.

2013).

@) OO Luz intestinal

Epitelio
intestinal

0

0

0
O

O Xenobidtico
O Metabolito

Enzimas fase | :
y fase Il Absorcién
sistémica ..
Secrecion a la
Enterocito

:
: luz intestinal
:
:

Figura 1.3. Esquema de la eliminacidn intestinal de xenobidticos. Una vez dentro del tubo digestivo los xenobidticos
(circulos verdes) dependiendo de su tamafo e hidrofobicidad pueden ingresar a la circulacién sistémica por la via
paracelular o transcelular. La via transcelular implica el ingreso de los xenobiéticos al enterocito por difusidn simple o
facilitada, una vez dentro de la célula, pueden atravesar la membrana basolateral directamente para incorporarse a la
circulacién sistémica, o metabolizarse por enzimas de fase | y Il. Los productos generados por accién de estas enzimas
(circulos celestes), son secretados hacia la luz intestinal por los transportadores ABC. En sintesis estos trasportadores

cumplen un rol fundamental en el balance entre la absorcidn y excrecion de los xenobidticos.
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1.1.4. Transportadores ABC

Los transportadores ABC son un grupo de proteinas transportadoras de membrana. Conforman
una de las mayores y mejor caracterizada superfamilia de proteinas. Se encuentran presentes en
bacterias, hongos, plantas y animales y estan involucrados en una gran variedad de procesos
fisiolégicos. En humanos, existen 48 genes que los codifican y se dividen en 7 subfamilias segun las
similitudes en su secuencia (ABCA-ABCG) (Tabla 1.1). (Estudante y col. 2013).

Estas proteinas funcionan como transportadores activos primarios dependientes de la hidrélisis de
ATP para la translocacion de sus sustratos en contra de su gradiente. En general, presentan una
estructura de cuatro dominios integrada por dos dominios citoplasmaticos de unién a nucleétidos
(NBD, del inglés nucleotide-binding domain) que unen e hidrolizan ATP y dos dominios
transmembrana (TMD, del inglés transmembrane-binding domain) que reconocen y transportan a
sus sustratos (Chen y col. 2016). Mientras la estructura y la funciéon de los NBD son similares en
todas las familias, los TMD son muy heterogéneos, esto permite a los transportadores reconocer
diversos sustratos (Fig. 1.4) (Robey vy col. 2018). Algunas de estas proteinas son
hemitransportadores con un solo TMD y un NBD que deben dimerizarse para ser funcionales,

mientras que otras contienen dominios adicionales que regulan su actividad.

TMD T™MD
Extracelular 1. 2 3 4 5 6 7 8 9 101 12
N

Intracelular j ~~ \ j ~~ \—/}
NBD

Figura 1.4. Estructura bdsica de un transportador ABC. TMD: dominios transmembrana. NBD: dominios de unién a

nucleédtidos.

Estos transportadores se expresan en la membrana apical de enterocitos, hepatocitos, tubulos
renales, placenta, génadas, cerebro, pulmén y tumores; donde ejercen un papel critico en la
limitaciéon de la absorcién y acumulacién de sustancias potencialmente tdxicas y confieren

resistencia a una gama diversa de farmacos. Asimismo, se han identificado alteraciones genéticas
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en aproximadamente la mitad de los transportadores ABC, en sujetos con una amplia gama de

enfermedades (Tabla 1.1) (Vauthier y col. 2017).

Subfamilia | Nombre | Nombre Sustratos Principales Enfermedad
alternativo ubicaciones asociada
A ABCA1 CERP Colesterol, fosfolipidos Tejido adiposo, | Enfermedad de Tanger
corazoén, células
endoteliales, higado
ABCA3 LMB 180 Colesterol, fosfolipidos, Pulmon Enfermedad pulmonar
esfingolipidos intersticial
ABCA4 ABCR Derivados de retinoides Ojo Enfermedad de Stargardt
ABCA12 Lipidos (ceramidas) Piel Ictiosis congénitas
autosémicas recesivas
(eritrodermia ictiosiforme
congénita, Sindrome de
Arlequin e ictiosis lamelar)
B ABCB1 MDR1/P-gp Xenobidticos Tumores, intestino
ABCB4 MDR3 Fosfaditil-colina Higado Colestasis  intrahepatica
Tumores familiar progresiva
ABCB11 BSEP Sales biliares Higado Enfermedades biliares
hereditarias
C ABCC1 MRP1/ Aniones organicos, Cerebro, testiculo,
MOAT-B derivados conjugados del tumores
acido araquiddnico
ABCC2 MRP2 Sales biliares, xenobidticos Intestino, higado, Enfermedad de Dubin-
rifdn Johnson
ABCC4 MRP4/ 9-(2-fosfonil-metoxietil) Proéstata, higado,
MOAT-E adenina rifdn
ABCC6 MRP6 Conjugado de Leucotrienoy | Higado, Pseudoxantoma elastico
S-(2,4-dinitrofenil)glutatiéon Rifidn, piel
ABCC7 CFTR Aniones bicarbonato y cloro | Epitelios Fibrosis
Pulmén quistica
ABCC8 SUR I Potasio Pancreas Hiperinsulinismo
congénito, diabetes
mellitus neonatal,
diabetes tipo MODY
D ABCD2 ALDP Acidos grasos de cadena Peroxisomas Sindrome de Zellweger
larga
G ABCG2 BCRP Xenobidticos, uratos Tumores, intestino, | Hiperuricemia, gota
placenta

Tabla 1.1. Principales caracteristicas de las subfamilias de transportadores ABC (Vauthier y col. 2017).
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Particularmente, a nivel intestinal los dos transportadores mas importantes son la proteina
asociada a resistencia a multidrogas 2 (Mrp2, del inglés Multidrug resistance-associated protein 2)

y la P-glicoproteina (P-gp, del inglés P-glycoprotein).

1.1.5. Proteina asociada a resistencia a multidrogas 2

1.1.5.1. Caracteristicas generales

Como se mencionara anteriormente, la proteina asociada a resistencia a multidrogas 2 (Mrp2) es
un miembro de la familia de bombas de eflujo de tipo casete de uniéon a ATP, implicada en el
transporte activo primario de sustratos a través de las membranas bioldgicas, un proceso esencial
para la fisiologia celular y de gran relevancia en la proteccién del organismo frente a metabolitos
toxicos.

En 1985, Jansen y col. describieron una cepa de ratas defectuosas para el transporte hepdtico de
aniones que presentaban hiperbilirrubinemia. El fenotipo mutante era hereditario y se asemejaba
al sindrome Dubin-Johnson humano caracterizado décadas antes (Dubin y Johnson, 1954). En
1990, Ishikawa y col. relacionaron este transporte con un mecanismo dependiente de ATP y
demostraron su capacidad para bombear conjugados de glutatién. Finalmente, se determind el
gen codificador, denominado MRPc, ya que representaba la isoforma canalicular de la proteina
asociada a resistencia a multiples farmacos hepatica descrita previamente como Mrp1 (Biichler y
col. 1996). El mismo grupo informd que esa misma proteina coincidia con el sistema de transporte
ausente en el sindrome de Dubin-Johnson (Kartenbeck y col. 1996). Poco después, la proteina pasd
a denominarse Mrp2 para denotar una diferencia con otros transportadores pertenecientes a esta

familia (Keppler y Kénig, 1997).

1.1.5.2. Estructura, localizacién, sustratos y funcién

Mrp2, es el segundo miembro de la subfamilia ABCC (ABCC2), se caracteriza estructuralmente por
presentar dos TMD de seis hélices a cada uno, unidos en el lado citosélico a dos dominios NBD y
un TMD adicional de 5 hélices a en la regiéon N-terminal de la proteina (Fig 1.5) (Tocchetti y col.
2016).

En cuanto a su localizacidon, Mrp2 se expresa en la membrana apical de células polarizadas como
hepatocitos, enterocitos y células tubulares renales (Jedlitschky y col. 2006; Payen y col. 2002;
Fardel y col. 2005). En el intestino, se localiza principalmente en el duodeno y yeyuno proximal

disminuyendo hacia la parte distal e ileon, y su expresion es maxima en la punta de las
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vellosidades (borde en cepillo), disminuyendo hacia la cripta, un patrén de distribucién similar al
de las enzimas de metabolismo de fase Il (Tocchetti y col. 2016; Villanueva y col. 2012).

La especificidad de los sustratos de Mrp2 es amplia, incluyendo principalmente moléculas
lipofilicas conjugadas con acido glucurdnico, glutation y sulfato, y compuestos anfipaticos no
cargados, como colorantes fluorescentes y arsénico. Del mismo modo, varios compuestos
enddgenos como leucotrienos, prostaglandinas, hepoxilinas, sales biliares, bilirrubina, estradiol y

farmacos son transportados por Mrp2 (Tabla 1.2) (Fardel y col. 2005).

NH,
1 2 3 4 5 6 7 8 _9 101N 12 13 14 15 16 _17
N N\ N N\ N N\ N N
Extracelular — - - — - | B uis B N Be 00000 B B NE B N B
Intracelular — - - - - A i 5 BB | | | 1 B
N N

Figura 1.5. Estructura de Mrp2. Presenta dos dominios transmembrana de 6 hélices a, un dominio transmembrana

adicional de 5 hélices a en el extremo N-terminal y dos dominios de unién a nucleétidos (NBD).

Uso terapéutico | Farmaco

Oncoldgicos Ciclofosfamida, cisplatino, doxorrubicina, epirrubicina, etopdsido, metotrexato

vinblastina, tamoxifeno

Antibidticos Ampicilina, azitromicina, ceftriaxona, grepafloxacina, rifampicina

Antirretrovirales | Adevovir, cidofovir, darunavir, indinavir, lopinavir, saquinavir, ritonavir

Antihipertensivos | Valsartan, olmesartan, temocaprilato

Tabla 1.2. Principales farmacos sustrato de Mrp2. (Estudante y col. 2013; de Chen y col. 2015).

Como se ha expresado, la funcién de Mrp2 intestinal es el transporte de sus sustratos desde el
citosol hacia la luz intestinal, para su posterior eliminacién. Esta accion es secuencial y coordinada
con enzimas de conjugacion de fase Il, constituyendo un componente esencial de la barrera
bioquimica intestinal, al evitar la absorcion de xenobidticos a través del tracto gastrointestinal
(Mottino y col. 2000). De acuerdo a esto, Mrp2 juega un papel importante en la detoxificacién del

organismo. Asimismo, como se menciond, muchos farmacos son sustratos de Mrp2 (Tabla 1.2) y
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por consiguiente, su influencia en la biodisponibilidad de los mismos es un aspecto importante a

considerar en la terapéutica médica.

1.1.5.3. Implicancia en la biodisponibilidad de farmacos

La administracién de fdrmacos por via oral es el método mads conveniente y cominmente utilizado
en farmacoterapia. La biodisponibilidad de estos farmacos depende de la absorcion intestinal
siendo la barrera intestinal (fisica y bioquimica) la primera limitante (Murakami, 2017). Mas aun, la
excrecion intestinal es la ruta principal de eliminacién de muchos farmacos y sus metabolitos
cuando se incorporan por via oral (Doherty y Pang, 1997). Distintas revisiones sefialan el rol
fundamental de Mrp2 en la disposicion de farmacos y sus metabolitos y por ende, su relevancia
clinica, dado que variaciones en su expresion y/o funcion conducen a alteraciones en la eficacia y
seguridad (efectos adversos) de los mismos (Payen y col. 2002; Fardel y col. 2005). A la vez, se
demostré que Mrp2 junto a enzimas de fase | y |l, causan resistencia a fdrmacos, obligando a rever
su esquema de dosificaciéon. Un ejemplo de esta situacion es la resistencia a metotrexato, farmaco
utilizado en el tratamiento de la leucemia aguda infantil y en la artritis reumatoidea. Esta
resistencia se produce a través de varios mecanismos, incluyendo la sobreexpresion de Mrp2 y
otros miembros de la familia MRPs (Hooijberg y col. 2003; Chen y col. 2003; Breedveld y col. 2004;
Hulot y col. 2005). Del mismo modo, Mrp2 confiere resistencia a cisplatino, un farmaco utilizado
en la quimioterapia de varios tipos de cancer (Cui y col. 1999). Conforme a esto, diversos trabajos
demostraron que células provenientes de carcinomas resistentes al cisplatino exhibieron una
sobreexpresién de Mrp2 tanto a nivel proteina como ARNm (Taniguchi y col. 1996; Kool y col.

1997; Liedert y col. 2003; Materna y col. 2005).

1.1.5.4. Regulacidn de la expresion y actividad de Mrp2

La expresiéon de Mrp2 puede ser modulada a nivel transcripcional y postranscripcional. La
regulacién transcripcional de Mrp2 suele estar mediada por receptores nucleares activados por
xenobidticos, seguidos de la unidn a elementos de respuesta en el promotor de Mrp2. Esto, a su
vez, da lugar a un aumento de la sintesis del ARNm de Mrp2 que se traduce en mayores niveles de
la proteina Mrp2 en la membrana plasmatica, y en Gltima instancia da lugar a una mayor actividad
de Mrp2 (Tocchettiy col. 2016).

La expresion de la proteina Mrp2 también puede regularse en ausencia de cambios en la tasa de

transcripcién. La regulacion postranscripcional consiste en la alteracion de los niveles del ARNm en
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respuesta a cambios en la estabilidad, el procesamiento o la exportacion del mismo, que puede
dar lugar a una disociacidon entre los niveles del mensajero y la proteina. También pueden
producirse cambios en la actividad de Mrp2 no asociados a cambios en la expresion de la proteina.
Un ejemplo es la regulacion a corto plazo que implica modificaciones en la localizacién de Mrp2
como consecuencia del intercambio dindmico entre la membrana apical y un compartimento
subapical (Dominguez y col. 2021).

Por otra parte, es interesante mencionar que la funcion de transporte de Mrp2 se ve afectada en
varias enfermedades intestinales en humanos, en particular en aquellas que incluyen inflamacién
local o sistémica como la colitis ulcerosa y la enfermedad de Crohn. Alteraciones similares se
encontraron en modelos experimentales en ratas que presentaban inflamacion y estrés oxidativo

como los generados por la administraciéon de lipopolisacarido o Indometacina (Arana y col. 2017).

1.1.6. P-Glicoproteina

1.1.6.1. Caracteristicas generales

La P-glicoproteina, es un transportador de membrana de tipo casete de uniéon a ATP que actua
como bomba de eflujo de farmacos. Esta proteina se caracterizd inicialmente por estar
sobreexpresada en células tumorales que mostraban resistencia a una amplia variedad de
farmacos anticancerosos no relacionados estructuralmente. En 1950, Burchenal y col. fueron los
primeros en notificar un caso de resistencia al farmaco acido 4-amino-N10-metil-pteroilglutamico
en un modelo murino de leucemia. Afios mas tarde, otros dos grupos también observaron un tipo
similar de resistencia al antibidtico actinomicina D en células Hela y células de ovario de hamster
chino (CHO). Asi surgi6 el concepto de resistencia a multiples farmacos (MDR, del inglés multidrug
resistance) que se dilucidd mas tarde cuando se hallé resistencia cruzada a daunomicina vy
alcaloides de vinca en células de carcinoma ascitico de Ehrlich. Posteriormente, estudios de
etiquetado de superficie en células CHO dieron lugar al descubrimiento de una bomba de eflujo en
la membrana celular, a la cual se le otorgd el nombre de P-gp, o glicoproteina de permeabilidad,

por su capacidad de alterar la velocidad de permeacion del farmaco (Ahmed Juvale y col. 2022).

1.1.6.2 Estructura, localizacion, sustratos y funcion
P-gp, pertenece a la subfamlia ABCB (ABCB1), codificado en humanos por el gen Mdrl y en los
roedores por dos isoformas, Mdrla y Mdrlb. Es una proteina conformada por una Unica cadena

polipeptidica integrada por dos TMD de 6 hélices a cada uno y dos NBD (Fig 1.6).
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P-gp se expresa en la superficie apical de las células epiteliales del intestino delgado, colon, rifidn,
en los canaliculos biliares del higado, la barrera hematoencefalica, glandula suprarrenal, pulmodn,
piel, placenta, ojo y en tumores (Jouan y col. 2016). De este modo, P-gp desempeiia un papel
notable en la absorcién intestinal, la distribucion cerebral y la secrecion hepatobiliar y/o renal de
varios farmacos, por ello puede considerarse un actor clave de la farmacocinética de estos
compuestos (Jouan y col. 2016).

En particular, en el intestino, P-gp se encuentra en la membrana apical de los enterocitos
predominantemente a nivel del ileon (Zimmermann y col. 2005; Estudante y col. 2013).

Los sustratos de P-gp comprenden varios tipos y tamafios de compuestos lipofilicos basicos que en
su mayoria contienen nitrogeno y pueden formar varios enlaces de hidrégeno., incluidos
productos naturales, esteroides, péptidos lineales y ciclicos, colorantes fluorescentes y numerosos

farmacos comunmente utilizados (Tabla 1.3) (Abel y col. 2019; Ahmed Juvale y col. 2022).

Extracelular —~

Intracelular N

NBD —_
NH C NBD COOH

Figura 1.6. Estructura de P-gp. Presenta dos dominios transmembrana de 6 hélices a, y dos dominios de unién a

N

nucledtidos (NBD).
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Uso terapéutico

Farmaco

levofloxacina, ketoconazol, tetraciclina

Oncoldgicos Doxorrubicina, ciclofosfamida, metotrexato; vinblastina, vincristina,
vindesina, tamoxifeno, paclitaxel, cisplatino, irinotecan
Antibidticos Rifampicina, claritromicina , ceftriaxona, doxiciclina, eritomicina,

Antiarritmicos

Digoxina, amiodarona, propafenona

Bloqueantes de canales

Verapamilio, diltiazem , nifedipina

calcicos
Antilipidémico Rosuvastatina, sinvastatina
Analgésicos Morfina, fentanilo

Antidiabéticos

Metformina, glibenclamida

Antiepilépticos

Fenitoina, fenobarbital

Antihistminicos

Cimetidina, ranitidina

Inmunosupresores

Ciclosporina, tacrolimus

Tabla 1.3. Principales farmacos sustrato de P-gp. (Abel y col. 2019; Ahmed Juvale y col. 2022).

1.1.6.3. Implicancia en la biodisponibilidad de farmacos

Como se describié anteriormente, P-gp fue una de los primeros trasportadores asociados a la
resistencia terapéutica, a partir de estudios con lineas celulares epiteliales de intestino (Caco-2,
HT29 y T84), se confirmé que P-gp limita la absorcion de multiples farmacos, por ejemplo del
agente anti-cancerigeno, vinblastina (Hunter y col. 1993; Samuels y col 1997).

Ademas la actividad de P-gp puede ser inhibida por una amplia gama de farmacos, que puede dar
lugar a interacciones farmacoldgicas alterando la respuesta terapéutica. Gurley y col. (2008)
describieron que la inhibiciéon de P-gp por rifampicina o la hierba San Juan disminuye la absorcion
y biodisponibilidad de digoxina. En este sentido, comprender la interaccién de estos compuestos
con P-gp es importante para el disefio de farmacos, mas aun, las directrices de la agencia de
Administracién de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos, para el disefio de fadrmacos
recomiendan que los nuevos farmacos sean testeados in vitro para determinar si son potenciales

sustratos de P-gp (Abel y col. 2019).
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1.1.6.4. Regulacion de la expresion y actividad de P-gp

La expresion y/o actividad de P-gp puede estar regulada no solo por farmacos, nutrientes y
hormonas sino también bajo ciertos procesos patolégicos. (Perdomo y col. 2013; Sawamoto y col.
2014; Rocha-Pereira y col. 2019). Esta regulacion puede ser a nivel transcripcional,
postranscripcional o postranslacional (Chai y col. 2022).

La regulacién transcripcional de P-gp, es mediada por la activacién de ciertos factores de
transcripciéon como son el factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B
activadas, Sp3, factor de células T, factor potenciador linfoide y receptores nucleares como el
receptor X de pregnano, receptor X hepatico, receptor activado por proliferador peroxisomal y el
receptor de antigeno quimérico (Chaiy col. 2022).

La regulacion postranscripcional consiste en la unién de micro-ARNs (miR-451, miR-331-5p, miR-
298, miR-145, miR-27a, entre otros) a la regiéon 30 no traducida del ARNm de ABCB1, que resulta
en la supresidn de la expresion de la proteina a través de la degradacion del ARNm o la inhibicidn
de la traduccién (Ahmed Juvale y col. 2022).

Por otro lado, la adicién o eliminaciéon de grupos modificadores a una proteina luego de su
biosintesis, aumenta la complejidad y diversidad de su expresion y funcién aparte de lo codificado
por el genoma. Las modificaciones postraduccionales de P-gp incluyen la fosforilacidn, glicosilacién
y ubiquitinacion, que se ha demostrado que afectan a la estabilidad y actividad de la proteina (Chai

y col. 2022).
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1.2. Hipétesis

Condiciones de obesidad generadas por una dieta alta en grasa en ratones induce un estado
inflamatorio crénico sistémico que regula negativamente la expresion de los transportadores de
eflujo intestinal, Mrp2 y P-gp, a nivel transcripcional y/o postranscripcional. Esto se traduce en una
alteracion de la actividad de barrera bioquimica intestinal y consecuentemente, en una
disminucion en la prevencion de toxicidad por ciclofosfamida en un modelo de adenocarcinoma

mamario murino.

1.3. Objetivo general

Evaluar la expresion y actividad de los transportadores intestinales Mrp2 y P-gp, en un modelo de
obesidad inducida por la dieta e indagar en los potenciales mecanismos regulatorios, asi como la
implicancia farmaco-toxicolégica de la quimioterapia metrondmica con ciclofosfamida, en un

modelo de adenocarcinoma mamario murino.
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CAPITULO DOS: Regulacién negativa de Mrp2 y P-gp intestinales en ratones machos C57BL/6

alimentados con dieta alta en grasa

2.1. Introduccién

2.1.1. Obesidad

2.1.1.1. Caracteristicas generales y epidemiologia

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) define la obesidad como una acumulacién anormal o
excesiva de grasa que implica un riesgo para la salud; para su diagndstico, se utiliza el indice de
masa corporal (IMC); valor que se obtiene de dividir el peso corporal del individuo (en kilogramos)
por el cuadrado de su talla (en metros). Un IMC mayor o igual a 25 kg/m? es criterio de sobrepeso
y mayor o igual a 30 kg/m? se considera obesidad (OMS 2000; Guh y col. 2009; Apovian, 2016).

La obesidad es una enfermedad endocrino-metabdlica, crénica, heterogénea, multifactorial,
caracterizada por un aumento de la grasa corporal cuya distribucién y magnitud condicionan la
salud del individuo; puede asociarse a complicaciones graves, que disminuyen la expectativa de
vida, y demandan un enfoque multidisciplinario para su diagndstico y tratamiento, aumentando
asi los costos sanitarios de la salud publica.

Desde 1970 la obesidad se triplicé en el mundo (Fig. 2.1). En 2016, mas de 1900 millones de
adultos, presentaban sobrepeso (39% de la poblacion adulta mundial), de los cuales 650 millones
eran obesos. Ademads, 41 millones de nifios menores de 5 afios y 340 millones de nifos y
adolescentes de 5 a 19 afos tenian sobrepeso u obesidad (Wu y Ballantyne, 2020). Del mismo
modo, ese afo, Argentina ocupaba, el tercer puesto en prevalencia de obesidad en adultos para
paises de América Latina y el Caribe (Tabla 2.1) y preocupantemente el primero en sobrepeso

infantil (Tabla 2.2) (Gregg y Shaw 2017; FAO, FIDA, OPS, PMA y UNICEF, 2023).
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Figura 2.1. Prevalencia de sobrepeso en adultos de ambos sexos en el mundo. Se ilustra el porcentaje de individuos

mayores de 20 afios con un IMC mayor o igual a 25 kg/m?. Fuente: Organizacién Mundial de la Salud, 2016.

Regidon/pais 2000 2005 2010 2013 2014 2015 2016
Mundo 8,7 9,9 11,2 12,1 12,5, 12,8 131
América latina y Caribe 16,6 18,9 21,2 22,7 23,2 23,7 24,7
Sudameérica 15,8 18,0 20,2 21,6 22,1 22,5 23,0
1° Bahamas 23,9 26,2 28,5, 30 30,5 31 31,6
2° México 20,8 23,3 25,8 27,3 27,8 28,3 28,9
3° Argentina 20,7 23,0 25,3 26,8 27,3 27,8 28,3

Tabla 2.1. Prevalencia de obesidad en adultos para paises de América Latina y el Caribe (expresado en porcentaje).
Extraido de “Panorama regional de la seguridad alimentaria y nutricional - América Latina y el Caribe 2022: hacia una

mejor asequibilidad de las dietas saludables”. FAO, FIDA, OPS, PMA y UNICEF, 2023.
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Region/pais 2000 2005 2010 2013 2014 2015 2016
Mundo 54 5,7 5,6 5,6 57 5,7 5,7
Ameérica latina y Caribe 6,8 7,1 7,2 7,4 7,4 7,5 7,5
Sudamérica 7,0 7,3 7,6 7,9 8,1 8,1 8,2
1° Argentina 11,6 12,1 12,3 12,5 12,8 12,9 12,9
2° Paraguay 7,2 8,3 9,6 10,9 11,6 11,8 12,0
3° Barbados 7,8 9,1 10,4 11,2 11,4 11,4 11,4

Tabla 2.2. Prevalencia de sobrepeso entre nifios y nifias de 5 afios para paises de América Latina y el Caribe
(expresado en porcentaje). Extraido de “Panorama regional de la seguridad alimentaria y nutricional - América Latina 'y

el Caribe 2022: hacia una mejor asequibilidad de las dietas saludables”. FAQ, FIDA, OPS, PMA y UNICEF, 2023.

En nuestro pais, segun la 4% Encuesta Nacional de Factores de Riesgo (2018), que integra el
Sistema de Vigilancia de Enfermedades No transmisibles y el Sistema Integrado de Encuestas de
Hogares, del Ministerio de Salud y Desarrollo Social, el 66,1% de la poblacion adulta presenté
exceso de peso, el 32,4% obesidad y el 33,7% sobrepeso, calculados a través del IMC, cifras que
aumentaron alarmantemente desde 2005, cuando el 14,6% de los adultos presentaban obesidad.
Se estima que cada afio fallecen alrededor de 3,4 millones de personas adultas en el mundo como
consecuencia del exceso de peso y la obesidad. Principalmente debido a su asociacién con
enfermedades relacionadas a una mayor mortalidad, como diabetes mellitus de tipo 2 (DMT2),
enfermedades cardiovasculares, sindrome metabdlico, enfermedad renal crénica, hiperlipidemia,
hipertensidn arterial, enfermedad del higado graso no alcohdlico, cancer, problemas respiratorios,
apnea obstructiva del suefio, osteoartritis y depresion (Guh y col. 2009; Sanchez Gémez y col.
2020).

La obesidad primaria se origina por un desequilibrio entre el aporte energético y el gasto caldrico,
cuyo excedente se almacena en el tejido adiposo. Multiples causas estdn implicadas en su
desarrollo y progresion como factores genéticos, ambientales, conductuales, econdmicos y
sociales, estableciéndose una asociacion directa entre un mayor consumo de alimentos y bebidas
hipercalédricas, especialmente las que presentan alto contenido de grasas y/o azulcares simples
ligado por otra parte a un estilo de vida sedentario (Lin y Li, 2021). Desde el punto de vista
fisiopatoldgico, se caracteriza como una enfermedad inflamatoria crénica sistémica producto de la
hipertrofia del tejido adiposo, que ademas genera estrés oxidativo por aumento de los sustratos
energéticos mitocondriales. La liberacién sistémica de citoquinas inflamatorias derivadas del tejido

adiposo, principalmente el factor de necrosis tumoral a (TNF-a, del inglés tumor necrosis factor),
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interleuquina 1B (IL-1B), interleuquina 6 (IL-6) y el estrés oxidativo pueden ocasionar
desregulacién de la accion de la insulina, del metabolismo de la glucosa y lipidos, generando
estados de resistencia a la insulina (Catta-Preta y col 2012; Alcala y col. 2017; Meldrum y col 2017;
Freitas-Carvalho y col. 2019). La inflamacién y la resistencia a la insulina pueden exacerbarse
mutuamente a través de los efectos autécrinos de las citoquinas en la sefializaciéon y metabolismo
de la insulina en los adipocitos y por los efectos endocrinos de las adipoquinas (proteinas
inflamatorias secretadas por el tejido adiposo) en la sensibilidad a la insulina en otros tejidos, en
particular en musculo esquelético e higado. En consecuencia, se acelera la transferencia de acidos
grasos del tejido adiposo al musculo esquelético, pancreas e higado, que provoca una deposicidn
ectdpica de grasa y resistencia a la insulina en estos tejidos, los cuales desempefian un papel
fundamental en la resistencia sistémica a la insulina, hiperglucemia, dislipidemia y el desarrollo de
hipertension arterial (Hotamisligil, 2006; Goossens, 2008; Wu y Ballantyne, 2020). En conjunto
estas alteraciones son criterio diagndstico del Sindrome Metabdlico (SM), enfermedad que se
asocia a una mayor morbimortalidad por causas cardiovasculares y al desarrollo de DMT2 (Grundy
y col. 2004; Engin, 2017).

Por otro lado, existen causas de obesidad secundaria a procesos patoldgicos como sindromes
genéticos (sindrome de Prader Willi, sindrome de Laurence-Moon-Bieldt, entre otros), alteraciones
neuroendocrinas (sindrome de ovario poliquistico, hipotiroidismo, sindrome de Cushing) e
inducida por farmacos (glucorticoides, anticonceptivos orales, sulfonilureas, entre otros), pero su
prevalencia es baja y presentan otro enfoque para su diagndstico y tratamiento (Kiess y col. 2001;

MSAL, 2018)

2.1.1.2. Tratamiento de la obesidad y las alteraciones metabdlicas asociadas

El tratamiento de la obesidad y sus alteraciones metabdlicas asociadas implica un abordaje
integral con perspectiva multidisciplinaria, con estrategias individuales para los pacientes
evaluando preferencias personales, edad, sexo, comorbilidades, contexto social y econdémico.
Generalmente consiste en modificaciones dietéticas, adquisicion de habitos saludables, ejercicio
fisico, apoyo psicoldgico, tratamiento farmacolégico y en algunos casos, tratamiento quirdrgico
(cirugia bariatrica) (Lin y Li, 2021; MSAL, 2018).

El objetivo primario es la reduccién del riesgo de enfermedad cardiovascular y la prevencion del
desarrollo de DMT2. Cuando el riesgo absoluto es suficientemente elevado y persistente a pesar

de la modificacion del estilo de vida y del plan alimentario, es necesario utilizar farmacos dirigidos
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a modificar los factores de riesgo. Actualmente no existen objetivos terapéuticos aceptados para
el tratamiento en conjunto de todas las alteraciones metabdlicas asociadas a la obesidad, sin
embargo se diagnostican para cada afeccién en particular, esto implica el uso de numerosos

medicamentos en estos pacientes (Tabla 2.3)(ALAD, 2010; MSAL,2013; MSAL, 2018).

Patologia Farmacos

Obesidad Orlistat (inhibidor selectivo de lipasas gastricas y pancreaticas)
Hipetrigliceridemia Fibratos

Dislipidemia Estatinas

Hiperglucemia Metformina (hipoglucemiante oral)

Resistencia a la insulina

Diabetes Mellitus Hipoglucemiantes orales
Insulina
Analogos de insulina

Incretinas

Hipertensidn arterial Inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (IECA)

Antagonistas del receptor de angiotensina Il (ARA)

Tabla 2.3. Principales farmacos utilizados en el tratamiento de la obesidad y sus patologias asociadas.

2.1.1.3. Modelos animales de obesidad

Los modelos animales de obesidad se pueden dividir en aquellos que se basan en mutaciones o
manipulaciones de genes individuales y los que utilizan animales genéticamente intactos
expuestos a entornos obesogénicos a través de diferentes tipos de dietas. (Lutz y Woods, 2012;
Kristiansen y col. 2016)

Los modelos genéticos mas utilizados son aquellos relacionados con mutaciones monogénicas que
involucran la via de la leptina, como son el ratén ob/ob (deficiente en leptina), el ratén db/db
(deficiente en el receptor de leptina) y la rata Zucker (deficiente en el receptor de leptina), entre
otros. Principalmente, estos modelos se utilizan para estudiar dianas moleculares del mecanismo
de regulacion de la ingesta y para el desarrollo de terapias farmacoldgicas especificas (Lutz y
Woods, 2012).

En cambio, los modelos de obesidad inducidos por la dieta (DIO, del inglés: Diet-Induced Obesity)
se utilizan para estudiar las causas poligénicas de la obesidad, su interacciéon con la ingesta
excesiva de calorias, su relacidn con la resistencia a la insulina asi como las patologias asociadas y

comorbilidades SM y DMT2. Es por ello, que estos modelos reproducen con mayor fiabilidad el
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proceso de desarrollo y fenotipo de la obesidad en humanos que los modelos genéticos (Preguica
y col. 2020; Moura e Dias y col. 2021). En su utilizacidn, se emplean alimentos enriquecidos en
grasas, carbohidratos o sodio. Aunque el modelo DIO abarca gran parte de la patogénesis de la
obesidad humana, hay distintos factores que considerar para una correcta implementacién, entre
ellos la especie y cepa del animal, el sexo, edad, tipo de dieta y duraciéon del tratamiento. Por
ejemplo, dentro de las cepas de ratdn se observan diferencias en la susceptibilidad a la obesidad
inducida por dieta y la resistencia a la insulina, con cepas sensibles como los ratones C57BL/6 y
resistentes como BALB/c (Montgomery y col. 2013).

Los modelos animales murinos, presentan, al igual que los humanos, una asociacién directa entre
la ingesta de grasas y el aumento de peso; por ello la administraciéon de una dieta alta en grasa
(HFD, del inglés High Fat Diet) es comunmente utilizada para la generacion de obesidad en
roedores asociada a resistencia a la insulina, hiperinsulinemia, intolerancia a la glucosa,
hipertrigliceridemia, inflamacién y estrés oxidativo en diferentes tejidos (Hariri y Thibault, 2010;
Ecker y col. 2019; Bader y col. 2020). Se ha reportado la induccion de obesidad en ratones C57BL/6
mediante dietas con diferentes porcentajes y fuentes de grasas, una de las mas utilizadas consiste
en enriquecer el alimento estdndar con 40% de grasa (Buettner y col. 2007; Speakman, 2019).

Los mecanismos moleculares subyacentes en las dietas altas en grasa que desarrollan alteraciones
metabdlicas asociadas a la obesidad aun no estdn totalmente esclarecidos. No obstante, el mayor
aporte caldrico de las mismas y la consiguiente mayor ingesta de energia total reducen de manera
rapida y especifica las acciones centrales de la insulina y la leptina, generando un estado de
resistencia a la insulina, vinculo comun en las alteraciones metabdlicas de la obesidad (Woods y
col. 2004; Hariri y Thibault, 2010; Gallagher y col. 2011; Clegg y col. 2011).

Asimismo, el modo de evaluar los criterios de obesidad y sus alteraciones metabdlicas asociadas
en animales deben ser adaptados respecto a los aplicados en seres humanos. Su determinacién se
basa fundamentalmente en pardmetros morfoldgicos como el aumento de peso corporal y el
contenido de tejido adiposo corporal, y el estudio de distintos pardmetros bioquimicos en los
animales alimentados con HFD, en comparacion con los animales control que consumen dietas

estandar o bajas en grasa (Hariri y Thibault, 2010).
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2.2. Objetivos especificos
-Evaluar la expresién y actividad de Mrp2 y P-gp intestinales en un modelo de obesidad, en

ratones macho adultos C57BL/6 generado por la administracién de una dieta alta en grasa.

-Estudiar en este modelo la expresiéon a nivel del ARN mensajero de las citoquinas proinflamatorias

IL-1B, IL-6 y TNF-a en tejido intestinal.
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2.3. Materiales y métodos

2.3.1. Reactivos

1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB), Rodamina 123, ditiotreitol (DTT), acido tiobarbiturico,
albumina sérica bovina, azul nitro-tetrazolio (NBT), acido 5,5'-ditiobis-2-benzoico (DTNB),
isotiocianato de fluoresceina-dextrano (FD-4) y perdxido de hidrégeno (H.0;) se obtuvieron de
Sigma-Aldrich (Missouri, Estados Unidos). Los restantes quimicos y reactivos utilizados fueron de

calidad analitica con alto grado de pureza.

2.3.2. Animales y tratamientos

Ratones machos C57BL/6 de 5 semanas de edad (17-22 g de peso corporal) fueron adquiridos del
Centro de Investigacion y Produccion de Reactivos Bioldgicos (CIPReB), Facultad de Ciencias
Médicas, Universidad Nacional de Rosario. Se utilizaron 20 animales por vuelta experimental, los
cuales fueron agrupados en numero de cinco por jaula, se mantuvieron en condiciones
ambientales controladas (23 + 2°C) con un ciclo fijo de luz-oscuridad de 12 horas (07:00-19:00) y
recibieron de bebida agua ad libitum durante todo el experimento.

Los ratones fueron divididos en dos grupos experimentales seglin los tratamientos dietéticos, el
grupo Control (C57-C, n: 10), recibié dieta comercial estandar y el grupo HFD (C57-HFD, n: 10),
recibié dieta comercial estandar enriquecida con 40% de grasa bovina, durante 16 semanas para
inducir las alteraciones metabdlicas asociadas a la obesidad (Collins y col. 2004, Petro y col. 2004,
Andrikopoulos y col. 2005, Lambertucci y col. 2018). Antes de iniciar el tratamiento dietético,
todos los animales fueron sometidos a una Prueba de Tolerancia Intraperitoneal a la Glucosa
(PTIG) con el fin de confirmar su normal metabolismo glucémico (Londero y col. 2017).

Durante el experimento, se registraron el peso corporal y el consumo de alimento (kcal/animal) y
bebida (ml/animal) semanalmente. El peso corporal se expresa en porcentaje respecto al peso al
comienzo del tratamiento (peso final x 100/peso inicial). En la semana 15 de dieta, se comprobd el
estado de resistencia a la insulina a través de la Prueba de Tolerancia Intraperitoneal a la Insulina
(PTH) (Zecchinati y col. 2019) (Fig. 2.2). Todos los protocolos experimentales se realizaron de
acuerdo con el Reglamento para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (Expediente
6109/012 Resolucién CE 267/02) y fueron aprobados por el Comité Institucional de Uso Animal de

la Universidad Nacional de Rosario, Argentina.
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Ratén 0 a 2 12 16 semanas Alteraciones metabdlicas
macho Expresién y actividad de Mrp2 y P-gp
C57BL/6 S— ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ | ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ Eutanasia | Evaluacion de la permeabilidad paracelular
5 semanas PTI Evaluacidn del estrés oxidativo intestinal
n: 20 PTIG Expresién de citoquinas intestinales

Figura 2.2. Representacién esquematica del disefio experimental. Los animales recibieron dieta estandar (C57-C) o
dieta alta en grasa (C57-HFD), durante 16 semanas. Al inicio del experimento (semana 0) se realizd la prueba de
tolerancia intraperitoneal a glucosa (PTIG) y en la semana 15 la prueba de tolerancia intraperitoneal a insulina (PTII).
Luego de 16 semanas de dieta, se realizé la eutanasia y se obtuvieron las muestras necesarias para los futuros

experimentos.

2.3.3. Tratamiento dietético

El alimento del grupo control fue provisto por la Facultad de Ciencias Médicas; durante las 16
semanas se utilizé la marca comercial, GEPSA (GEPSA grupo Pilar SA, Cérdoba, Argentina).

La dieta alta en grasa se prepard enriqueciendo el alimento comercial con 40% de grasa
proveniente de primer jugo bovino marca FATY (Quickfood SA, Santa Fe, Argentina), (Lambertucci
y col. 2018). En la tabla 2.4 se observa el analisis bromatolégico, el alimento HFD, presentd
menores proporciones de proteinas y de carbohidratos sin embargo el contenido proteico cumple
con los requisitos minimos para roedores macho adulto de acuerdo con las recomendaciones

nutricionales (Reeves, 1997).

Composicién quimica Dieta comercial (g / 100g) Dieta alta en grasa (g / 100g)
Humedad 7,9 4,4

Materia grasa 2,5 41,0

Proteina 24,3 14,5

Cenizas 7,9 3,2

Fibra dietética 17,0 15,3

Carbohidratos 40,4 21,6

Tabla 2.4. Composicién quimica de la dieta comercial y la dieta alta en grasa.

2.3.4. Eutanasia
Al cumplir las 16 semanas de tratamiento dietético, los animales fueron ayunados por 12 horas,
luego se los anestesié con una inyeccion intraperitoneal de ketamina (200 mg/kg) y midazolam (5

mg/kg). El sacrificio fue realizado por exanguinacién por puncién cardiaca. Las muestras de sangre
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obtenidas se colocaron en tubos heparinizados, para la posterior determinacién de parametros

bioguimicos (Fig 2.2).

2.3.5. Procedimiento quiruargico

Luego del sacrificio del animal, se realizd una incisién abdominal vertical siguiendo la linea media
desde pubis hasta esterndn, los colgajos de piel fueron rebatidos hacia los laterales y se expuso la
cavidad peritoneal. Cuidadosamente se realizd un corte en el peritoneo, para exponer las visceras
abdominales.

Para la recoleccion de las muestras de tejidos, en primer lugar se extrajo todo el intestino delgado
desde su insercion proximal con el estémago hasta la distal con el ciego, longitud aproximada 30-
35 cm. Suavemente se desprendié el mesenterio, y se desplegd el intestino delgado sobre una
superficie plana y fria, para ser dividido en sus 3 segmentos anatémicos; para ello se utilizd el
siguiente criterio: los primeros 4 cm desde el comienzo de la valvula pilérica correspondieron al
duodeno, la siguiente porcidon que continua distalmente se la consideré como yeyuno y los ultimos
10 cm hasta la insercién con el ciego correspondieron al ileon (Inagaki y col 2005). Los segmentos
correspondientes a yeyuno e ileon se lavaron cuidadosamente con solucidn fisiolégica fria y se
secaron con papel de filtro. Luego, se realizaron cortes transversales al eje principal del intestino
para obtener porciones cilindricas de 1 cm de largo de yeyuno e ileon. Estas porciones se
colocaron individualmente en solucién buffer de formalina para la posterior realizacién de
estudios histoldgicos y en nitrégeno liquido en una primera instancia, para luego mantenerse a -
70°C hasta el posterior aislamiento de ARN para estudios de reaccidn en cadena de la polimerasa
cuantitativa en tiempo real (qPCR, del inglés quantitative polymerase chain reaction). Para los
estudios de actividad de Mrp2 y P-gp y de permeabilidad paracelular, se utilizaron segmentos
cilindricos de 4 cm longitud de yeyuno y de ileon. Para la evaluacion del estrés oxidativo, parte del
yeyuno y del ileon fueron inmediatamente abiertos longitudinalmente en una placa de vidrio fria y
se obtuvo la capa mucosa por raspado con un portaobjetos. Luego, se la pesé y homogeneizd en
solucidn fisioldgica fria para la determinacion de glutation, peroxidacion lipidica y la actividad de
enzimas antioxidantes.

Para la evaluaciéon del tejido adiposo abdominal se recolectaron los paniculos adiposos
epididimales, derecho e izquierdo, la grasa asociada al mesenterio y la retropritoneal. Los
paniculos adiposos se pesaron y luego se colocaron en solucion buffer de formalina para futuras

tinciones histoldgicas El peso de cada una de las grasas se expresa como porcentaje del peso
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corporal al final del tratamiento (peso de la grasa x 100/peso corporal final). El indice de grasa
corporal se calculé utilizando la siguiente formula: (Pesos grasas epididimal + mesentérica +

retroperitoneal/peso corporal final) x 100 (Silva y col. 2020).

2.3.6. Estudios bioquimicos

2.3.6.1. Determinaciones plasmaticas

Los niveles de glucosa, triglicéridos y colesterol en plasma se determinaron
espectrofotométricamente usando kits comerciales segin las recomendaciones del fabricante
(Wiener Laboratorios, Rosario, Argentina).

La concentracion de proteina plasmatica total se determind espectrofotométricamente utilizando

albumina de suero bovino como testigo a través de la técnica de Lowry (Lowry y col. 1951).

2.3.6.2. Prueba de tolerancia Intraperitoneal a la Glucosa

Para confirmar la regulacién normal de la glucemia antes de iniciar la etapa de experimentacion,
los ratones fueron sometidos a una prueba de tolerancia intraperitoneal a la glucosa (PTIG). Para
ello, todos los animales fueron ayunados por 12 horas y luego se les realizé un delicado corte en el
extremo distal de la cola. En las gotas de sangre emitidas se evalué la glucemia basal (tiempo O
min) por glucémetro comercial; inmediatamente después, se les inyectd un bolo de glucosa (2
g/kg p.c., en solucidn fisioldgica) por via intraperitoneal. La glucemia se midié en las gotas de
sangre emitida por la vena de cola, a los 30, 60 y 120 minutos luego de la inyeccién (Zecchinati y

col. 2019).

2.3.6.3. Prueba de Tolerancia Intraperitoneal a la Insulina

Para evaluar la resistencia a la insulina, se realizé una prueba de tolerancia intraperitoneal a la
insulina (PTII). Para la PTII, 5 dias antes del sacrificio, los ratones fueron ayunados durante 6 horas,
luego se realizd un delicado corte en el extremo distal de la cola y se evalud la glucemia por
glucometro comercial en las gotas de sangre emitidas (glucemia basal, 0 min). Posteriormente, los
animales fueron inyectados intraperitonealmente con 0,75 Ul/kg p.c. de insulina recombinante
humana (Denver Farma SA, Buenos Aires, Argentina) y se midio6 la glucemia a distintos tiempos 30,
60 y 120 min en las gotas de sangre de la cola (Londero y col. 2017; Zecchinati y col. 2019). Para el
analisis de la PTIl se utilizaron las siguientes férmulas (Falcato Vecina y col. 2014; Marinho y col.

2014):
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1° Se calculé la diferencia de glucemia para cada animal
A Glucemia= Valor de la Glucemia basal — Menor valor de glucemia de la prueba
2° Se calculé el porcentaje que representa esa diferencia de la glucemia basal

A PTIl = (A Glucemia x 100) / Glucemia basal

2.3.7. Estudios histolégicos por microscopia dptica

2.3.7.1. Estudio histoldgico del tejido adiposo

Los paniculos adiposos epididimales fijados en solucion buffer de formalina al 4%, se incluyeron en
parafina, luego se seccionaron, tifieron con hematoxilina-eosina (HE) y visualizaron mediante
microscopia 6ptica con objetivo 40X. La cuantificacién histolégica de los adipocitos se realizé
utilizando el programa Image J 1.50i (National Institutes of Health, Maryland, Estados Unidos). Se
midié el tamafio de los adipocitos en al menos 60 células por ratén y se evalué el numero de

coronas de macréfagos por campo 6ptico (Catta-Preta y col. 2012; Ohkura y col. 2019).

2.3.7.2 Estudio histolégico intestinal

Las porciones cilindricas de 1 cm de longitud de yeyuno fijadas en solucién buffer de formalina al
4%, se incluyeron en parafina, luego se seccionaron transversalmente y tifieron con HE. Los
preparados se visualizaron mediante microscopia éptica con objetivos 10X y 40X, luego se
analizaron con el programa Image J 1.50i; se midieron la longitud y ancho de las vellosidades, la
longitud de las criptas y se cuantificdé el nimero de células caliciformes ubicadas en las
vellosidades y en las criptas, en al menos 10 campos Opticos por ratdén (Benoit y col. 2015;

Evangelista-Silva y col. 2021).

2.3.8. Aislamiento de ARN total

2.3.8.1. Extraccion del ARN

La extracciéon de ARN de yeyuno e ileon se realizé utilizando el reactivo TRl Reagent (Sigma-
Aldrich, Missouri, Estados Unidos) con materiales libres de ARNasas.

Inmediatamente después de ser descongelados se sumergieron 10 mg de tejido en 1 ml de TRI
Reagent y se homogeneizaron utilizando un émbolo y una camisa de vidrio como recipiente. Los
homogenados obtenidos se incubaron 5 min a temperatura ambiente y luego se centrifugaron a

12000 g a 4°C durante 10 min para favorecer la disociacion de los complejos de nucleoproteinas.
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Para el aislamiento del ARN, se agregd 200 ul de cloroformo frio al homogenado, se mezcld por
inversidon durante 15 seg a temperatura ambiente y se centrifugd a 12000 g a 4°C durante 15 min.

La fase acuosa superior se transfirid a un nuevo tubo y se precipité el ARN mediante el agregado
de 500 pl de isopropanol frio, luego se mezcld por inversién durante 10 min a temperatura
ambiente. A continuacidn, se centrifugd a 12000 g a 4°C durante 10 min y como resultado se
obtuvo un precipitado blanquecino conteniendo el ARN. El precipitado se lavd dos veces con

etanol 75%, se secd a temperatura ambiente y se resuspendié con 40 pl de Agua MiliQ.

2.3.8.2. Evaluacidn de la integridad de los ARNs por electroforesis en gel de agarosa

La integridad del ARN obtenido se evalué mediante electroforesis en gel de agarosa. Para ello, se
prepard un gel de agarosa al 1,5 % P/V en buffer TAE 1X (Tris-Acetato 2 M, EDTA 50 mM, pH=8,00)
con el agregado de SYBR-SAFE (Thermo Scientific, Massachusetts, Estados Unidos). Las muestras
de ARN se prepararon en una proporcion 4:1 en buffer de siembra (Azul de bromofenol 0,25% P/V,
Xilenecyanol 0,25% P/V y glicerol 30% V/V).

Una vez sembradas las muestras, el gel se corrié en TAE 1X a voltaje constante (100V) durante 15
min. Las bandas correspondientes a los ARNs aislados se visualizaron por fluorescencia en un
transiluminador de luz ultravioleta. Se deberia observar una corrida correcta de las muestras, sin
degradacion del ARN y con una relacion de las bandas de ARN ribosomal 285/18S de

aproximadamente 2.

2.3.8.3. Determinacion de la concentracion y pureza de los ARNs

La concentracion y pureza del ARN obtenido se determind espectrofotométricamente. Se
prepararon diluciones (1/100 en agua tratada con dietilpirocarbonato, DEPC) de las muestras de
ARN puro y se midié la absorbancia a A=260 y 280 nm. Para medir la concentracion del ARN, se
considerd que a una muestra de 40 pg/ml de ARN le corresponde una unidad de absorbancia a
A=260 nm. En cuanto a la calidad del ARN, se evalué a través de la relacion Abs260/Abs280 (una

relacion entre 1,7 y 2,1 indica pureza de la preparacion respecto de contaminantes proteicos).

2.3.9. Retrotranscripcion
La sintesis de ADNc a partir del ARN total se llevd a cabo utilizando la enzima M-MLV Reverse
Transcriptase (Promega, Winsconsin, Estados Unidos). Se prepararon soluciones de 0,2 pg/ul a

partir de las preparaciones de ARN total en agua-DEPC, y se utilizaron 5 pul de esta solucién para
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realizar la retrotranscripcién (1 ug de ARN total). En una primera etapa se mezclaron 5 pl de la
solucién de ARN (0,2 pg/ul), 1 ul de Random Primers (50 ng/ul) (Invitrogen, Massachusetts,
Estados Unidos), 1 pl de mezcla de dNTPs (10 mM) y se completd con agua-DEPC hasta un
volumen de 10 pl. Cada mezcla de reaccion se incubé durante 5 min a 65°C y a continuacién en
hielo durante al menos 1 min. Luego para iniciar la retrotranscripcién se adicioné a cada tubo la
mezcla de reaccion conteniendo 4 ul de 5X First Strand Buffer (Invitrogen, Massachusetts, Estados
Unidos), 1 ul de 0,1 M de DTT, 1 pl de inhibidor de ARNasa y 100 U/ul de la enzima M-MLV Reverse
Transcriptase. El proceso se llevd a cabo utilizando un termociclador Gene Amp PCR System 2400
(Perkin Elmer, Uberlingen, BW, Alemania) con una etapa inicial de 5 min a 25°C, seguido de una
incubacion de 60 min a 50°C y una etapa final de 15 min a 70°C, para inactivar la enzima. Los ADNc
obtenidos en las reacciones de amplificacion se diluyeron 10 veces en agua-DEPC vy
posteriormente fueron almacenados a -20°C hasta ser utilizados en la técnica de gPCR en tiempo

real.

2.3.10. Estudios de reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real

La cuantificacion relativa de los niveles de expresion de los genes de Mrp2, Mdr-1 y las
interleuquinas se realizé a través de qPCR en tiempo real, en el termociclador StepOne (Applied
Biosystem, California, Estados Unidos) utilizando Power SYBR Green PCR Master Mix (Solis
Biodyne, Tartu, Estonia) y oligonucledtidos especificos (Tabla 2.5) (Crib y col. 2017; Yan y col. 2021,
Leey col. 2021).

Los resultados de la expresion de los genes se normalizaron respecto a la expresion del gen
constitutivo de referencia gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH, del inglés
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) (Lambertucci y col. 2018). La cuantificacién de la
expresion de los genes estudiados se llevd a cabo segin el método

2-88Ct (Livak y col. 2001). En todas las muestras, la cuantificacién de los ADNc blanco se normalizé
con ARNr 18S (ACt = Ct blanco - Ct ARNr 18S) y los posibles cambios en la expresién de cada ADNc
blanco en el grupo tratado fueron normalizados respecto de esa misma relacién para el grupo
control (AACt = ACt tratado - ACt control). El cambio expresado en nimero de veces se obtuvo
elevando 2 a la potencia -AACt (2"22%Y). Finalmente, los resultados obtenidos se expresaron como %
referidos al control.

La especificidad de cada reaccion se verificd con una curva de fusién entre 55°C y 95°C con medida

de fluorescencia continua (Crib y col. 2017).
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Gen Descripcion del gen Secuencia de oligonucledtidos

IL-6 Interleuquina- 6 Directo: 5'-CTTCCATCCAGTTGCCTTCTTG-3’

Reverso: 5-TGGGAGTGGAATCCTCTGTGAAGT-3’

IL-18 Interleuquina- 1B Directo: 5'-TTGACGGACCCCAAAAGATG-3’

Reverso: 5-AGAAGGTGCTCATGTCCTCA-3’

TNF-a Factor de necrosis tumoral-a Directo: 5-TGTGGCTTCGACCTCTACCTC-3’

Reverso: 5-GCCGAGAAAGGCTGCTTG-3’

Mrp2 Abcc2 Directo: 5"-TTCCTGCCTGTTCTTCGTCT-3’

Reverso: 5-CGTGTGTTGAGTCGCTTGAT-3’

Mdr-1 Mdrla Directo: 5'-AAAGGCTCTACGACCCCCTA-3’

Reverso: 5-CCTGACTCACCACACCAATG-3’

Mdrilb Directo: 5-TTGGTGGCACAACAACTCAT-3’

Reverso: 5-GGCTTTCGCATAGTCAGGAG-3’

GAPDH Gliceraldehido-3-fosfato Directo: 5"-CACAATTTCCATCCCAGACC-3’

deshidrogenasa Reverso: 5'-GTGGGTGCAGCGAACTTTAT-3’

Tabla 2.5. Oligonucledtidos utilizados para el andlisis de la expresion del ARNm.

2.3.11. Evaluacidn de la actividad de Mrp2

La actividad de Mrp2 se determind en sacos intestinales aislados y evertidos, a partir de yeyuno.
Para ello, el segmento intestinal fue evertido quedando el compartimiento seroso hacia el interior
del saco y el mucoso expuesto al medio de incubacién.

Todo el procedimiento de armado de los sacos se realizé sobre una placa de vidrio en frio. Como
sustrato de Mrp2 se utilizd un compuesto exdgeno, el 1-cloro-2,4-dinitroclorobenzeno (CDNB),
gue es metabolizado en el interior de los enterocitos y se convierte en 2,4-dinitrofenil-S-glutation
(DNP-SG), sustrato modelo tipico de Mrp2. La formacién de DNP-SG es muy eficiente y estd
catalizada por el sistema enzimatico de la enzima GST. Este compuesto, una vez formado, es
excretado desde las células en forma ATP-dependiente, a través de Mrp2. Los sacos intestinales
evertidos se llenaron con buffer Krebs-Henseleit (NaCl 118 mM, KCl 4,8 mM, KH2POs 1 mM,
NaHCOs3 24 mM, MgS04.7H,0 1,2 mM, MgCl 1,6 mM, glucosa 40 mM, pH=7,40), previamente
burbujeado con gas carbégeno (95% de O, y 5% de CO;) (compartimiento seroso). Posteriormente
se incubaron en 5 ml del mismo buffer conteniendo 200 uM de CDNB (compartimiento mucoso)
durante 30 min y se recolectaron 120 pl del compartimiento mucoso una vez finalizada la

incubacién. El compartimiento mucoso se burbujed continuamente con gas carbdgeno durante
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todo el experimento (Fig 2.3). Después de la incubacidn, los sacos se escurrieron con papel de
filtro, se pesaron y midieron, con el fin de relativizar la concentracién del sustrato al tamafio de
cada saquito. Finalmente, las muestras se trataron con HCIOs 70% V/V (5 pl por ml de muestra) y
luego se centrifugaron a 3500 g durante 5 min. El contenido de DNP-SG se determiné en los
sobrenadantes utilizando un equipo de cromatografia liquida de alta performance (HPLC, del
inglés high performance liquid chromatography) marca Waters, modelo M-600 (Waters,
Massachusetts, Estados Unidos), equipado con una columna Luna 5 p C18 (2) 100 A 250 x 4.60 nm
(Phenomenex, California, Estados Unidos). La elusidon fue llevada a cabo de modo isocratico
usando una fase movil de acetonitrilo: 0.01% H3PO4 (1:3 V/V) y a una velocidad de flujo de 1,0
ml/min. El metabolito DNP-SG fue detectado a 365 nm y cuantificado por la altura del pico, previa
identificaciéon con la utilizacién de testigos externos, segun describié Mottino y col. (2001). Los

resultados se expresan en % de C57-C.

Buffer Krebs-Henseleit Gas
+ CDNB (200 uM) Carboégeno

\

Seroso
Seroso

Buffer Krebs-Henseleit

Figura 2.3. Estudios de la actividad de Mrp2 utilizando sacos intestinales evertidos. Los sacos se incubaron en viales de
vidrio conteniendo 5 ml de buffer Krebs-Henseleit con el agregado de CDNB 200 pM (compartimiento mucoso). El

sustrato de Mrp2, DNP-SG se cuantificé en muestras de este mismo compartimiento a los 0 y 30 min.
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2.3.12. Evaluacidn de la actividad de P-gp

Para la evaluacion de la actividad de P-gp, se utilizé ileon, que fue cuidadosamente lavado con
soluciodn fisioldgica y evertido, quedando el compartimento mucoso hacia el exterior. Se llend el
compartimento seroso (interior del saquito) con 20 uM del sustrato fluorescente de P-gp,
Rodamina 123, diluido en buffer Krebs-Henseleit. Se incubaron dos saquitos de 4 cm por animal
individualmente durante 30 min en viales con 5 ml de buffer Krebs-Henseleit conectado a un
sistema de burbujeo de gas carbdgeno. La Rodamina 123 difunde transepitelialmente desde el
compartimento seroso hacia la membrana apical del compartimento mucoso, donde es eliminada
hacia el exterior del saquito por P-gp. Se recolectaron 120 ul de muestra del compartimento
mucoso al principio y al final de la incubacién y se analizé la intensidad de fluorescencia (Aex=485,
Aem=535) (Fig. 2.4). Después de la incubacién, los sacos se escurrieron con papel de filtro, se
pesaron y midieron, con el fin de relativizar la concentraciéon del sustrato al tamafio de cada

saquito. Los resultados se expresan en % de C57-C.

Gas
Buffer Krebs-Henseleit Carbdégeno
(@] (o]
n (7]
o <
Q Q
)] ()]
—>

Fluorescencia

Buffer Krebs-Henseleit
+ Rodamina (20 uM)

Figura 2.4. Estudios de la actividad de P-gp utilizando sacos intestinales evertidos. Los sacos se incubaron en viales de
vidrio conteniendo 5 ml de buffer Krebs-Henseleit (compartimiento mucoso). El interior del saco se llené
(compartimiento seroso) con buffer Krebs-Henseleit con el agregado de Rodamina (20 uM). Se evalud la intensidad de

la fluorescencia en muestras del compartimento mucoso a los 0 y 30 min.
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2.3.13. Estudio de permeabilidad paracelular en sacos intestinales no evertidos

La permeabilidad paracelular fue evaluada a partir de la velocidad de permeacion de la sonda de
isotiocianato de fluoresceina-dextrano (FICT, del inglés Fluorescein isothiocyanate—dextran),
macromolécula no permeable (Keely y col. 2005). El compartimiento mucoso de los sacos no
evertidos fue llenado con buffer Krebs-Henseleit conteniendo FICT 1 mg/ml (Keely y col. 2005) y
fueron incubados en 7 ml del mismo buffer (compartimiento seroso) por 30 min a 37°C. El
compartimiento seroso fue burbujeado continuamente con gas carbdgeno. Alicuotas del
compartimiento seroso fueron tomadas a tiempos 0 y 30 min. Posteriormente, los sacos fueron
secados, pesados y medidos longitudinal y transversalmente (Fig. 2.5). La intensidad de la
fluorescencia de las muestras con FICT se determind a Aexc=485 y Aemi=535, usando un lector de
microplacas (BeckmanCoulter DTX 880 Multimode Detector, California, Estados Unidos). La
permeabilidad aparente (Papp, cm.s-1) de la sonda FICT a través de la pared intestinal, se calculé

mediante la siguiente ecuacion (Keely y col. 2005):
Papp= 1/CiA x dQ/dt

Donde dQ/dt es la velocidad de transporte de FICT (mol/s), Ci es la concentracién inicial del FICT

en el compartimiento mucoso (mol/ml) y A es la superficie del saco (cm?).

Gas
Buffer Krebs-Henseleit Carbégeno
(@] o
wn (7]
(o] (o]
Q Q
=} e |
= =

Fluorescencia

Buffer Krebs-Henseleit
+ FICT (1 mg/ml)

Figura 2.5. Estudios de la permeabilidad paracelular utilizando sacos intestinales no evertidos. Los sacos se incubaron

en viales conteniendo 5 ml de buffer Krebs-Henseleit (compartimiento seroso). El interior del saco se llené con buffer
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Krebs-Henseleit + FICT (compartimiento mucoso). Se evalud la intensidad de la fluorescencia en muestras del

compartimento seroso a los 0 y 30 min.

2.3.14. Deteccidn de peroxidacion lipidica

La peroxidaciéon lipidica se estimé midiendo la produccién de sustancias reactivas del acido
tiobarbiturico (TBARS), utilizando el procedimiento de Ohkawa, Ohishi y Yagi (1979). Los
homogenados intestinales se mezclaron con SDS 8,1%, acido acético 20% y acido tiobarbiturico
0,7%. Luego se calentaron las mezclas a 95°C durante 1 hora y se enfriaron a temperatura
ambiente. Finalmente, se les agregd acido tricloroacético al 10% y se centrifugaron a 3000 g
durante 10 min. Al sobrenadante obtenido se le midié la absorbancia a 532 nm frente a un blanco
gue consiste en la mezcla de reaccion sin el agregado de homogenado intestinal, pero sometido al

mismo procedimiento. Los resultados se expresan en % de C57-C.

2.3.15. Medicidn de glutation total y oxidado

Para la determinacién del contenido de glutatién total (reducido: GSH + oxidado: GSSG) en
muestras de yeyuno, se utilizé el método de Tietze, con las modificaciones introducidas por
Griffith (1980). Asi, el glutatiéon es sometido a un procedimiento enzimatico ciclico por el cual es
secuencialmente oxidado por el 5,5'-ditio-bis-[acido 2-nitrobenzoico] (DTNB, del inglés 5,5'-
dithiobis-2-nitrobenzoic acid) y reducido por el NADPH en presencia de la enzima glutatién
reductasa. La velocidad de formacién del acido 2-nitro-5-tiobenzoico a partir de DTNB es
monitoreado a 412 nm durante 90 seg, siendo la aparicién del mismo una medida proporcional a
la cantidad de glutatiéon total presente en la muestra. Para ello, se mezclaron dos volumenes (200
ul) del homogenado de yeyuno con un volumen de acido sulfosalicilico (SSA, del inglés 5-
sulfosalicylic acid) (100 pl) al 10%, para desproteinizar las muestras. Luego de una agitacidon
vigorosa, se centrifugaron las muestras a 10000 g durante 5 min, 2 ul del sobrenadante fueron
incorporados al medio de reaccidén conteniendo: buffer fosfato KsPO4 0,125 M (pH=7,50), DTNB 6
mM y NADPH 0,3 mM. Luego de templar la muestra a 37°C durante 2 min, se la colocé en una
cubeta de plastico e inicid la reaccidn con el agregado de la enzima glutation reductasa (10 U/ml
en medio de reaccion). Se monitored el aumento de la absorbancia espectrofotométricamente a
412 nm durante 90 seg.

Para medir selectivamente la especie GSSG, se utilizd la técnica basada en el enmascaramiento
guimico (derivatizacién) del GSH por la 2-vinilpiridina, que permite que sélo el GSSG entre en el

ciclo redox mencionado anteriormente y pueda ser medido. A 100 ul del sobrenadante, se le
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agregaron 3 ul de 2-vinilpiridina. Luego se agregaron 15 pul de trietanolamina por cada 100 pl de
SSA 10% agregado, y se incubaron durante 1 hora a 30°C, homogeneizando con vortex durante 1
min al inicio de la incubacion y luego durante 15 seg cada 10 min. Posteriormente se continud con
el mismo protocolo descripto para la cuantificacion de GSH total. Los datos obtenidos de la
medicion de absorbancia a 412 nm, fueron procesados de manera de calcular el contenido de las
especies de glutation como nmoles/g de tejido para finalmente expresarlos en % del control. Los
valores de GSH se determinaron a partir de las concentraciones de glutatién total y GSSG vy el

indice de estrés oxidativo se calculd a partir de la relacion GSH/GSSG.

2.3.16. Actividad de las enzimas antioxidantes

En todos los casos, la actividad enzimatica se expresa y grafica en % de C57-C.

2.3.16.1. Determinacidn de la actividad superéxido dismutasa

Las mediciones de la actividad de la enzima superéxido dismutasa (SOD) se basaron en los ensayos
descriptos por Beautchamp y Fridovich (1971), con modificaciones de Donahue y col (1997), que
miden la inhibicién de la reduccidn fotoquimica del azul nitro-tetrazolio (NBT, del inglés nitroblue
tetrazolium) por accién de la SOD. Se prepararon geles de poliacrilamida al 12% V/V y de
apilamiento al 4% V/V, que fueron pre-corridos 1 hora en buffer de pre-corrida (2,3% P/V Tris,
0,04% P/V EDTA, pH =8,8) a 20 mA/gel a 4°C, para eliminar residuos y productos incompletos de
polimerizacién que inactivan la proteina nativa. Luego se guardaron en heladera a 4°C durante
toda la noche (Weydert y Cullen, 2010). Al dia siguiente, los homogenados se resuspendieron en
buffer de siembra en condiciones nativas (Tris/HCI 1 M pH=6,80, azul de bromofenol 0,005% P/V,
glicerol 10% P/V) para sembrar 50 pg de proteina por calle. Los geles se corrieron en condiciones
nativas en buffer de corrida (Tris 25 mM, glicina 0,2 M, pH=6,8) a una temperatura de 4°C, con una
corriente de 20 mA/gel hasta la salida del frente de corrida. Luego, los geles fueron desmontados y
estabilizados en buffer de equilibrio (KsPOs 50mM, EDTA 1mM, pH=7,80) durante 30 min con
agitacidon suave a temperatura ambiente. A continuacion se incubaron en buffer de incubacion
(buffer de equilibrio, NBT 0,24 mM; riboflavina 33,2 uM, TEMED 0,2 %) durante 30 min con
agitacion suave y en oscuridad. La actividad se reveld por exposicion a la luz como bandas claras
sobre un fondo azul. Las bandas obtenidas se cuantificaron utilizando el programa Image J 1.50i

(National Institutes of Health, Maryland, Estados Unidos).
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2.3.16.2. Determinacion de la actividad catalasa

Se utilizé el método descrito previamente por Carrillo y col. (1994), basado en el seguimiento
espectrofotométrico de la desaparicién de H,0, como consecuencia de la accién de la enzima
catalasa (CAT) (obteniéndose O, y H;0). Para ello, se utilizaron 10 ul del sobrenadante del
homogenado y 990 ul del buffer de reaccién (KsPOs 0,05 M; H,0, 0,02M, pH=7,00) a 37°C. Las
mediciones espectrofotométricas se llevaron a cabo en cubeta de cuarzo a 240 nm durante 90 seg
a 37°C, el mismo dia del experimento. Se utilizé la pendiente de los primeros 45 seg para el calculo

de la actividad.

2.4. Analisis estadistico

Los datos se presentan como media * error estandar (EE). La comparacién estadistica de los
resultados obtenidos en los diferentes grupos experimentales se llevé a cabo mediante pruebas
paramétricas (t de student) y no paramétricas (prueba de Mann-Whitney). Las diferencias se
consideraron estadisticamente significativas a partir de un valor de P < 0,05. Todos los analisis se
realizaron con GraphPad Prism 8.0.2 (GraphPad Software, San Diego, Estados Unidos). Todos los

resultados se reprodujeron en al menos tres experimentos independientes.
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2.5. Resultados

2.5.1. Verificacion del metabolismo glucémico basal en ratones C57BL/6

Antes de iniciar el tratamiento dietético se realizé una prueba de tolerancia intraperitoneal a la
glucosa, a todos los animales, para confirmar su metabolismo glucémico normal. A los 30 min de la
inyeccion de glucosa, los ratones presentaron el nivel de glucemia mas alto (media + EE: 200,80 +
9,10 mg/dl), el cual fue descendiendo progresivamente a lo largo de la prueba, retornando a sus
valores basales de concentracion de glucosa plasmatica (89,62 + 2,34 mg/dl) a los 120 min post

inyeccion, demostrando una regulacion glucémica fisioldgica a la sobrecarga de glucosa (Fig. 2.6).
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Figura 2.6. Prueba de Tolerancia intraperitoneal a la Glucosa, se grafica la evolucidn temporal de la glucemia (mg/dl)

luego de la inyeccidn intraperitoneal de glucosa. Datos expresados como media + EE.

2.5.2. Efecto de la dieta alta en grasa en los parametros morfolégicos y en el consumo de
bebida/ alimentos

Después de 16 semanas, los animales que recibieron dieta alta en grasa, incorporaron menor
cantidad de agua y de alimento respecto del grupo control. Debido a las caracteristicas
nutricionales del alimento HFD, los ratones C57-HFD consumieron mas calorias respecto aquellos
gue recibieron dieta comercial (Tabla 2.6). El exceso caldrico, se reflejé en la composicidn corporal,
los animales del grupo HFD presentaron mayor peso corporal que los ratones C57-C, el cual fue
estadisticamente diferente a partir de la cuarta semana de tratamiento (Fig. 2.7).
Consecuentemente, los animales del grupo HFD aumentaron su indice graso, con un incremento
de la cantidad de grasa epididimal, mesentérica y retroperitoneal con respecto a los animales del

grupo control (Tabla 2.6).
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Parametros C57-C C57-HFD
Ingesta de bebida 454,4 + 34,14 352,6+17,93°
(ml/animal)

Ingesta de alimento 384,6 + 18,56 315,5 + 11.39°
(gramos totales /animal)

Calorias consumidas 1293 + 42,924 1760 + 43,45¢
(kcal totales/animal)

Ganancia de peso (g) 8,7+0,52 14,63 + 0,944
Ganancia de peso porcentual 41,55+ 2,47 63,84 +3,66¢°
indice graso corporal (%) 4,13+0,31 8,61+0,51¢
Grasa epididimal (%) 1,09+0,18 2,77 £0,15¢
Grasa mesentérica (%) 1,12 +0,11 2,35+0,29°
Grasa retroperitoneal (%) 0,96 + 0,08 2,37 +0,19¢

Tabla 2.6. Parametros morfométricos y consumo de bebida/ alimentos después del tratamiento dietético en ratones
C57BL/6. Datos expresados como media + EE. 2, ® y¢, significativamente diferente de C57-C, P<0,05, P<0,01 y P<0,0001

respectivamente, segun las pruebas t-student o Mann-Whitney.
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Figura 2.7. Evolucion temporal del peso corporal de los ratones C57BL/6 durante 16 semanas de tratamiento con HFD.
A partir de la 42 semana, el peso corporal de C57-HFD fue estadisticamente diferente respecto de C57-C. Datos
expresados como media * EE. 2, ?, ¢y 9, significativamente diferente de C57-C, P<0,05, P<0,01, P<0,001 y P<0,0001

respectivamente, segun la prueba t-student.
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2.5.3. Efecto de la dieta alta en grasa en los parametros bioquimicos

Al final del tratamiento dietético, los ratones HFD presentaron mayores niveles de glucemia
plasmatica que los controles y una menor respuesta a la insulina durante la PTII, indicativo del
estado de resistencia a la insulina. Los animales del grupo control no presentaron resistencia a la
insulina y su glucemia se mantuvo en valores normales durante las 16 semanas del experimento.
Con respecto al metabolismo de los lipidos, los animales tratados con dieta alta en grasa,
presentaron un aumento significativo en los valores de triglicéridos y colesterol total plasmatico
con respecto a C57-C, al finalizar las 16 semanas (Tabla 2.7).

No se hallaron diferencias en la concentracion de proteinas plasmaticas entre los grupos

experimentales (Tabla 2.7).

Parametros C57-C C57-HFD

PTII (%) 34,38+12,71 19,12 +9,86°
Glucemia (mg/dl) 73,90+ 6,10 130,6 + 8,57¢
Colesterolemia (mg/dl) 89,14 +12,91 199,40 + 25,15¢
Trigliceridemia (mg/dl) 71,78 £ 26,58 121,30 + 21,10°¢
Proteinemia (mg/dl) 50,19 +1,81 47,95+ 2,24

Tabla 2.7. Parametros bioquimicos después de 16 semanas de tratamiento dietético. El resultado de la PTIl se muestra
como porcentaje del aclaramiento maximo de glucosa después de la inyeccién de insulina. Datos expresados como
media * EE. ?, ¢y ¢, significativamente diferente de C57-C, P<0,05, P<0,001 y P<0,0001 respectivamente, segin las

pruebas t-student o Mann-Whitney.

2.5.4. Efecto de la dieta alta en grasa en las caracteristicas histoldgicas

Como parte de la caracterizacion del modelo de obesidad inducido por la dieta, se evaluaron las
alteraciones histoldgicas producidas por la dieta alta en grasa en preparados teiiidos con
hematoxilina-eosina del tejido adiposo epididimal e intestino delgado.

La dieta alta en grasa generd aumento en la cantidad del tejido adiposo epididimal, ademas
ocasiond modificaciones a nivel celular. Los adipocitos de los animales HFD presentaron un
aumento significativo de su didmetro en comparacién con los controles (Fig. 2.8 b). Ademas, en el
grupo HFD se observaron coronas de macrdéfagos alrededor de las células adiposas, que es un
signo indicativo de infiltracién inflamatoria, fendmeno que no se encontrdé en los preparados

histolégicos de los animales controles (Fig. 2.8 a).
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Figura 2.8. Cambios histoldgicos en el tejido adiposo. a) Imagenes del tejido adiposo del grupo control (izquierda) y del
grupo HFD (derecha) tefiidos con HE. Las imdgenes se muestran con un aumento de 10X (la barra indica 100 um), las
zonas seleccionadas en los recuadros se muestran con un aumento de 40X (la barra indica 50 um). Una estructura
representativa en forma de corona de macréfagos esta marcada con una flecha. b) Diametro de los adipocitos, media
+ EE: C57-C 422,90 + 11,29 pum vs. C57-HFD 712,90 + 18,09 um. ¢, significativamente diferente de C57-C, P<0,0001,

segun la prueba t-student.

En el intestino delgado, se evalud el efecto de la dieta alta en grasa en la capa mucosa (Fig. 2.9 a).
Se observa en los ratones HFD un aplanamiento de las vellosidades intestinales, las cuales
disminuyeron en altura y aumentaron en ancho al compararlas con C57-C (Fig. 2.9 b, c). También
se observo disminucién en la longitud de las criptas en C57-HFD. (Fig. 2.9 d). De igual modo, se
evalud el nimero de células caliciformes presentes en las vellosidades y en las criptas; los ratones
HFD presentaron un recuento mayor del nimero de células caliciformes por vellosidad y por cripta

que los controles (Fig. 2.9 e, f).
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Figura 2.9. Cambios histoldgicos en el intestino delgado. a) Imdgenes de yeyuno del grupo control (izquierda) y del
grupo HFD (derecha) teiidos con HE. Las imagenes se muestran con un aumento de 40X (la barra indica 50 um) Las
flechas negras indican las células caliciformes. b) Altura de la vellosidad, C57-C 209,3 + 2,79 um vs. C57-HFD 196,7 +
3,13 um. c) Ancho vellosidad, C57-C 64,07 + 0,79 um vs. C57-HFD 77,4 + 0,8 um. d) Altura de la cripta, C57-C 62,58 +
2,28 um vs. C57-HFD 55,75 £ 2,44 um. e) Recuento del numero de células caliciformes en las vellosidades, C57-C 1,73
+ 0,11 cel/vellosidad vs. C57-HFD 4,02 + 0,99 cel/vellosidad. f) Recuento del nimero de células caliciformes en las
criptas, C57-C 1,59 + 0,11 cel/cripta vs. C57-HFD 2,48 + 0,36 cel/cripta. Datos expresados como media + EE.?, P y¢,

significativamente diferente de C57-C, P<0,05, P<0,01 y P<0,0001 respectivamente, segun la prueba t-student.
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2.5.5. Efecto de la dieta alta en grasa en la expresion y actividad de Mrp2 intestinal en ratones
C57BL/6

La expresidon del ARN mensajero del gen Abcc2 que codifica la proteina Mrp2 en roedores fue
evaluada en muestras de yeyuno e ileon por gPCR en tiempo real. Sus niveles se hallaron
significativamente disminuidos en los ratones HFD, a nivel del yeyuno (-42%; P<0,05) y del ileon
(-34%; P<0,05), en comparacion con los animales controles (Fig. 2.10 a, b).

Con el fin de comprobar el impacto funcional de la disminucidon de la expresién del ARN mensajero
de Mrp2, se evalué la secrecién de su sustrato DNP-SG, utilizando el modelo de sacos intestinales
evertidos, en muestras de yeyuno, que es el sitio de maxima expresion de Mrp2 a nivel intestinal.
La Figura 2.10 c muestra que, en el periodo de 30 minutos, la cantidad de DNP-SG acumulado en el
compartimiento mucoso de los ratones HFD, disminuyé significativamente (-53%, P<0,01) con
respecto a los controles.
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Figura 2.10. Efectos de la dieta alta en grasa en la expresion y actividad de Mrp2. a) Expresion de ARNm de Abcc2 en
yeyuno. b) Expresién de ARNm de Abcc2 en ileon. c) Evaluacion de la actividad de Mrp2 en sacos evertidos de yeyuno
proximal usando 2,4-dinitroclorobenceno (CDNB) como sustrato. Se gréfica la cantidad de DNP-SG acumulada a los 30
minutos en el compartimento mucoso. Datos expresados como media + EE. ? y ®, significativamente diferente de C57-

C, P<0,05 y P<0,01 respectivamente, segln la prueba de Mann-Whitney.

60



2.5.6. Efecto de la dieta alta en grasa en la expresion y actividad de P-gp intestinal en ratones
C57BL/6

La expresion del ARN mensajero de los genes Mdrla y Mdrlb que codifican la proteina P-gp en
roedores fue evaluada en muestras de yeyuno e ileon por gPCR en tiempo real. Los niveles de
Mdrla se hallaron significativamente disminuidos en los ratones HFD, a nivel de yeyuno (-39%;
P<0,05) y de ileon (-73%; P<0,01), en comparacion con los animales controles (Fig. 2.11 a, b).
Asimismo, los niveles de Mdr1b se hallaron significativamente disminuidos en el grupo C57-HFD, a
nivel de yeyuno (-80%; P<0,01) e ileon (-65%; P<0,05), en comparacion con C57-C (Fig. 2.10 ¢, d).
Con el fin de comprobar el impacto funcional de la disminucion de la expresion del ARN mensajero
de P-gp, se evalud la secreciéon de su sustrato Rodamina 123, utilizando el modelo de sacos
intestinales evertidos, en muestras de ileon, sitio de maxima expresién de P-gp a nivel intestinal.
La Figura 2.11 e muestra que, en un periodo de 30 minutos, la cantidad de Rodamina 123,
acumulada en el compartimiento mucoso de los ratones HFD, disminuyd significativamente (-47%

P<0,05) con respecto a los controles.
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Figura 2.11. Efectos de la dieta alta en grasa en la expresidn y actividad de P-gp. a) Expresion de ARNm de Mdrla en

yeyuno. b) Expresion de ARNm de Mdrla en ileon. c) Expresién de ARNm de Mdrlb en yeyuno. d) Expresion de ARNm

de Mdr1b en ileon. e) Evaluacion de la actividad de P-gp en sacos evertidos de ileon usando Rodamina como sustrato.

Se gréfica la cantidad de Rodamina 123 acumulada a los 30 minutos en el compartimento mucoso. Datos expresados

como media * EE. ? y ®, significativamente diferente de C57-C, P<0,05 y P<0,01 respectivamente, segun la prueba de

Mann-Whitney.
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2.5.7. Efecto de la dieta alta en grasa en la permeabilidad paracelular intestinal

Por otro lado, estudiamos los efectos de la dieta alta en grasa en el transporte paracelular
intestinal, para ello utilizamos el ensayo de permeacién de la macromolécula FD-4 en sacos
intestinales no evertidos de yeyuno. Al finalizar la incubacidn con FITC-DEXTRAN, la concentracién
de FD-4 en el compartimento seroso del grupo C57-HFD fue significativamente mayor (+138%;
P<0,01) que en el grupo C57-C (Fig. 2.12 b), diferencia que fue estadisticamente significativa a

partir de los 30 minutos del ensayo (Fig. 2.12 a).
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Figura 2.12. Efecto de la dieta alta en grasa en la permeabilidad paracelular intestinal. a) Evolucidn temporal de la
concentracion FITC-DEXTRAN en el compartimento seroso durante los 120 minutos del ensayo, relativizada al area del
saquito (ng/ml x mm?). b) Acumulado final de FITC-DEXTRAN en el compartimento seroso. Datos expresados como
media + EE. 2y ®, significativamente diferente de C57-C, P<0,05 y P<0,01 respectivamente, segln las pruebas t-student

y Mann-Whitney.

2.5.8. Efecto de la dieta alta en grasa en el balance redox y las defensas antioxidantes

En la Figura 2.13 se presenta el efecto de la dieta alta en grasa en el equilibrio redox intestinal,
evaluado mediante la relacion GSH/GSSG vy los niveles de TBARS. La relacion GSH/GSSG disminuyd
significativamente en el grupo C57-HFD (- 42%, P<0,05) en comparacion con los ratones controles
Ademads, en C57-HFD, aumentaron significativamente los niveles de peroxidacién lipidica en el
tejido intestinal (+67%, P<0,05) (Fig. 2.13 a y b). Respecto a las defensas antioxidantes, se observd
una disminuciéon de la actividad de la enzima SOD en los animales C57-HFD (-19%, P<0,05)
comparado a los controles (Fig. 2.13 c), mientras que la actividad de la enzima CAT aumenté (+91%
P<0,05) (Fig. 2.13 d). En conjunto, estos resultados demuestran una induccion del estrés oxidativo

en el tejido intestinal.
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Figura 2.13. Efecto de la dieta alta en grasa sobre el equilibrio redox y las defensas antioxidantes. a) Relacion
GSH/GSSG. b) Deteccidn de peroxidacién lipidica por el método TBARS. c¢) Actividad superdxido dismutasa (SOD). d)
Actividad catalasa (CAT). Estos parametros fueron determinados en homogenados de yeyuno proximal. Datos
expresados como media + EE.? y ®, significativamente diferente de C57-C, P<0,05 y P<0,01 respectivamente, segun la

prueba de Mann-Whitney.

2.5.8. Efecto de la dieta alta en grasa en el nivel de las citoquinas proinflamatorias intestinales
Como se describié anteriormente, la obesidad inducida por una dieta alta en grasa genera cambios
sistémicos caracterizados por un estado inflamatorio crénico. En nuestro modelo experimental
evaluamos los niveles de ARN mensajero de las principales citoquinas proinflamatorias del
intestino delgado.

A nivel del yeyuno la expresion de TNF-a se hallé aumentada (+47%,), asi como las interleuquinas,
IL-1B (+51%) e IL-6 (+158%) en los ratones alimentados con dieta alta en grasa (Fig. 2.14 a, cy d).
Para comprobar si la respuesta inflamatoria fue inducida en toda la extension del intestino

delgado, evaluamos la expresidon de la citoquinas en muestras de ileon, las cudles igualmente se
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encontraban significativamente aumentadas en los animales HFD, TNF-a (+148%, P<0,05), IL-1B

(+870,) e IL-6 (+1359%) (Fig. 2.14 b, d y e) respecto del control.
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Figura 2.14. Evaluacion de la expresion a nivel de mensajero de citoquinas proinflamatorias. a) Expresion de ARNm de
TNF-o en yeyuno. b) Expresién de ARNm de TNF-a en ileon. c) Expresion de ARNm de /L-16 en yeyuno. d) Expresion de
ARNm de /L-18 en ileon. d) Expresion de ARNm de /L-6 en yeyuno. e) Expresion de ARNm de /L-6 en ileon. Datos
expresados como media * EE.? y ®, significativamente diferente de C57-C, P<0,05 y P<0,01 respectivamente, segun la

prueba de Mann-Whitney.
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2.6. Discusion y conclusiones parciales

La obesidad es una enfermedad multifactorial compleja que se define por una hipertrofia del
tejido adiposo y estd vinculada a un mayor riesgo de padecer enfermedades no transmisibles
(ENT), como enfermedades cardiovasculares, cancer, DMT2 y enfermedades respiratorias crénicas,
responsables de alrededor del 80% de las muertes de adultos en la sociedad occidental (OMS
2020, 2022).

La poblacién occidental desarrolla mayormente un estilo de vida sedentario con aumento en el
consumo de dietas caldricas llamadas “Western diet” que incluyen alimentos ultraprocesados con
alto contenido en acidos grasos saturados y monosacdridos, bebidas azucaradas, e insuficiente
consumo de fibras, vitaminas y minerales (Lin y Li, 2021; Christ y col. 2019). Esta dieta alta en
calorias, ocasiona en el individuo un estado de inflamacién crénica que se asocia a diferentes
trastornos endocrino-metabdlicos y a una mayor morbimortalidad (Hotamisligil, 2006; Ahmad vy
col. 2017; Christ y col. 2019).

Durante afios se han desarrollado multiples modelos animales de obesidad que permitieron el
estudio de diferentes caracteristicas de esta patologia, pero los modelos de obesidad inducidos
por la dieta, especialmente los enriquecidos en grasa saturada, son los que mejor mimetizan la
caracteristicas fisiopatoldgicas del desarrollo de la enfermedad humana (Lutz y Woods, 2012;
Catta-Preta y col. 2011). Es por ello, que se utilizd como modelo de obesidad, en este trabajo de
tesis, ratones macho jovenes alimentados con una dieta con 40% de grasa por un periodo de 16
semanas (Lambertucci y col 2018, Speakman, 2019).

Luego de la dieta, los ratones C57-HFD, presentaron mayor peso corporal que los ratones
controles y mayor indice graso, determinado por el aumento de los paniculos adiposos
mesentéricos, epididimales y retroperitoneales (Silva y col. 2020). Estos paniculos representan, en
los ratones, los depdsitos de grasa visceral o central, asociada a un mayor riesgo de desarrollar
DMT2, enfermedades cardiovasculares e hiperlipidemia, patologias que aumentan Ia
morbimortalidad de la obesidad (Collins y col. 2004; Catta-Preta y col. 2011). Ademas, la
hipertrofia del tejido adiposo se confirmd microscopicamente, observandose un mayor didmetro
de los adipocitos.

Aunque a partir de la cuarta semana de tratamiento se observé un aumento significativo del peso
corporal en los ratones HFD, la alimentacidn alta en grasa se prolongd hasta la semana 16 con el
fin de generar las alteraciones metabdlicas asociadas a la obesidad (Collins y col. 2004). Al finalizar

el tratamiento, los animales HFD presentaron aumento de los niveles de glucemia, trigliceridemia
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y colesterolemia, respecto a los animales alimentados con dieta estandar. Dentro de las
alteraciones metabdlicas principales que ocasionan la obesidad se encuentra la resistencia a la
insulina. Existen distintos métodos para evaluar la resistencia a la insulina en modelos animales in
vivo, que varian en complejidad, entre ellos el modelo de homeostasis para evaluar resistencia
insulina (HOMA-IR), el indice cuantitativo de comprobacién de la sensibilidad a la insulina
(QUICKI), la prueba de tolerancia a la insulina y el clamp hiperinsulinémico-euglucémico (Benedé-
Ubieto y col.2020). La PTIl es una herramienta que evalta directamente el efecto de la insulina
sobre la glucemia y como consecuencia de su practicidad metodolégica se ha convertido en el
método mas utilizado para el diagndstico de resistencia a insulina en roedores (Bowe y col. 2014).
Los animales C57-HFD, presentaron un menor descenso porcentual de la glucemia que los
controles en la PTll, demostrando su resistencia periférica a la insulina.

Ademas, la obesidad y la resistencia a insulina estdn asociadas al desarrollo de hipertension
arterial, que en conjunto son criterio diagndstico para el sindrome metabdlico. Aunque en este
trabajo no se evalud la presidon arterial, se ha reportado previamente en un modelo similar de
dieta alta en grasa, que luego de 16 semanas, los ratones C57BL/6 presentan aumento de la
presion arterial sistélica y diastélica (Della Vedova y col. 2016).

La obesidad es una enfermedad sistémica que afecta a multiples 6rganos, entre ellos el tubo
digestivo, alterando su funcidn de barrera contra agente externos (Benoit y col. 2015; Ahmad y
col. 2017). Como el érgano de estudio de esta tesis doctoral es el intestino delgado, se evalud el
efecto de la dieta alta en grasa en la estructura histolégica de la capa mucosa de yeyuno. En
concordancia con otros trabajos (Ahmad y col. 2017, Evangelista-Silva y col. 2021) se observé un
aplanamiento de las vellosidades intestinales, producto de la disminucién de su longitud vy
aumento del ancho, fendmeno que, ademas, sucede en otras patologias inflamatorias como Ia
Enfermedad Celiaca (Gujral y col. 2012; Villanaci y col 2020) y en enteropatias crdnicas que se
manifiestan clinicamente con sindrome malabsortivo (giardasis, tuberculosis, enfermedad de
Crohn, entre otras) (Schiepatti y col.2021).

Como se explicd anteriormente, el aparato digestivo es una de las puertas de entrada hacia al
interior del organismo, es por ello que el intestino delgado tiene ademas la funcién de proteger
contra los agentes externos, conformando la barrera fisica mas grande del organismo, parte de
esta funcion se realiza por la produccidn de moco y especialmente, por la presencia de las uniones
estrechas entre las células que limita el transporte paracelular a través del epitelio intestinal (Di

Tommaso y col. 2021). La capa mucosa intestinal presenta células caliciformes productoras de
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moco. La dieta alta en grasa generd un aumento de la cantidad de estas células tanto en las
vellosidades como en las criptas, que implicaria un aumento en la produccion de moco. Esta
alteracion puede considerarse un mecanismo de proteccién del epitelio intestinal al dafio directo
de la grasa o a la inflamacién generada por la misma (Benoit y col. 2015).

Asimismo, mediante el ensayo de permeabilidad con la sonda FD-4, se corroboré que la dieta alta
en grasa altera las uniones estrechas entre sus células, dado que los ratones del grupo HFD,
mostraron un aumento significativo de la permeabilidad paracelular. Esta alteracién fue descripta
previamente y puede deberse al efecto que tiene el alimento HFD en el conjunto de proteinas que
integran las uniones estrechas, al disminuir la expresidn de claudina, ocludina y zonula occludens-1
(Ahmady col. 2017; Chang y col. 2018).

En forma notable, debido a las alteraciones metabdlicas y enfermedades asociadas a la obesidad,
los pacientes obesos suelen ingerir multiples farmacos por periodos prologados de tiempo, por
ello es importante que los mecanismos metabolizadores y detoxificantes del intestino funcionen
correctamente para evitar alteraciones en su farmacocinética y farmacodinamia (Cheng y col
2008). Hanley y col. (2010) describieron diferentes mecanismos que influyen en la
biodisponibilidad de farmacos en pacientes obesos, pero actualmente es escasa e inconclusa la
informacién disponible sobre el rol de la barrera bioquimica intestinal en la obesidad (Murakami y
col. 2020). De acuerdo a esto, como objetivo de este capitulo de la tesis, se estudio el efecto de la
dieta alta en grasa en la expresion y actividad de los trasportadores ABC apicales, Mrp2 y P-gp,
componentes claves de la barrera bioguimica intestinal. Como antecedentes previos, se ha
reportado la disminucién de la expresiéon y actividad de estos trasportadores intestinales en
modelos de sindrome metabdlico en ratas inducido por la administracion de fructosa en el agua de
bebida (Novak y col. 215, Londero y col. 2017; Zecchinati y col 2019) y de diabetes inducida por
estreptozotocina (Nawa y col. 2010). En concordancia, nuestros resultados, demuestran que la
dieta alta en grasa por 16 semanas a ratones macho C57BL/6 disminuye la expresion del
transcripto de las proteinas Mrp2 y P-gp intestinales y sus actividad de transporte, dichas
alteraciones serian consecuencia, al menos en parte, de una regulaciéon a nivel transcripcional.
Cabe destacar la importancia fisioldgica que presenta la evaluacidon de la actividad de Mrp2 y P-gp
a través de la técnica de saquitos evertidos, al comprobar la funcidén transportadora de estas
proteinas y el rol de la barrera bioquimica al limitar la absorcidn intestinal. La disminucién de la
actividad de Mrp2, y P-gp por la dieta alta en grasa, podria generar cambios en la biodisponibilidad

de farmacos como observaron Sugioka y col. (2009) al administrar nelfinavir a ratas obesas y
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Sawamoto y col. (2014) en la mantencién de la concentracion plasmatica de tacrolimus en ratas
Zucker.

Similarmente, Lu y col. (2019) evaluaron la expresién de ARNm de Mrp2 y P-gp en intestino de
ratones C57BL/6 macho alimentados con una dieta HFD compuesta por dieta control mas el
agregado de 10% de manteca de cerdo, 20% de sacarosa, 1,5% de colesterol, 1% de &acido biliar y
1% de yema de huevo en polvo, por 4, 12 y 24 semanas. Observaron que a las 4 semanas de HFD
disminuyd la expresion de Mrp2 y Mdrlb y no se modificé la de Mdrla; a las 12 semanas aumento
la expresion de Mrp2 y Mdrla y disminuyé la de Mdrlb y a las 24 semanas disminuyd Mrp2 y
Mdrlb. Interesantemente, la fluctuacidn en la expresiéon de los transportadores denotan la
importancia del contenido de grasa de la dieta utilizada y la duracién del periodo de
administracion de la misma.

La mayoria de los trabajos que estudian obesidad y el dafio que ocasiona en el organismo,
concuerdan que hay dos mecanismos por los cuales ejerce su efecto deletéreo, ellos son la
inflamacién crénica y el estrés oxidativo (Hotamisligil, 2006).

El estrés oxidativo representa un desbalance del equilibrio redox causado por el aumento de
especies reactivas del oxigeno (ROS, del inglés reactive oxygen species), que inducen dano
oxidativo en lipidos y proteinas, y alteraciones del sistema de las defensas antioxidantes de
organismo. Las ROS son neutralizadas por las enzimas relacionadas con el sistema del glutation,
superéxido dismutasa, y los convierten en compuestos estables. El estrés oxidativo desempeiia un
papel importante en el desarrollo y progresidon de las alteraciones metabdlicas producto del
consumo de dietas alta en grasa como la esteatosis hepatica y su progresién a higado graso no
alcohdlico (Freitas Carvalho y col. 2019).

Como era de esperar en este modelo de obesidad inducida por dieta se hallé un aumento de la
peroxidacién lipidica, indicando dafio oxidativo en los lipidos que componen el enterocito.
También corroborado por la menor relacién entre GSH/GSSG. Las enzimas antioxidantes también
se modificaron por el tratamiento HFD. Interesantemente en sentidos opuestos, la actividad
catalasa aumentd mientras la actividad SOD disminuyd en los ratones HFD.

Los resultados de la evaluacién de las enzimas antioxidantes, nos permite interpretar que el estrés
oxidativo es una variable muy fluctuante en estos modelos de obesidad, y que su interpretacion
depende del momento en que se analizan las muestras, el tipo de tejido estudiado y el tipo de

dieta administrada (Della Vedova y col. 2016, Funes y col. 2019).
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Por consiguiente, en este trabajo de tesis se propone como mediador principal de las alteraciones
en los transportadores ABC intestinales, al estado inflamatorio crénico sistémico generado en la
obesidad. En este sentido existen multiples trabajos reportados con modelos similares de
induccion de obesidad por HFD que observan aumento de citoquinas proinflamatorias, TNF-a, IL-
1B e 1l-6, en el plasma de los ratones obesos (Catta-Preta y col. 2011; Benoit y col. 2015). Diversos
autores (Hotamisligil, 2006; Goossens, 2007; Chan y col. 2018; Kawai y col. 2021) proponen a la
hipertrofia del tejido adiposo como el origen del estado inflamatorio crénico a través del
reclutamiento de células inmunes y la produccion de citoquinas y adipoquinas, confirmado en
nuestro modelo experimental mediante la observacidn de las coronas de macroéfagos alrededor de
los adipocitos.

En este trabajo, se evaluaron ademds las principales citoquinas proinflamatorias in situ en
muestras de yeyuno e ileon, como una estimacion del rol clave de las mismas en la alteracién de
la barrera bioquimica intestinal. De acuerdo a lo esperado, los niveles de los transcriptos de TNF-q,
IL-1B e IL-6 se hallaron aumentados en los ratones HFD.

Como conclusion de este capitulo, la obesidad generada por una dieta alta en grasa modifica la
barrera fisica y bioquimica intestinal. En particular, la barrera bioquimica encargada de la
eliminacién de xenobidticos potencialmente dafiinos, se altera como consecuencia de la
disminucion de la expresion del transcripto y la actividad de los transportadores Mrp2 y P-gp. Esta
regulacién negativa de Mrp2 y P-gp intestinales se deberian principalmente a la induccién de un

estado proinflamatorio in situ en el epitelio por la administracién de la dieta alta en grasa.
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CAPITULOS TRES: Rol de la via de sefalizacion del receptor 1 de TNF-a en la regulacién de los

transportadores Mrp2 y P-gp intestinales en ratones alimentados con dieta alta en grasa

3.1. Introduccion

3.1.1. Obesidad e inflamacién

La obesidad es una enfermedad multifactorial, que presenta alteraciones metabdlicas, estrés
oxidativo, disfuncion mitocondrial, inmunitaria e inflamacién crénica sistémica. Basados en
estudios de investigacion bdsica y clinica se establecié que la inflamacién de bajo grado del tejido
adiposo es un factor clave en la fisiopatogenia de las disfunciones metabdlicas asociadas a la
obesidad (Hotamisligil 2006; Kawai y col. 2021).

El tejido adiposo se clasifica por su morfologia y funcidn en tres subtipos, blanco, marrén o pardo y
beige (Sakers y col. 2022). A su vez, el tejido adiposo blanco (TAB) puede dividirse segun su
localizaciéon, en tejido adiposo subcutdneo (TAS) ubicado bajo la piel y tejido adiposo visceral
(TAV), situado intrabdominalmente, adyacente a los drganos internos (Wu y Ballantyne 2020;
Reyes-Farias y col. 2021). Aproximadamente, un tercio de las células del tejido adiposo son
adipocitos, el resto del tejido estd formado por fibroblastos, macrofagos, células estromales y
preadipocitos (Zorena y col 2020; Kawai y col. 2021). El TAB, ademas de ser la principal reserva
energética del organismo, tiene funciones enddécrinas al producir y secretar adipoquinas, como
leptina, resistina, adiponectina, citoquinas, inhibidor del activador de plasmindgeno-1,
angiotensindgeno y enzimas que regulan la actividad de las hormonas esteroideas (Ahima y Lazar
2008; Ouchiy col. 2011).

Especificamente, la leptina es un polipéptido que actlda a nivel hipotaldmico promoviendo una
reduccion de la ingesta energética a través de una seial de saciedad y estimulando Ia
termogénesis. Ademas, tiene un rol proinflamatorio, al activar monocitos, macréfagos y linfocitos
natural killer (linfocito NK), regulando su proliferacion, quimiotaxis y fagocitosis. Asimismo
estimula la secrecién de TNF-a e IL-6 y la liberacién de radicales de oxigeno por neutroéfilos (Ahima
y Lazar 2008; Ouchi y col. 2011; Zorena y col. 2020; Dhawam y Sharma 2020).

La adiponectina, es una glicoproteina que regula la homeostasis energética del organismo y
aumenta la sensibilidad a la insulina, al estimular la oxidacion de acidos grasos y captaciéon de
glucosa en el musculo esquelético; inhibir la gluconeogénesis y lipogénesis en el higado y estimular
el depdsito graso y captacidon de glucosa en el tejido adiposo. Ademas, tiene un rol

antiinflamatorio al inhibir la adhesidon de monocitos a células endoteliales, disminuir la produccién
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de moléculas de adhesion y suprimir la actividad de TNF-a. (Ahima y Lazar 2008, Ouchi y col. 2011;
Fangy Judd 2018; Zorenay col. 2020).

En presencia de un balance energético positivo, resultado de la ingesta de una dieta obesogénica
(especialmente en acidos grasos saturados de cadena larga), el tejido adiposo incrementa sus
depdsitos grasos y consecuentemente el tamafio de los adipocitos. Por su escasa irrigacion, la
hipertrofia del tejido adiposo comprime los vasos sanguineos, generando un estado de hipoxia que
puede ocasionar apoptosis y pequefios focos de necrosis. Estos trastornos conllevan a
disfunciones metabdlicas en el adipocito; por un lado se activan vias metabdlicas lipoliticas, que
liberan al torrente sanguineo gran cantidad acidos grasos libres, que se depositan en el higado,
pancreas, y musculo estriado esquelético. Por otro lado, se altera la normal produccion de las
adipoquinas, aumentando la secrecién de leptina y disminuyendo la produccién de adiponectina
(Fig. 3.1.). Estas alteraciones gatillan una respuesta inmune en el tejido adiposo (Hotamisligil
2006). Los macrdfagos residentes en el tejido adiposo responden transformando su perfil
inmunoldgico, de tipo 2 (tolerogénico, asociado a la producciéon de mediadores antiinflamatorios
como IL-10, IL-4, IL-13, TGF-B) a un perfil de tipo 1 (inflamatorio, asociado a la produccion de
mediadores como TNF-a, IL-1B e IL-6, IL-12) (Fig. 3.1.). El perfil tipo 1 favorece el reclutamiento de
células inmunes circulantes (linfocitos, mastocitos, neutrdfilos, eosinoéfilos, entre otras), libera a la
circulaciéon quimioatractantes y citoquinas proinflamatorias y genera especies reactivas de oxigeno
como oxido nitrico a través de la activacion de la enzima éxido nitrico sintetasa inducible (iNOS)

(Lumengy col. 2007; Wu y Ballantyne 2020; Daryabor y col. 2020; Kawai y col. 2021).
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Figura 3.1. Representacion grafica del tejido adiposo obeso. Adaptado de Kawai y col. 2021. La hipertrofia del tejido
adiposo, determina cambios fenotipicos en los adipocitos y en las células inmunes residentes que detienen la
secrecidon de citoquinas antiinflamatorias protectoras para iniciar la secrecidn de adipoquinas y citoquinas
inflamatorias, tanto a nivel local como sistémico, que inducen resistencia periférica a la insulina. La reaccion

inflamatoria se mantiene por quimioatractantes producidos por los adipocitos.

3.1.2. Obesidad y barrera intestinal

Conforme a los resultados del capitulo 2, la obesidad y sus alteraciones metabdlicas asociadas
modifican diferentes elementos del epitelio intestinal, alterando su funcién de barrera fisica y
guimica contra el medio externo.

Se ha demostrado que la dieta alta en grasa induce aumento de la permeabilidad intestinal
mediante alteraciones en las proteinas que integran las uniones estrechas entre enterocitos

adyacentes y en la direccién del remodelado tisular (Ahmad y col. 2017; Chan y col. 2018; Rohr y
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col. 2020), ademas modifica la produccién y la calidad del moco por las células caliciformes (Benoit
y col. 2015; Rohr y col. 2020).

Por otra parte, un gran numero de estudios cientificos demostraron que la alimentacidn con dieta
alta en grasa se asocia a alteraciones de la microbiota intestinal, disbiosis y aumento de
microorganismos productores de lipopolisacarido (LPS) El LPS puede traslocarse, desde la luz
intestinal hacia la circulacion sistémica, favorecido por el aumento de la permeabilidad intestinal
ocasionando endotoxemia metabdlica (Wu y col. 2020). Esta endotoxemia puede contribuir a la
inflamacién del tejido adiposo al inducir la secrecién de citoquinas y adipoquinas proinflamatorias
por los adipocitos y macrdfagos residentes (Benoit y col. 2015; Zinocker y Lindseth 2018; Di
Tomasso y col. 2021).

Adicionalmente, las dietas occidentales altas en grasas, carbohidratos y bajas en fibras, se asocian
al desarrollo de enteropatias como la enfermedad inflamatoria intestinal (Ell), el sindrome de
intestino irritable, enfermedad celiaca, entre otras. (Drouet y col 2012; Hou y col. 2013; Rohr y col.
2020). En efecto, se corrobord una asociacidn positiva entre la obesidad y el riesgo de desarrollar
enfermedad inflamatoria intestinal como la enfermedad de Crohn; a su vez en 2017, el 15 a 40%
de los adultos con Ell eran obesos y el 20 al 40% presentaban sobrepeso (Singh y col. 2017;
Johnson y Loftus 2021). También, el consumo elevado de grasas en la dieta aumenta el nimero y
la intensidad de los sintomas de la enfermedad, presumiblemente debido a una mayor

permeabilidad de la mucosa a microorganismos o a antigenos alimentarios (Hou y col. 2013).

3.1.3. Factor de Necrosis Tumoral-a

El Factor de Necrosis Tumoral-a (TNF-a) es la citoquina inflamatoria prototipica descubierta
inicialmente como mediador de la caquexia por cancer. Es producido por macréfagos, linfocitos T,
células endoteliales y adipocitos, entre otros tipos de células (Pamir y col.2009).

Se sintetiza como una proteina transmembrana de 26 kDa que posteriormente es degradada por
una metaloproteinasa liberandose a la circulacién la molécula soluble TNF-a de 17 kDa (Kriegler y
col. 1988). TNF-a es reconocida como una citoquina reguladora multifuncional, implicada en:
inflamacién, metabolismo, supervivencia y apoptosis celular, citotoxicidad, homeostasis de los
tejidos e induccion de la produccién de otras citoquinas tales como IL-1B e IL-6 (Aggarwal 2003;
Wandrer y col. 2020).

Asimismo, fue la primera citoquina proinflamatoria descripta en el tejido adiposo, que vincula la

obesidad con la resistencia a la insulina (Hotamisligil y col. 1993) Se ha reportado aumento de la
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expresion de TNF-a en ratones y en humanos obesos (Hotamisligil y col. 1995) y su neutralizacion
en estudios en roedores corrigié la sensibilidad a la insulina (Hotamisligil y col. 1993). TNF-a
disminuye la sensibilidad a la insulina, mediante la fosforilacién de proteinas implicadas en la
transduccion de la sefial de la insulina, como el sustrato-1 del receptor de insulina, también por la
disminucion de la transcripcion del ARNm del receptor de insulina y la estimulacién de su
degradacion mediada por proteosomas asi como su inactivacion mediada por fosfatasas (Liang y
col. 2008; Ouchiy col. 2011).

Por otro lado, TNF-a desempefia un papel central en muchas enfermedades asociadas a la
disfuncién de la barrera epitelial intestinal, incluida la enfermedad inflamatoria intestinal, la
isquemia intestinal y la enfermedad de injerto contra huésped (Feng y Teitelbaum 2013).

La transduccidn de la sefial de TNF-a estd mediada por dos receptores transmembrana, TNFR1
(Tnfrsfla, p55) y TNFR2 (Tnfrsflb, p75). La expresion de TNFR1 se halla en la mayoria de las células
nucleadas, mientras la expresion de TNFR2 se encuentra restringida a las células inmunitarias, las
células endoteliales y neuronas (Wandrer y col. 2020; Miiller y col. 2022).

TNFR1 se activa preferentemente por la unién de la citoquina soluble, aunque también lo puede
hacer por la unida a la membrana. La unidn de TNF-a a TNFR1 desencadena una serie de
acontecimientos intracelulares que finalmente dan lugar a la activacion de importantes factores de
transcripcién, responsables de la expresidn de genes inducibles involucrados en el crecimiento y
muerte celular, el desarrollo tumoral, la respuesta inmunitaria, inflamatoria y al estrés (Chen y
Goeddel 2002).

La cascada proinflamatoria comienza por la unién de TNF-a al dominio extracelular de TNFR1. Esta
union disocia el dominio de muerte intracelular de la proteina que bloguea su sefalizacion
intracelular, llamada proteina silenciadora del dominio de muerte (SODD, del inglés silencer of
death domain). Una vez liberado el dominio de muerte, se acopla una proteina adaptadora TRADD
(del inglés TNFR1- asociated death domain) que recluta proteinas adicionales, como la proteina-1
de interaccién con el receptor (RIP-1, del inglés receptor interacting protein-1), la proteina FAS
(FADD, del inglés FAS associated death domain protein) y el factor 2 asociado a TNFR1 (TRAF2, del
inglés TNFR1 associated factor 2). Estas proteinas adaptadoras intervienen en la activacion de vias
de sefializacién intracelular (Chen y Goeddel 2002; Bluml y col. 2012).

El reclutamiento por RIP-1 de la proteina quinasa quinasa quinasa 3 activada por mitdégenos
(MAP3K, del inglés mitogen activated protein kinase kinase kinase) y de la quinasa activada por el

factor de crecimiento transformante beta (TAK1, del inglés transforming growth factor beta-
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activated kinase 1) activan el complejo de quinasas IkBa (IKK; del inglés IkBa kinase) y el
modulador esencial del factor nuclear-kappa B (NEMO, del inglés nuclear factor-kappa-B essential
modulator). A continuacion, el complejo IKK se fosforila, determinando su posterior ubiquitinacién
y degradacién. Esto permite la liberacion del dimero del factor nuclear-kappa B (NF-kB, del inglés,
nuclear factor kappa B) que se transloca al nucleo e induce la transcripcion génica. NF-kB es el
mediador central de los efectos proinflamatorios de TNF-a, La induccién del receptor TNFR1
estimula la denominada via cldsica de activacidon de NF-kB y sus genes diana incluyen citoquinas,
guimioquinas, receptores que regulan la adhesion y migraciéon de las células, asi como Ia
angiogénesis. Ademas, TNFR1 activa la via de la proteina quinasa activada por mitégenos (MAPK) a
través de la activaciéon de la quinasa 1 reguladora de sefial de apoptosis-1 (ASK-1, del inglés
apoptosis signal-regulating kinase) y de la MAP3K (Fig. 3.2) (Bluml y col. 2012; Holbrook y col.
2019).

41:@
Faoo ([ [l

Caspasa-8

l clAP1/2

N
; NEMO O

[ ] caspasa-8 e MAP3K
[ ] activada IKKa
Apoptosis

IKK[
/\ \ Activacién MAPK

Activacion NF-kB

Figura 3.2. Via de transduccion de seiiales del TNFR1. La union de TNF-a con su receptor R1 da lugar a la liberacién de
SODD vy la formacién de un complejo proteina-receptor que incluye las proteinas adaptadoras TRADD, TRAF2, RIP y
FADD. Estas proteinas adaptadoras reclutan a su vez otras enzimas especificas que activan e inician los

acontecimientos que conducen a la apoptosis, la activacion de NF-kB y MAPK.
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3.1.4. Modelo de ratdon knockout para el receptor 1 de TNF-a

Con el fin de caracterizar in vivo las funciones fisioldgicas de los receptores TNFR1 y TNFR2, tanto
las vias de sefializacion intracelular como las moléculas capaces de modular la actividad de TNF-a,
Peschon y col. (1998) generaron y estudiaron roedores que carecian de TNFR1 y/o TNFR2 o de
ambos. Para la mutacién del gen Tnfrsfla, se utilizd un casete de resistencia a PGK-neomicina
(PGK, del inglés phosphoglycerate kinase promoter) que sustituyé 4kb de secuencia, incluyendo los
exones 2 a 5 (aminoacidos 30 - 184). En el caso de la mutacion Tnfrsflb, un casete de resistencia a
PGK-neomicina sustituyd 1kb de secuencia que codifica los aminoacidos 3 - 26.

A su vez, Peschon y col., establecieron que los ratones deficientes tanto en TNFR1 y/o TNFR2 son
fisicamente normales e iguales fenotipicamente a los ratones C57BL/6, cepa que utilizaron para
generar los mutantes. Indicando que tanto los receptores, como TNF-a, no serian necesarios para
el desarrollo normal del ratén y la homeostasis en condiciones basales. Sin embargo, observaron
déficits selectivos en las respuestas inflamatorias y de defensa del huésped en ratones que
presentaban estas mutaciones. Por ejemplo, los ratones que carecian de TNFR1 o de TNF-a
presentaban defectos en los foliculos de las células B primarias y en las redes de las células
dendriticas foliculares.

Desde el desarrollo de estos ratones mutantes, se ha demostrado con la utilizacién de
antagonistas o agonistas especificos de estos receptores, que la mayoria de las respuestas
inflamatorias atribuidas clasicamente a TNF-a estdn mediadas por TNFR1. Por ejemplo, los
estudios realizados con ratones deficientes en el receptor TNFR1 revelan que su papel es
fundamental en la citotoxicidad inducida por LPS, la artritis inducida por colageno y la infeccién
por Listeria monocytogenes (Pendey y col. 2003).

Actualmente, los ratones TNFR1 knockout se utilizan para dilucidar el rol de la via de sefializacidon
de este receptor y de TNF-a en patologias inflamatorias crénicas, como son la obesidad y sus
alteraciones metabdlicas asociadas (Liang y col. 2008; Pamir y col. 2009; Bhering Martins y col.

2018), y en los estudios de higado graso no alcohélico (Lambertucci y col. 2018).
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3.2. Objetivo especifico
Evaluar en el modelo de ratén knock-out (TNFR1-KO) el rol de la via de sefializacion del receptor 1
de TNF-a en las alteraciones de la expresion y actividad de Mrp2 y P-gp intestinales generadas en

condiciones de obesidad.
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3.3. Materiales y métodos

3.3.1. Reactivos

PSC833 se obtuvo de Santa Cruz Biotechnology (Dallas, Texas, Estados Unidos). 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno (CDNB), Rodamina 123, leupeptina, fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF),
pepstatina A, ditiotreitol (DTT), diaminobencidina (DAB) y albumina sérica bovina (BSA) se
obtuvieron de Sigma-Aldrich (Missouri, Estados Unidos). Los restantes quimicos y reactivos

utilizados fueron de calidad analitica con alto grado de pureza.

3.3.2. Animales y tratamientos

Se utilizaron ratones macho C57BL/6 y knockout C57BL/6-Tnfrsflatmlimx/J (R1KO) (17-22 g de
peso corporal, 5 semanas de edad) gentilmente cedidos por la Dra. Silvia Di Genaro, los cuales
fueron originalmente obtenidos del Laboratorio Jackson (Bar Harbor, Maine, Estados Unidos). Los
animales recibieron de bebida agua ad libitum y dieta comercial estandar, grupos C57-C y R1KO-C
(n: 10 por grupo) o dieta comercial estandar enriquecida con 40% de grasa bovina, grupos C57-
HFD y R1KO-HFD (n: 10 por grupo), durante 16 semanas. (Collins y col. 2004; Petro y col. 2004;
Andrikopoulos y col. 2005; Lambertucci y col. 2018) (Fig. 3.2).

Antes de iniciar el tratamiento dietético, todos los animales fueron sometidos a una prueba de
tolerancia intraperitoneal a la glucosa, con el fin de confirmar su metabolismo glucémico basal
normal (Londero y col. 2016) (Fig. 3.3).

Durante el experimento, se registraron el peso corporal (g) y el consumo de alimento (kcal/animal)
semanalmente. El peso corporal se expresa en porcentaje respecto al peso al comienzo del
tratamiento (peso final x 100/peso inicial). En la 152 semana de dieta, se evalud la resistencia a
insulina a través de la prueba de tolerancia intraperitoneal a la insulina (Fig. 3.2) (Zecchinati y col.
2019). Todos los protocolos experimentales se realizaron de acuerdo con el Reglamento para el
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (Expediente 6109/012 Resolucion CE 267/02) y fueron
aprobados por el Comité Institucional de Uso Animal de la Universidad Nacional de Rosario,

Argentina.
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Figura 3.3. Representacion esquematica del disefio experimental. Los animales recibieron dieta comercial estandar
(grupos C57-C y R1KO-C) o una dieta comercial estandar enriquecida con un 40% de grasas (grupos C57-HFD y R1KO-
HFD), durante 16 semanas. Al inicio del experimento todos los animales fueron sometidos a una prueba de tolerancia
intraperitoneal a glucosa (PTIG) y en la semana 15 de tratamiento a una prueba de tolerancia intraperitoneal a insulina
(PTII). Luego de 16 semanas de dieta los animales fueron sacrificados y se recolectaron muestras de plasma, intestino

delgado y tejido adiposo.

3.3.3 Tratamiento dietético

Ver seccion 2.3.3.

3.3.4. Eutanasia

Ver seccion 2.3.4.

3.3.5. Procedimiento quirurgico

Ver seccion 2.3.5.

Segmentos cilindricos de ileon se colocaron individualmente en solucién buffer de formalina para
la posterior realizacion de estudios inmunohistoquimicos. Otra porcién de ileon se abrié
longitudinalmente y por raspado con un portaobjeto, se obtuvo la capa mucosa, la cual se pesé y
homogeneizdé para la medicién de los niveles tisulares de TNF-a y para la preparacion de

membranas de ribete en cepillo (BBM, del inglés brush border membrane).

3.3.6. Estudios bioquimicos

3.3.6.1. Determinaciones plasmaticas

Ver seccion 2.3.6.1

3.3.6.2. Prueba de tolerancia Intraperitoneal a la Glucosa
Ver seccion 2.3.6.2

3.3.6.3. Prueba de Tolerancia Intraperitoneal a la Insulina

Ver seccion 2.3.6.3

80



3.3.7. Estudios histolégicos de tejido adiposo

Ver seccion 2.3.7.1

3.3.8. Estudios de Inmunohistoquimica

Para la inmunodeteccidon in situ de la proteina P-gp, los segmentos de ileon fijados en
formaldehido al 10% se deshidrataron en concentraciones crecientes de etanol y se embebieron
en parafina. Luego, se cortaron secciones de tejido de 4 um de grosor con un micréotomo. Tras la
desparafinacion en xileno y la rehidratacion mediante etanol graduado, se permeabilizaron las
membranas celulares con Tritdn 0,2% en buffer fosfato salino (PBS, del inglés Phosphate Buffered
Saline) durante 10 min a temperatura ambiente y luego se bloqued la actividad peroxidasa
enddgena con H;0; al 3% durante 10 min. A continuacion, se realizd la recuperacién antigénica,
colocando los cortes en buffer citrato 0,01 M (pH=6,0) a 80°C durante 15 min, luego se enfriaron a
temperatura ambiente y se bloquearon los sitios de unidn inespecifica a proteinas con albimina
sérica bovina (BSA, del inglés Bovine Serum Albumin) al 3% durante 30 min. A continuacion, las
secciones de tejido se incubaron durante toda la noche a 4°C con el anticuerpo primario (Mdr-1
(D-11): sc-55510, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, Estados Unidos). Se utilizé el sistema de
deteccion CytoScan HRP (Cell Marque, Sigma Aldrich, California, Estados Unidos); se aplicé el
anticuerpo secundario polivalente biotinilado y las muestras se incubaron durante 30 min a
temperatura ambiente. Se afadid la proteina marcadora estreptavidina HRP y se incubé durante
30 min. La inmunorreactividad de P-gp se visualizd con tincién de 3,3’ diaminobencidina (DAB,
Sigma Aldrich, California, Estados Unidos), segun las instrucciones del proveedor. Finalmente, las
secciones se contra tifieron con hematoxilina, se deshidrataron en xileno y se tomaron fotografias
con microscopio Nikon Eclipse CI-L (Nikon Corporation, Tokio, Japén) (Mottino y col. 2000; Guo y

col. 2013).

3.3.9. Obtenciéon de membranas de ribete en cepillo (BBM)

Una vez obtenida la mucosa intestinal por raspado, se homogeneizaron 100 mg de la misma en 2
ml de buffer A frio (manitol 50 mM, Tris/HCl 2 mM, pH=7,10) suplementado con inhibidores de
proteasas (leupeptina 25 mg/ml; PMSF 40 mg/ml y pepstatina A 0,5 mg/ml) (Mottino y col. 2000).
La homogeneizacién se realizdé con un émbolo de teflén estdndar y camisa de vidrio (20 golpes a
2000 rpm). Posteriormente se utilizd el método de precipitacion por catién divalente (Kessler y col.

1978), con las modificaciones de Mottino y col. (2000), que consisten en adicionar a los
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homogenados 20 pl de CaCl; 1 M e incubarlos durante 15 min en hielo, mezclando por inversidon
cada 5 min. Luego, se centrifugaron a 3000 g durante 15 min a 4°C, y los sobrenadantes se
centrifugaron a 27000 g durante 40 min a 4°C. Finalmente, los pellet enriquecidos en BBM se
resuspendieron en 50-60 ul de buffer B (manitol 300 mM, HEPES 10 mM, Tris 10 mM, pH=7,50)
suplementado con inhibidores de proteasas. Posteriormente se midid la concentracion de
proteinas de la fraccién BBM (Bradford 1976) e inmediatamente se utilizd6 para estudios de

Western blot.

3.3.10. Estudios de Western blot

Las alicuotas de BBM se mantuvieron en hielo y se utilizaron el mismo dia en los estudios de
Western blot. Los niveles proteicos de P-gp y B-actina se detectaron en BBM. Como primer paso,
se realizo la separacion electroforética de las proteinas en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE, del inglés Sodium Dodecyl Sulfate-PolyAcrylamide Gel
Electrophoresis), a una concentracién del 8% (Laemmli 1970). Las muestras a sembrar se
prepararon en un buffer de siembra conteniendo Tris/HCl 1 M pH=6,80, SDS 10% P/V, azul de
bromofenol 0,005% P/V, glicerol 10% P/V y DTT 10% V/V. Los volumenes de muestra sembrados
correspondieron a 10 pg de proteinas totales. Los geles se corrieron en buffer Laemmli (Tris 25
mM, glicina 0,2 M, SDS 0,1% P/V, pH=6,8) en el equipo Mini-PROTEAN 3 Cell (Bio-Rad, California,
Estados Unidos) en condiciones de voltaje constante: 110 V durante los primeros 15 min y 150 V
hasta completar la corrida. Una vez finalizada la corrida, se realizé la transferencia de las proteinas
desde el gel a membranas de fluoruro de polivinilideno (PVDF, Amersham Biosciences, California,
Estados Unidos) en buffer de transferencia (Tris 20 mM, glicina 150 mM, SDS 0,03% P/V, metanol
20% V/V, pH=8,3) durante 70 min a 4°C e intensidad de corriente constante: 0,36 A. Para tal fin se
utilizé el equipo MiniTrans-Blot Cell (Bio-Rad, California, Estados Unidos). Una vez finalizada la
transferencia, las membranas se bloquearon durante 1 hora en buffer de bloqueo (BSA 3% P/V,
Tween 20 0,3% V/V en PBS) y luego se incubaron con el anticuerpo primario durante toda la noche
a 4°C. A continuacion, se lavaron con buffer de lavado (Tween 20 0,3% V/V en PBS) y se incubaron
durante 1 hora a temperatura ambiente con el correspondiente anticuerpo secundario. Las bandas
inmunorreactivas fueron detectadas utilizando un kit de quimioluminiscencia (Pierce ECL Western
Blotting Substrate, ThermoScientific, lllinois, Estados Unidos) segun las instrucciones del fabricante
y cuantificadas utilizando el programa ImagelJ (NIH, Bethesda, Estados Unidos). La proteina -

actina fue utilizada como control de carga. La uniformidad de carga y el control de la transferencia
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fueron chequeados a través de tincidn con Ponceau S. Los anticuerpos primarios utilizados fueron
los siguientes: anti-P-gp: sc-8313 (1:1000) (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, Estados
Unidos) y anti-B-actina: AC-74 (1:5000) (Sigma-Aldrich, Missouri, Estados Unidos). Los anticuerpos
secundarios utilizados fueron: anti-IgG de conejo conjugado con peroxidasa de rabanito (1:5000) y
anti-IgG de ratén conjugado con peroxidasa de rabanito (1:5000), ambos de ThermoScientific

(Hlinois, Estados Unidos). Los resultados se expresan en % de C57-C.

3.3.11. Aislamiento de ARN total

3.3.11.1. Extraccion del ARN

Ver seccidén 2.3.8.1

3.3.11.2. Evaluacidn de la integridad de los ARNs por electroforesis en gel de agarosa
Ver seccidn 2.3.8.2

3.3.11.3. Determinacidn de la concentracidn y pureza de los ARNs

Ver seccion 2.3.8.3

3.3.12. Retrotranscripcion

Ver seccidén 2.3.9

3.3.13. Estudios de reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real

Ver seccion 2.3.10

Las reacciones de qPCR en tiempo real se llevaron a cabo utilizando oligonucleétidos especificos
(Tabla 3.1) (Crib y col. 2017, Yan y col. 2021; Lee y col. 2021).

Los resultados de la expresion de los genes se normalizaron a los niveles de GAPDH (Lambertucciy
col. 2018). Los resultados se analizaron como cuantificacién relativa a través del método 2247y se

expresan en % de C57-C (Livak y col. 2001).
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Gen Descripcion del gen Secuencia de oligonucledtidos

TNF-a Factor de necrosis tumoral-a Directo: 5'-TGTGGCTTCGACCTCTACCTC-3’

Reverso: 5-GCCGAGAAAGGCTGCTTG-3’

Mrp2 Abcc2 Directo: 5"-TTCCTGCCTGTTCTTCGTCT-3’

Reverso: 5-CGTGTGTTGAGTCGCTTGAT-3’

Mdr-1 Mdrla Directo: 5-AAAGGCTCTACGACCCCCTA-3’

Reverso: 5-CCTGACTCACCACACCAATG-3’

Mdrilb Directo: 5-TTGGTGGCACAACAACTCAT-3’

Reverso: 5-GGCTTTCGCATAGTCAGGAG-3’

GAPDH Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa | Directo: 5'-CACAATTTCCATCCCAGACC-3’

Reverso: 5'-GTGGGTGCAGCGAACTTTAT-3’

Tabla 3.1. Oligonucledtidos utilizados para el andlisis de la expresién del ARNm.

3.3.14. Evaluacion de la actividad de Mrp2
Ver seccion 2.3.11

Los resultados se expresan en % de C57-C.

3.3.15. Evaluacion de la actividad de P-gp

Ver seccion 2.3.12

Los saquitos se incubaron en viales con buffer Krebs-Henseleit con o sin la adicidén del inhibidor de
P-gp, PSC833, (10 uM) (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, Estados Unidos).

Los resultados se expresan en % de C57-C.

3.3.16 Medicion de los niveles tisulares de TNF-a

Los homogenados de intestino se sonicaron con un ultrasonificador (Sonics Vibra-cell VCX 130
Newtown, Estados Unidos) mediante cuatro ciclos (20 s de sonicacidn y 40 s de pausa en hielo). El
sonicado se centrifugé a 15000 g, durante 10 min a 4°C y los sobrenadantes se sometieron
inmediatamente a la medicion de TNF-a mediante el ensayo por inmunoabsorcion ligado a
enzimas, ELISA, (del inglés, Enzyme-Linked immunosorbent Assay) segun el protocolo
proporcionado por el fabricante (BD opEIA, mouse TNF mono/mono ELISA set, BD Biosciences, San

Diego, California, Estados Unidos) (Londero y col. 2017). Los resultados se expresan en % de C57-C.
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3.4. Analisis estadistico

Los datos se presentan como media + error estandar (EE). Los resultados obtenidos fueron
analizados estadisticamente segun el tipo de variable en cuestién. Para la comparaciéon de
variables paramétricas se utilizé el analisis de la variancia (ANOVA) seguido de la prueba de Tukey.
En el caso de variables no paramétricas se utilizaron las pruebas de Kruskal Wallis seguido de la
prueba de Dunn). Para el andlisis estadistico de los datos de utilizd el programa GraphPad Prism
8.0.2 (GraphPad Software, San Diego, Estados Unidos). Se consideraron significativas las

diferencias cuando P<0,05.
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3.5. Resultados

3.5.1. Verificacion del metabolismo glucémico basal en ratones C57BL/6 y R1KO

Antes de iniciar el tratamiento dietético con HFD los ratones de ambas cepas, C57BL/6 y R1KO,
fueron sometidos a una PTIG para confirmar normalidad en la regulacidon del metabolismo de la
glucosa. La maxima concentracién plasmatica de glucosa se determind 30 minutos después de su
inyeccion, con valores de (media + EE) 229,80 + 24,74 mg/d| para la cepa C57BL/6 y de 258,40 +
8,25 mg/dl| para los ratones R1KO mostrando luego un descenso progresivo de la glucemia hasta
concentraciones de 102,90 + 10,33 mg/dl y 113,30 + 5,88 mg/dl, respectivamente, al finalizar la
prueba (Fig. 3.4 a). No se registraron diferencias significativas en las areas bajo la curva entre

ambas cepas de ratones (Fig. 3.4 b).
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Figura 3.4. Prueba de tolerancia a la glucosa intraperitoneal. a) El grafico representa la respuesta glucémica a la
sobrecarga de glucosa en los 120 min posteriores a la inyeccidn. b) Area bajo la curva. Datos expresados como media +

EE para 10 ratones en cada grupo experimental.

3.5.2. Efecto de la dieta alta en grasa sobre los parametros fisiolégicos y bioquimicos en ratones
C57BL/6 y R1KO: establecimiento del modelo de obesidad

Como puede verse en la Tabla 3.2 al finalizar el tratamiento con HFD, las calorias consumidas por
los ratones R1KO fueron similares a la contraparte wild-type C57-C. Ambos grupos alimentados
con dieta alta en grasa consumieron mas calorias (C57-HFD: +36%; R1KO-HFD: +38%) que sus
respectivos grupos control. En consecuencia, los grupos HFD aumentaron significativamente su
peso corporal (C57-HFD: +54%; R1KO-HFD: +45%) luego de 16 semanas de dieta, en comparacién
con sus respectivos grupos controles. A su vez, no se encontraron diferencias en este pardmetro
entre las cepas knockout y wild-type.

En ambas cepas de ratones, la dieta alta en grasa generd hipertrofia del tejido adiposo,

demostrada por un aumento significativo del peso de los paniculos adiposos epididimarios (C57-
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HFD: +154%; R1KO-HFD: +158%). Del mismo modo no se encontraron diferencias en el peso de la
grasa epididimal entre las cepas R1KO y C57BL/6.

Como fue mencionado en la seccién 2.5.3, luego de 16 semanas de tratamiento con HFD la cepa
C57BL/6 mostré un aumento de la glucemia y un estado de resistencia a la insulina, asi como
mayores niveles de trigliceridemia y colesterolemia en comparacién con los animales control. En
contraste con lo observado para los animales wild-type y en linea con estudios previos (Bhering
Martins y col. 2018), los ratones R1KO-HFD no mostraron niveles elevados de glucemia o
resistencia a la insulina evaluada a través de la PTIl. En cuanto al metabolismo lipidico, los ratones
R1KO-HFD mostraron mayores niveles de trigliceridemia y colesterolemia que sus respectivos

controles (Tabla 3.2).

Pardmetros C57-C C57-HFD R1KO-C R1KO-HFD
Consumo de calorias 1293 + 42,92 1760 + 43,45% 1396 + 76,65 1821 + 20,54 %
(kcal totales/animal)

Ganancia de peso porcentual | 41,55 + 2,47 63,84 + 3,669 43,46 +3,56 62,86 +2,36°"
Grasa epididimal (%) 1,09 + 0,18 2,77 £0,15% 0,96 + 0,09 2,48 £ 0,20
PTII (%) 34,38+ 12,71 19,12 + 9,86%™ 37,33+ 6,41 34,76 17,55
Glucemia (mg/dl) 73,90 £ 6,10 98,10 + 13,03 2% 76,20 + 4,15 71,25+ 8,24
Colesterolemia(mg/dl) 89,14 + 12,91 199,40 # 25,15 9 89,58 +7,84 119,60 + 7,97%
Trigliceridemia (mg/dl) 71,78 + 26,58 121,30 + 21,14° 74,16 + 14,80 118,50 + 13,55¢8

Tabla 3.2. Parametros bioquimicos y morfolégicos después de 16 semanas de dieta. La grasa epididimal se expresa

como porcentaje del peso corporal. El resultado de la PTIl se muestra como porcentaje del aclaramiento maximo de

glucosa después de la inyeccién de insulina. Datos expresados como media + EE, (n: 10 ratones/grupo). 2, ¢y ¢,

significativamente diferente de C57-C, P<0,05, P<0,001 y P<0,0001 respectivamente; ¢, & y P, significativamente
diferente de R1KO-C, P<0,05, P<0,001 y P<0,0001 respectivamente; ™, significativamente diferente de R1KO-HFD,

P<0,05; segun las pruebas de ANOVA y Tukey o Kruskal Wallis y Dunn.

Posteriormente se examinaron preparados histolégicos de tejido adiposo epididimal de los ratones
C57BL/6 y R1KO. Como era de esperar e independientemente de la cepa, los ratones alimentados
con HFD aumentaron significativamente el tamafio de los adipocitos con respecto a sus controles

(C57-HFD: +72%; R1KO-HFD: +66%). Sin embargo, los animales R1KO presentaron un tamafo
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menor (R1KO-C: 357 * 7, 59; R1KO-HFD: 593 + 9,62 um) que los ratones C57BL/6 (C57-C: 417,2 +
10,5 C57-HFD: 716 + 15,8 um) (Fig. 3.5 b). Los ratones wild-type alimentados con HFD mostraron
infiltracién con macroéfagos, visualizada como estructuras en forma de corona alrededor de los

adipocitos que no se observaron en los ratones R1KO-HFD (Fig. 3.5 a).
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Figura 3.5. Analisis histoldgico del tejido adiposo tefiido con HE de ratones C57BL/6 y R1KO. a) Las imagenes se
muestran con un aumento de 10X (la barra indica 100 um), las zonas seleccionadas en los recuadros se muestran con
un aumento de 40X (la barra indica 50 um). La flecha indica una estructura representativa en forma de corona de
macréfagos. b) Didmetro de los adipocitos. Datos expresados como media + EE, (n: 10 ratones/grupo). 2 y ¢,
significativamente diferente de C57-C, P<0,05 y P<0,0001 respectivamente;", significativamente diferente de R1KO-C,
P<0,0001; ™, significativamente diferente de R1KO-HFD, P<0,05; segun las pruebas de ANOVA y Tukey.

3.5.3. Efecto de la dieta alta en grasa en la expresion y actividad de Mrp2 intestinal en ratones
C57BL/6 y R1KO

La expresion del ARNm del gen Abcc2 fue evaluada en muestras de yeyuno, sitio de maxima
expresion intestinal. Como se describid anteriormente en la seccion 2.5.5, la expresion del ARNm
de Mrp2 del grupo C57-HFD se halld disminuida (-42%; P<0,05) respecto al grupo control. De
forma notable, los niveles del ARNm de Mrp2 del grupo R1KO-HFD también disminuyeron (-49%,
P<0,05) al comparar con C57-C. No se observaron diferencias en la expresion de Abcc2 entre los
grupos controles de ambas cepas (Fig. 3.6 a). En correlacién con la disminucién del ARNm, la

actividad de transporte de Mrp2 fue menor en los ratones R1KO-HFD (-54%, P<0,01) en
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comparacion con C57-C. Del mismo modo, como se observd con los niveles del mensajero, no se
encontraron diferencias en la actividad de Mrp2 entre los grupos controles de ambas cepas (Fig.

3.6 b).
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Figura 3.6. Efectos de la dieta alta en grasa en la expresion y actividad de Mrp2. a) Expresion de ARNm de Abcc2 en
yeyuno. b) Evaluacién de la actividad de Mrp2 en sacos evertidos de yeyuno utilizando CDNB como sustrato. La grafica
representa la cantidad de DNP-SG acumulada después de 30 min en el compartimento mucoso. Datos expresados
como media, = EE, (n: 10 ratones/grupo). ? y °, significativamente diferente de C57-C, P<0,05 y P<0,01; ¢ vy f,

significativamente diferente de R1KO-C, P<0,05 y P<0,01 respectivamente; segln las pruebas de Kruskal Wallis y Dunn.

3.5.4. Efecto de la dieta alta en grasa en la expresion y actividad de P-gp intestinal en ratones
C57BL/6 y R1KO

Como se describié en la seccion 2.5.6, la dieta alta en grasa disminuyd 62% la expresion del ARNm
Mdrlay 66% Mdrlb en el ileon de los ratones C57-HFD (Fig. 3.7 a, b), sugiriendo participacion de
un mecanismo transcripcional, en la regulacion de este transportador. Interesantemente, la dieta
alta en grasa no modificé la expresion del ARNm Mdrla o Mdrlb en el ileon de los ratones R1KO
(Fig. 3.7 a, b).

Conforme a los cambios observados en la expresién del ARNm Mdrla y Mdrlb, la actividad del
transportador P-gp, se encontrd disminuida en los ratones C57-HFD (-55%), determinada a través
de una menor cantidad de Rodamina acumulada en el compartimento mucoso de los sacos
intestinales respecto a C57-C (Fig. 3.7 c). Significativamente, la actividad de P-gp no se alteré en los
ratones R1KO después de 16 semanas de alimentacién HFD, en concordancia con los niveles
obtenidos de sus ARNm (Fig. 3.7 c).

Para confirmar la participacion del transportador P-gp, se incubaron saquitos de ileon de animales

C57BL/6 con el agregado del inhibidor especifico de P-gp, PSC833, en el buffer de incubacién. En la
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Figura 3.7 d se muestra que cuando los sacos intestinales evertidos se incubaron con PSC833,
inhibidor de P-gp, la acumulacién de Rodamina se redujo en ambos grupos. Estos resultados
confirman la participacion de P-gp en las diferentes actividades detectadas entre el grupo HFD y el

grupo control.
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Figura 3.7. Efecto del tratamiento HFD sobre la expresion y actividad de P-gp intestinal en ratones C57BL/6 y R1KO. a)
Niveles de ARNm Mdrla en ileon. b) Niveles de ARNm Mdr1b en ileon. c) Actividad de P-gp en sacos evertidos
utilizando Rodamina como sustrato. El grafico muestra la acumulacion de Rodamina después de 30 min. d) Actividad
de P-gp en ratones C57BL/6 con el agregado del inhibidor de P-gp, PSC833, (C57-C+l y C57-HFD+l) o sin inhibidor (C57-
C y C57-HFD). Datos expresados como media * EE, (n: 10 ratones/grupo). ? y®, significativamente diferente de C57-C,
P<0,05 y P<0,01 respectivamente; ¢, significativamente diferente de R1KO-C, P<0,05; ™, significativamente diferente de
R1KO-HFD, P<0,05; ", significativamente diferente de C57-HFD, P<0,05; P, significativamente diferente de C57-C+|,
P<0,05; segun las pruebas de Kruskal Wallis y Dunn.

Con el fin de determinar si el cambio observado en la actividad de P-gp, implica a su vez una
regulacidn postranscripcional, se decidid evaluar la expresion proteica de este transportador en el
ileon, sitio de maxima expresion intestinal. En los ratones C57BL/6, HFD provocé una disminucion
del 71% en la expresion de la proteina P-gp (Fig. 3.8 a). Si bien no se realizé un andlisis cuantitativo
de las imagenes inmunohistoquimicas, se observd una tincién mas débil de P-gp en la superficie de

las microvellosidades intestinales en los ratones C57-HFD en comparacion con los controles (Fig.
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3.8 b). Este patréon se observé de forma consistente en todas las imagenes analizadas y se
correlaciona con los niveles de expresidn proteica.

Interesantemente, la dieta alta en grasa no modificé los niveles proteicos de P-gp asi como
tampoco su expresion en la superficie de las microvellosidades detectada in situ en el ileon de

ratones R1KO-HFD (Fig. 3.8 a, b).
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Figura 3.8. Efecto del tratamiento HFD sobre la expresién de P-gp intestinal en ratones C57BL/6 y R1KO. a) Niveles

proteicos de P-gp. b) Imagenes representativas de la expresidon de P-gp detectada in situ. Se observa inmunotincion
positiva en C57-C, R1KO-C y R1KO-HFD, mientras que en C57-HFD se detecta una sefial mas débil (flechas negras). La
barra indica 10 um. Datos expresados como media * EE, (n: 10 ratones/grupo). @, significativamente diferente de C57-
C, P<0,05; ¢, significativamente diferente de R1KO-C, P<0,05; ™, significativamente diferente de R1KO-HFD, P<0,05;

segun las pruebas de Kruskal Wallis y Dunn.

3.5.5. Efecto de la dieta alta en grasa en la expresion intestinal de TNF-a

A continuacion, se determinaron los niveles de expresion proteica de TNF-a en la misma region
intestinal utilizada en los estudios de P-gp. En el grupo C57-HFD se observd un aumento
significativo de la expresion de TNF-a (+65%, P<0,05) en comparacion con C57-C. Contrariamente,
los ratones R1KO-C mostraron una supresidn practicamente completa de los niveles de esta

citoquina, en comparacion con los ratones C57BL/6 alimentados con dieta estandar. En el tejido
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intestinal de animales R1KO-HFD se detectaron niveles de TNF-a (42,37 + 9,69 %); sin embargo, su
expresién fue inferior a la hallada en ambos grupos de animales C57BL/6 (Fig. 3.9 a).

Conjuntamente, se determinaron los niveles de ARNm de TNF-a en el ileon de los ratones C57BL/6
y TNFR1 KO. El grupo C57-HFD mostré un aumento significativo de esta citoquina proinflamatoria
(+148%, P<0,05) en comparacién con su grupo control. Por el contrario, la expresion de ARNm de
TNF-a se encontrdé por debajo del nivel de deteccién del ensayo en los homogenados de ileon de

los ratones R1KO, independientemente de la dieta que recibieron (Fig. 3.9 b).
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Figura 3.9. Efecto del tratamiento HFD sobre la expresidon intestinal de TNF-a en ratones C57BL/6 y R1KO. a) Niveles
proteicos de TNF-a. b) Nivel de ARNm de TNF-a. Datos expresados como media = EE, (n: 10 ratones/grupo). 3,
significativamente diferente de C57-C, P<0,05; ™, significativamente diferente de R1KO-HFD, segln las pruebas de

Kruskal Wallis y Dunn. ND: no detectable.
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3.6. Discusion y conclusion parcial

La obesidad genera un estado inflamatorio sistémico con aumento de la produccién de citoquinas
proinflamatorias (Hotamisligil 2017). TNF-a es uno de los principales mediadores de este estado
patolégico y muchos autores lo vinculan directamente con las alteraciones metabdlicas que
ocasiona la obesidad (Hotamisligil 1999; Liang y col. 2008, Pamir y col. 2009; Bhering Martins y col.
2018, Lambertucci y col. 2018). Esta citoquina ejerce sus efectos sistémicos al unirse de forma
irreversible a su receptor TNFR1, presente en la mayoria de las células, y activar factores de
trascripcidén implicados en el desarrollo de inflamacién, apoptosis y superviviencia celular (Chen y
col. 2002; Holbrook y col. 2019).

Considerando la evidencia bibliografica previa y los resultados presentados en el apartado
anterior, en este capitulo se indagd en el rol que ejerce la via TNF-a/TNFR1 en las alteraciones de
los trasportadores ABC intestinales observadas en ratones C57BL/6 alimentados con dieta alta en
grasa. Para llevar a cabo este objetivo, se utilizaron ratones macho adulto C57BL/6 y knockout
para el receptor TNFR1, que presentaron similares aspectos morfolégicos y bioquimicos antes de
iniciar el tratamiento dietético.

Luego de 16 semanas de dieta alta en grasa, la evolucién del peso corporal, de los paniculos
adiposos y los valores obtenidos de las pruebas bioquimicas indican que la interrupcion de la via
de seiializacion del receptor 1 de TNF-a, no estaria implicada en el desarrollo de la obesidad y
dislipidemia en este modelo, pero si en la generacién de resistencia a la insulina e hiperglucemia
(Liang y col. 2008; Ouchi y col. 2011). Estos resultados concuerdan en parte con el trabajo de
Bhering Martins y col. (2018) donde demuestran que la ablacion de TNFR1 en ratones con una
dieta alta en carbohidratos durante 16 semanas mejord la sensibilidad a la insulina y evitd un
incremento adicional de la masa grasa. En efecto, Matos Ferreira y col. (2014) demostraron que se
estimulan diferentes vias metabdlicas e inflamatorias segun la dieta se encuentre enriquecida en
grasa o en carbohidratos refinados.

Como era de esperar, en los ratones knockout, la interrupcion de la sefializacion de TNFR1,
determind ausencia de coronas de macrofagos alrededor de los adipocitos, signo tipico de la
inflamacién por obesidad (Cawthorn y Sethi. 2008). Esta disminucién en el reclutamiento de
macrofagos del tejido adiposo, podria estar implicada en una menor induccién de la secrecién de
TNF-a (Ouchiy col. 2011, Lee y Lee 2014).

En particular, el objetivo de este capitulo era conocer la importancia biolégica de la supresién de

TNFR1 en la expresién y la actividad de Mrp2 y P-gp intestinal en el contexto de obesidad. Con
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respecto a Mrp2, la interrupcién de la via de sefializacion del receptor 1 de TNF-a, no determind
cambios en su expresién y actividad. Los ratones C57BL/6 y los R1KO, presentaron una
disminucion similar en la expresidn y actividad de esta bomba de eflujo luego de la dieta alta en
grasa. Segun lo reportado en la bibliografia, hay multiples estudios de expresién de Mrp2 en
diferentes modelos de enfermedad inflamatoria, que presentan discrepancia en los resultados,
precisando que la regulacién de Mrp2 es compleja, multifactorial y no solo estaria afectada por la
via TNF-a/TNFR1 (Englund y col. 2007; Andersen y col. 2015; Tocchetti y col. 2016; Drozdzik y col
2020).

Interesantemente, los ratones R1KO alimentados con dieta alta en grasa no modificaron la
expresion proteica de los transcriptos de P-gp, como tampoco su actividad de transporte;
demostrando asi la participacion de la via de sefializacion de TNF-a/TNFR1 en la regulacién de este
transportador. Adicionalmente, la participacién exclusiva de P-gp en el transporte de Rodamina se
confirmd mediante la inhibicién con PSC833. En este sentido, y en consonancia con nuestros
resultados, un estudio anterior demostrd un efecto directo de TNF-a, en la linea celular intestinal
Caco-2, que resultd en la disminucidon de la expresion de Mdr1 a nivel de ARNm, asi como en la
funcion de eflujo de P-gp (Belliard y col. 2004). En la misma linea, un estudio de células de
carcinoma colorrectal demostré que TNFR1 es esencial para reducir la sefalizacién NF-kB que
conduce a la regulacién negativa de ABCB1 tras un tratamiento prolongado con TNF-a (Walther y
col. 2015). En relacién con esto, Milanesi y col. (2019) comprobaron el aumento de la expresion de
Mdr1 en pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal al tratarlos con anticuerpos anti-TNF.
También hay reportados varios estudios en la barrera hemato-encefdlica que vinculan la
regulacién de P-gp a TNF-a (Theron y col. 2003; Miller y col 2008; Poller y col 2010; Igbal y col.
2012).

Con respecto a la evaluacién particular de la citoquina TNF-a, no se detecté su ARNm en el tejido
intestinal de ratones knockout; ademas, los niveles proteicos fueron menores en los ratones R1KO-
HFD con respecto a los ratones C57-HFD. En este sentido y de acuerdo con estos resultados, un
estudio informd que los ratones alimentados con una dieta alta en carbohidratos con TNFR1
ablacionado, presentaban una menor concentracidn de citoquinas proinflamatorias, incluido TNF-
a, en tejido adiposo (Bhering Martins y col. 2018). Los niveles proteicos detectados en los ratones
R1KO-HFD en el tejido intestinal, podrian justificarse por la infiltracion de células inflamatorias

circulantes, ante la inactivaciéon de la via de senalizacion de TNFR1. De hecho, TNFR1 parece ser el
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receptor prevalente en el tejido intestinal en diferentes especies, incluidos los ratones (Williams y
col. 2013).

Colectivamente, esta claro que la via TNF-a-/TNFR1 esta involucrada en la regulacion negativa de
P-gp en los intestinos de los animales wild-type sometidos a una dieta alta en grasa. La ausencia de
un entorno proinflamatorio en el tejido adiposo en respuesta a la desactivacién de TNFR1, como
se muestra en la Figura 3.5 para los animales knockout, es consistente con el concepto que la via
TNF-0/TNFR1 estd inactiva en estos animales (Bhering Martins y col. 2018).

Finalmente, considerando que en condiciones de obesidad se liberan otras citoquinas
proinflamatorias, en pacientes o en modelos animales, como el de esta tesis, no podemos
descartar que puedan contribuir, junto con TNF-a, en la regulacién de P-gp y en la consiguiente
alteracion de la funcion transcelular de barrera bioquimica intestinal. Sin embargo son necesarios
mas estudios para aclarar esta cuestién. En conclusidn, la respuesta inflamatoria mediada por TNF-
0o/TNFR1 es, al menos en parte, responsable de la reduccion de la expresion y la actividad de

transporte de P-gp intestinal y no estaria implicada directamente en la regulaciéon de Mrp2.
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En los capitulos 2 y 3 se presento el efecto que tiene la dieta alta en grasa en la expresion y
actividad de Mrp2 y P-gp intestinales. Primeramente, se corrobord la hipdtesis de la regulacion
negativa de los transportadores ABC intestinales en el contexto de obesidad y luego se realizé un
abordaje orientado a dilucidar un posible mecanismo implicado en tal disminucidn, vinculado a la

via de sefalizacion del receptor 1 de TNF-a.

En el capitulo 4, que se desarrolla a continuacion, se aborda la aplicabilidad del efecto deletéreo de
la barrera bioquimica intestinal por la obesidad. Se estudian las consecuencias que implicarian las
alteraciones en Mrp2 y P-gp intestinal en la terapéutica farmacoldgica de una patologia frecuente

y asociada a la obesidad como es el cancer.
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CAPITULO CUATRO: Efecto de la disminucién de la expresién y actividad de Mrp2 y P-gp

intestinales en la administracion de quimioterapia metronémica en un modelo de

adenocarcinoma de mama murino

4.1. Introduccion

4.1.1. Obesidad y cancer

La obesidad es un factor de riesgo para el desarrollo de multiples patologias, entre ellas, el cancer.
Una profusa cantidad de estudios publicados han demostrado que los individuos con obesidad y
alteraciones metabdlicas asociadas como diabetes, tienen una mayor susceptibilidad y mortalidad
a diferentes tipos de cdncer por ejemplo eséfago, colorectal, vesicula biliar, pancreas, higado,
ovario, préstata, endometrio y mama (Renehan y col. 2010, Arnold y col. 2016; Kim y Scherer
2021).

La obesidad conduce a desérdenes metabdlicos, como resistencia a la insulina, hiperinsulinemia,
hiperglucemia, alteraciones en la produccién y biodisponibilidad de hormonas esteroideas e
inflamacién crénica sistémica de bajo grado. Estos efectos fisiopatoldgicos se han asociado con el
desarrollo y progresién tumoral (Godsland, 2010; lyengar y col. 2016).

Subsecuentemente a la hipertrofia del tejido adiposo se induce la produccién de IL-18, IL-6, TNF-q,
resistina, leptina, proteina quimioatrayente de monocitos 1, entre otros, y disminuye la
produccién de adiponectina. Todos ellos cumplen un rol fundamental en la génesis tumoral al
participar en vias sefializacion que regulan la expresion génica y mitogénica (Vona-Davis y col.
2008; Godsland, 2010; lyengar y col. 2016). El estado inflamatorio crénico de la obesidad, a través
de la activacién de la via NF-kB, promueve los procesos carcinogénicos, estimula el crecimiento de
las células tumorales y facilita la inestabilidad de su genoma, favoreciendo la progresion vy
diseminacién del tumor (lyengar y col. 2016).

La leptina, es considerada un factor pro-oncogénico, al ejercer efectos estimulantes sobre la
proliferaciéon y la invasion de las células tumorales, favorecer la angiogénesis, mediante la
induccion de la expresion del factor de crecimiento endotelial vascular e inducir el complejo
enzimatico aromatasa del tejido adiposo, aumentando la produccién de estradiol, hormona
asociada a tumores estréogenos dependientes (Vona-Davis y col. 2008, Godsland, 2010). Mas aun,
las bajas concentraciones sanguineas de adiponectina en la obesidad, se han asociado con una alta
incidencia y mayor morbimortalidad de céncer. Efectivamente, adiponectina activa la via del

receptor activado por proliferador peroxisomal-y, que induce la transcripcién de genes implicados
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en la regulacién de la proliferacion y diferenciacion celular (Arcidiacono y col. 2012, Parida y col.
2019).

Metabdlicamente, la obesidad se asocia con hiperinsulinemia; la insulina es un factor pro-
oncogénico que induce multiples cascadas de senalizacidn celular, como la via MAPK y las vias que
regulan la proteina mTOR (del inglés, mammalian Target of Rapamycin). Altos niveles de insulina
en plasma estimulan la proliferacién, crecimiento y supervivencia celular e inhiben la apoptosis a
su vez se favorece la movilidad celular y los fendmenos mitogénicos. Igualmente, la insulina
reduce los niveles de la proteina fijadora de esteroides sexuales, aumentado la biodisponibilidad
de estrdégenos, incrementando por lo tanto el riesgo de desarrollar un cancer de mama hormono-
dependiente (Arcidiacono y col. 2012; Kim y Scherer, 2021; Zhang y col.2021).

Por otra parte, la hipertrofia del tejido adiposo genera especies reactivas de oxigeno, capaces de
dafar el ADN, que contribuyen a la mutagénesis y carcinogénesis (Arcidiacono y col. 2012).

Debido al alarmante crecimiento de la incidencia de obesidad en el mundo, es cada vez mas
frecuente encontrar pacientes obesos con cancer. Segln estimaciones realizadas en el afio 2012,
el 6,8% (7.600 casos) de los pacientes con cancer de nuestro pais se atribuyeron al factor
obesidad, posicionando a Argentina en el nivel mas alto de este indicador a nivel mundial (Fig.

4.1).

2 5.6%
4.4-5.6%
2.6-4.4%
1.1-2.6%
<1.1%

B Not applicable
No data

Figura 4.1. Proporcion de casos de cancer atribuibles a obesidad por pais en 2012. Extraido del Observatorio Global

del Cancer (Globocan), de la Agencia Internacional de Investigacion sobre Cancer.
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La relacién entre obesidad y cancer de mama ha sido ampliamente estudiada (Godsland, 2010;
Arcidiacono y col. 2012; Chen y col. 2016; Steck y Murphy 2020). Particularmente, distintos
trabajos han reportado la asociacion entre obesidad y sus alteraciones metabdlicas con el
desarrollo de cancer de mama triple negativo (TNBC, del inglés triple negative breast cancer), un
subtipo de tumor de mama que se caracteriza por la ausencia de receptores de estrégenos,
progesterona y del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2, del inglés human epidermal
growth factor receptor 2). Adicionalmente TNBC es un tumor extremadamente maligno y
metastdsico, que se presenta principalmente en mujeres jévenes, para el cual las alternativas
terapéuticas son limitadas (Vona-Davis y col. 2008; Maiti y col. 2010; Davis y Kaklamani 2012;
Ecker y col. 2019). Asimismo, se reporté que mujeres portadoras de TNBC que presentan obesidad
con alteraciones metabdlicas asociadas, tienen peor prondstico, dado por un mayor crecimiento
tumoral e incidencia de metastasis, asi como aumento del riesgo de recurrencia en sitios distantes
(Vona-Davis y col. 2008; Dietze y col. 2018).

Actualmente, el cancer de mama femenino es el que presenta la mayor incidencia mundial, sin
distincién de sexo, ademas de ser la primera causa de muerte por cancer entre las mujeres de
paises occidentales (Sung y col. 2021); en consecuencia profundizar en cdémo la obesidad impacta

en esta enfermedad y su tratamiento significan importantes avances para la salud publica.

4.1.2. Terapias contra el cancer

Actualmente, existen multiples terapias contra el cdncer que se aplican solas o combinadas para
aumentar su efectividad (Lissoni y col. 2009). En términos generales, el tratamiento se clasifica en
dos grandes grupos, estrategias de control local, dirigidas a células tumorales en un area
determinada del cuerpo sin afectar al resto, incluyen cirugia y radioterapia y las estrategias de
control sistémico, en las que se administran medicamentos por via oral o endovenosa; como
guimioterapia, hormonoterapia e inmunoterapia (Moo y col. 2018; Nandini y col. 2021; Wu y col.
2021).

La quimioterapia fue introducida hace mds de medio siglo para el tratamiento de varios tipos de
canceres avanzados o metastasicos. La misma consiste en el uso de farmacos en dosis altas,
cercanas a la dosis maxima tolerada por el organismo, en ciclos repetidos, a intervalos de tiempo
definidos, determinados principalmente por el periodo necesario para la recuperacién del
paciente de los efectos adversos y téxicos (Hanahan y col. 2000a, 2000b). Entre ellos

frecuentemente se describen nauseas, vomitos, alopecia, inmunodepresién, cambios en la
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respuesta sexual y reproductiva, alteraciones de la memoria, depresion, debilidad muscular, fatiga
y cardiomiopatias (Crouch y col. 2017). Sin embargo, los periodos de descanso pueden favorecer el
crecimiento de las variantes celulares resistentes a la quimioterapia, generando resistencia al
tratamiento y la posibilidad de recidivas.

Como alternativa a la quimioterapia convencional, hace ya dos décadas, surgié la quimioterapia
metrondmica (QTM) (Hanahan y col. 2000b). Estrategia que se caracteriza por la administracién
continua, a intervalos regulares de tiempo, de farmacos quimioterapéuticos en dosis
significativamente menores a la dosis maxima tolerada, sin periodos prolongados de descanso.
(Kerbel y col. 2002; Malik y col. 2014; Perroud y col. 2016). Desde su implementacidén, se
publicaron importantes avances cientificos en modelos de cancer en animales, describiendo su
utilidad como tratamiento utilizando un farmaco quimioterapico o combinaciones (Mainetti y col.
2011, 2013; Rico y col. 2017; Rozados y col. 2004, 2010). Actualmente, se la considera como una
alternativa valida en pacientes que recibieron varios ciclos de quimioterapia convencional y
destacadamente se la ha utilizado para el tratamiento del cancer pedidtrico en paises de bajos y
medianos ingresos (Kerbel y col. 2002; Bottini y col. 2006; Soriano y col. 2009; Dellapasqua y col.
2011; Nasr y col. 2015; Perroud y col. 2013, 2016; Petry y col. 2015; Cancello y col. 2015;
Scharovsky y col. 2020).

Aunque muchos medicamentos de quimioterapia se administran por via parenteral, también hay
medicamentos de quimioterapia por via oral. Entre las caracteristicas mas importantes de los
farmacos quimioterapicos orales se mencionan principalmente su eficacia, un perfil
farmacocinético predecible, buena tolerabilidad asi como un perfil de interacciones
farmacoldgicas bien caracterizado. Siempre que la eficacia y tolerabilidad no se encuentren
comprometidas, la quimioterapia oral puede ser atractiva para los pacientes por las ventajas que
conlleva en cuanto a la comodidad, menor asistencia del paciente al hospital para recibir el
tratamiento, reduciendo el impacto que tiene la quimioterapia en las actividades diarias (Findlay y
col. 2008).

Dentro de los farmacos utilizados en QTM, se halla la ciclofosfamida (Cy). Este farmaco se utiliza
comunmente en la quimioterapia convencional en dosis altas, y es uno de los primeros y mas
estudiados en la QTM en dosis bajas, administrados via oral o endovenosa como monoterapia o en
combinacién con otros farmacos, tanto en modelos experimentales como en protocolos clinicos
(Kerbel y col. 2002; Soriano y col. 2009; Rozados y col. 2004, 2010; Dellapasqua y col. 2011;
Mainetti y col. 2011, 2013, 2020; Perroud y col. 2013, 2016; Rico y col. 2014; Nasr y col. 2015). Cy
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es un agente alquilante, utilizado para el tratamiento de diferentes tipos de tumores (mama,
linfomas, canceres de ovario, tumores sélidos en nifios y leucemia linfocitica crénica) asi como de
enfermedades autoinmunes (granulomatosis de Wegener, artritis reumatoidea y sindrome
nefrético) (Crouch y col. 2017). La ciclofosfamida es un profarmaco que es activado por el sistema
microsomal hepdtico, especificamente por citocromo P450 2B (CYP2B), convirtiendo la
ciclofosfamida en aldofosfamida y 4-hidroxiciclofosfamida. A su vez, la 4-hidroxiciclofosfamida
puede oxidarse adicionalmente en el higado o en el tejido tumoral para producir los metabolitos
inactivos carboxifosfamida y 4-cetociclofosfamida. Los metabolitos activos, 4-hidroxiciclofosfamida
y aldofosfamida, se transportan en la circulacion a las células tumorales, alli la aldofosfamida se
segmenta espontaneamente en fosforamida y acroleina. La fosforamida es la que ejerce los
efectos antitumorales.

La ciclofosfamida y sus metabolitos activos son sustratos de P-gp, en consecuencia cambios en los
niveles de expresién de este transportador alteran los efectos terapéuticos y adversos de la

guimioterapia con Cy (Patutina y col. 2012; Brabooy y col. 2013; Dimeloe y col. 2014).

4.1.3. Transportadores ABC y cancer

La relacién entre los trasportadores ABC y cancer ha sido ampliamente investigada y establecida
tanto en estudios de sobreexpresién, examinando la resistencia a quimioterapia, como en casos
de disminucién de su actividad trasportadora, ocasionando toxicidad (Chan y col. 2004; Chen y col.
2015; Durmus y col. 2015; Robey y col. 2018).

Una de las principales dificultades para suprimir el crecimiento y la supervivencia de las células
cancerosas es la resistencia a multiples farmacos (MDR). La resistencia de las células cancerosas a
varios tipos de farmacos puede tener un origen intrinseco o adquirido. La resistencia adquirida se
induce tras la administracion de quimioterapia, mientras la resistencia intrinseca estad presente
antes de la aplicacion del fadrmaco en las células cancerosas. Varios mecanismos en las células
cancerosas pueden conducir a MDR. Uno de los mas importantes es la sobreexpresién de los
transportadores ABC en las células cancerosas, conduciendo a un aumento del eflujo del farmaco,
disminuyendo asi las concentraciones intracelulares, que resultan insuficientes para eliminar una
célula cancerosa. Cuando los transportadores estan sobreexpresados, también se afecta el eflujo
de otros agentes quimioterdpicos, por lo tanto, la célula cancerosa es resistente al tratamiento en

general (Tinoush y col. 2020).
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Por otro lado, la toxicidad producida por la quimioterapia es una de las principales causas de
deficiencias en el tratamiento. Los efectos adversos conducen a una reduccién de la dosis o
discontinuar con los ciclos de quimioterapia, repercutiendo negativamente en los resultados
terapéuticos, incrementando la hospitalizaciéon del paciente y afectado su calidad de vida (Tao y
col. 2020; Stage y col 2021; Akbarali y col. 2022). En mujeres premenopadusicas la toxicidad
inducida por la quimioterapia es una de las principales causas de insuficiencia ovarica, que
predispone a un inicio temprano de los riesgos asociados a la menopausia, como una pérdida ésea
acelerada, aumento del riesgo cardiovascular, disfuncion sexual e infertilidad, afectando
gravemente la calidad de vida de estas pacientes después de sobrevivir al cancer. Brabooy y col.
(2013) demostraron que la actividad de P-gp en los foliculos ovaricos es esencial para prevenir la
toxicidad por la quimioterapia y para mantener la viabilidad de los ovocitos. También se mostrd,
en situaciones de disminucién de la actividad de P-gp y Mrp1, el desarrollo de cardiotoxicidad por
doxurrubicina y antraciclinas, dos quimioterapicos comunmente utilizados en los tratamientos

(Uddin y col. 2021).

4.1.4. Modelo animal para el estudio de cdncer de mama: ratén CBi

En la década de 1970 en el Centro de Biologia del Departamento de Ciencias Fisioldgicas de la
Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad Nacional de Rosario (hoy Instituto de Genética
Experimental), con el fin de establecer caracteristicas de herencia genotipicas y fenotipicas en Mus
musculus, se desarrolld la cepa de ratén CBi y 4 lineas variantes en peso y tamafio corporal,
mediante cruzamientos en los que participaron animales de las cepas BALB, Rockland, Swiss y NIH.
Estos ratones se obtuvieron en experimentos de seleccidon divergente por conformacién corporal
con distintas combinaciones alélicas, debido a los efectos conjuntos de la cria selectiva por mas de
100 generaciones, la respuesta correlacionada a la seleccidn, los efectos no direccionales de la
endocria, la deriva génica, y la aparicion de nuevas mutaciones. El genotipo singular atribuido a
cada linea fue corroborado por estudios morfométricos de la hemi-mandibula y el fémur. Por ello,
las lineas obtenidas constituyen un modelo murino atractivo para el estudio de rasgos genéticos
complejos tales como crecimiento, desarrollo y composicidn corporal, propiedades contractiles del
musculo, resistencia a las parasitosis, susceptibilidad a la carcinogénesis espontanea asi como la
influencia del hospedero en el crecimiento de un tumor transplantable. A partir de estos estudios,
se determind que los tumores crecen en forma exponencial hasta producir la muerte del portador

en el 100% de los ratones CBi desafiados (100% de susceptibilidad y letalidad) convirtiendo al
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ratdn CBi en un excelente modelo para el estudio del desarrollo y progresion del cancer (Di Masso

y col. 1991; Hinrchsen y Di Masso 2010).
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4.2. Objetivo especifico
Estudiar la influencia de la alteraciéon de Mrp2 y P-gp intestinales en el efecto terapéutico de la
guimioterapia metrondmica con ciclofosfamida y su implicancia toxicolégica, en ratones de la linea

CBi, portadores de un adenocarcinoma mamario, en condiciones de obesidad.
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4.3. Materiales y métodos
4.3.1. Reactivos
Ver seccion 2.3.1

Ciclofosfamida fue obtenida de Filaxis SA (Buenos Aires, Argentina).

4.3.2. Animales y tratamiento

Se utilizaron 60 ratones CBi macho, de 5 semanas de edad (24-29 g de peso corporal), obtenidos
del Instituto de Genética Experimental (IGE), Facultad de Ciencias Médicas, Universidad Nacional
de Rosario. Los ratones utilizados se agruparon en 5 animales por jaula, recibieron agua de bebida
ad libitum y se mantuvieron en condiciones controladas (23 + 2°C) con un ciclo fijo de luz-
oscuridad de 12 h (07: 00-19: 00).

Antes del comienzo del tratamiento dietético, los animales fueron evaluados una semana para
conocer sus comportamientos alimenticios, respecto al consumo de agua y alimento. Ademas
fueron sometidos a una prueba de tolerancia a la glucosa intraperitoneal y se midieron sus
pardmetros bioquimicos basales.

Al inicio de la dieta, los ratones se dividieron aleatoriamente en dos grupos, grupo control (CBi-C,
n: 30) alimentados con dieta comercial estdndar y grupo HFD (CBi-HFD, n: 30) alimentados con una
dieta comercial estdndar enriquecida con 40% de grasa, durante 16 semanas para inducir las
alteraciones metabdlicas asociadas a la obesidad (Collins y col 2004; Petro y col. 2004;
Andrikopoulos y col. 2005). El aumento de peso corporal, el consumo de alimento y de agua de
bebida se midieron semanalmente. En la semana 15 se comprobd la resistencia a insulina a través
de la prueba de tolerancia intraperitoneal a la insulina (Zecchinati y col. 2019). A las 16 semanas de
tratamiento dietético 20 animales (10 controles y 10 HFD) fueron sacrificados, se recolectaron
muestras de plasma, intestino delgado y tejido adiposo, para analizar las alteraciones metabdlicas
producidas por la dieta alta en grasa y evaluar la expresion y actividad de Mrp2 y P-gp intestinales
(Fig. 4.2).

Luego se inicid la segunda etapa de este experimento, los animales se inocularon via subcutdnea
(s.c.) con el tumor M-406. M-406 es un adenocarcinoma mamario semi diferenciado tipo B de
acuerdo a la clasificacién de Squartini, triple negativo, obtenido por replicacion de un tumor
surgido espontaneamente en una hembra CBi (1996). El tumor es mantenido in vivo a través de
pasajes seriados intraperitoneales en ratones singénicos, con una incidencia del 100 % (Del

Giudice y col. 2020).
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Después de una semana, cuando el tumor fue palpable, los grupos de ratones fueron subdivididos,
segun recibieran quimioterapia metrondmica con ciclofosfamida en el agua de bebida a dosis de
30 mg/kg p.c./dia (CBi-C+Cy, n: 10; CBi-HFD+Cy n: 10) o vehiculo en el agua de bebida (CBi-C, n: 10;
CBi-HFD n: 10)

Para el preparado de la dosis de ciclofosfamida se partié de una solucién stock 20 mg/ml diluida en
agua destilada estéril. Luego se diluyé en el agua de bebida hasta alcanzar una concentracion
0,0996 mg/ml, que corresponde a una dosis diaria de 30 mg/kg de peso por animal (Mainetti y col.
2020).

Luego de la inoculacién del tumor, diariamente se evalud el peso corporal, el volumen tumoral, el
consumo de alimento y agua. La dosis metrondmica de Cy se ajustd diariamente segun el agua
consumida por cada grupo. Para determinar el volumen tumoral (V) se utilizé la siguiente formula
V=0,4 x a x b?, donde a es el didmetro mayor y b el didmetro menor del tumor, medidos a través
de un calibre Vernier. El crecimiento del volumen tumoral se ajusté a una curva de crecimiento
exponencial para los animales de todos los grupos, que permitié calcular el tiempo de duplicaciéon
tumoral, variable inversamente proporcional a la velocidad de crecimiento del tumor. En todos los
casos, se graficé la curva de ajuste exponencial correspondiente a un experimento representativo.
El porcentaje de inhibicién tumoral se calculé a partir de las diferencias entre las areas bajo la
curva del tiempo de duplicacion tumoral. A las 4 semanas de la inoculacion, cuando el primer
ratén alcanzé el maximo volumen tumoral éticamente permitido, todos los animales fueron
sacrificados por exanguinacion. La sangre recolectada se utilizé para el recuento de glébulos
blancos y para evaluar los pardmetros bioquimicos. Ademas, se evalud la actividad de Mrp2 y P-gp
intestinales (Fig. 4.2).

Todos los protocolos experimentales se realizaron de acuerdo con el Reglamento para el Cuidado y
Uso de Animales de Laboratorio (Expediente 6109/012 Resolucion CE 267/02) y fueron aprobados

por el Comité Institucional de Uso Animal de la Universidad Nacional de Rosario, Argentina.

106



Primera etapa: Instalacion de la alteracion metabdlica y evaluacion de Mrp2 y P-gp intestinales

n: 60

Ratén o 4 16 semanas
macho CBi ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ | Eutanasia Alteraciones de metabaélicas
5 semanas |/ cai HED n: 20 Expresién y actividad de Mrp2 y P-gp

Segunda etapa: Evaluacion del efecto de la quimioterapia metronémica con ciclofosfamida

cu,.(; 17 18 19 20 semanas
Eutanasia
CBl HFDHCy PTHI
CBl HFDY

T
QTM con Ciclofosfamida
30 mg/kg p.c./dia o vehiculo
en agua de bebida por 3 semanas

n: 10/grupe s.c.

Alteraciones metabdlicas
Actividad de Mrp2 y P-gp
Eficacia de la QTM

Signos de toxicidad por Cy

Figura 4.2. Representacidon esquemdtica del disefio experimental. Primera etapa Los animales recibieron dieta

estandar (CBi-C, n: 30) o HFD (CBi-HFD, n: 30), durante 16 semanas. Al inicio del experimento todos los animales

fueron sometidos a una prueba de tolerancia a la glucosa intraperitoneal (PTIG) y en la semana 15 a una prueba de

tolerancia intraperitoneal a la insulina (PTIl). Luego de 16 semanas de dieta, 10 animales controles y 10 HFD fueron

sacrificados y se recolectaron muestras de plasma, intestino delgado y tejido adiposo. Segunda etapa: a los animales

se les inoculd via subcutanea (s.c) el tumor M-406, cuando el tumor fue palpable se dividieron en 4 grupos (CBi-C, CBi-

C+Cy 30mg/kg p.c./dia, CBi-HFD, CBi-HFD+Cy 30mg/kg p.c./dia) y se comenzd con la QTM. Luego de 3 semanas de

QTM todos los animales fueron sacrificados y se recolectaron muestras de plasma, intestino delgado y tejido adiposo.

4.3.3. Eutanasia

Ver seccion 2.3.4

4.3.4. Procedimiento quirurgico

Ver seccion 2.3.5

4.3.5. Estudios bioquimicos

4.3.5.1. Determinaciones plasmaticas

Ver seccion 2.3.6.1

4.3.5.2. Prueba de tolerancia Intraperitoneal a la Glucosa

Ver seccion 2.3.6.2
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4.3.5.3. Prueba de Tolerancia Intraperitoneal a la Insulina

Ver seccion 2.3.6.3

4.3.6. Estudios histoldgicos de tejido adiposo

Ver seccion 2.3.7.1

4.3.7. Aislamiento de ARN total
4.3.7.1. Extraccion del ARN
Ver seccion 2.3.11.1

4.3.7.2. Evaluacion de la integridad de los ARNSs por electroforesis en gel de agarosa

Ver seccidon 2.3.11.2

4.3.7.3. Determinacion de la concentracion y pureza de los ARNs

Ver seccion 2.3.11.3

4.3.8. Retrotranscripcion

Ver seccion 2.3.12

4.3.9. Estudios de reaccidn en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real

Ver seccion 2.3.10

Las reacciones de qPCR en tiempo real se llevaron a cabo utilizando oligonucledtidos especificos
(Tabla 4.1) (Crib y col. 2017; Yan y col. 2021; Lee y col; 2021).

Los resultados de la expresion de los genes se normalizaron a los niveles de GAPDH (Lambertucciy
col. 2018). Los resultados se analizaron como cuantificacion relativa a través del método 22Ty se

expresan en % de CBi-C (Livak y col. 2001).
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Gen Descripcidon del gen Secuencia de oligonucledtidos

Mrp2 Abcc2 Directo:5-TTCCTGCCTGTTCTTCGTCT-3"
Reverso: 5'-CGTGTGTTGAGTCGCTTGAT-3’

Mdr-1 Mdrla Directo: 5'-AAAGGCTCTACGACCCCCTA-3’
Reverso: 5'-CCTGACTCACCACACCAATG-3’

Mdrilb Reverso: 5'-TTGGTGGCACAACAACTCAT-3’

Reverso: 5'-GGCTTTCGCATAGTCAGGAG-3’

GAPDH Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa | Directo:5-CACAATTTCCATCCCAGACC-3’
Reverso: 5'-GTGGGTGCAGCGAACTTTAT-3’

Tabla 4.1. Oligonucledtidos utilizados para el andlisis de la expresidon del ARNm

4.3.10. Evaluacion de la actividad de Mrp2

Ver seccion 2.3.14

Los resultados se expresan en % de CBi-C.

4.3.11. Evaluacion de la actividad de P-gp

Ver seccidon 2.3.15

Los resultados se expresan en % de CBi-C.

4.4. Analisis estadistico

Los resultados obtenidos fueron analizados estadisticamente segun el tipo de variable en cuestion.

Para la comparacién de variables paramétricas se utilizd la prueba t-Student y el andlisis de la

variancia (ANOVA) seguido de la prueba de Tukey, de acuerdo al numero de grupos

experimentales evaluados (dos grupos experimentales o mas de dos, respectivamente). En el caso

de variables no paramétricas se utilizaron las pruebas de Mann-Whitney y Kruskal Wallis seguido

de la prueba de Dunn segin el numero de grupos experimentales analizados (dos grupos

experimentales o mas de dos, respectivamente). Para el andlisis estadistico de los datos de utilizd

el programa GraphPad Prism 8.0.2 (GraphPad Software, San Diego, Estados Unidos). Se

consideraron significativas las diferencias cuando P<0,05.
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4.5. Resultados

4.5.1. Caracteristicas generales de los ratones CBi machos

Antes del inicio del tratamiento dietético, animales CBi machos de 5 semanas de edad fueron

estudiados con el fin de establecer sus pardmetros fisiolégicos basales. Se evalué el consumo

diario de alimento y agua, el peso corporal y los parametros bioquimicos glucemia, trigliceridemia

y colesterolemia. Los resultados se muestran en la tabla 4.2.

Con el fin de confirmar que los ratones CBi presentan una regulacion de la glucemia sin

alteraciones, se les realizé una PTIG a las 5 semanas de edad. Los resultados obtenidos

demostraron que todos los animales estudiados retornaron a su valor de glucemia basal luego de

120 min post inyeccién de glucosa, indicando normalidad en su respuesta (Fig. 4.3).

Ingesta de alimento (g/dia/animal) 4,59 + 0,30
Ingesta de agua (ml/dia/animal) 5,87 £0,89
Peso (g) 27,16 £ 3,01
Glucemia (mg/dl) 77,26 £20,17

Colesterolemia (mg/dl)

130,10 £12,95

Trigliceridemia (mg/dl)

58,54 + 9,56

Tabla 4.2. Caracteristicas generales de los ratones CBi machos a las 5 semanas de edad. Datos expresados como

media + EE.
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Figura 4.3. Prueba de Tolerancia intraperitoneal a la Glucosa, se grafica la evolucion temporal de la glucemia luego de

la inyeccion intraperitoneal de la inyeccion de glucosa. Datos expresados como media + EE.
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4.5.2. Efecto de la dieta alta en grasas en los parametros fisioldgicos y bioquimicos en ratones
CBi: establecimiento del modelo de obesidad

Durante las 16 semanas de tratamiento dietético, los ratones CBi alimentados con dieta estandar y
con dieta alta en grasa, consumieron la misma cantidad de alimento. Como el alimento HFD,
presenta un mayor valor caldrico, la ingesta de calorias se vio significativamente aumentada en los
animales CBi-HFD con respecto a sus controles. El consumo de agua disminuyé en los animales CBi
alimentados con dieta alta en grasa (Tabla 4.3).

Al finalizar el tratamiento dietético, los animales CBi que fueron alimentados con dieta alta en
grasa, presentaron un aumento significativo del peso corporal, estadisticamente diferente del
grupo control a partir de la 8'@ semana de dieta (Fig. 4.4); en correspondencia se incrementaron
sus depdsitos grasos intraabdominales, tanto a nivel del tejido adiposo epididimal como en el

retroperitoneal (Tabla 4.3).

Parametros CBi-C CBi-HFD
Ingesta de alimentos (g/ dia/animal) 5,50 +0,44 5,08 £ 0,57
Consumo de calorias (kcal total/animal) 1755+ 100,3 3271 +497,7'
Ingesta de agua (ml/dia/animal) 9,39 +0,63 5,59 + 0,71k
Ganancia de peso corporal (%) 53,98 +2,13 97,26 + 31,8¢
Grasa epididimal (%) 2,01+0,54 6,39 +0,67'
Grasa retroperitoneal (%) 0,39+0,24 1,16 + 0,23

Tabla 4.3. Caracteristicas del consumo y morfolégicos luego de 16 semanas de alimentacién HFD. Datos expresados

como media * EE (n: 10 para cada grupo). ', “y!, significativamente diferente de CBi-C, P<0,05, P<0,001 y P<0,0001

respectivamente, segun la prueba t-student. o prueba de Mann-Whitney.
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Figura 4.4. Evolucion temporal del peso de los ratones CBi durante 16 semanas de alimentacion con HFD. A partir de la
octava semana, el peso corporal del grupo CBi-HFD fue mayor que el grupo CBi-C. Datos expresados como media + EE
(n: 30 para cada grupo). ', I y X significativamente diferente de CBi-C, P<0,05, P<0,01 y P<0,001 respectivamente,

segun la prueba t-student.

Al final del tratamiento dietético, los ratones CBi-HFD presentaron las alteraciones metabdlicas
tipicas generadas por una dieta alta en grasa durante 16 semanas. Los animales del grupo CBi-HFD,
presentaron mayores niveles de glucemia plasmatica y resistencia a la insulina confirmada por un
menor descenso porcentual de la glucemia durante la prueba de tolerancia intraperitoneal a la
insulina. Los ratones controles no presentaron resistencia a la insulina y su glucemia se mantuvo
dentro de los valores normales durante todo el experimento. Con respecto al metabolismo de los
lipidos, los animales CBi del grupo HFD presentaron aumentos significativos en triglicéridos y

colesterol total plasmaticos con respecto a sus respectivos controles (Tabla 4.4).

Parametros CBi-C CBi-HFD

PTII (%) 34,61+4,12 22,06 + 2,67
Glucemia (mg/dl) 89 14,39 138,6 + 3,79'
Colesterolemia (mg/dl) 115,3+ 11,83 165 + 15,44
Trigliceridemia(mg/dl) 52,22 +4,76 81,89 + 8,53

Tabla 4.4. Parametros bioquimicos en ratones CBi después del tratamiento dietético. PTII, resultado mostrado como
porcentaje de aclaramiento maximo de glucosa. Datos expresados como media * EE (n: 10 para cada grupo). |, y/,
significativamente diferente de CBi-C, P<0,05, P<0,001 y P<0,0001 respectivamente, seglin las pruebas t-student o

Mann-Whitney.
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Ademas, se evaluaron las caracteristicas histoldgicas del tejido adiposo visceral. Los adipocitos de
los animales CBi-HFD presentaron un aumento significativo de su didmetro en comparacién con
los controles (Fig.4.5 b). Asimismo se hallaron coronas de macréfagos alrededor de las células
adiposas, indicativo de infiltracion inflamatoria, ausentes en los preparados histoldgicos de los

animales controles (Fig. 4.5 a).

E
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Figura 4.5. Cambios histoldgicos en tejido adiposo. a) Imagenes de tejido adiposo del grupo control (izquierda) y del
grupo HFD (derecha) tefiidos con HE. Las imagenes se muestran con un aumento de 40X (la barra indica 50 um). Una
estructura representativa en forma de corona de macréfagos esta marcada con una flecha. b) Didametro de los
adipocitos, media + EE (n: 10 para cada grupo): CBi-C 573 + 10,02 um vs. CBi-HFD 746,50 + 12,60 um. |,

significativamente diferente de CBi-C, P<0,0001, segun la prueba t-student.

4.5.3. Efecto de la dieta alta en grasa en la expresion y actividad intestinal de Mrp2 y P-gp en
ratones CBi

Se evalud la expresion de los ARNm Abcc2, Mdr-1a y Mdr-1b en muestras de yeyuno e ileon,
respectivamente, en ratones CBi luego de 16 semanas de tratamiento dietético. La administracién
de HFD provocé una disminucién (-53%, P<0,05) en la expresiéon del ARNm de Abcc2 respecto a los
controles (Fig. 4.6 a). La expresion del ARNm de ambas isoformas que codifican Mdr-1 también se
encontrd disminuida en los ratones alimentados con HFD. Los niveles de Mdrla y Mdrlb
presentaron una reduccion (-42%, P<0,05 y -59%, P<0,05, respectivamente) en comparacion con el
grupo Control (Fig. 4.6 ¢, d). La actividad de los transportadores ABC intestinales, evaluadas por la
técnica de saquitos evertidos, se encontrd significativamente disminuida en los animales que

recibieron dieta alta en grasa por 16 semanas.
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La actividad de Mrp2 evaluada en muestras de yeyuno, disminuyd (-63%, P<0,05) en los ratones
CBi-HFD en comparacion con la del grupo control (Fig. 4.6 b). Asimismo, la actividad de P-gp
evaluada en muestras de ileon, disminuyé (-45% P<0,05) en los ratones HFD (Fig. 4.6 e) en

comparacion con la del grupo control.
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Figura 4.6. Evaluacion de la expresion y actividad intestinal de Mrp2 y P-gp. a) Expresion de Abcc2 en yeyuno. b)
Actividad de Mrp2 usando CDNB como sustrato. Se grafica la cantidad de DNP-SG acumulada a los 30 min en el
compartimento mucoso. d) Expresion de Mdrla en ileon d) Expresion de Mdr1b en ileon. e) Actividad de P-gp en ileon
usando Rodamina como sustrato. Se grafica el acumulado de Rodamina a los 30 min en el compartimento mucoso.
Datos expresados como media * EE (n: 10 para cada grupo). |, significativamente diferente de CBi-C, P<0,05, segun la

prueba de Mann-Whitney.
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4.5.4. Efecto de la dieta alta en grasa en la evolucidn tumoral y respuesta a la quimioterapia
metronomica con ciclofosfamida

Al analizar el crecimiento del volumen tumoral a largo de las 4 semanas de esta segunda etapa del
experimento, no se hallé diferencia estadistica entre los volumenes de los grupos CBi-C y CBi-HFD
(P=ns) (Fig. 4.7 a, b).

Respecto a la respuesta a la quimioterapia metrondmica con ciclofosfamida, se puede observar
que ejercid su efecto terapéutico tanto en los animales alimentados con una dieta estandar
comercial, como en los alimentados con una dieta alta en grasa, visualizado en la Figura 4.7 ay b,
con una linea discontinua. Sin embargo, al analizar la eficacia de la quimioterapia a través del
porcentaje de inhibicidn tumoral, se observé una menor eficacia terapéutica en los animales CBi
alimentados con dieta alta en grasa (media + EE) 81,62 3,68 %, con respecto a los animales CBi

controles, 90,12 + 1,86 %, P<0,05 (Fig. 4.8).
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Figura 4.7. Evolucién temporal del volumen tumoral. a) grupos controles. b) grupos HFD. Linea entrecortada
representa grupos tratados con ciclofosfamida, linea continua grupos sin ciclofosfamida. Datos expresados como

media + EE (n: 10 para cada grupo)..
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Figura 4.8. Respuesta a quimioterapia metrondmica con ciclofosfamida, evaluada a través del porcentaje de inhibicién

tumoral. i, significativamente diferente de CBi-C+Cy, P<0,05, segun la prueba de Mann-Whitney.

4.5.5. Variacion del peso corporal desde el inicio de la quimioterapia metronémica con
ciclofosfamida

Desde el inicio de la quimioterapia metrondmica, con ciclofosfamida a la dosis de 30 mg/kg/dia en
el agua de bebida, se controld diariamente el peso corporal como pardmetro fisico de toxicidad
por el farmaco. Al finalizar el experimento, los animales del grupo CBi-C aumentaron su peso en
26,2 + 3,64% desde la inoculacion debido al desarrollo de la masa tumoral, peso corporal antes de
la QTM (media * EE) 38,78 + 0,83 g, peso al finalizar el experimento 48,89 + 1,64 g. En cambio, el
grupo CBi-C+Cy mantuvo su peso durante las cuatro semanas de desafio tumoral, el peso corporal
antes de la QTM fue 44,5 + 1,18 g, y al finalizar el experimento 42,7 + 0,63 g, debido al menor
volumen tumoral alcanzado en respuesta a la ciclofosfamida (Fig. 4.9 a).

Sin embargo los resultados obtenidos para los animales del grupo HFD fueron diferentes. Los
ratones CBi-HFD, que no recibieron ciclofosfamida aumentaron su peso en 2,6 £ 1,53 %. Los
ratones HFD que recibieron ciclofosfamida en el agua de bebida, pesaban al dia 128 de dieta alta
en grasas 49,5 + 1,86 g, no obstante desde el primer dia de la quimioterapia metrondmica
comenzaron a descender su peso y alcanzaron una disminucion total de 21,22 + 1,93 % en el dia
148 de dieta, 40,33 + 1,76 g (Fig. 4.9 b). Esta disminucién de peso corporal, en mas de 20 %, desde
el inicio de la quimioterapia metrondmica con ciclofosfamida es considerado un signo de toxicidad
por el farmaco.

Para confirmar que el descenso de peso esté relacionado con el consumo de ciclofosfamida y no
por un sindrome paraneopldsico provocado por el tumor y/o algin otro factor, se repitié el

experimento, esta vez sin el desafio tumoral. A Los ratones CBi se los alimenté por 16 semanas con
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dieta alta en grasa y agua ad libitum, en la semana 17 se les administré ciclofosfamida en el agua
de bebida por 3 semanas y se evalud diariamente el peso. Los animales del grupo control que
recibieron Cy mantuvieron su peso durante la administraciéon y no hubo diferencias estadisticas
con el peso del grupo CBi-C. Peso corporal antes de la QTM: CBi-C 43,4 + 0,75 g, CBi-C+Cy 43 + 0,47
g; el peso al finalizar el experimento: CBi-C 44,2 + 0,95 g, CBi-C+Cy 42 + 0,41 g. (Fig. 4.10 a).

El grupo CBi-HFD+Cy pesaba al dia 128 de dieta 49,29 + 2,01 g; al dia 148 luego del tratamiento
con quimioterapia metrondmica, el peso descendié a 40,43 + 2,35 g; una disminucidn del 20,18 %.
Como se observa en la figura 4.10 b, el descenso de peso comenzé desde el inicio de

guimioterapia metronémica con ciclofosfamida en el agua de bebida, confirmando toxicidad del

tratamiento.
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Figura 4.9. Evolucién temporal del peso corporal desde el inicio de la QTM (dia 128) hasta el sacrificio (dia 149 desde
el inicio de la dieta). a) Grupos alimentados con dieta control, linea continua sin tratamiento QTM, linea entrecortada
con tratamiento QTM. b) Grupos HFD, linea continua sin tratamiento QTM, linea entrecortada con tratamiento QTM.
Datos expresados como media + EE (n: 10 para cada grupo), en porcentaje tomando como 100 % el peso corporal

antes de la inoculacién del tumor. |, significativamente diferente de CBi-C, P<0,05; ", significativamente diferente de

CBi-HFD, P<0,05, segun la prueba de Mann-Whitney.
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Figura 4.10. Evolucidon temporal del peso corporal desde el inicio de la QTM hasta el sacrificio en animales sin
inoculacién tumoral. a) Grupos alimentados con dieta control, linea continua sin tratamiento QTM, linea entrecortada
con tratamiento QTM. b) Grupos HFD, linea continua sin tratamiento QTM, linea entrecortada con tratamiento QTM.
Datos expresados como media + EE (n: 10 para cada grupo), en porcentaje tomando como 100 % el peso corporal al

dia 128. 1, significativamente diferente de CBi-C, P<0,05; ", significativamente diferente de CBi-HFD, P<0,05, segln la
prueba de Mann-Whitney.

4.5.6. Variacion en el recuento de glébulos blancos luego de la quimioterapia metronémica con
ciclofosfamida

Al finalizar el tratamiento de QTM con ciclofosfamida se evalué el recuento de gldbulos blancos
sanguineos como parametro de toxicidad bioquimica por el fdrmaco. Los grupos sin tratamiento
QTM, CBi-C y CBi-HFD, presentaron recuentos de glébulos blancos normales; CBi-C (media + EE)
2443 + 187,9/mm3, CBi-HFD 3670 +722,1/mm?3. El grupo control tratado con ciclofosfamida,
presentd un valor normal de leucocitos para roedores, 2625 + 235/mm?3. El grupo HFD tratado con
ciclofosfamida por 3 semanas, presentd leucopenia, el recuento de glébulos blancos fue menor a

la cantidad normal para los ratones CBi, 992 + 76,71/mm?3 (Fig. 4.11), evidenciando signos de

toxicidad.
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Figura 4.11. Recuento de glébulos blancos. Datos expresados como media + EE (n: 10 para cada grupo). |

’

significativamente diferente de CBi-C; P<0,05; ", significativamente diferente de CBi-HFD, P<0,05;", significativamente

diferente de CBi-C+Cy, P<0,05, segln las pruebas de ANOVA y Tukey.

4.5.7. Parametros morfolégicos y bioquimicos luego de 20 semanas de dieta y quimioterapia
metronémica

Luego del desafio tumoral y del tratamiento quimioterapico, a las 20 semanas de iniciado el
experimento, los animales del grupo HFD, mantuvieron todas las alteraciones metabdlicas
generadas por la dieta alta en grasa, presentaban altos niveles de glucemia, colesterolemia,
trigliceridemia y aumento del peso del tejido adiposo epididimal. Entre los grupos CBi-HFD y CBi-
HFD+Cy, no se hallaron diferencias significativas, indicando que tanto el tumor como la
ciclofosfamida no modificaron los parametros de obesidad y sus alteraciones metabdlicas

asociadas (Tabla 4.4).

Parametros CBi-C CBi-C+Cy CBi-HFD CBi-HFD+Cy
Glucemia (mg/dl) 116,30+ 0,82 106,30 + 3,45 124,40 + 4,06 135,20 + 4,94
Colesterolemia (mg/dl) 109,60 + 4,06 116,70 + 5,56 123,70 + 5,25° 135,80 + 2,66°
Trigliceridemia (mg/dl) 127,40 + 3,13 124,90 + 5,50 149,9 + 9,37 154,80 + 3,40
Grasa epididimal (%) 1,11+0,14 1,19+0,18 4,80 +0.,80° 4,44 +0,34°

Tabla 4.5. Parametros bioquimicos y morfoldgicos en ratones CBi después del tratamiento quimioterapico. Grasa
epididimal expresada como porcentaje del peso corporal total. Datos expresados como media * EE (n: 10 para cada
grupo).’y ’ significativamente diferente de CBi-C; P<0,05 y P<0,01, respectivamente; fiy©, significativamente diferente

de CBi-C+Cy; P<0,05 y P<0,01, respectivamente, segun las pruebas de ANOVA y Tukey o Kruskal Wallis y Dunn.

119



4.5.8. Actividad de Mrp2 y P-gp intestinales luego de la quimioterapia metronémica con
ciclofosfamida

Luego de la administracién de la quimioterapia metrondmica con ciclofosfamida por 3 semanas, se
re-evalud la actividad intestinal de los transportadores Mrp2 y P-gp en los ratones CBi.

La actividad de Mrp2 en los ratones controles no se modificé por el tratamiento con
ciclofosfamida. Con respecto, a los animales alimentados con dieta alta en grasa, la actividad de
Mrp2 permanecid significativamente disminuida luego de las 3 semanas de QTM, para el grupo
CBi-HFD (-54%, P<0,05) como para CBi-HFD+Cy (-59%, P<0,05), con respecto al grupo CBi-C (Fig.
4.12 a).

En relacidon a la actividad intestinal de P-gp luego de la QTM, los ratones CBi controles que
recibieron ciclofosfamida no presentaron modificaciones en su actividad con respecto a los que
recibieron ciclofosfamida. En los animales alimentados con dieta alta en grasa, la actividad de P-gp
se mantuvo significativamente disminuida luego de las 3 semanas de QTM, CBi-HFD (-34%, P<0,05)

y CBi-HFD+Cy (-32%, P<0,05) con respecto al grupo CBi-C (Fig. 4.12 b).
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Figura 4.12. Evaluacion de la actividad de los transportadores ABC intestinales. a) Actividad de Mrp2 usando CDNB
como sustrato. Se grafica la cantidad de DNP-SG acumulada a los 30 min en el compartimento mucoso. b) Actividad de
P-gp en ileon usando Rodamina como sustrato. Se grafica el acumulado a los 30 min en el compartimento mucoso.
Datos expresados como media + EE (n: 10 para cada grupo). |, significativamente diferente de CBi-C; P<0,05;

significativamente diferente de CBi-C+Cy; P<0,05, segun las pruebas de Kruskal Wallis y de Dunn.
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4.6. Discusion y conclusiones parciales

La obesidad predispone al desarrollo de diferentes tipos de cdncer, como el de mama, debido
principalmente a la generacion de un estado de inflamacién sistémico, produccién anormal de
adipoquinas y hormonas, resistencia a insulina e hiperisulinemia. En consideracion, las mujeres
obesas con cancer de mama, tienen peor prondstico, mayor probabilidad de metastasis y de
recidivas (Dietze y col. 2018; Boese y Kang, 2020; Berger e lyengar, 2021).

Para planificar una terapia hay que considerar el estado de salud inicial de los pacientes obesos
con cancer en virtud del efecto deletéreo del tratamiento oncoldgico. Los efectos adversos y
téxicos de la quimioterapia son unas de las principales razones de fracaso terapéutico en los
pacientes con cancer, consecuentemente ocasionando una peor calidad de vida y una mayor
morbi-mortalidad (Lowenthal y Eaton, 1996; Azim y col. 2011; Long y Suresh, 2020). Existen
multiples estudios que asocian la toxicidad inducida por la quimioterapia a alteraciones en los
mecanismos metabolizadores, especialmente a polimorfismos en los sistemas enzimaticos, en
particular vinculados al metabolismo hepatico (Tao y col. 2020; Akbarali y col. 2022). No obstante,
como se describid en el capitulo 1, la barrera bioquimica intestinal es el primer sitio de interaccién
de los farmacos ingeridos por la via oral con nuestro organismo, por lo tanto su absorcidn vy
biodisponibilidad dependen en primer lugar del funcionamiento correcto de esta barrera.

En este capitulo de la tesis, se evalué si la alteracion en la barrera bioquimica intestinal producida
por una dieta alta en grasa modifica la eficacia y/o efectos adversos de un farmaco de uso comun
en la terapéutica de los pacientes oncoldgicos. Es por ello, que en colaboracion con el grupo de
oncologia del Instituto de Genética Experimental, Facultad de Ciencias Médicas, UNR, se utilizo el
modelo de quimioterapia metrondmica con ciclofosfamida para el tratamiento de un
adenocarcinoma de mama triple negativo. Como se mencionara, la QTM presenta la particularidad
de producir efectos secundarios menos graves y escasa o nula toxicidad que la quimioterapia
estandar (Scharovsky y col. 2020). Notablemente, los estudios experimentales que avalan dicha
aseveracion se realizaron en roedores adultos jévenes y sin ninguna patologia de base (Mainetti y
col. 2011, 2013; Rico y col. 2017; Rozados y col. 2004, 2010).

Para llevar a cabo el objetivo de este capitulo, primeramente se debid establecer el modelo de
obesidad inducida por la dieta en los ratones CBi y reproducir las alteraciones metabdlicas
observadas en la linea C57BL/6. Luego de 16 semanas de dieta alta en grasa, se confirm¢ el
conjunto de parametros morfoldgicos y bioquimicos que caracterizan a este modelo de obesidad

(Speakman, 2019). Los ratones CBi-HFD presentaron aumento del peso corporal, aumento de la
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masa adiposa, incremento de sus niveles de glucemia, colesterolemia vy trigliceridemia, asi como
resistencia a la insulina en comparacién con sus controles. Ademas, presentaron aumento del
diametro de los adipocitos y coronas de macréfagos alrededor de los mismos, indicando
inflamacién del tejido adiposo (Ohkura y col. 2019). Cabe destacar que la obesidad y las
alteraciones metabdlicas asociadas, se mantuvieron durante la segunda etapa de
experimentacion.

Una vez establecido el modelo de obesidad con sus alteraciones metabdlicas asociadas, se evalud
si el efecto de la dieta alta en grasa en los transportadores Mrp2 y P-gp intestinales observado en
los ratones C57BL/6, se reproducia en los ratones CBi. Los resultados confirmaron que la dieta alta
en grasa disminuyd la expresion y actividad de Mrp2 y P-gp, evaluados en yeyuno e ileon
respectivamente, en los ratones CBi-HFD.

A continuacién, en una segunda etapa, se procedié a la inoculacién del tumor M-406, luego de una
semana, cuando fue palpable, se comenzé el tratamiento de QTM con ciclofosfamida diluida en el
agua de bebida (Del Giudice y col. 2020; Rico y col. 2017).

Interesantemente, los ratones HFD no presentaron un volumen tumoral mayor que los controles.
Aunque hay trabajos reportando aumento del tamafio tumoral en los ratones HFD (Bousquenaud y
col. 2018, Huang y col. 2021), esas mediciones se realizaron evaluando el peso o el diametro en
cortes histolégicos una vez extirpado el tumor. Dadas las caracteristicas del tumor M-406, y su
sitio de inoculacidn, en este trabajo de tesis se evalué el volumen tumoral por mediciones
externas utilizando un calibre. De igual modo, Velazquez y col (2021), no hallaron diferencias entre
los animales controles y los tratados con dietas altas en grasa animal o vegetal.

Si bien hay otros parametros que se estudian en relacién con la evolucién tumoral, como numero
de metastasis o ensayos de supervivencia, no fueron evaluados en este trabajo, dado que excedian
el objetivo principal de esta tesis.

No obstante los tumores no presentaron diferencias estadisticas en su tamano entre las dietas; el
porcentaje de inhibicidn tumoral disminuyd en los ratones alimentados con dieta alta en grasa.
Esta diferencia en la respuesta terapéutica a ciclofosfamida, podria explicarse por una menor
penetracién del farmaco en el tumor; probablemente por las modificaciones que genera la
obesidad en el microambiente tumoral, como alteraciones en la angiogénesis tumoral, inflamacién
de los adipocitos que circundan el tumor y disminucién en la respuesta inmune antitumoral (Scully

y col. 2016; Hillers y col. 2018; Mainetti y col. 2020).
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Ademas de evaluar los efectos terapéuticos de ciclofosfamida, en este capitulo se analizo si la
regulacién negativa de la barrera bioquimica intestinal por la obesidad, predispone a toxicidad,
utilizando un esquema de administracion seguro y no tdxico, como es la QTM (Mainetti y col.
2011, 2013; Rico y col. 2017).

Efectivamente, la QTM con ciclofosfamida generd signos de toxicidad farmacolégica en los ratones
HFD, fendmeno que no fue observado en los ratones controles. Desde el inicio de la
administracion de ciclofosfamida en el agua de bebida, los ratones CBi-HFD+Cy disminuyeron su
peso corporal, resultando en una disminucién global del 20% al momento del sacrificio, esto
constituye un parametro de toxicidad en modelos animales (Talbot y col. 2019). Para constatar
gue la disminucién del peso corporal se debid exclusivamente a la QTM con Cy y no a los efectos
caquéxicos asociado al tumor (Argilés y col. 2014; Talbert y col. 2019), se repitio el experimento,
sin la inoculacién del tumor M-406. Por 20 semanas consecutivas, a los ratones CBi se los traté con
las dietas control o alta en grasa y a partir de la semana 17 de tratamiento dietético se les
administré Cy en el agua de bebida. En los ratones CBi-HFD, se observd, nuevamente, una
disminucion del peso corporal desde el inicio del tratamiento con Cy (Fig. 4.10), confirmando que
esta alteracion se debe al consumo de ciclofosfamida. Asimismo, se observd toxicidad
hematoldgica en los ratones obesos con QTM, donde el grupo CBi-HFD+Cy presenté leucopenia,
no hallada en los otros grupos.

De acuerdo a los parametros evaluados, la toxicidad farmacoldgica por ciclofosfamida observada,
podria ser explicada principalmente por la disminucién de los transportadores ABC intestinales,
especialmente de P-gp, ya que se ha demostrado que Cy es un sustrato de este transportador
(Patutina y col. 2012; Brabooy y col. 2013; Dimeloe y col. 2014).

En conclusidn el desarrollo de obesidad y sus alteraciones metabdlicas asociadas en ratones CBi
altera las actividades intestinales de Mrp2 y P-gp, que provoca diferencias en la absorcién de Cy y
conduce a toxicidad. Ademas, el tratamiento quimioterapico metrondmico con dosis bajas de Cy
tiene menor eficacia antitumoral en los animales obesos. En consecuencia, los cambios
relacionados las comorbilidades de la obesidad instan a reconsiderar los esquemas terapéuticos

del tratamiento del cancer.
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CONCLUSION GENERAL

En esta tesis doctoral se corrobord a la obesidad con sus alteraciones metabdlicas asociadas, como
una enfermedad que perjudica multiples érganos, caracterizada fisiopatoldgicamente por un
estado inflamatorio crénico sistémico. Entre los érganos afectados se halla el intestino delgado,
gue integra el aparato digestivo, constituyendo por consiguiente una puerta de entrada hacia el
interior de nuestro organismo, permitiendo la ingesta de alimentos y agua. Asimismo, es un medio
importante para la administracion de farmacos.

En relacion a su funcion absortiva, el intestino delgado se encuentra continuamente expuesto a
xenobidticos que ingresan por via oral, por ello presenta diferentes componentes que conforman
la barrera intestinal, limitando su absorcién y el potencial dafio del epitelio intestinal.
Especificamente esta tesis doctoral se basé en el estudio de dos bombas de eflujo que integran la
barrera bioquimica intestinal, Mrp2 y P-gp y su regulacion en condiciones de obesidad generada
por administracidon de una dieta alta en grasa a ratones. En este modelo de obesidad inducida por
la dieta, se demostrd la regulacién negativa de Mrp2 y P-gp intestinal, al disminuir su expresion y
actividad trasportadora.

De igual modo, se comprobd que estos transportadores intestinales, aunque funcionalmente
cumplen el mismo rol, presentan mecanismos regulatorios diferentes, encontrandose la via de
sefializacion del receptor 1 de TNF-a, implicada en la regulacién de P-gp pero no seria
determinante para el transportador Mrp2.

Estos hallazgos evidencian la susceptibilidad que presenta el intestino delgado frente a una dieta
alta en grasa, caracteristica de la sociedad occidental, especialmente en aquellos paises donde la
obesidad es una epidemia.

Los pacientes obesos suelen presentar multiples comorbilidades que requieren la administracién
de numerosos medicamentos para su control, la mayoria de ellos, de administracion oral.
Enfatizando la importancia de la barrera bioquimica intestinal como primer sitio de metabolizacion
y excrecion de muchos de estos farmacos. Es por ello, que cualquier alteracién en estos
transportadores intestinales implica modificaciones en la biodisponibilidad de sus sustratos
farmacoldgicos. En este caso, la disminucién de los transportadores por la dieta alta en grasa, se
evalué en el contexto del tratamiento del cancer. Efectivamente alli se observaron efectos téxicos
generados por el tratamiento de quimioterapia metrondmica con ciclofosfamida, que empeoré la
calidad de vida de los animales de experimentacién. En resumen, estas observaciones muestran,

gue en este modelo de obesidad se registraron indicadores de toxicidad, que podrian estar
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relacionados con las modificaciones de la barrera bioquimica intestinal, alteracion que deberia
tenerse en cuenta al momento del disefio y administracidon de un tratamiento farmacolégico por

via oral.
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