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RESUMEN

México presenta un problema de salud publica derivado del sobrepeso y la
obesidad. Durante el estado de sobrepeso y obesidad, hay una acumulacién
excesiva de acidos grasos en el tejido adiposo, ocasionando un estado de
inflamacion crénica de bajo grado. Se ha observado un aumento en la
concentracion sérica de la proteina RBP-4 durante el sobrepeso y obesidad que
se correlaciona con el desarrollo de complicaciones como resistencia a la
insulina, hipertension arterial, dislipidemia y esteatosis hepética. Disminuir los
niveles de RBP-4 podria ayudar a reducir la hiperplasia e hipertrofia en el tejido
adiposo. Las vitaminas son nutrientes esenciales que el cuerpo humano requiere
en minimas cantidades, por lo cual se les denomina micronutrimentos; se ha
observado experimentalmente que las vitaminas A, D y E afectan las
concentraciones de adipocinas. Por lo tanto, en este proyecto se estudio6 el efecto
de las vitaminas A, D y E en la acumluacion de lipidos en adipocitos y en la
expresion de la proteina RBP-4. Se utilizaron adipocitos de la linea 3T3-L1, los
cuales fueron diferenciados a partir de fibroblastos. Por un lado, se evalué la
acumulacion de lipidos mediante la tincion de rojo oleoso, por otro lado, se evalué
la expresion del gen RBP-4 mediante PCR en tiempo real. El grado de tincién fue
menor en los adipocitos tratados con las vitaminas dimisnuyendo la freceucnia y
la intensidad del color rojo en el sistema RGB. La administracion de vitaminas A,
E y D disminuye la acumulacion de lipidos en adipocitos 3T3-L1 diferenciados,
mostrando un efecto dosis respuesta. La expresion de RBP-4 es regulada por
efecto de la administracién de vitaminas A, E y D en cultivos de adipocitos 3T3-
L1.



ABSTRACT

Mexico presents a public health problem derived from overweight and obesity.
During the state of overweight and obesity, there is an excessive accumulation of
fatty acids in adipose tissue, causing a state of chronic inflammation of low grade.
An increase in the serum concentration of the RBP-4 protein has been observed
during overweight and obesity that correlates with the development of
complications such as insulin resistance, arterial hypertension, dyslipidemia and
hepatic steatosis. Decreasing the levels of RBP-4 could help reduce hyperplasia
and hypertrophy in adipose tissue. Vitamins are essential nutrients that the human
body requires in minimal quantities, which is why they are called micronutrients;
It has been experimentally observed that vitamins A, D and E affect the
concentrations of adipokines. Therefore, in this project we studied the effect of
vitamins A, D and E in the accumulation of lipids in adipocytes and the expression
of RBP-4. Adipocytes of the 3T3-L1 line were used, which were differentiated from
fibroblasts, the accumulation of lipids with oily red staining was evaluated, the
expression of the RBP-4 gene was evaluated by real-time PCR. The degree of
staining was lower in the adipocytes treated with the vitamins dimisnuyendo the
freceucnia and the intensity of the red color in the RGB system. The administration
of vitamins A, E and D decreases the accumulation of lipids in differentiated 3T3-
L1 adipocytes, showing a dose-response effect. The expression of RBP-4 is
regulated by the administration of vitamins A, E and D in 3T3-L1 adipocyte

cultures.
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I. INTRODUCCION

El sobrepeso y la obesidad estan relacionados con el aumento de grasa
corporal causando un desequilibrio bioquimico del metabolismo en el organismo.
Durante el estado de sobrepeso y obesidad, hay una acumulacion excesiva de
acidos grasos en el tejido adiposo, ocasionando un estado de inflamacion cronica
de bajo grado. Este estado de inflamacion ha sido asociado con el desarrollo de
enfermedades cronico-degenerativas como diabetes tipo 2, enfermedades

cardiovasculares, hipertension, dislipidemia, entre otras.

Las vitaminas son nutrientes esenciales que el cuerpo humano requiere en
minimas cantidades, por lo cual se les denomina micronutrimentos. Las causas
de la obesidad son multifactoriales, sin embargo, la ingesta excesiva de
macronutrimentos es uno de los factores que se asocian a la obesidad con mas
frecuencia, aunado a un bajo consumo de micronutrimentos. Dentro de las
deficiencias que son detectadas con mayor frecuencia en las poblaciones en todo

el mundo son las vitaminas, es especial las vitamnias A, Dy E.

La proteina RBP-4 tiene como funcion transportar a la vitamina A; la
concentracion circulante de esta proteina se ha correlacionado positivamente con
las medidas de adiposidad y con parametros inflamatorios en individuos con
sobrepeso y obesidad. RBP-4 es sintetizada principalmente en el higado y en el
adipocito. Se ha observado experimentalmente que las vitaminas A, D y E afectan
las concentraciones de muchas adipocinas sintetizadas por el tejido adiposo.

Por lo anterior, la prevencion y el control del sobrepeso y la obesidad son
primordiales para disminuir los problemas de salud que enfrenta en la actualidad
la poblacix6n mexicana. Por lo tanto, en este proyecto se estudio el efecto de las
vitaminas A, D y E en la expresion de RBP-4 y acumulacion de lipidos en
adipocitos 3T3-L1.



II. ANTECEDENTES

2.1 Sobrepeso y obesidad

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el sobrepeso
y la obesidad, se definen como una acumulacién anormal o excesiva de grasa en
el tejido adiposo y en otros érganos metabdlicos, que puede ser perjudicial para
la salud (OMS, 2017). La obesidad es una enfermedad compleja multifactorial,
reconociéndose factores genéticos, epigenéticos, socioeconémicos, culturales y
ambientales (Prieto y col., 2011). El exceso de peso corporal es un proceso
gradual que suele iniciarse en la infancia y la adolescencia, a partir de un
desequilibrio crénico entre la cantidad de energia ingerida y el gasto energético
(Barrera y col., 2013). Se ha visto una tendencia universal a tener una mayor
ingesta de alimentos hiperenergéticos, los cuales son ricos en lipidos e hidratos
de carbono, pero pobres en vitaminas y nutrimentos inorganicos (Moreno, 2012;
OMS, 2017). Otro aspecto de relevancia es el descenso de la actividad fisica,
como resultado del estilo de vida, que cada vez es mas sedentario, debido a las
nuevas formas de trabajo, modos de transporte y la creciente urbanizacion
(Davila y col., 2015; Strauss y col., 2018). Es importante mencionar que la
obesidad es una enfermedad que no es exclusiva de paises econémicamente
desarrollados, que involucra a todos los grupos de edad, de distintas etnias y de

todas las clases sociales (Barrera y col., 2013).

La OMS clasifica el grado de sobrepeso y obesidad utilizando el indice de
masa corporal (IMC) que es una relacidon entre el peso y la talla. Se calcula
dividiendo el peso de una persona en kilogramos entre su talla en metros elevada
al cuadrado (OMS, 2017). Una persona se considera obesa cuando su IMC es 2
30 kg/m?, mientras que un IMC = 25 kg/m?es considerado con sobrepeso (Cuadro
1), misma definicion que utiliza la Norma Oficial Mexicana (NOM-008-SSA3-
2010) para la clasificacion integral del sobrepeso y la obesidad (OMS, 2017). El
IMC se utiliza frecuentemente para identificar el estado nutricio de la poblacion,
puesto que es el mismo indice para ambos sexos y para los adultos de todas las
edades (Davila y col., 2015).



Clasificacion IMC (Kg/ m?)
Bajo peso <18.5
Normopeso 18.5-24.9
Sobrepeso 225
Obesidad 2 30
Obesidad tipo | 30-34.9
Obesidad tipo Il 35-39.9
Obesidad tipo Ill 40 -49.9
Obesidad tipo VI > 50

Cuadro 1. Clasificacién de la obesidad por IMC de acuerdo con la OMS (Adaptada de Davila
y col., 2015; OMS, 2017). EI IMC es una férmula que representa la relacion entre masa corporal
en kilogramos y la estatura en metros cuadrados. Esta prueba se fundamenta en el supuesto de
que las proporciones de masa corporal/peso en ambos sexos, poseen una correlacion positiva
con el porcentaje de grasa corporal que posee el cuerpo. Las personas con un IMC entre 25 y
29.9 Kg/m?, presentan mayor riesgo de desarrollar obesidad. Por lo que aquellas personas con
un IMC alto dentro de la clasificaciébn, cominmente se asocia con mayor riesgo de mortalidad
debido al desarrollo de patologias como diabetes tipo 2, enfermedades cardiovasculares, entre

otras.

2.1.1 Epidemiologia

La prevalencia del sobrepeso y la obesidad en varios paises se ha descrito
como una pandemia global (Popkin y col., 2012; OMS, 2017). En el 2016, méas
de 1900 millones de adultos de 18 o mas afios tenian sobrepeso, de los cuales,
mas de 650 millones eran obesos. Esto quiere decir que, el 39% de la poblacién
adulta mundial (un 39% en los hombres y un 40% en las mujeres) presentaron
sobrepeso, y el 13% (un 11% para hombres y un 15% para mujeres) presentaron
obesidad. En cuanto a la poblacion infantil, 41 millones de nifios menores de
cinco afos tenian sobrepeso o eran obesos y mas de 340 millones de nifios y
adolescentes (de 5 a 19 afios) tenian sobrepeso u obesidad (Ng y col., 2014;
OMS, 2017).



2.1.20besidad en México

El sobrepeso y la obesidad se han convertido en la ultima década en un
problema de salud publica en México. En la actualidad, México ocupa los
primeros lugares de prevalencia mundial de obesidad en la poblacion adulta con
mas del 30% (Gunanti y col., 2014). En el 2012 la Encuesta Nacional de Salud y
Nutricion (ENSANUT) evalué la prevalencia de sobrepeso y obesidad
(prevalencia combinada) en nifios, adolescentes y adultos. Los resultados
reportaron que la poblacion adulta, individuos mayores de 20 afios presentaron
una prevalencia combinada del 71.2%. Respecto a la poblacion infantil, el 34.4%
de los nifios de 5 a 11 afios mostraron sobrepeso y obesidad. En cuanto a los
adolescentes de 13 a 19 afios fue de 34.9%, siendo igual de predominante tanto
en hombres como en mujeres (ENSANUT, 2012). De acuerdo con ENSANUT de
medio camino 2016, estas cifras han aumentado en los tres grupos de edad en
ambos sexos; en nifios en edad escolar la prevalencia de sobrepeso y obesidad
fue de 34.4%, en adolescentes de 36.3% y en adultos de 72.5%. Y se estima que
esta prevalencia se duplicard para el afio 2030 (ENSANUT de medio camino,

2016).

~ Sobrepeso = Obesidad

o 36% |
22% 3%

7 // Z // /
W . % %
%% I Y/ Z//

5-12 13-19 20-39 40-59 60-70 80+
Edad

14%

% Poblacion

Figura 1. Prevalencia de sobrepeso y obesidad en México (Adaptada de ENSANUT
2012). La Encuesta Nacional de Salud y Nutriciéon es un proyecto del Instituto Nacional de Salud
Publica y la Secretaria de Salud Federal que permite conocer cudl es el estado de salud y las

condiciones nutricionales de los diversos grupos de edades que conforman la poblacion
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mexicana. ENSANUT 2012 reporté que mas del 70% de la poblacion adulta (mujeres, 71.9%;
hombres, 66.7%), entre los 30 y los 60 afios, tenia exceso de peso. Estos datos indicaron que la
prevalencia de sobrepeso es més alta en hombres (42.5%) que en mujeres (37.4%), mientras

que la prevalencia de obesidad es mayor en las mujeres (34.5%) que en los hombres (24.2%).

2.2 Homeostasis energética

La homeostasis se define como el estado de equilibrio dindmico o el
conjunto de procesos fisiologicos implicados en los mecanismos de digestion,
absorcion de nutrientes, almacenamiento de los mismos, asi como su utilizacion
y consiguiente gasto cuando el organismo lo requiere (Kirsz y Zieba, 2012). De
esta forma todos los seres vivos tienden a alcanzar una estabilidad en las
propiedades de su medio interno y por lo tanto de la composicion bioquimica de
los liquidos y tejidos celulares, para mantener la vida (Sam y Mazzone, 2014). El
equilibrio entre la energia ingerida a través de los alimentos y la energia gastada
por el metabolismo celular da como resultado el buen funcionamiento del
organismo y esto es posible gracias a la coordinacion entre diferentes sistemas
gue van desde estructuras nerviosas centrales hasta el tejido adiposo (Gonzalez
y col., 2010).

Bajo este contexto, el tejido adiposo es crucial para la homeostasis
energeética, ya que el tejido adiposo, es la principal fuente de acidos grasos para
obtener los requerimientos de energia y producciéon de calor durante periodos
postprandiales (Rutkowski y col., 2015). Sin embargo, el exceso de acumulacion
de acidos grasos en el tejido adiposo se acompafa por un estado de inflamaciéon
cronica de bajo grado (Gregor y Hotamisligil, 2011). Este estado de inflamacién
ha sido asociado con el desarrollo de alteraciones metabdlicas vy fisiologicas en
organos como el higado, rifion, musculo esquelético y tejido adiposo, generando
hiperlipidemia, resistencia a la insulina, hipertensién e higado graso (Saltiel y
Olefsky, 2017). Estas alteraciones conforman al sindrome metabdlico y se
asocian con el desarrollo de enfermedades crénico-degenerativas como diabetes
tipo 2, enfermedades cardiovasculares, hipertension, dislipidemia, entre otras
(Prieto y col., 2011; Saltiel y Olefsky, 2017).



2.3 Tejido adiposo

El tejido adiposo es un tejido conectivo constituido predominantemente de
adipocitos (células especializadas en almacenar grasa), el cual esta
estrechamente relacionado con el control del metabolismo de lipidos y de glucosa
(Rutkowski y col., 2015). Sin embargo, en 1994 se descubrié a la leptina; la
primera hormona identificada como producto de secrecion del tejido adiposo,
pero con accidn en el sistema nervioso central (Zhang y col., 1994). Fue asi como
se empezo6 a considerar al tejido adiposo como un 6érgano enddcrino, el cual
sintetiza una gran variedad de hormonas y proteinas con actividad biolégica,
generalmente conocidas como adipocinas (Gutiérrez y col., 2012). Hoy en dia,
se sabe que el tejido adiposo no sélo es un 6rgano almacenador de energia, sino
gue también a través de sefales enddcrinas, paracrinas y autocrinas, le permiten
regular el metabolismo tanto en adipocitos como en otros 6rganos y sistemas,
tales como; el higado, musculo esquelético, pancreas y sistema nervioso central
(Wozniak, 2009), que, ademas, estos 6rganos y sistemas son estructuras que
presentan funciones especificas en procesos como inmunidad, inflamacién y

reproduccion (Guilherme y col., 2008).

2.3.1 Componentes celulares del tejido adiposo

El tejido adiposo es muy heterogéneo a nivel de composicidon celular; esta
constituido por adipocitos maduros, inmersos en una matriz de coldgeno donde
también residen células madre mesenquimales, fibroblastos, preadipocitos,
terminales nerviosas, células inmunes y tejido vascular, que en conjunto se
denomina fraccidn de estroma vascular (SVF, por sus siglas en inglés) (Francisco
y col., 2018).

Los adipocitos son las células mas abundantes dentro del tejido adiposo
constituyendo el 25% del numero total de células, son esféricos, de tamafio muy
variable, que oscila entre los 20 y 200 ym de diametro (Vega., 2010). Estas
células acumulan energia en forma de triglicéridos (TAG), diacilglicerol,

fosfolipidos, acidos grasos no esterificados y colesterol, los cuales son
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almacenados en el interior de organulos altamente especializados llamados
gotas lipidicas (Francisco y col., 2018). El exceso de energia es transformado en
TAG y almacenado en los adipocitos, los cuales pueden aumentar en tamafio, en
namero o presentar ambos estados (Parlee y col., 2014). Tanto los adipocitos
maduros como la SVF, son esenciales para el mantenimiento de la funcién del

tejido adiposo (Gutiérrez y col., 2012).

2.3.2 Distribucion del tejido adiposo

En los organismos superiores los sistemas para almacenar, transformar y
utilizar la energia estan representados por dos clases de tejido adiposo: blanco y
pardo (Hassan y col., 2012; Kwok y col., 2016). El tejido adiposo blanco (WAT,
por sus siglas en inglés) es el principal reservorio de energia (Cinti, 2012;
Townsend y Tseng, 2014). El tejido adiposo pardo (BAT) esta especializado en
la oxidacion de la grasa en el proceso de termogénesis, gracias a la presencia
de la proteina descopladora del tipo | (UCP-1) una proteina de la membrana
interna mitocondrial que disipa el gradiente electroquimico en forma de calor
(Giraldt y Villaroya, 2013). Tanto el WAT como el BAT presentan diferentes
precursores celulares, fenotipo, funcién y regulacion (Berry y col., 2013). En
general, cuando se cita al tejido adiposo se hace referencia al WAT, que es el

tejido que esta implicado en la obesidad (Giraldt y Villaroya, 2013).

2.3.3 Tejido adiposo blanco

EI WAT es el principal 6rgano almacenador de energia, que actia como un
importante 6rgano endocrino capaz de secretar diferentes adipocinas. EI WAT es
un tejido muy diverso, compuesto por diferentes tipos de células, principalmente
adipocitos maduros (60-70% del WAT) y SVF como ya mencion0 anteriormente.
Este tejido contiene una amplia gama de células inmunes como macroéfagos,
neutroéfilos, eosindéfilos y otros componentes celulares que forman parte de su
funcién endécrina (Ferrante, 2013). Es importante mencionar que los macréfagos

son células que desempeiian un papel de suma importancia en el estado de
7



obesidad, ya que contribuyen a la produccion de mediadores de inflamacién en
conjunto con los adipocitos (Blancas y col., 2010). Estas células derivan de
monocitos circulantes y su numero varia directamente con la adiposidad,
correspondiendo del 5-10% de las células del tejido adiposo en condiciones
normales y hasta casi un 60% en sujetos obesos (Hirai y col., 2010).

Los adipocitos del WAT, son los encargados de almacenar la energia en
forma de TAG en gotas lipidicas, por lo cual estas células presentan una
morfologia tipica, en la que dichas gotas de grasa ocupan casi todo el citoplasma
(90%) (Giraldt y Villaroya, 2013). Cuando se necesita energia, los TAG son
rapidamente hidrolizados y los acidos grasos resultantes salen del adipocito y
son transportados hasta otros tejidos donde son utilizados (Guilherme y col.,
2008). Otro aspecto importante de su morfologia es que los adipocitos blancos
carecen de UCP-1 (Scherberich y col., 2013).

2.3.4 Caracteristicas del tejido adiposo blanco

El WAT se distribuye en distintos depdsitos corporales, diferenciandose
dos tipos, el tejido adiposo visceral (VAT) en un 20% y el subcutaneo (SAT) en
un 80%. El VAT engloba el tejido adiposo omental, mesentérico, retroperitoneal,
asi como el perigonadal (Wajchenberg, 2000). EI SAT se localiza debajo de la

piel a lo largo de todo el cuerpo (Shiy Clegg, 2009).

El WAT muestra marcadas diferencias morfoldgicas y funcionales en
relacion con su distribucion corporal. Asi, el VAT, ademas de tener una mayor
actividad metabdlica (i.e. transferencia y liberacién de acidos grasos), muestra
una menor sensibilidad a la insulina que el SAT (Wajchenberg y col., 2002).
Ademas de esto, ambos tejidos difieren por su capacidad proliferativa y de
diferenciacion de sus preadipocitos (mayor en SAT), como también en la tasa de
apoptosis (mayor en VAT) (Tchkonia y col., 2005). Asi como también muestran
perfiles de expresion y secrecion de adipocinas particulares, incluyendo una

mayor produccion de adiponectina en SAT (Fain y col., 2003) y de marcadores



proinflamatorios (IL-6 y TNF-a) en VAT (Fain y col., 2003; Vohl y col., 2004). Se
sabe que el VAT tiene adipocitos de menor tamafo, se encuentra mas
vascularizado, con mayor inervacion simpética y mayor nimero de receptores f3-

adrenérgicos (Vega, 2010).

Finalmente, se ha demostrado que el SAT presenta una menor infiltracion
de macrofagos, siendo estas diferencias mencionadas ain mayores en un estado
de obesidad (Harman-Boehm y col., 2007; O'Rourke y col., 2009). En este
contexto, los estudios epidemioldgicos realizados hasta el momento indican que
la obesidad visceral esta altamente asociada con un mayor riesgo metabélico que
la subcutanea de desarrollar resistencia a insulina, diabetes tipo 2, dislipidemia y
enfermedad cardiovascular) (Wajchenberg y col., 2002; Snijder y col., 2003;
Hamdy vy col., 2006).

2.4 Laobesidad como un proceso inflamatorio

El consumo de alimentos tiene como primer objetivo cubrir las
necesidades energéticas. Sin embargo, si hay un consumo excesivo de grasas y
carbohidratos, el organismo los transporta hacia el higado, en donde son
metabolizados a TAG y empaquetados en lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL) para su transporte a los tejidos extrahepaticos (Talayero y Sacks., 2011).
Posteriormente, la lipoproteina lipasa (LPL) hidroliza a las VLDL liberando acidos
grasos libres los cuales son transportados y almacenados en los adipocitos, re-
esterificAndose y formando nuevamente TAG (Steinberger y col., 2009). Las
dietas hiperenergéticas mantienen una concentracion elevada de insulina
provocando un estado de hiperinsulinemia, estado que favorece la activacion
constante de la enzima LPL, aumentando el almacén de TAG en el tejido adiposo
(Eckel y Grundy, 2006). Por lo cual, el tejido adiposo puede expandirse por el
aumento de volumen de los adipocitos (hipertrofia), por el aumento en la cantidad

de adipocitos (hiperplasia) o ambos (Parlee y col., 2014).



La expansion del tejido adiposo provoca un estado de inflamacion,
derivado de la reduccién del abastecimiento de sangre a los adipocitos y, por lo
tanto, un inadecuado suministro de oxigeno, promoviendo la infiltracion de
macréfagos y un aumento en la sintesis de proteinas que inician el proceso de
inflamacion (citocinas proinflamatorias) como; el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a), la interleucina 6 (IL-6), leptina y resistina (Kern y col., 2001). Ademas de
la activacion de la expresion de las moléculas de adhesion como ICAM-1 y
VCAM-1 y la proteina quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1), las cuales
promueven el reclutamiento y la adhesiéon de monocitos circulantes a travées del
endotelio hasta el tejido adiposo y su posterior diferenciacibn a macrofagos

(Bastarrachea y col., 2007; Blancas y col., 2010).
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Figura 2. Cambios metabdlicos inducidos por una dieta hiperenergética (Adaptada
de Tilg y Moschen, 2006). a) Con el consumo de dietas con alto contenido energético, los
adipocitos presentan hiperplasia, hipertrofia e infiltracion de macréfagos, provocando un estado
de inflamacion. b) La respuesta proinflamatoria inicial est4 controlada por citocinas
antiinflamatorias; la resistina e IL-1p forman parte del mecanismo de defensa ante la accion de

quimiocinas como MCP-1 que favorece la conversion de los adipocitos en macréfagos que, a su
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vez, contribuye con la produccién de citocinas proinflamatorias como IL-6 y TNF-a, promoviendo
asi, una alteracion en los niveles de otras adipocinas importantes para el metabolismo como;

adiponectina, leptina y resistina.

La acumulaciéon de macrofagos tiene efectos sobre la fisiologia de los
adipocitos y los preadipocitos; los factores derivados de los macréfagos como
TNF-a, modifican el perfil de expresidn y secrecion de las mismas citocinas
proinflamatorias y adipocinas producidas por los adipocitos, promoviendo asi, un
estado de inflamacion local, o que contribuye a la alteracion de los niveles de
otras adipocinas como la leptina, resistina y adiponectina, generando un proceso
inflamatorio que suele ser cronico de bajo grado hasta la necrosis y muerte del

adipocito (Bastarrachea y col., 2007).

TNF-a e IL-6 fosforilan al receptor de insulina (IRS-1) en el tejido adiposo,
provocando resistencia a la insulina e intolerancia a la glucosa (Makki y col.,
2013). Por otro lado, disminuye la produccién de la adiponectina, una citocina
exclusiva del tejido adiposo que ejerce un efecto protector contra la inflamacién
y la resistencia a la insulina (Figura 2) (Halberg y col., 2008; Fernandez-Sanchez

y col., 2011; Suganamiy col., 2012).

2.4.1 Laobesidad y sus complicaciones

La obesidad es una enfermedad crénico-degenerativa que predispone al

desarrollo de complicaciones como;

e Resistencia a la insulina: la resistencia a la insulina se genera en
respuesta atenuada de los tejidos diana a la insulina, resultando en su
incapacidad para proporcionar una homeostasis normal de glucosa
(Eckel y Grundy, 2006). Esta resistencia posteriormente puede
ocasionar diabetes tipo 2, que se manifiesta como un trastorno
metabdlico que cursa con hiperglucemia (AHA, 2012).

e Hipertensiéon arterial (HTA): es un sindrome caracterizado por la

elevacion persistente de la presion arterial (GPC, 2014). La obesidad
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es la principal causa de la HTA, el paciente obeso tiene tres veces mas
posibilidades que uno no obeso de tener HTA y su prevalencia se
incrementa a medida que aumenta la edad y el grado de sobrepeso
(Raimann, 2011).

Dislipidemias: son un conjunto de enfermedades resultantes de
concentraciones anormales de colesterol, TAG, HDL y LDL en sangre.
La obesidad y la dislipidemia se asocian comiunmente, debido a que
es altamente frecuente que exista un aumento en los niveles de TAG,
colesterol total y LDL y niveles bajos de colesterol HDL cuando el
paciente esta fuera de su peso normal (IMC =25) (Guia de Practica
Clinica, 2016).

Esteatosis hepatica o higado graso no alcohdlico: es la acumulacién
de lipidos en el higado en forma de vacuolas en el citoplasma de los
hepatocitos (Nagle y col., 2009). Esta acumulacion anormal puede ser
ocasionada por mayor consumo de grasas en la dieta y liberacién de
acidos grasos del tejido adiposo, ya que la lipasa sensible a la
hormona (HLS) es activada debido a la resistencia a la insulina
provocando el aumento de lipdlisis en el tejido adiposo y liberacion de

acidos grasos (Quintero y col., 2016).

2.5 Obesidad y deficiencia de micronutrimentos

Los carbohidratos, los lipidos y las proteinas, son los tres principales

macronutrimentos que proveen de energia a las células (FAO, 2002). Es por esto

por lo que el organismo necesita una mayor cantidad de macronutrientes para

funcionar adecuadamente, dependiendo de las funciones del tejido, la célula

hace uso especifico de cada uno de estos macronutrientes (Miller y col., 2006).

El plan nutricional debe trabajarse con un aporte calorico total de: grasas 25—

30%, proteinas 15% e hidratos de carbono 55-60%. Las proteinas se indican

segun las necesidades individuales del individuo y de acuerdo con los

requerimientos para su edad. Las grasas que se deben aportar deben mantener
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la relacion 1:1:1, es decir, 10% saturadas, 10% monoinsaturadas y 10%

poliinsaturadas (Bagés, 2013).

Por otro lado, las vitaminas y nutrimentos inorganicos son nutrientes
esenciales que el cuerpo humano requiere en minimas cantidades, por lo cual se
les denomina micronutrimentos (Cano, 2003). Los micronutrimentos se requieren
para el funcionamiento adecuado del organismo en diferentes etapas de la vida,
debido a su relacion con el funcionamiento de varios sistemas, es importante
considerar que sus deficiencias pueden tener consecuencias mas graves en
periodos de la vida que requieren un mayor aporte nutricional, como el embarazo,

la lactancia, la infancia y la adolescencia (Gernand y col., 2016).

La deficiencia de micronutrimentos representa la forma de malnutricion
mas generalizada en el mundo (Bailey y col., 2015). Se estima que mas de 795
millones de personas en el mundo sufren distintas carencias de nutrientes (FAO,
2015). Las causas implicadas en la aparicibn de una deficiencia de
micronutrimentos son variadas y pueden agruparse del siguiente modo: a)
alteraciones en la ingesta de nutriementos; b) alteraciones de la digestion y
absorcién; c) pérdidas extraordinarias de liquidos (i.e orina, drenajes etc.) y d)
demandas metabdlicas exageradas como un estado de obesidad (Bailey y col.,
2015).

Las causas de la obesidad son multifactoriales, sin embargo, la ingesta
excesiva de macronutrimentos es uno de los factores que se asocian a la
obesidad con mas frecuencia, aunado a un bajo consumo de micronutrimentos.
El sobrepeso en nifios menores de cinco afios se esta convirtiendo en un
problema creciente en la mayor parte de las regiones, y la obesidad en adultos
sigue incrementandose en todas ellas. Coexisten, por tanto, distintas formas de
malnutricidbn en paises que experimentan al mismo tiempo elevadas tasas de

desnutricién infantil y de obesidad en adultos (FAO, 2017).

Por otro lado, el estado nutricio de los adolescentes esta determinado por
la naturaleza, calidad y proporcién de alimentos que consume Yy esto tiene gran

importancia para su desarrollo fisico y mental, pues este periodo se caracteriza
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por un crecimiento intenso (Valdez y col., 2012). La mala nutricién que resulta del
consumo deficiente de alimentos o nutrimentos se conoce genéricamente como
desnutricion, mientras que la mala nutricion que resulta del consumo excesivo de
alimentos conduce al sobrepeso o a la obesidad, ambos reconocidos como
factores de riesgo de varias enfermedades (Casanueva y col., 2008). La
adolescencia constituye una etapa de gran riesgo nutricional debido al aumento
de las necesidades metabdlicas y fisiologicas, los cambios de habitos
alimentarios y las posibles situaciones de riesgo como actividades deportivas,
enfermedades cronicas y embarazos entre otras (Vizmanos y col., 2006; Romero
y col., 2006). En esta etapa los requerimientos energéticos y de otros nutrimentos
son mucho mayores que en etapas previas debido al intenso crecimiento (Valdez
y col., 2012).

Las deficiencias detectadas con mas frecuencia en las poblaciones en
general son las de vitaminas A, D y E, riboflavina, piridoxina y acido fdlico,
respectivamente (Ballesteros y Arés, 2004). La deficiencia de micronutrimentos
en individuos obesos no es corregida por una alimentacion rica en carbohidratos,
lipidos y proteinas de acuerdo con la DRI (ingesta dietética de referencia) (Bagés,
2013).

2.6 Vitaminas

Las vitaminas son sustancias organicas presentes en cantidades muy
pequefias en los alimentos, pero indispensables. (FAO, 2015). La deficiencia de
vitaminas y nutrimentos inorganicos afectan a una tercera parte de la poblacion
mundial, principalmente a niflos y mujeres (Bailey y col., 2015). La carencia del
consumo de vitaminas en la dieta y el aumento en la tasa de sobrepeso y
obesidad representa actualmente un problema grave de malnutricion en México
(Velasco, 2016; FAO, 2017).
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2.6.1 Vitamina A

La vitamina A, también conocida como retinol, es una vitamina liposoluble
esencial para el ser humano (Landrier y col., 2012). Esta vitamina es un nutriente
indispensable para el mantenimiento de la funcion inmune, el crecimiento, la
proliferacion y diferenciacion celular, la vision, reproduccién masculina y
femenina y el desarrollo embrionario (Arakelian, 2010; Al Tanoury, 2013). Esta
vitamina se requiere en pequefias cantidades para llevarse a cabo las reacciones
metabdlicas de los individuos, ya que se ha descrito que las vitaminas pueden
actuar como catalizadores de muchas reacciones quimicas (Saeed y col., 2017).
La vitamina A es posiblemente la vitamina mas multifuncional en el cuerpo
humano y es esencial para la supervivencia humana, desde la embriogénesis
hasta la edad adulta. La diversidad de las funciones biolégicas de la vitamina Ay
sus derivados es asombrosa y aln no se conoce por completo. La base quimica
de esta versatilidad es la transformacién de la vitamina A en un grupo de

compuestos relacionados (Kawaguchi y col., 2015).

2.6. 1.1 Fuentes de vitamina A

La vitamina A es un retinoide natural, los retinoides se deben adquirir a partir
de la dieta como retinol preformado o como carotenos (Penniston y
Tanumihardjo, 2006). Este nutriente esta disponible facilmente a partir de una
diversidad de alimentos de origen vegetal y animal, por ejemplo, la vitamina A se
puede conseguir en suplementos de origen vegetal en forma de carotenos (NIH,
2018). Los carotenos (provitamina A) son compuestos pigmentados de color
amarillo, naranja y rojo presentes en las plantas, los cuales se pueden convertir
dentro del cuerpo en vitamina A. El -caroteno, es el mas importante en la dieta
humana y se encuentra presente en zanahorias, mangos, calabazas y otras
frutas y verduras de color naranja-amarillo (Rhee y col., 2012; Acharya 2018). El
retinol preformado se ingiere principalmente en forma de retinol o ésteres de
retinol a partir de productos de origen animal como; mantequilla, huevo, leche y

carne (con una abundancia especialmente alta en el higado) o productos
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enriquecidos con B-carotenos (NIH, 2016; Rhee y col., 2012). Se ha estimado que
las personas consumen aproximadamente un 70 a 90% del retinol dietético total
proveniente de los p-carotenos, y el resto a partir del retinol preformado

(Penniston y Tanumihardjo, 2006).

2.6.1.2 Equivalencias de retinol y p-carotenos

Anteriormente, las cifras recomendadas de vitamina A se expresaban en Ul
(Unidades Internacionales) (FAO, 2004). Actualmente se aconseja que la ingesta
de vitamina A se exprese como equivalentes de retinol (ER) (OMS, 2014). Este
equivalente representa la suma del retinol proveniente de los alimentos de origen
animal, mas el retinol que deriva de la conversion de los B-carotenos (Arakelian,
2010). Una Ul de vitamina A equivale a 0.3 pg de retinol o bien 0.3 ER, por lo
tanto, un ER equivale a 3.33 Ul de retinol o 6 ug de B-caroteno (FAO, 2004,
Arakelian, 2010; OMS, 2014; NIH, 2018).

2.6.1.3 Ingesta, déficit y exceso de vitamina A

La ingesta de vitamina A que el ser humano requiere depende de su edad
y etapa reproductiva. La cantidad dietética recomendada de vitamina A (RDA, por
sus siglas en inglés) para adultos es de 700 a 900 ug o bien 3000 Ul de retinol.
Esto es equivalente a 10800 ug de B-carotenos provenientes de los alimentos.
Las madres lactantes necesitan cantidades mayores que varian entre 1200-1300
Mg, en cuanto a los nifios menores de 18 afios, requieren cantidades de 350 a
600 pg aproximadamente (FAO, 2004; OMS, 2014; NIH, 2018).

Cuando la dieta tiene un contenido bajo de retinol, se combina con una mala
absorcion y un aumento de las tasas de excrecion, coloca al individuo en una
situacion de riesgo de desarrollar deficiencia de vitamina A (Stephensen 2001;
Acharya 2018). A nivel mundial, la poblacién méas vulnerable a esta deficiencia
nutricional y sus consecuencias adversas para la salud, son los nifios en edad

preescolar y las mujeres en edad reproductiva (NIH, 2018). Muchos organos
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dependen de la accion de la vitamina A; sin embargo, el ojo sigue siendo el
organo mas sensible a la deficiencia de esta vitamina (Zhong y Sun, 2015). Esta
deficiencia se asocia con patologias que pueden llevar a la ceguera nocturna,
enfermedades respiratorias, inmunodeficiencias y trastornos en el crecimiento
(OMS, 2014; Wiseman, 2016). Por otro lado, si se toma en exceso vitamina A,
pueden presentarse efectos indeseables como; engrosamiento irregular de
algunos huesos largos, osteoporosis, fracturas 6seas, infecciones del tracto
respiratorio, agrandamiento del higado, cambios en la piel y caida del cabello
(Grotto y col., 2003; Penniston y Tanumihardjo, 2006; NIH, 2018). Se sabe que
una ingesta alta de &cido retinoico es teratogénica tanto para los modelos

animales como para los humanos (Rothman y col., 1995).

2.6.1.4 Almacenamiento de los retinoides

La capacidad de almacenar retinoides proporciona a los organismos un
beneficio evolutivo en tiempos de insuficiencia de retinol de la dieta, ya que los
retinoides almacenados se pueden movilizar en respuesta a las demandas
corporales (O'Byrne y Blaner, 2013). Los ésteres de retinol son la forma de
almacenamiento de retinoides predominante en el cuerpo; los individuos sanos
almacenan aproximadamente del 80 al 90% de retinoides como ésteres de retinol
en el higado (Blaner y Li, 2014). El palmitato de retinol, el oleato de retinol, el
estearato de retinol y el linoleato de retinol, representan aproximadamente el 70-
80% de los ésteres de retinol total almacenados en el higado (Goodman y col.,
1965; Tanumihardjo y col., 1990). Dentro del higado, existen dos tipos de células
hepéticas que son fundamentales para el metabolismo y almacenamiento de los
retinoides; las células parenquimatosas (hepatocitos) y las células estrelladas
hepaticas no parenquimatosas (CEH por sus siglas en inglés) (Blaner y col.,
1985; Blomhoff y col., 1985). Los hepatocitos constituyen aproximadamente dos
tercios de todas las células hepaticas (Geerts, 2001; Friedman, 2008). Los
hepatocitos son los responsables de la mayoria de los procesos metabdlicos del

higado: son los sitios celulares de eliminacion de retinoides de la dieta y, por lo
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tanto, responsables de la absorcion de retinol (Blomhoff y col., 1982; Abumrad y
Davidson, 2012). Si bien los hepatocitos son importantes para la absorcion y
movilizacion del retinol, contienen solo 10-20% del retinoide total encontrado en
el higado (Batres y Olson 1987; Blomhoff y col., 1988). El 80-90% restante del
retinoide hepatico se encuentra en las células madre hematopoyética (HSC por

sus siglas en inglés) (Blaner y col., 1985; Batres y Olson1987).

El tejido adiposo, especificamente el adipocito, es otro sitio para el
almacenamiento de retinoides en el cuerpo, aunque en menor medida que los
hepatocitos y las HSC (Tsutsumi y col.,, 1992). Ademas de su papel en el
almacenamiento de retinoides, los ésteres de retinol sirven como sustrato para la
formacion del croméforo visual 11-cis-retinal, que es necesario para la formacion
de pigmentos visuales en el ojo (Figura 3) (O’'Byrne y Blaner, 2013). Hasta ahora,
los ésteres de retinol ademas de sus funciones en cuanto a almacenamiento y
sintesis visual de cromoforos no tienen otras funciones biolégicas conocidas
(O’Byrne y Blaner, 2013; Li y col., 2014).
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Figura 3. Esquema generalizado para el metabolismo de los retinoides (Modificada de
Li y col., 2014). Los ésteres de retinol, el retinol y la provitamina A (B-caroteno) se incorporan al
organismo. El retinol puede esterificarse en ésteres de retinol y almacenarse. En tiempos de

insuficiencia de retinoides en la dieta, las reservas de ésteres de retinol se hidrolizan a retinol
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para su administracion a los tejidos periféricos. Tanto el retinol como el B-caroteno se pueden
convertir enzimaticamente a retinal (también conocido como retinaldehido). Sin embargo, el
cromoforo visual 11-cis-retinal, se forma a través de la hidrdélisis enzimética de los ésteres de
retinol. La retina se puede oxidar enzimaticamente a acido retinoico o se puede reducir
enzimaticamente a retinol. Cuando el &cido retinoico ya no es necesario, se cataboliza y elimina

del cuerpo.

2.6.1.5 Metabolismo de los retinoides

El metabolismo de la vitamina A responde a los mismos mecanismos
generales de digestién y absorcion de las sustancias lipidicas y se puede
representar en el siguiente marco: la absorcion de vitamina A se realiza
primeramente en el estbmago en forma de B-carotenos, retinol o ésteres de retinol
provenientes de la dieta, los cuales se encuentran en glébulos lipidicos
necesarios para su incorporacion; posteriormente se activan sefiales para la
liberacion de sales biliares y lipasas que se encargaran de romper a los glébulos,
dando paso a la solubilizacion de estas moléculas y posterior formacién de las
estructuras micelares (Olson, 1994). Estas micelas actian como emulsificadores
rodeando a los retinoides para su transporte en el intestino delgado e
incorporacion en la mucosa intestinal (Chacén y Esquivel, 2013). Lo que quiere
decir que los retinoides se encuentran disueltos en grasa (colesterol, acidos
grasos, TAG vy fosfolipidos) de los alimentos y sales biliares (O’Byrn y Blaner,
2013).

Una vez incorporados los retinoides en las células intestinales (enterocitos),
son asimilados junto con las grasas y pasan a los vasos linfaticos, donde son
recogidos y empaquetados en quilomicrones (Alminger, 2012; O’'Byrn y Blaner,
2014). Estos quilomicrones transportan al retinol por medio de la circulacién, a
partir de su incorporacion en el torrente sanguineo se distribuyen al higado donde
se almacenan (Figura 4) (Berry y col., 2013). La absorcion y la conversion de los
retinoides en el cuerpo es afectada por diversos factores como su estructura
molecular, propiedades fisicoquimicas y su contenido lipidico (Deming y col.,

2002). Segun las necesidades, los B-carotenos una vez convertidos en retinoides
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deben metabolizarse posteriormente para el almacenamiento y/o la produccion

de derivados de retinoides biologicamente activos (Li y col., 2014).

Después del consumo de una comida rica en retinoides, la circulacion
postprandial puede contener niveles de ésteres de retinol de 5 a 10 uyM, con
concentraciones exactas que dependen directamente de la cantidad de retinoide
consumido, mientras que las concentraciones de ésteres de retinol en la
circulacién en estado de ayuno varian, pero generalmente se encuentran en el
rango de 100-200 nM (O’Byrne y Blaner, 2013). Estudios en la década de 1960
en roedores establecieron que aproximadamente 66-75% de los ésteres de
retinol empaquetados en quilomicrones, es absorbido por el higado, mientras que
el 25-33% restante de los ésteres de retinol empaquetados se administra a los
tejidos periféricos, evitando su almacenamiento en higado (Goodman y col.,
1965).
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Figura 4. Diagrama del proceso de absorcion y distribucion de los retinoides
(Modificada de Chacdén y Esquivel, 2013). Los retinoides provenientes de la dieta, ya sea en
forma de retinol, ésteres de retinol y provitamina A, son absorbidos en el intestino delgado. Por
accion enzimatica, los retinoides son transformados a retinol, los cuales son empaquetados en
guilomicrones y secretados al sistema linfatico. Los ésteres de retinol empaquetados se someten
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a lipdlisis al atravesar la circulacion. A partir de ahi, los ésteres de retinol pueden tomar uno de
dos caminos: (I) pueden hidrolizarse en retinol (a través de la accion de la LPL), los cuales pueden

ser absorbidos por los tejidos periféricos; o (II) pueden ser transportados al higado.

2.6.1.6 Transporte de los retinoides en la circulaciéon

Los ésteres de retinol tras su absorcion intestinal son transportados en los
quilomicrones hacia el higado, en donde son hidrolizados a retinol para permitir
su distribucion por todo el cuerpo, a través de la proteina que une al retinol-4
(RBP-4) (O’Byrne y Blaner, 2013). RBP-4 es una adipocina sintetizada
principalmente en el higado y tejido adiposo, cuya funcién conocida es
transportar el retinol del higado, lugar en donde se almacena la mayor parte de
los retinoides que proviene de la dieta a la circulacion (Soprano y col.,1986;
Tsutsumiy col., 1992; Kane y col., 2008). En presencia de retinol, RBP-4 se une
formando un complejo conocido como holo-RBP4 (RBP-4 con retinol) y es la
forma en la que se encuentra generalmente en el plasma, si bien también, puede
encontrarse como apo-RBP4 (RBP-4 sin retinol). En ambos casos, RBP-4 circula
unido a la transtiretina (TTR) formando un complejo de mayor peso molecular,
esta union de la TTR a holo-RBP4 estabiliza el complejo en la circulacién,
ademas de prevenir la filtracion renal y permitiendo que RBP-4 se recicle después
de que el retinol es tomado por las células (Figura 5) (Combs, 1992; Naylor y
Newcomer, 1999; Prapunpoj, 2009).

Cuando el retinol es entregado a las células dianas, el retinol cruza la
membrana plasmatica por difusién simple o a través de un receptor especifico
para RBP4 (CRBPII), una vez separado del retinol, la RBP4 pierde su afinidad
por la TTR, vuelve a la circulacion como apo-RBP4 y es eliminado a través de los
rinones. En las células dianas el retinol es metabolizado a RA y se une a los
receptores nucleares como RAR RXR para promover la transcripcion de genes
(Figura 6) (Lee y Jeong, 2012).

21



Esteres B-carotenos
de retinol

holo-RBP4
oxidado a RA

Higado Circulacion Rifon

Figura 5. Metabolismo y transporte de la vitamina A en la circulacion (Modificada de
Manickavasagar y col., 2015). En individuos sanos, la vitamina A proveniente de la dieta se
convierte en retinol, el cual se almacena en el higado y es transportado por RBP4 y TTR a las
células diana como holo-RBP4-TTR. La holo-RBP4 se oxida a su forma activa; el &cido retinoico
(RA por sus siglas en inglés), quedando libre la RBP-4 la cual se degrada y filtra por los rifiones.

La TTR antes conocida como prealbumina, es un tetrdmero de cuatro
subunidades idénticas, a pesar de que cada uno de los cuatro monémeros tiene
un sitio de union para RBP-4, el tetramero liga sélo a una molécula de RBP-4 con
alta afinidad y posiblemente a una segunda con menor afinidad (Monaco, 2000).
La afinidad de union para apo-RBP es muy baja, y la pérdida de retinol (por
ejemplo, por la absorcién por los tejidos) da como resultado la separacion y
excrecion renal de apo-RBP, lo que sugiere una vida media biolégica tan corta
de 3.5 horas (Noya y col., 2015). Aproximadamente el 95% de los retinoides
presentes en la circulacion en el ser humano en un estado de ayuno, existen en
forma de holo-RBP4, con concentraciones normales de aproximadamente 2-4
MM en los adultos (O’Byrne y Blaner 2013).
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Figura 6. Transporte y almacenamiento de retinol (Modificada de Elias. 2013). El
complejo holo-RBP4 se secreta desde el hepatocito a la circulacion para permitir la administracion
de retinol a los tejidos periféricos dependientes de retinoides, donde se puede oxidar a acido
retinoico, el cual se une a los RAR y RXR. La activacién de RAR por la union del RA desencadena

el reclutamiento de correguladores transcripcionales que permiten la transcripcion de genes.

2.6.1.7 Estructura de los retinoides

La vitamina A existe en tres formas quimicas principales: retinaldehido, retinol
y &cido retinoico (O’'Byrne y Blaner, 2013; Vales y col., 2016). Existen otras
formas de vitamina A, pero tienen configuraciones moleculares distintas, lo que
les confiere menor actividad biolégica que al retinol como por ejemplo los ésteres
de retinol. Algunos de ellos a pesar de su menor actividad son de suma
importancia para el organismo (Rhee y col., 2012). A esta familia de moléculas
con estructura similar, ya sean enddégenos o sintéticos, se les denomina
retinoides (Wangy col., 2014). Los retinoides han sido apreciados durante mucho
tiempo como un factor crucial para controlar el programa de proliferacion celular,
diferenciacion y apoptosis, asi como su intervencién en muchos procesos

fisiol6gicos esenciales ya mencionados (Li y col., 2014; Kelly y von Lintig, 2015).
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Quimicamente el retinol es un isoprenoide ya que se sintetiza
principalmente a partir del B-caroteno, el cual es un derivado del isopreno. Los
isoprenoides son moléculas esenciales presentes en las plantas que se sintetizan
a partir de unidades de isopreno (Kelly y von Lintig, 2015). Estas unidades
contienen en su estructura un anillo B-ionona, un grupo polar, por lo cual son
moléculas poco solubles en agua y una cadena poliinsaturada (Curley., 2012). La
cadena poliinsaturada es un sistema conjugado formado por enlaces dobles
alternos, responsable del color de los retinoides (tipicamente amarillo, naranja o
rojo), por lo tanto, muchos retinoides son cromaoforos (Kelly y von Lintig, 2015).
La variedad en la alternancia de los dobles enlaces en las cadenas laterales y los
grupos terminales crea las diversas clases de retinoides (Wiseman, 2016). El
retinol al ser una molécula hidrocarbonada con un solo grupo hidroxilo en un
extremo, puede presentar varios isomeros, ya que el grupo hidroxilo se puede
oxidar facilmente para formar retinaldehido, acido retinoico o ésteres de retinol
(Figura 7) (Rhee y col., 2012).

El retinaldehido y el acido retinoico son las formas biolégicamente activas
del retinol, sin embargo, el retinol se almacena en el higado como ésteres de
retinol, los cuales no presentan actividad biol6gica conocida, pero son la forma
mas abundante de almacenamiento en el cuerpo (O’Byrne y Blaner, 2013). La
forma mas comun de ésteres de retinol en el organismo es el palmitato de retinol,
el cual se convierte en retinol en el intestino delgado (FAO, 2004; Wiseman,
2016). Es importante mencionar que la Unica fuente de retinoides para la mayoria
de los animales es a partir de la dieta, ya que estos compuestos no pueden
sintetizarse de novo (Rhee y col., 2012). La funcién principal del retinol y los
ésteres de retinol es servir como precursores para la biosintesis de retinoides
biologicamente activos (Dawson y Xia, 2012). Es importante dejar claro que,
cuando se cita al acido retinoico (RA), se hace referencia al 4cido todo-trans-
retinoico (atRA), por lo cual, tanto atRA y RA se utilizaran indistintamente.
Durante el desarrollo del individuo, el RA regula la diferenciacion celular y durante
la vida adulta es importante para mantener la inmunidad y la fertilidad de manera
saludable, asi como para regular la proliferacion celular (Suwa y col., 2016).
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Ademas de los diferentes estados de oxidacion del retinol mostrados,
existen metabolitos de atRA de gran interés; el acido 9-cis-retinoico y el acido 13-
cis-retinoico (Rhee y col., 2012; Dawson y Xia, 2012). Estos isomeros también
forman parte del grupo de los retinoides y juegan un papel importante en la
neurogénesis y la supervivencia de las células adultas y contribuyen a la

regulacion de la homeostasis de la glucosa (Dawson y Xia, 2012).
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Figura 7. El retinol y sus principales metabolitos (Modificada de Kelly y von Lintig,
2015). La vitamina A es un nutriente esencial que se encuentra presente en el organismo en
diferentes formas quimicas. Mediante la modificacion enzimética de los grupos funcionales y la
isomerizacion geométrica de la cadena poliinsaturada del B-caroteno, dan origen a los diferentes
retinoides. Estos retinoides desempefan papeles criticos a lo largo del ciclo de la vida de los

vertebrados, por lo que se requieren para fines especificos en los diferentes tejidos.

Aunque la funcién fisiolégica del acido 13-cis-retinoico alin no es muy
clara, se utiliza como un medicamento contra el acné y se le conoce con el
nombre de isotretinoina (Rhee y col., 2012). El isdbmero derivado del retinol, 11-
cis-retinal es de gran importancia ya que es esencial para el funcionamiento del

0j0 como ya se mencion0 anteriormente (Al Tanoury y col., 2013). Los is6meros
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del retinol y de atRA son constituyentes normales en el suero de los seres

humanos (Kelly y von Lintig, 2015).

2.6.1.8 Mecanismo de accion de los retinoides

Los retinoides debido a su baja solubilidad en solucién acuosa y su
inestabilidad relativa, requieren proteinas transportadoras para Su
biodisponibilidad, estabilidad y transporte (Nossoni y col., 2014). Existen
diferentes proteinas en distintos tejidos que desempefian papeles importantes en
el transporte, almacenamiento y metabolismo de la vitamina A (Banaszak y col.,
1994). Asi, ademas de la RBP-4, hoy se conocen las proteinas de union al &cido
retinoico celular (CRABP |y II), proteinas de union a retinol celular (CRBP 1y II),
proteina celular de union a retinal (CRALBP) y proteina que une retinol
interfotoreceptor (IRBP). Las estructuras de las proteinas en esta familia son
bastante similares, el ligando retinoide en todas estas proteinas se une de forma

no covalente y con alta afinidad (Veerkamp y col., 1993; Banaszak y col., 1994).

Hasta el momento se sabe que los efectos biolégicos de los retinoides
dependen de dos tipos de familias de receptores: receptores citoplasmaticos y
receptores nucleares, estos ultimos divididos a su vez en dos subtipos, los
receptores del acido retinoico (RAR) y los receptores X de los retinoides (RXR)
(Lefebvre y col., 2010).

2.6.1.8.1 Receptores citoplasmicos

Consisten en una super familia de pequefas proteinas citosolicas
transportadoras de retinol (CRBP 1y II) y de RA (CRABP 1y Il) (Lefebvre y col.,
2010). La distribucion de estas moléculas varia en los distintos tejidos, asi las
CRABP 1y Il tienen una localizacién cutanea y se detectan en el citoplasma de
gueratinocitos y fibroblastos. Por el contrario, las CRBP | y Il son mas abundantes
en los tejidos del aparato genito-urinario y gastrointestinal (Menozzi y col., 2017).
CRBPI y CRBPII comparten aproximadamente el 56% de identidad de secuencia
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(Li y col., 2014) y ambas proteinas pueden unirse al retinol, retinaldehido y 13-
cis-retinol, mientras que ninguna se une al 9-cis-retinol (Rosen y MacDonald,
2006). Hasta ahora se ha determinado que CRBPII es el mas selectivo para todos

los retinoides (Nossoni y col., 2014).

2.6.1.8.2 Receptores nucleares; RAR y RXR

Los retinoides tienen una gran afinidad por los RAR y RXR, los cuales como
ya se menciond, son miembros de la familia de receptores nucleares con amplias
funciones biolégicas como; regulacion del crecimiento y la diferenciacién celular
(Pauling, 2018). Los RAR al igual que los RXR, estan codificados por tres genes;
a, By v, por lo que se generan tres isoformas de cada uno: RARa, RARpB, RARY,
RXRa, RXRB y RXRy (Tyagi y col., 2011). Ambos receptores actian como
factores de transcripcion dependientes de ligando que se unen a la regién
promotora de numerosos genes diana, provocando su estimulacién o represion
transcripcional (Lefebvre y col., 2010). Se ha reportado que la forma en como
actuan estos receptores es por medio de la formacion de homodimeros que son
complejos con dos unidades de la misma proteina (RAR/RAR 0 RXR/RXR) o bien
heterodimeros (RAR/RXR) que reconocen secuencias de ADN conocidas como
elementos de respuesta al &cido retinoico (RARE, por sus siglas en inglés) y
elementos de respuesta X del retinoide (RXRE) (Figura 8), localizadas dentro del
promotor de genes retinoide-sensibles (Pauling, 2018). En presencia del acido 9-
cis-retinoico, el homodimero RXR-RXR puede activar la transcripcion génica
(Kane, 2011; Grygiel-Gorniak, 2014). La transcripcion de estos genes luego

induce la inhibicion del crecimiento y diferenciacion celular (Martin, 2010).

La actividad transcripcional de los heterodimeros RAR/RXR parece estar
basada principalmente por la union de RA al RAR (a, B, 0 v) (Dawson y Xia, 2012;
Menozzi y col., 2017). Los RARa, RARB y RAR v, se unen tanto al RA como al
acido 9-cis-retinoico, mientras que RXRa, RXRp y RXRy se unen solo al acido 9-

cis-retinoico (Martin, 2010). El &acido 13-cis-retinoico no es un ligando para
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receptores de retinoides, pero puede convertirse facilmente en ligando de

receptor de retinoides mediante una isomerizacion (Menozzi y col., 2017).

La activacion de los RAR por la union del RA desencadena el reclutamiento
de correguladores transcripcionales que apuntan a los promotores, inhibiendo o
permitiendo la transcripcion de genes (Lefebvre y col., 2010). EI RXR ademas de
los RAR, también puede formar heterodimeros con otros varios receptores
nucleares, incluyendo el receptor de hormona tiroidea (TR), el receptor de
vitamina D (RVD), receptores de esteroides, y el receptor gamma activado por el
proliferador de peroxisomas (PPARY) (Bruedigam y col., 2008). De esta manera,
la vitamina A pudiese interactuar con los receptores ya mencionados en rutas de
sefializacion e influenciar la transcripcion de una amplia gama de genes (Pauling,
2018).
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Figura 8. Regulacién de la expresién de genes por retinoides (Modificada de Pauling,

2018). a) RA y el acido 9-cis-retinoico son transportados al nucleo de la célula unidos a las
proteinas de unién a acido retinoico citoplasmicas (CRABP). Dentro del ntcleo, el RA se une a
los RAR, los RAR y los RXR forman el heterodimero RAR/RXR, el cudl se unen a regiones
reguladoras de los cromosomas (RARE). b) De la misma forma, la unién del acido 9-cis-retinoico
alos RXR, da origen al homodimero RXR/RXR el cual es capaz de regular la tasa de transcripcion

de genes.

2.6.1.8.3 Receptor PPARy

PPARYy pertenece a la familia proteica de receptores nucleares que son una

clase de proteinas intracelulares que, en respuesta a ligandos especificos
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(naturales o sintéticos) provenientes del exterior, tienen la capacidad de unirse

directamente al ADN para regular la expresion génica (Martin, 2010).

Existen tres isoformas de los PPAR’s; los PPARa, PPARB/S y PPARY, cuya
expresion es tejido-especifica (Salmerén, 2018). PPARa se expresa
fundamentalmente en el higado, rifion y masculo esquelético, es decir, en tejidos
con una alta capacidad de oxidacidn de &cidos grasos. PPAR/S interviene, entre
otros procesos, en el desarrollo e implantacion del embrién y se expresa de
manera ubicua. PPARYy se expresa principalmente en el tejido adiposo blanco y
marron (dos tejidos que almacenan grandes cantidades de acidos grasos), y en
menor medida en las células inmunes (monocitos y macréfagos) por lo que
constituye un regulador principal de la diferenciacion adipocitaria y participa en la
homeostasis de la glucosa (Rhee y col., 2012; Ferré 2018).

Los PPAR’s poseen la estructura clasica de un receptor nuclear (Figura 9);
tienen una region NH-terminal con un dominio de transactivacion independiente
de ligando (AF-1), seguido de un dominio de unién al ADN (dos dedos de zinc) y,
en el extremo COOH, un dominio de ligando y dimerizacion y un dominio de

transactivacion dependiente de ligando (AF-2) (Ferré, 2018).

Dominio de transactivacién Dominio de transactivacion
independiente de ligando dependiente de ligando
(AF-1) (AF-2)

DBD LBD-Dim. N\

Dominio de
union al ligando
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Figura 9. Estructura general de los PPARs (Modificada de Ferré, 2018). Cada receptor
nuclear PPARY tiene un dominio de unién al ADN (DBD, por sus siglas en inglés) y un dominio de
union al ligando (LBD). Tanto el DBD y el LBD son altamente conservados en las tres isoformas
PPARs. La divergencia en la secuencia de aminoacidos en LBD es la responsable de la

selectividad por los diferentes ligandos.
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El RA puede unirse a los RXR que a su vez pueden formar heterodimeros
con los PPAR’s dentro del ndcleo, activando la expresion de diversos genes
(Grygiel-Gorniak y col., 2014). Po ejemplo; la unién del acido 9-cis-retinoico a los
RXR con PPAR es esencial para muchas de las funciones reguladoras de los
PPAR’s en las células, el cual se une entonces a la region reguladora de varios
genes para regular su transcripcion (Salmerén, 2018). Este complejo activador
(PPAR-RXR) se une al ADN y reconoce una secuencia especifica de nucleétidos
conocida como elementos de respuesta a PPAR (PPRE, por sus siglas en inglés)
(Carvajal y col., 2007). Cuando al heterodimero se unen sus ligandos respectivos,
por ejemplo; un acido graso insaturado de cadena larga al PPAR y el acido 9-cis-
retinoico al RXR, se lleva a cabo un reclutamiento proteico activador y se inicia
la transcripcion del gen (Figura 10) (Grygiel-Gorniak y col., 2014). El
heterodimero también puede reprimir la transcripcion de genes al unirse
directamente a las regiones promotoras y ser activados por sus ligandos; en este
caso interactian directamente con represores proteicos de los genes blanco
(Grygiel-Gorniak y col., 2014).

D> Coactivador/inhibidor >
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Figura 10. Esquema de la union de PPAR con RXR para la expresion de genes
(Modificada de Grygiel-Gérniak y col., 2014). Los PPAR’s forma un heterodimero con los RXR
dentro del ndcleo, y se unen al sitio PPRE del promotor de diversos genes promoviendo la
transcripcion. El heterodimero puede también reprimir la transcripcion de genes al unirse
directamente a las regiones promotoras y ser activados por sus ligandos; en este caso interactlian
directamente con represores proteicos de los genes blanco.

En contraste con otros receptores nucleares (por ejemplo, los receptores de

esteroides), las propiedades de unién de los PPAR’"s son poco selectivas, ya que
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cada PPAR puede aceptar ligandos con estructuras bastante diferentes (Ferré,
2018). El PPAR/RXR puede ser activado por el ligando de cualquiera de los
receptores, y la unién simultdnea de ambos ligandos es mas eficiente para que
se lleva a cabo un reclutamiento proteico activador y se inicia la transcripcion del

gen (Figura 11) (Al Tanoury y col., 2013).

Se han identificado ligandos sintéticos y naturales de PPARY, entre los
ligandos naturales se encuentran varios acidos grasos insaturados como el acido
linoleico, acido linolénico, acido araquidonico y acido eicosapentaenoico, asi
como una prostaglandina llamada 15 deoxy-Delta-12,14-prostaglandina J2 (15d-
PGJ) (Ferré, 2018). En presencia de sus ligandos PPARY regula la transcripcion
de genes (Bruedigam y col., 2008). Se tiene claro que los miembros de la familia
de compuestos antidiabéticos de tiazolidindiona (TZD) son ligandos de PPARYy
(Grygiel-Gorniak, 2014).

Ligando (@) - ] icido
. D 9-cis-retinoico

PPARy
l—b Transcripcion

AGGTCANAGGTCA
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Figura 11. Papel de los receptores PPARy y RXR (Modificada de Ahmadian y col.,
2013). Los PPARYy son activados por la unién a ligandos especificos. El heterodimero formado
por la unién de RXR y PPAR (PPARy-RXR), se une a su region promotora PPRE, alterando
procesos de adipogénesis, metabolismo de lipidos y homeostasis de la glucosa mediante la

regulacion de genes involucrados en dichos procesos.

2.6.1.9 Proteina transportadora de retinol tipo 4 (RBP-4)

La RBP-4, como ya se mencion0 anteriormente, es la proteina de transporte
para la vitamina A (Li y col; 2014; Kawaguchi y col., 2015). Dentro de sus

caracteristicas; es una proteina transmembranal constituida por 182
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aminoacidos, presenta un peso de 21 kDa y esta codificada por el gen rbp4,
localizado en el cromosoma 10g23-g24 (Figura 12) (Esteve, 2014). Pertenece a
la familia de las lipocalinas, lo que quiere decir, que todas las proteinas
pertenecientes a este grupo (150 aproximadamente), tienen la capacidad de
acarrear moléculas lipofilicas tales como vitaminas liposolubles, hormonas
esteroideas y tiroideas, acidos grasos (en especial de cadena larga), acidos
biliares entre otras. Ademas de su capacidad de union a receptores de membrana
y su capacidad de formar complejos con macromoléculas (Garcia y col., 2007).
Esta proteina es sintetizada predominantemente en el higado y en el tejido
adiposo visceral y es almacenada en mayor medida en el higado, pero su mRNA
(ARN mensajero) se puede encontrar en tejidos como: adiposo, rifion y pulmén
(Garcia y col., 2007; Polyzos y col., 2016). La funcién fundamental de RBP-4 es
transportar el retinol desde el higado a los tejidos periféricos (Polyzos y col., 2016;
Fedders, 2015).

Figura 12. Estructura de la proteina RBP-4 (Protein Data Bank, 2018). Modelo
geométrico de la estructura de RBP-4 en plasma humano, cristalizada por difraccién de rayos X.

Desde el descubrimiento de la RBP-4 en 1992, diversos estudios han
demostrado que los niveles séricos de RBP-4 estan elevados en sujetos con
obesidad, resistencia a la insulina y diabetes tipo 2, enfermedad del higado graso
no alcohdlico y sindrome metabdlico (Yang y col., 2005; Graham y col., 2006;

Yao-Borengasser y col., 2007).
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La concentracion circulante de RBP-4 se correlacioné positivamente con las
medidas de adiposidad y con parametros inflamatorios en individuos con
sobrepeso y obesidad. La concentracion circulante de RBP-4 se asocio
mayoritariamente con mediadas de la circunferencia, cintura y porcentaje de
grasa visceral que con el porcentaje de grasa corporal (Tan y col., 2007). La
asociacion entre RBP-4 y la grasa visceral fue mas fuerte que su asociacion con
el IMC, lo que indica un mayor papel de la grasa visceral que subcutanea en la
relacion entre RBP-4 y la resistencia a la insulina (Steve y col., 2009). Este
hallazgo fue confirmado por otros autores que describieron que la acumulacién
de tejido adiposo visceral fue el predictor mas fuerte de los niveles de RBP-4 (Lee
y col., 2007). En este sentido, ya se ha encontrado una mayor expresion de
MRNA de RBP-4 en el tejido adiposo visceral, en comparacién con el subcutaneo
(Kléting y col., 2007).

Diversos trabajos en la literatura se han centrado en investigar los
mecanismos de accion de RBP-4 en diferentes patologias. Se ha descrito que
RBP-4 por si misma puede ejercer efectos pro-inflamatorios a través de alterar la
produccion de otras adipocinas (Graham y col., 2006; Yao-Borengasser y col.,
2007; Balagopal y col., 2007; Wu y col., 2016). Se ha observado que niveles
plasméticos elevados de RBP-4 en pacientes obesos, estan asociados con el
aumento de marcadores inflamatorios como TNF-a y MCP-1 (Graham y col.,
2006). Ademés, RBP-4 afecta la generacion de adiponectina en pacientes

obesos y en determinadas patologias como la diabetes (Wu y col. 2016).

2.6.1.10 STRAG6: Receptor de membrana estimulado por retinol

gue media la absorcion celular de vitamina A de la sangre

A mediados de la década de 1970, se propuso que existe un receptor de
membrana para RBP-4 (Heller, 1975; Rask y Peterson, 1976). Este receptor se
identifico como STRAG (receptor de membrana estimulada por acido retinoico 6),
una proteina de la membrana plasmatica (Kawaguchi y col., 2007; Berry y col.

2011; Marwarha y col., 2014; Fedders y col. 2015). Este receptor representa una
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nueva clase de proteina de transporte de membrana y una nueva clase de
receptor de membrana. Se determind que STRAG6 tiene nueve dominios
transmembrana, cinco dominios extracelulares y cuatro dominios intracelulares,
asi como también se identificé6 un dominio esencial de union a RBP-4 localizado

entre el dominio transmembranal VI'y VIl (Figura 13) (Kawaguchi y col., 2008).

Las proteinas de membrana que tienen mas de siete dominios
transmembrana tienden a funcionar como transportadores o canales, la gran
cantidad de dominios transmembrana permite la formacion de un poro, a través
del cual el sustrato (retinol) puede pasar y el transporte puede regularse. STRA6
funciona como un receptor para RBP-4 y un transportador para tomar vitamina A
(Kawaguchi y col., 2015). Por lo tanto, la absorcion de vitamina A mediada por
STRAG6 no es un ejemplo

Figura 13. Receptor transmembrana STRA6 (Modificada de Kawaguchi y col., 2015). En
el modelo del receptor STRA6 se muestra la unién de holo-RBP4 en el dominio transmembranal
VI y VII, asi como también se muestran los residuos de aminoacidos que se han confirmado
experimentalmente como extracelulares y se encuentran etiquetados de color rojo. Los residuos

que se ha confirmado son intracelulares estan etiquetados en color azul. Los tres residuos de
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aminodcidos esenciales de STRAG6 para la union de RBP-4 estan marcados con asteriscos. Una
mutacion en cualquiera de estos tres residuos es suficiente para suprimir la unién de RBP-4 y la

absorcion de vitamina A sin afectar la expresion de la superficie de la célula de STRAB.

de transporte activo primario porque STRA6 no tiene un dominio de unién a ATP,
el transporte se lleva a cabo mediante un canal facilitador que depende del
gradiente electroquimico del ligando que se une al receptor (Kawaguchi y col.,
2007; Kawaguchi y col.,2015). Esto quiere decir que STRA6 esta unido con alta
afinidad a holo-RBP (Figura 14) (Kawaguchiy col., 2011).

Holo-RBP
| Sitio de unién de RBP

Poro de transporte de la
vitamina A

»

& & I <
o o ot I o | o®
2 Tp P Do e e G w5 (5)

o°

Intracelular

Figura 14. Diagrama de que muestra el modelo transmembrana de STRAG6
(Modificada de Kawaguchi y col., 2015). Se muestra el transporte de la vitamina A por medio
de STRAG; de color negro se representa la estructura cristalina de holo-RBP. El sitio de union de
holo-RBP con STRAG6 esta sombreado en color azul. Los dominios transmembrana que se sabe
gue son parte del poro de transporte de vitamina A estan sombreadas en color naranja. Los
residuos cuya maodificacién aguda impide el transporte de vitamina A por STRAG se representan

como circulos rojos.
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En algunos tejidos (por ejemplo; tejido adiposo y musculo), la captaciéon de
retinol a partir de la sangre también puede estar mediada por la membrana
plasmatica de STRAG6 (Berry y col. 2011; Marwarha y col., 2014; Fedders y col.
2015). Esta proteina se une a holo-RBP extracelular, y posteriormente facilita la
disociacion del retinol de RBP-4, permitiendo el transporte del retinol a las células
(Kawaguchi y col., 2007). Esta absorcion de vitamina A también es respaldada
por la proteina CRBP | (Ghyselinck y col., 1999). Sin embargo, el mecanismo que
se propone por el cual actia RBP-4 en estado de inflamacién es a través de holo-
RBP4 extracelular, el cual es inducido por una fosforilacion de STRAG6, ya que
STRAG6 ademas de servir como una proteina de transporte, funciona como un
receptor de adipocinas de superficie celular (Berry y col., 2011; Marwarha y col.,
2014). La union de holo-RBP extracelular induce la fosforilaciéon de STRA6 que a
su vez desencadena el reclutamiento y activacion de JAK2 (Janus quinasa 2), el
cual cataliza la fosforilacion de un residuo de tirosina en el dominio citosolico del
receptor y conduce al reclutamiento y activacion de STAT5 (transductor de
sefiales y activador transcripcional 5). La activacibn de STATS5, induce su
translocacioén al nicleo activando la expresion de genes como; SOCS3 (supresor
de sefializacién de citocinas 3) un potente inhibidor de la sefializacién de insulina,
el cual esta relacionado con la resistencia a la insulina (Starr y col., 1997; Croker
y col., 2008), asi como la expresion de PPARY, el cual tiene un papel critico en el

proceso de adipogénesis (Figura 15) (Berry y col., 2011; Berry y col., 2013).

Es importante aclarar, que la asociacion de holo-RBP4 con TTR previene
la union de holo-RBP a STRAG, por lo que STRA6 media la captacion de vitamina
Ay la sefalizacion celular solo cuando el nivel de holo-RBP excede al de TTR
(Berry y col., 2012).
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Figura 15. Mecanismo de RBP-4 en la activacion de SOCS3 y PPARy (Adaptada de
Berry y col., 2011). STAT5 que es activado por la unién del complejo holo-RBP a STRA6 y su
posterior fosforilacion por JAK2 se transloca al ndcleo, regulando genes como SOCS3 que inhibe

la sefalizacién de la insulina y PPARY, que aumenta la acumulacion de lipidos.

Se ha demostrado que la unién de STRA6 con holo-RBP, asi como la
activacion de la sefalizacién de JAK2/STAT5 son interdependientes; es decir,
gue se requiere la transferencia directa de holo-RBP extracelular a CRBP-I
intracelular para desencadenar la fosforilacion de STRA6 y que, a su vez, la
fosforilacibn de STRAG6 es critica para el transporte de retinol por el receptor
(Berry y col., 2012; Kawaguchi y col., 2015). Estas observaciones sugieren que
los factores que controlan el transporte de retinol mediante el receptor STRAG,
también pueden controlar la sefializacion de este (Marwarha y col., 2014). Uno
de estos factores es la tasa de metabolismo de retinol, que es importante porque
el retinol entra en las células por un proceso pasivo, siguiendo un gradiente de
concentracion mantenido por las conversiones metabdlicas (Marwarha y col.,
2014; Kelly y von Lintig, 2015; Kawaguchi y col., 2015). El transporte de retinol

mediado por STRAG puede ser especialmente sensible a los cambios en las tasas
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metabdlicas debido a la necesidad obligatoria de este proceso para la
regeneracion de apo-RBP (Kelly y von Lintig, 2015).

Para comprender mejor la relacion entre la sefializacion de STRA6 y el
metabolismo de retinol intracelular, es importante mencionar a “LRAT” (Lecitin
Retinol Acil Transferasa), una enzima cuyo papel es catalizar la conversion del
retinol a ésteres de retinol. Es una proteina de membrana del reticulo
endoplasmico de 25 kDa (D’ Ambrosio y col., 2011). LRAT estimula la actividad
de STRAG6 y es importante para el transporte de retinol a través de la membrana
celular (Kawaguchi y col., 2007; Isken y col., 2008). La proteina CRBP | se une y
solubiliza al retinol dentro de la célula, por lo que es otra proteina asociada con
el almacenamiento de vitamina A que puede afectar la funcién de STRA6
(Kawaguchi y col., 2011) (Figura 16). El receptor STRA6 entrega el retinol que
transporta a la proteina CRBP I, lo que sugiere que debe existir algun otro factor
ademas de la capacidad de union al retinol para potenciar la actividad de STRA6
(Kawaguchi y col., 2011; Isken y col., 2008). Ya que se tiene evidencia de que
cuando LRAT y CRBP | no estan presentes, la captacion de retinol por STRA6
es muy baja (Isken y col., 2008; Kawaguchi y col., 2011). Aunque no se ha
identificado un sitio de unién para CRBP | en la proteina STRAG, probablemente

estaria ubicado en la region C-terminal de STRAG6 (Zhong y col., 2014).

Marwarha y col., utilizando modelos con ratones y cultivo celular que
carecen de la enzima LRAT, mostraron que LRAT es necesaria para la activacion
de la cascada STRAG6/JAK2/STAT5, asi como para la supresion de la
sefializacion de insulina mediante holo-RBP tanto in vitro como in vivo (Marwarha
y col., 2014; Kawaguchi y col., 2015).
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Figura 16. Esquema de la absorcién de vitamina A mediada por STRA6 (Modificada
de Kelly y von Lintig 2015). Varios estudios han demostrado que STRA6 funciona
eficientemente solo cuando se combina con otras proteinas que facilitan el almacenamiento de
vitamina A dentro de la célula. La enzima LRAT estimula la actividad de STRA6 y es importante
para el transporte de retinol a través de la membrana celular. La proteina CRBP1, una proteina
que se une y solubiliza el retinol dentro de la célula, es otra proteina asociada con el

almacenamiento de vitamina A que afecta la funcion de STRAG6.

2.6.2 Vitamina D

Se conoce con el nombre de vitamina D a todos los esteroides que poseen la
actividad bioldgica del colecalciferol. Este esteroide proviene del 7-
dehidrocolesterol (7-DHC) o también conocido como provitamina Ds (Bikle,
2014). La vitamina D es un esterol (esteroides con 27 a 29 atomos de carbono)
gque se caracteriza por poseer en su estructura basica un anillo
ciclopentanoperhidrofenantreno que presenta 3 dobles enlaces conjugados por
lo que presenta dos formas principales: colecalciferol, conocida también como
vitamina D3 y ergocalciferol o vitamina D2, ambas conformaciones son sensibles
a la oxidacién, cambios conformacionales inducidos por la luz del sol o el calor y

sensibles a radicales libres (Figura 17) (Norman, 2008; Holick, 2008).
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Figura 17. Estructura de la vitamina Dz y D2 y sus precursores (Modificada de Endres y
Rude, 2005). El colecalciferol se produce en la piel a partir del 7-DHC con la exposicion a la luz

solar y el ergocalciferol se produce por irradiacion del ergosterol.

La vitamina D3 se produce a partir del 7-DHC a través de un proceso de dos
pasos en el cual el anillo B se rompe con radiacién UVB (ultravioleta visible;
espectro 280-320 nm) del sol, formando pre-D3 la cual se isomeriza a D3 en el
higado (Pike y Mayer, 2010; Bikle, 2014). Al igual que la vitamina Ds, la D2 se
produce por irradiacion con UVB, pero a partir del ergosterol en plantas y hongos.
La vitamina D2 difiere de la vitamina D3 al tener un doble enlace entre el carbono

22y 23 y un grupo metilo en el carbono 24 en su cadena lateral (Bikle, 2014).

2.6.2.1 Fuentes de vitamina D

En el hombre, la vitamina D se obtiene principalmente de la produccién
enddgena (90%) que proviene de la exposicion de la piel a los rayos UVB de la
luz solar. Ademas de la sintesis cutanea, la vitamina D puede obtenerse a partir

de la dieta (10%) (Christakos y col., 2010). La mayoria de los alimentos, tanto de
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origen animal (colecalciferol) como de origen vegetal (ergocalciferol), contienen
poca vitamina D, a menos que estén fortificados (Valero y col., 2007). Pocos
alimentos contienen naturalmente vitamina D, las fuentes dietarias de vitamina D
comprenden basicamente el salmén, aceites de pescado, incluido el aceite de
higado de bacalao y alimentos fortificados (Misra y col., 2008; Holick y Chen,
2008). La leche, algunos jugos, panes, yogures y quesos estan fortificados con
vitamina D (Holick y Chen, 2008). La vitamina D en el pescado se encuentra en
forma de vitamina D3, mientras que la forma utilizada para la fortificacion de los

alimentos es a menudo D2 (Bikle, 2014).

Teniendo en cuenta la importancia de la sintesis enddégena y del débil
contenido de vitamina D2 de la dieta, la deficiencia e insuficiencia de vitamina D
representan un serio problema de salud publica en numerosas poblaciones de
todo el mundo (Rucker y col., 2002; Duré, 2003). Aunque se administren
diariamente suplementos de vitamina D2, no da como resultado un nivel
sanguineo tan alto de 25-hidroxivitamina Dz en comparacion con las cantidades
obtenidas de D3 a partir de la exposicion a los rayos UVB (Tripkovic y col., 2012).
Este riesgo es mayor en adolescentes, ancianos y en cualquier individuo que no

reciba suficiente luz solar (Valero y Hawkins, 2007).

Hasta ahora, es dificil definir la ingesta diaria de vitamina D en los seres
humanos, ya que esta vitamina se produce de acuerdo con el consumo de
alimentos enriquecidos con Dz y/o D2 y por accion de la luz solar. EI consumo
recomendado segun el Instituto de Medicina de los Estados Unidos (IOM, por sus
siglas en inglés) es de 400 Ul/dia para menores de 1 afio, 600 Ul/dia para
individuos de 1 a 70 afios y 800 Ul/dia para mayores de 70 afios. Una Ul equivale
a 0.025 pg de vitamina D3 (Ross y col., 2011; FAO, 2014).

2.6.2.2 Vitamina D y sus metabolitos

Existen derivados de la vitamina Ds, los mas importantes son; el calcifediol

(25-hidroxicolecalciferol), abreviado como [25-(OH)-Ds] o también 25-
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hidroxivitamina D3); que es el producto de la primera hidroxilacion de la vitamina
Ds en el higado, y el calcitriol (1,25-dihidroxicolecalciferol) con abreviacion de
[1,25-(OH)2-D3] o 1,25- dihidroxivitamina Ds, que es el resultado de la segunda
hidroxilacién consecutiva de la vitamina D3 (Figura 18), por lo cual, tanto 25-
hidroxivitamina D3 y [25-(OH)-Ds] se utilizaran indistintamente, asi como 1,25-
dihidroxivitamina D3 y [1,25-(OH)2-Ds] (Lorenz y col., 2006). Las hidroxilaciones
mencionadas se efecttan de la misma manera para la vitamina D2 (Endres y
Rude, 2005).

La vitamina D, perteneciente a la categoria de las vitaminas liposolubles,
ademas de ser un micronutrimento esencial, es considerada una hormona con
innumerables acciones en multiples sistemas fisiol6gicos, lo cual explica la
diversidad de las patologias que se asocian con su deficiencia (Zuluaga y col.,
2011). La vitamina D después de ser ingerida o sintetizada en la piel tiene que
metabolizarse —via higado y rifidn- hasta transformarse en su forma activa (1,25-
dihidroxivitamina Ds3), la cual actla sobre distintos 6rganos diana (intestino y
hueso principalmente) y diversos procesos fisioldgicos como la regulacién de la
homeostasis mineral, protecciéon del sistema esquelético, modulacion del
crecimiento y la diferenciacion celular en una amplia variedad de tejidos
(Woollard y Indyk, 2003; Norman, 2003; Zuluaga y col., 2011).

Recientemente se ha encontrado que la vitamina D tiene funciones en otros
organos adicionales a los ya mencionados, como en el riién y la hormnoa
paratiroidea (PTH) ya que, al convertirse en su forma activa, actla por efecto
endocrino, autocrino y paracrino (Zuluagay col., 2011). La 1,25-dihidroxivitamina
Ds, se produce mayoritariamente en el rifidn y ejerce sus acciones sobre los

organos sefalados mediante su union a receptores (Holick, 2008).
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Figura 18. Metabolismo de la vitamina D (Modificada de Endres y Rude, 2005). La
vitamina D2 y D3 se hidroxilan mediante la accion de la enzima 25-hidroxilasa a 25-hidroxivitamina
D en el higado y posteriormente a 1,25-dihidroxivitamina D en los rifiones por la la-hidroxilasa.
1,25- dihidroxivitamina D3 y 1,25-dihidroxivitamina D2 son las formas biolégicamente activas de la

vitamina D.

2.6.2.3 Concentraciones séricas de vitamina D

La [25-(OH)-D3] es la principal forma circulante de vitamina D3 y por lo tanto
es el mejor indicador de los niveles de esta vitamina (Zuluaga y col., 2011). Se
ha debatido mucho sobre la definicion de deficiencia de vitamina D,
mayoritariamente se acepta que una concentracion de [25-(OH)-D3] menor a 50
nmol/L o 20 ng/mL indica deficiencia de vitamina D, mientras que una
concentracion de [25-(OH)-Ds] de 51-74 nmol/L o de 21-29 ng/mL, se considera
gue indica insuficiencia; concentraciones mayores a 30 ng/mL se consideran
suficientes (Holick y col., 2005; Dawson-Hughes, 2005; Holick, 2007). Se ha

supuesto que los nifios tienen los mismos requerimientos que los adultos; sin
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embargo, no se han llevado a cabo estudios comparables sobre el transporte
intestinal de calcio o los niveles de PTH en nifios (Holick y Che, 2008). La
intoxicacion por vitamina D tipicamente no ocurre hasta que las concentraciones
de [25-(OH)-D3] son mayores a 375 nmol/L, o 150 ng/mL (Vieth, 1999; Heaney y
col., 2003; Holick, 2008).

La deficiencia de vitamina D en niflos causa retraso en el crecimiento
(Huldschinsky y col., 1919; Hess y Unger, 1921; Hess, 1936), asi como los signos
y sintomas clasicos del raquitismo (Huldschinsky y col., 1919; Hess, 1936; Holick,
2006). En los adultos, la deficiencia de vitamina D precipitara y exacerbara la
osteopenia y la osteoporosis y aumentara el riesgo de fractura (Chapuy y col.,
1996; Bakhtiyarova y col., 2006; Larsen y col., 2004; Chen y col., 2007).

Estudios epidemioldgicos y clinicos sugieren que los niveles bajos de vitamina
D podrian contribuir a la epidemia actual de enfermedades crénicas entre las que
se incluyen; diabetes tipo 1 y 2, resistencia a la insulina, sindrome metabdlico,
hipertension arterial, obesidad entre otras (DelLuca, 2004; Holick, 2007; Norman,
2008).

2.6.2.4 Causas de la deficiencia de la vitamina D

Como ya se mencion0, la principal fuente de vitamina D para los humanos es
la exposicién a la luz solar (Brot y col., 2001; Holick, 2006; Holick, 2007).
Cualquier cosa que interfiera con la penetracion de la radiacion UVB en la piel
afectara la sintesis cutanea de vitamina D3 (Holick, 2003; Cheny col., 2007). La
melanina es extremadamente eficiente en la absorcion de radiacion UVB y, por
lo tanto, el aumento de la pigmentacion de la piel reduce notablemente la sintesis
de vitamina D3 (Clemens y col., 1982). De manera similar, un protector solar con
una proteccién solar de 15 absorbe el 99% de la radiacién UVB incidente y, por
lo tanto, cuando se aplica topicamente de forma adecuada reducird la sintesis de
vitamina D3 en la piel en un 99% (Matsuoka y col., 1987). Los afroamericanos
con piel muy oscura tienen un factor de proteccion solar (SPF) de 15 vy, por lo
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tanto, su capacidad para producir vitamina D en su piel se reduce hasta en un
99% (Clemens y col., 1982; Cheny col., 2007). Esto, junto con la disminucién de
la ingesta de leche son las explicaciones de por qué la mayoria de los
afroamericanos que viven en un clima templado son deficientes en vitamina D,
mientras que los africanos que viven cerca del ecuador donde la sintesis de
vitamina D3 es mas eficiente debido a la mayor incidencia de luz UVB (Thachery
col., 2006). Esto sugiere que mas del 30-50% de los nifios y adultos corren el
riesgo de deficiencia de vitamina D (Gordon y col., 2004; Sullivan y col., 2005;
Marwaha y col., 2005; Sato y col., 2005).

Por otro lado, el envejecimiento se asocia con una disminucion de las
concentraciones de 7-DHC. Un hombre de 70 afios tiene el 25% de 7-DHC que
tiene un adulto joven y, por lo tanto, tiene una capacidad reducida del 75% para
producir vitamina D3 en la piel (Holick y col.,1989). Debido a que la vitamina D es
soluble en grasa, es absorbida facilmente por los adipocitos. La obesidad esta
asociada con la deficiencia de vitamina D, y se cree que se debe a la retencién
de vitamina D por parte de la grasa corporal (Wortsman y col., 2000).

En el 2006 se subestimo la prevalencia de la insuficiencia y deficiencia de la
vitamina D, reportando una deficiencia de 30-50% en nifios y adultos en Estados
Unidos, Canada y México, segun datos tomados del NHANES (National Health
and Nutrition Examination Survey). En adultos hay una prevalencia global de
41.6% de deficiencia de vitamina D, con mayor proporcién y riesgo en personas
de raza negra e hispanas (NHANES, 2006; ENSANUT, 2006).

2.6.2.5 Mecanismos de accién de la vitamina D

Para ejercer sus efectos fisioldgicos, tanto la vitamina D aportada por la
alimentacion y la sintetizada en la piel, debe convertirse a su forma activa
(Zuluaga y col., 2011). Para ello inicialmente es transportada por una proteina
especifica; proteina de unién a la vitamina D (VDBP, por sus siglas en inglés),

gue es una proteina fijadora especifica para vitamina D y sus metabolitos. De
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esta manera, la vitamina D viaja por la circulacion sanguinea hasta el higado,
donde sufrira la primera hidroxilacion (Zitterman, 2003; Bouillon y col., 2008).
Como se mencion0d anteriormente, la vitamina D se metaboliza en el higado a
[25-(OH)-Ds] y luego este metabolito es transportado por la VDBP hasta los
riniones y convertirse en [1,25-(OH)2-D3] (DeLuca, 2004; Holick y Garabedian,
2006). Desde el punto de vista biolégico, la vitamina D es intrinsecamente
inactiva y requiere de las hidroxilaciones sucesivas en el higado y rifién para
formar [1,25-(OH)2-D3] (Zuluaga y col., 2011).

Se reconoce que muchos otros tejidos en el cuerpo, incluyendo macrofagos,
cerebro, colon, préstata, mama y otros, tienen la maquinaria enzimatica para
producir [1,25-(OH)2-Ds] (Mawer y col., 1994; Schwartz y col., 1998; Cross y col.,
2001; Bikle, 2005). La [1,25-(OH)2-D3] producida por los rifiones entra en la
circulacion y viaja a sus principales tejidos diana; el intestino y el hueso, donde
interactia con su receptor de vitamina D (VDR) para mejorar la absorcion
intestinal de calcio (Holick y Garabedian, 2006). La presencia de este receptor,
asi como la maquinaria enzimatica requerida, han sido identificados en un gran
namero de células y tejidos humanos, tales como el sistema nervioso central, el
sistema inmune, el tejido adiposo, el sistema cardiovascular, el pancreas, la
prostata, entre otros (INSP, 2011).

La funcion clasica de la [1,25-(OH)2-Ds] es la regulacion de la homeostasis del
calcio (DeLuca, 2004). Sin embargo, el receptor VDR se expresa en tejidos que
no estan implicados en el metabolismo del calcio. Esto indica que la [1,25-(OH)2-
D3] esta implicada en la regulacion de muchas funciones no calémicas (Nagpal y
col., 2005).

2.6.2.6 Regulacién del metabolismo de la vitamina D

Para sus multiples efectos, la [1,25-(OH)2-D3] requiere una estricta
regulacion de activacion y desactivacion a través de cambios en la expresion de

las enzimas hidroxilasas con el fin de aumentar o disminuir las concentraciones
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de [1,25-(OH)2-D3], segun el estado fisioldgico (Plum y DelLuca, 2009). Por
ejemplo, los niveles bajos de calcio inducen un aumento de la actividad de la 1a-
hidroxilasa; esto explica porque la hipocalcemia es detectada por el receptor
sensible al calcio (CaSR) de las células paratiroides, con lo que se aumenta la
expresion de PTH, y ésta a su vez, induce la transcripcion de la enzima la-
hidroxilasa en las células tubulares proximales del rifidbn, y por ende se
incrementa la produccion de [1,25-(OH)2-Ds] (Christakos y col., 2010). Para
regular este ciclo, la misma [1,25-(OH)2-Ds] suprime la produccion de PTH por
regulacion de su transcripcién, y regula negativamente también a la lo-
hidroxilasa (Dusso y col., 2005). Ademas de la PTH, otras hormonas que ejercen
regulacion endocrina sobre la actividad de la la-hidroxilasa son los estrogenos,
la calcitonina, la prolactina, la hormona de crecimiento y la insulina (Zuluaga y
col., 2011). Su efecto estimula la accion de esta enzima y favorece la produccién
de [1,25-(0OH)2-D3] (Norman, 2008). Esta a su vez, interactuara con los receptores
VDR de la [1,25-(OH)2-Ds3], con lo que generara dos principales efectos; 1)
promover la absorcion intestinal de calcio y fosforo; y 2) liberar calcio y fosfato de

la matriz mineral 6sea (St-Arnaud, 2008).

2.6.2.7 Almacenamiento, transporte y eliminacién de la vitamina
D

A diferencia de las demas vitaminas liposolubles, la vitamina D no se
almacena a nivel del higado salvo en los pescados magros (Zuluaga, 2011). Los
principales lugares de almacenamiento son: el tejido adiposo (bajo la forma de
vitamina D3) y los musculos (bajo la forma de [25-(OH)-Ds]) (Le Grusse y Watier,
1993; Rojas, 1998). La vitamina D3 y sus metabolitos son moléculas lipofilicas y
por su baja solubilidad en el medio acuoso del plasma necesitan ser
transportadas por la VDBP, concretamente a la VDBP (85%) y a la albumina
(15%) (Quesada, 2004). La proteina VDBP circula en concentraciones 20 veces
superior a la de los metabolitos de la vitamina D (Dusso, 2005). En condiciones

fisiologicas el 99% de los metabolitos de la vitamina D circulantes, viajan unidos
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a proteinas, principalmente VDBP; albumina y lipoproteinas en menor grado, lo

gue evita la intoxicacion por dicha vitamina (Rapado, 2000).

En relacién con el transporte de la [1,25-(OH)2-Ds], hay que destacar que
circula en plasma, el 87% lo hace unido a la VDBP, alrededor del 13% lo hace
unido a la albumina y sélo un 0.4% aproximadamente, circula libre (Fuentes et
al., 2003). La principal forma circulante en el organismo es la [25-(OH)-Ds] ligada
a la VDBP (5-30 ng/mL). Los otros metabolitos se presentan en concentraciones
mucho mas bajas (Le Grusse y Watier, 1993). Los niveles séricos de la [25-(OH)-
Ds] varian segun la época del afo, teniendo niveles maximos al final del verano
y nieveles minimos al final del invierno, poniendo de manifiesto la relacion entre
la exposicion solar y la sintesis endégena (Abbas, 2016). Aunque la luz solar
incrementa la concentracion sérica de [25-(OH)-Ds] no influye sobre la tasa de
[1,25-(OH)2-D3], lo que sugiere la existencia de una regulacion muy especifica de

la hidroxilacion renal (Le Grusse y Watier, 1993).

Tanto la vitamina D como la mayoria de sus metabolitos son eliminados
via fecal, existiendo vias de degradacion, como la formacion de derivados
trihidroxilados. La [1,25-(OH)2-D3] tiene una vida media en plasma de 4-5 horas
(Moya, 2000; Borrajo, 2001).

2.6.2.8 El tejido adiposo es el principal sitio de almacenamiento

de la vitamina D

Retomando lo ya citado, el tejido adiposo es un 6rgano metabdlico importante,
tiene un papel esencial en el equilibrio energético y la homeostasis de la glucosa
y es el principal sitio de almacenamiento de vitamina D (Rosenstreich y col.,
1971). También expresa VDR y las enzimas involucradas en el metabolismo de
la vitamina D (Li y col., 2008; Ching y col., 2011). Investigaciones recientes han
demostrado que la vitamina Ds es activa en los adipocitos, interactia con

receptores de membrana, moléculas adaptadoras, fosfatasas y proteinas
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correguladoras nucleares. Por lo tanto, participa en el control de la expresién

génica, asi como la sefalizacion celular (Ryynanen y col., 2014).

Estudios demostraron que usando vitamina Dsradiomarcada administrada por
via oral a ratas destetadas deficientes en vitamina D, aparece una cantidad
significativa de radiactividad en el tejido adiposo dentro de las primeras 24 h de
su administracion. Después de 6 semanas de vitamina D3, el 80% de toda la
radioactividad estaba presente en el tejido adiposo, en donde el 50% de la
radioactividad total en el tejido adiposo se debio a la presencia de vitamina D3 no
metabolizada y la otra mitad a metabolitos polares y ésteres de vitamina D.
Cuando se detuvo el tratamiento con vitamina D, el tejido adiposo liberd la
vitamina D muy lentamente. La cantidad liberada de vitamina D fue proporcional
a la concentracion de vitamina D ya presente en el tejido adiposo. Esto indica que
el tejido adiposo tiene las caracteristicas de un depdsito para el almacenamiento
y la liberacién de vitamina D. Este depdsito acumula vitamina D proporcional a
su concentracién en plasma y lo libera a un ritmo mucho méas lento que es

proporcional a su concentracién en grasa (Rosenstreich y col., 1971).

En los seres humanos, aproximadamente el 17% de la dosis de vitamina D
administrada por via oral se almacena en el tejido adiposo y el resto se consume
0 se metaboliza (Heaney y col., 2011). La distribucion de la vitamina D y sus
metabolitos en los tejidos humanos se estudié utilizando colecalciferol radiactivo
y mediante el uso de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) para medir

la concentracion de vitamina D en el tejido adiposo (Mawer y col., 1972).

El tejido adiposo y los musculos voluntarios fueron los principales sitios de
almacenamiento de vitamina D (Abas y col., 2016). Se ha sugerido que el tejido
adiposo funciona como un sistema de amortiguacién de la vitamina D que evita
la sintesis descontrolada de [25-(OH)-Ds] en el higado (Brouwer y col., 1998). La
liberacion lenta de vitamina D del tejido adiposo en ayunas puede limitar la
posible toxicidad de cantidades excesivas de la vitamina (Mawer y col., 1972). La

concentracion promedio de vitamina D en SAT fue casi similar a la obtenida en
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muestras de tejido adiposo perirrenal y pericardico, pero menor que en el tejido
adiposo axilar (Abas, 2016).

Mediante espectrometria de masas de iones secundarios de tiempo de vuelo
(TOF-SIMS, por sus siglas en inglés) se midio la vitamina D y sus metabolitos en
diferentes compartimientos corporales y localizacion subcelular del tejido
adiposo. La vitamina D se encontro principalmente en las gotas de lipidos de los
adipocitos (Malmberg y col., 2014).

2.6.2.9 Produccién de [1,25-(OH)2-D3] por el tejido adiposo

Como se explico anteriormente, la vitamina D3 es una hormona que debe ser
activada por enzimas en el higado y los rifiones (Endres y Rude, 2005). Se deben
agregar dos grupos hidroxilo para formar la hormona activa [1,25-(OH)2-Ds]
(Abas, 2016). La primera hidroxilacion ocurre en el higado por la accién de la 25-
hidroxilasa para producir [25-(OH)-Ds3]. La segunda hidroxilacién requiere la
enzima la-hidroxilasa presente en el riidn y convierte el [25-(OH)-Ds] en [1,25-
(OH)2-D3] (Human Physiology, 2011). La expresion y actividad de la enzima la-
hidroxilasa renal (codificada por el gen CYP27B1) esta estrechamente regulada

por el calcio sérico, fosforo, calcitonina, PTH y la [1,25-(OH)2-D3] (Li y col., 2008).

En humanos, cuatro enzimas del citocromo P450; CYP2R1, CYP3A4,
CYP27A1 y CYP2J2 poseen actividad 25-hidroxilasa, siendo el CYP2R1 el mas
especifico (Abas, 2016). Tres de estas enzimas; CYP2R1, CYP2J2 y CYP27A1
se encontraron expresadas en SAT y VAT (Wamberg y col., 2013).

Se reportd que en cultivo de preadipocitos 3T3-L1, se expreso la la-
hidroxilasa (Li y col., 2008). De acuerdo con lo reportado por Liy col., en el tejido

adiposo la la-hidroxilasa no esta regulada por el calcio.
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2.6.2.10 Expresién de VDR en el tejido adiposo

Se reporto la expresion del gen VDR en adipocitos 3T3-L1, preadipocitos
humanos y células de adipocitos diferenciados en cultivo (Kamei y col., 1993;
Trayhurny col., 2011). Ademas de su expresion en SAT y VAT de humanos (Ding
y col., 2012).

2.6.2.11 Accién gendémica de la [1,25-(OH)2-D3]

La [1,25-(OH)2-D3] es més hidrofilica y tiene menor afinidad por la VDBP que
la [25-(OH)-Dg], lo que facilita que en su forma libre alcance los érganos diana,
donde la [1,25-(OH)2-D3] ejerce sus efectos mediante dos mecanismos:
regulando la transcripcién genética y mediante un receptor de membrana nuclear

de la vitamnia D (nVDR, por susu siglas en inglés). (Quesada y Luque, 2000).

El VDR nuclear es un miembro de la superfamilia de receptores nucleares que
regulan la expresion génica (Abas, 2016). Alrededor del 3% de los genes en el
genoma humano estan regulados por [1,25-(OH)2-D3] (Bouillon y col., 2008). El
ligando del receptor VDR atrae a uno de los receptores de retinoides RXR, el
receptor nuclear para el acido 9-cis-retinoico, en un heterodimero que reconoce
elementos de respuesta a la vitamina D (VDRE) en genes diana (Abas, 2016).
Después de la dimerizacion con RXR, se reclutan complejos comoduladores. El
efecto es la induccion o represion de genes diana (Haussler y col., 2011; Pike y
Meyer, 2014).

El VDR humano se compone de 427 aminoacidos (Haussler y col., 2011).
Tiene tres dominios: el primer dominio es el DBD, el cual tiene dos dedos de zinc
gue se unen a los surcos del ADN en sitios discretos como los VDRE (Abas,
2016). El segundo dominio es el LBD y el tercer dominio es una region flexible
que se une a los dominios DBD y LBD (Bikle, 2014).

La estructura del LBD de VDR es una estructura tipo sandwich de al menos

12 o hélices. Contiene una zona de dimerizacion (para la heterodimerizacion con
RXR) y un dominio AF-2 (Rochel y col., 2000). La hélice terminal (hélice H12) en
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LBD actia como una puerta que se cierra alrededor del ligando, forma una
interfaz para los coactivadores y facilita la interaccion de VDR con RXR (Bikle y
col., 2014).

Los genes diana VDR se caracterizan por tener los dedos de zinc en DBD
combinados de los receptores VDR y RXR (Abas, 2016). La union de [1,25-(OH)2-
D3] a VDR estimula la unién entre VDR y RXR. El heterodimero VDR-RXR
reconoce a VDRE en genes regulados por vitamina D. Tras la union de [1,25-
(OH)2-D3], el nVDR se fosforila y su conformacion se modifica liberando
correpresores (Haussler y col., 2011). Ademas, la union de [1,25-(OH)2-Ds3] a
VDR induce un cambio conformacional de la hélice en AF-2 que permite el
reclutamiento de coactivadores (Freedman, 1999). Los complejos correguladores
reclutados tras la unién de VDR a su VDRE incluyen una subunidad que se une
directamente al VDR generalmente a través de un motivo LXXLL junto con varias
subunidades que contienen actividad enzimatica tales como histonas acetil
transferasas o deacetilasas, metiltransferasas y desmetilasas entre otros
complejos. Estos complejos correguladores son genéticos y especificos de cada
célula (Bikle, 2014).

2.6.2.12 La vitamina D juega un papel fundamental en la

modulacion de la respuesta inflamatoria en el tejido adiposo

Retomando informacion acerca del tejido adiposo, este 6Organo esta
constituido por células inmunes, las cuales desempefian un papel muy importante
en la homeostasis inmunitaria (Lorente-Cebrian y col., 2012). Varios estudios in
vitro han demostrado que la [1,25-(OH)2-D3] ejerce una accion antiinflamatoria
sobre los adipocitos (Abbas, 2016). Se reporté que la vitamina Dz disminuyo la
liberacion de quimiocinas y citoquinas secretadas por los adipocitos y la
guimiotaxis de los monocitos (Marcotorchino y col., 2012; Lorente-Cebrian y col.,
2012; Ding y col., 2013; Gao y col., 2013). En explantes de tejido adiposo, la [25-
(OH)-Ds] y [1,25-(OH)2-D3] redujeron la liberacion de citocinas del tejido adiposo

omental, pero no del SAT. Sorprendentemente, este efecto se produjo solo en
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mujeres, pero no en explantes masculinos (Roy y col., 2015). In vivo, la vitamina
D disminuyé citocinas proinflamatorias, asi como en ratones obesos inducidos

por dieta (Karkeni y col., 2015).

2.6.2.13 Vitamina D y obesidad

Un gran namero de estudios confirmd la presencia de deficiencia de vitamina
D en personas obesas (Abas, 2016). Se han sugerido diferentes explicaciones
para la insuficiencia de vitamina D asociada a la obesidad, incluyendo: 1) Dilucién
volumétrica; lo que significa que los niveles séricos de vitamina D disminuyen a
medida que aumenta el tamafio corporal y, por lo tanto, las reservas de grasa
(Drincic y col., 2012). 2) Diferencias en el estilo de vida entre personas obesas y
delgadas; las personas obesas pueden ser sensibles a su forma corporal,
participar en menos actividades al aire libre, encubrirse y usar mas ropa que las
personas mas delgadas y esto minimiza su exposicion al sol. 3) Diferencias en la
capacidad de activar la vitamina D entre individuos obesos y delgados; el nivel
de expresién de las enzimas activadoras de la vitamina D; 25-hidroxilasa,
CYP2J2y la la-hidroxilasa CYP27B1, fue menor en SAT en personas obesas en
comparacién con mujeres delgadas (Wamberg y col., 2013). 4) Secuestro de
vitamina D en el tejido adiposo; el secuestro significa que la vitamina D sintetizada
por via oral y por esta via se une fuertemente en depdsitos de grasa y por lo tanto
no se libera de forma apropiada en la circulacion para soportar concentraciones
séricas de [25-(OH)-Ds]. El término secuestro fue sugerido originalmente por
Wortsman y col. en el 2000, quienes informaron que los sujetos obesos tenian
una respuesta mas débil a una dosis estandar de radiacion UVB que las personas
de peso normal. Cabe sefialar que los mecanismos que controlan la deposicién
y liberacién de vitamina D del tejido adiposo aun se desconocen (Wortsman y
col., 2000; Malmberg y col., 2014).
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2.6.2.14 ¢ La deficiencia de vitamina D es un factor de riesgo

independiente para la obesidad?

En situaciones en donde existe una variacion estacional por las bajas
temperaturas y altas latitudes, la vitamina D actia como un mecanismo de
sefializacion para ayudar a los animales a almacenar mas grasa para la
termogénesis (Foss, 2009). Si esto se aplica a los humanos, entonces el cuerpo
almacenara mas grasa cuando disminuyan los niveles de vitamina D (Abbas,
2016). Se ha propuesto que la deficiencia de vitamina D es responsable de la
obesidad (Foss, 2009). A pesar del importante papel que juega la vitamina D en
el metabolismo energético, los estudios realizados hasta ahora en cuanto a la
vitamina D y su implicacion en la obesidad en humanos no son concluyentes
(Vanlint, 2013; Cherniack y col., 2014). Tedricamente, la baja cantidad de
vitamina D puede causar obesidad a través de los siguientes mecanismos: 1)
Hiperparatiroidismo secundario; que resulta del estado de hipovitaminosis D. El
nivel elevado de PTH aumenta el calcio intracelular en los adipocitos, esto
conduce a una mayor lipogénesis y aumento de peso (McCarty y Thomas, 2003;
Grethen y col., 2011). 2) Regulacion del crecimiento y remodelacion del tejido
adiposo humano mediante la modulacién de la adipogénesis y la apoptosis; dosis
bajas de [1,25-(OH)2-Ds3] inhibieron la apoptosis en células 3T3-L1 diferenciadas
(Suny Zemel, 2004).

A pesar de la sugerencia de que la deficiencia de vitamina D es un factor de
riesgo independiente para la obesidad, los hallazgos de algunos investigadores
refutan esta afirmacion (Abbas, 2016). Estudios genéticos, han encontrado que
la obesidad es un factor causal para el desarrollo de la deficiencia de vitamina D,
pero no hay evidencia de que la deficiencia de vitamina D actie como un factor

causal para el desarrollo de la obesidad (Vimaleswaran y col., 2013).
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2.6.3 Vitamina E

La vitamina E es un nutriente liposoluble que se consume a través de la dieta,
y que en el cuerpo humano actiia como antioxidante, ya que protege a los lipidos
de los efectos potencialmente dafinos de los radicales libres, especialmente del
ataque por ciertas especies reactivas del oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés)
y formar radicales hidroxilo y radicales peroxilo (Rimbach y col., 2010; Cérdenay
Ghosh, 2013). La vitamina E no solo ha sido reconocida porque inhibe la
peroxidacién lipidica (degradacion oxidativa de lipidos) principalmente, sino
porque también ejerce un papel general como antioxidante en sitios de union a

proteinas y acidos nucleicos (Azzi y col., 2004; Blé y col., 2010).

2.6.3.1 Isoformas de la vitamina E

En realidad, el término de vitamina E no se refiere a una estructura quimica
en particular, sino que agrupa distintas formas, describiéndose asi una familia de
moléculas anfipaticas esenciales en la dieta humana (Cardenas y Ghosh, 2013).
Esta vitamina se encuentra presente en 8 formas diferentes, las cuales
pertenecen a dos grupos; los tocoferoles y los tocotrienoles (El Hadiy col., 2018).
Cada uno de estos grupos, esta formado por cuatro homélogos; a, B, v, o-
tocoferoles y a, B, v, 6-tocotrienoles (Gee, 2011). Los tocoferoles y tocotrienoles
contienen un anillo denominado cromano, el cual se compone de un anillo
fendlico unido a un anillo heterociclico y una cadena alifatica larga (Gee, 2011,
Céardenas y Ghosh, 2013). La presencia de los grupos metilo (-CHs) en el anillo
cromano definen que estas sustancias sean a, 3, y 0 8, por ejemplo, el a-tocoferol
contiene tres grupos metilo (Figura 19) (Maija, 2011). Estas diferencias
estructurales determinan la actividad biologica de cada molécula, siendo los
homologos a los biolégicamente activos (Rimbach y col., 2010). Devido a que el
a-tocoferol es la molécula con mayor actividad biologica, con frecuencia suele
referirce a la vitamina E como a-tocoferol (Cardenas y Ghosh, 2013; El Hadi y
col., 2018).
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Figura 19. Estructura basica de los tocoferoles y tocotrienoles (Cardenas y Ghosh,
2013). Los tocoferoles y tocotrienoles son derivados del 6-cromanol con una cadena lateral
alifatica farnesil, en el caso de los tocoferoles y una cadena fitil en el caso de los tocotrienoles.
Los cuatro homologos del tocoferol tienen una cadena lateral de 16 carbonos completamente
saturada, mientras que los homdélogos de los tocotrienoles tienen una cadena similar que contiene
tres dobles enlaces. Los grupos metilo dentro del anillo cromano, determinan el estado a, 3, v, 0
0. Las flechas apuntan a centros quirales existentes ubicados en la cadena farnesil y la cadena

fitil de los tocoferoles y tocotrienoles respectivamente.

Si bien hay 3 centros quirales dentro de la cadena insaturada de los
tocoferoles en las posiciones 2, 4 y 8, los tocotrienoles con una cola insaturada
poseen solo un centro quiral en la posicion 2 (Cardenas y Ghosh, 2013). Cada
carbono quiral puede tener dos orientaciones de los grupos metilo, y estas
orientaciones se designan como; R (dextrégiro) y S (levogiro) dependiendo de si
rotan la luz polarizada hacia la derecha o hacia la izquierda, respectivamente (El
Hadi, 2018). Debido a que hay 3 carbonos quirales en los tocoferoles y cada uno
posee una de dos orientaciones, existen 8 combinaciones posibles
(estereoisomeros); RRR, RRS, RSR, SRR, SSS, RSS, SRS y RSS (Figura 20)
(Cardenas y Ghosh, 2013). Durante la sintesis quimica de la vitamina E se
producen cantidades equimolares de estos estereoisémeros (El Hadi y col.,

2018). Actualmente, las formas sintéticas de vitamina E provienen del a-tocoferol,
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gue consisten principalmente en una mezcla racémica de ocho estereoisomeros

denominada “all-rac-a-tocoferol”, a diferencia de la estereoisoforma RRR-a-

tocoferol que es de origen natural (Jensen y Lauridsen, 2007). Asi que soélo las

plantas pueden producir el estereoisdmero RRR, por ello la estereoisoforma de

la vitamina E “RRR-a-tocoferol” se designa como la molécula con una actividad
biolégica del 100% (Cardenas y Ghosh, 2013; El Hadi y col., 2018). Estudios

tanto en humanos como en animales, sugieren que la potencia biologica de la

vitamina E de origen natural es 1.36 veces mayor en comparacion con su

contraparte producida por sintesis quimica (Lodge, 2005). Ademas de que otros

estudios indican que la forma RRR-a-tocoferol se incorpora preferentemente en

las lipoproteinas y se mantiene en el plasma, mientras que todas las demas

estereoisoformas se eliminan rapidamente por excrecion y formacion de

metabolitos (Traber y Kayden, 1989; Kayden y Traber, 1993; Mustacich y col.,

1998).
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Figura 20. Estereoisomeros del a-tocoferol (Adaptada de Maija, 2011). Cada isdmero

del grupo de los tocoferoles posee 8 estereoisémeros, debido a que todas las formas presentan

la misma cadena insaturada fitil, y solo se diferencian por la orientacién de sus carbonos quirales

(R 0 S), como es el caso del isomero a-tocoferol.
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Por otro lado, la proteina hepatica transportadora de tocoferol (a-TTP) sélo
tiene afinidad por los estereoisomeros R del a-tocoferol. Otros isbmeros, aunque
son eficientemente absorbidos, no se difunden al plasma ni a los tejidos y, en
consecuencia, carecen de actividad efectiva de vitamina E, por esta razon, el
grupo de trabajo denominado Comité Permanente para Evaluacion Cientifica de
las Referencias de Consumo Dietético, organizado por la Academia Nacional de
Ciencias de los Estados Unidos en colaboracién con organismos de Canadi,
consideré exclusivamente como vitamina E a la forma natural contenida en los
alimentos como “RRR-a-tocoferol” y sus estereocisomeros RRS-, RSR-, y RSS-
(Traber y Sies, 1996; Food and Nutrition Board e Institute of Medicine, 2002). El
RRR-a-tocoferol no solo tiene la mayor actividad biolégica antioxidante, si no que
es la forma mas abundante en el plasma humano, aproximadamente 25 umol/L,
mientras que el y-tocoferol alcanza solamente el 10% de este valor (Cardenas y
Ghosh, 2013; El Hadi y col., 2018).

2.6.3.2 Efecto antioxidante de la vitamina E

Los beneficios para la salud del consumo de vitamina E a través de la dieta
o la suplementacion se cree que son por sus propiedades antioxidantes
(Cardenas y Ghosh, 2013). Se ha demostrado que la vitamina E es ampliamente
aceptada como uno de los antioxidantes mas potentes en la naturaleza, ya que
protege a las células contra dafio celular causado por los radicales libres que
atacan las membranas celulares a través de la peroxidacion lipidica (Green y col.,
2008; Schneider, 2009; Cai y col., 2012; Peh y col., 2016). El estrés oxidativo se
define como el desequilibrio entre la generacion de especies reactivas y la
defensa antioxidante, y conduce al dafio del ADN vy alteraciones en la biologia
celular (Birben y col., 2012). La propiedad antioxidante de lavitamina E se
atribuye al grupo hidroxilo del anillo aromatico de los tocoferoles, que dona
hidrégeno para neutralizar a los radicales libres o0 a las especies rectivas de
oxigeno (ROS por sus siglas en inglés) (Peh y col., 2016). Se sabe que los ROS

juegan varios papeles importantes en una serie de procesos biolégicos y regulan
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la fisiologia y la funcion de las células. Los ROS son una clase quimica
heterogénea que incluye radicales, como el ion superéxido (Oze), el radical
hidroxilo (OHe*) y el 6xido nitrico (NO-), y los no radicales, como el peréxido de
hidrégeno (H202), el oxigeno singlete (*O2), é&cido hipocloroso (HOCI) y
peroxinitrito (NOs-) (Cardenas y Ghosh, 2013; Peh y col., 2016).

En la peroxidacion lipidica, los radicales hidroxilo y peroxilo creados por el
estrés oxidativo y liberados principalmente por las mitocondrias, atacan a los
acidos grasos poliinsaturados (PUFA"s por susu siglas en inglés) que conforman
las membranas celulares (Thomas y col., 2009; Niki, 2009; Colguhoun, 2010;
Freinbichler y col., 2011). Estos radicales a su vez pueden propagar la formacion
de radicales lipidicos (Figura 21) que eventualmente alteran la membrana celular,
produciendo proteinas y bases nitrogenadas de ADN modificadas, eventos que
se han asociado con el desarrollo de enfermedades como cancer (Poli y col.,
2008; Niki, 2009; Matsuda y col., 2013).
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Lipido insaturado 0,
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4 / + 4 peroxil
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Lipido peroéxido Ipido Insaturado

Figura 21. Mecanismo de la peroxidacién lipidica (Modificada de Vickers, 2007). La
peroxidacion lipidica hace referencia a la degradacion oxidativa de los lipidos. Es el proceso a

través del cual los radicales libres capturan electrones de los lipidos en las membranas celulares.
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Este proceso es iniciado por un mecanismo de reaccion en cadena de un radical libre. En la
mayoria de los casos afecta a los acidos grasos poliinsaturados, debido a que contienen mdltiples
dobles enlaces entre los cuales se encuentran los grupos metileno (-CHz-) que poseen hidrégenos
particularmente reactivos. La iniciacion es el paso en donde el radical del acido graso es
producido. Los iniciadores en células vivas mas notables son especies reactivas del oxigeno,
tales como *OH, el cual se combina con un hidrégeno para dar lugar a agua y a un radical de
acido graso. Este radical no es una molécula muy estable, de modo que reacciona rapidamente
con el oxigeno molecular (O2), creando de este modo un radical 4cido graso peroxil. Este radical
también es una especie muy inestable por lo cual reacciona con otro acido graso, dando lugar a
otro radical acido graso diferente. Este ciclo continla ya que el nuevo acido graso radical se

comporta de la misma manera.

La propiedad antioxidante de la vitamina E se ejerce a través de los grupos
hidroxilo del anillo cromano que donan facilmente su hidrégeno al radical peroxilo,
dando como resultado la formacion de una especie de lipidos estable (Fujisawa
y Kadoma, 2005). Al donar el &tomo de hidrégeno, la vitamina E se convierte en
un radical libre relativamente no reactivo a medida que el electron desapareado
se deslocaliza alrededor del anillo aromatico (Figura 22) (Stocker y col., 2003).
La eficacia de esta proteccion depende de dos factores: en primer lugar, la
movilidad de la molécula en las membranas que esta determinada por la cadena
alifatica; y en segundo lugar, el nimero de grupos metilo en el anillo cromano,
cada grupo metilo confiere capacidad antioxidante adicional. Se piensa que
ademas, la proximidad del grupo metilo al grupo hidroxilo es un factor importante.
Por lo tanto, los homdlogos a, que tienen el mayor niumero de grupos metilo, y
gue estan cerca del grupo hidroxilo, son mas eficaces que los otros homélogos
(Rimbach y col., 2010). De acuerdo con Mdller y col., se ha observado un orden
de eficacia antioxidante de los tocoferoles de la siguiente manera; a-tocoferol> j3-

tocoferol> y-tocoferol> 5-tocoferol (Mdller y col., 2010).
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ao-tocoferol Radical a-tocoferoxilo

Figura 22. Reaccién antioxidante del alfa tocoferol (Modificada de Varay Pula, 2014).
Esta figura representa la estructura y el mecanismo de accion quimica del a-tocoferol como
desintoxicador de radicales hidroxilos (*OH). En este mecanismo los tocoferoles interrumpen las
reacciones en cadena mediante la donacién de un hidrégeno al radical lipidico originando. El a-
tocoferol es probablemente el mas importante inhibidor de la reacciéon en cadena producida

durante la peroxidacion de lipidos en animales.

En general, se ha considerado que los tocotrienoles exhiben una mayor
actividad antioxidante en comparacion con los tocoferoles en modelos in vivo e
in vitro, aunque la capacidad antioxidante de las diferentes isoformas a sigue
siendo tema de discusién (Suzuki y col., 1993). El debate parece provenir de
ensayos experimentales en las que se han evaluado a las diversas isoformas
(Suzuki y col., 1993; Yoshida y col., 2003; Miuller y col., 2010). Los mdltiples
isdbmeros y estereoisomeros, tanto naturales como sintéticos existentes dentro de
la familia de la vitamina E, siguen siendo objeto de estudio, pues hasta ahora se
tiene poca claridad en la informacién y resultados contradictorios sobre el uso y
los efectos de estas moléculas, por lo que la mayoria de los autores sugieren que
se deberian de hacer mas estudios para dar una idea mas detallada de las
propiedades especificas de dichas moléculas. Por lo que no se debe esperar que
todas las isoformas sean iguales, como sugieren algunos estudios. Dependiendo
de la isoforma estudiada, existen efectos opuestos entre las diversas formas de
la vitamina E (Muller y col., 2010; McCary y col., 2012; Torricelli y col., 2012;
Céardenas y Ghosh, 2013; El Hadi, 2018).
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Sin embargo, por sus propiedades antioxidantes, la vitamina E ha sido
empleada como suplemento en diferentes enfermedades, por ejemplo; en
pacientes con fibrosis quistica, la suplementacién con vitamina E mejoro la
absorcién de los lipidos (Ramsey y col., 1992). En pacientes hemodializados con
enfermedad cardiovascular, redujo la incidencia de infartos (Boaz y col., 2000).
En mujeres embarazadas, el tratamiento con vitaminas E disminuy6 el indice de
preeclampsia y mejoro la funcién endotelial (Chappell y col., 1999). En pacientes
diabéticos se ha informado un mejor control glucémico (Ceriello y col., 1991;
Paolisso y col., 1993). En otros estudios clinicos se ha observado reduccién en
la incidencia de cancer después del consumo de vitamina E (Blot y col., 1993).
Durante los Ultimos afios se ha encontrado que ademas de poseer efectos
antioxidantes, la vitamina E tiene efectos antiaterogénicos que no se debe a la
capacidad antioxidante de dicha vitamina, actuando sobre la sefializacion celular

y la regulacién de la expresion de genes (Rimbach y col., 2010).

2.6.3.3 Ingesta, déficit y exceso de vitamina E

La vitamina E se encuentra principalmente en el reino vegetal, las fuentes
naturales de esta sustancia son los aceites vegetales, frutos secos, hortalizas de
hojas verdes y ciertos cereales (NHANES, 2000). La cantidad de vitamina E que
se necesita depende de la edad e incluye la vitamina E que se obtiene a partir de
los alimentos que se consumen y de los suplementos que se toman. De acuerdo
con la RDA de a-tocoferol, en los adultos el consumo tanto en hombres como en
mujeres es de 15 mg/dia, en nifios menores de 14 afios el consumo diario debe
ser de 6-11 mg/dia y en mujeres lactantes es de 19 mg/dia. 1 mg de a-tocoferol

es equivalente a 1.49 Ul de forma natural o 2.22 Ul de forma sintética (NIH,2016).

Las dosis de consumo maximo tolerables que se pueden tomar con
seguridad para tratar las deficiencias de vitamina E son; 200-600 mg/dia para
nifios menores de 14 afios y de 600-1000 mg/dia para adultos (NIH, 2016). Se
ha reportado que se puede consumir hasta una cantidad de 200-600 mg/dia sin

causar trastorno alguno en un estado en donde no hay deficiencia, ya que la
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mayor parte de la vitamina E en el cuerpo se almacena en el tejido adiposo
(NHANES, 2000; NIH, 2016). Parte del peligro potencial del consumo de altas
dosis de vitamina E podria atribuirse a su efecto de desplazar otros antioxidantes
solubles en las grasas y romper el balance natural del sistema antioxidante
(Huang y Appel, 2003; Zhang y col., 2011).

Una deficiencia grave de vitamina E provoca principalmente sintomas
neurologicos, inclusive equilibrio y coordinacion deficiente (ataxia), dafios en los
nervios sensoriales (neuropatia periférica), debilidad muscular (miopatia) y dafios
en la retina del ojo (retinopatia pigmentaria). El sistema nervioso en desarrollo
parece ser especialmente vulnerable a la deficiencia de esta vitamina: los nifios
gue sufren una deficiencia de vitamina E desde su nacimiento y no son tratados
rapidamente, desarrollan sintomas neurolégicos (Traber, 2006). Por el contrario,
nunca se ha registrado una deficiencia de vitamina E sintomatica en adultos

sanos que consumen dietas pobres en vitamina E (Traber, 2006).

Sin embargo, las pequefias diferencias estructurales entre las isoformas de
la vitamina E tienen un impacto significativo en el metabolismo de esta vitamina
(Cardenas y Ghosh, 2013). Por lo tanto, los habitos dietéticos juegan un papel
importante en cuanto a las isoformas de la vitamina E que se consumen; por
ejemplo, una dieta mediterranea consiste en vegetales de hoja verde, nueces y
aceite de oliva que contienen altas cantidades de a-tocoferol, mientras que una
dieta occidental es alta en aceite de soja que contiene una mayor proporcion de
y-tocoferol (Helzlsouer y col., 2000; Trichopoulou y col., 2003). Es importante
tener en cuenta que, para un valor nutricional, existe una preferencia por la

isoforma a-tocoferol (Acuff y col., 1994; Burton y col., 1998; Jiang y col., 2001).

2.6.3.4 Metabolismo de la vitamina E

La absorcion de vitamina E es similar a la absorcion de grasa a través del
intestino delgado (Cardenas y Ghosh, 2013). La vitamina E se absorbe junto con

los lipidos de los alimentos en la parte proximal del intestino, las secreciones de
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acidos biliares en la luz intestinal ayudan a formar micelas que contienen a la
vitamina E y productos de hidrolisis lipidica que se absorben a través de la
membrana de las células intestinales y se transportan como quilomicrones en la
linfa y la sangre (Kayden y Traber, 1993; Traber, 2007). Todas las formas de
vitamina E se absorben igualmente, lo cual sugiere ausencia de selectividad a
este nivel (BlIé y col., 2008). Después de pasar a través de la via linfatica, los
quilomicrones alcanzan la circulacion sistémica y se hidrolizan progresivamente
bajo la accién de la lipoproteinlipasa endotelial secretada por el pancreas,
liberando principalmente restos de quilomicrones, acidos grasos libres y HDL que
también contienen vitamina E. De esta forma la vitamina puede ser transportada
de manera inespecifica dentro de las lipoproteinas hacia los tejidos diana y el
higado (Kayden y Traber, 1993; Traber, 2007). Durante este proceso, una parte
de la vitamina E se libera en el plasma (Blé y col., 2008). En el higado, el ao-
tocoferol es captado desde los quilomicrones principalmente por las LDL, ademas
de ser transportado de forma selectiva mediante la proteina a-TTP que
selecciona de manera efectiva al a-tocoferol sobre las diversas isoformas de
vitamina E. Por lo que los isbmeros del tocoferol y los isémeros sintéticos que no
son reconocidos por la o-TTP, son degradados y excretados a través de la orina
o la bilis (Traber y Kayden, 1989; Hosomi y col., 1997; Traber, 2007). Parte del
tocoferol transportado en las HDL es captado una vez mas por los hepatocitos,
reconocido especificamente por la o-TTP reciclado y liberado por segunda
ocasion en las VLDL (Gotiy col., 1998).

La afinidad relativa de unién de los tocoferoles con la a-TTP es la siguiente;
a-tocoferol 100%, B-tocoferol 38%, y-tocoferol 9% y é-tocoferol 2% (Hosomi'y col.,
1997). En la sangre, el a-tocoferol es rapidamente transferido entre las diferentes
lipoproteinas (Fechner y col., 1998). Se considera que la o-TTP del higado es el
factor mas importante para mantener las concentraciones adecuadas de a-

tocoferol en el plasma (Blé y col., 2008).
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2.6.3.5 Vitamina E y obesidad

La obesidad en nifios y adultos estd asociada con niveles bajos de
antioxidantes solubles en grasa en suero (Moor y col., 1992; Ohrvall y col., 1993).
Ademas, Decsi y col., en un estudio reportaron que los niveles de a-tocoferol en
plasma eran de 50-60% mas bajos en nifios obesos que en nifios de peso normal.
En los seres humanos, el a-tocoferol es particularmente importante para la
proteccion contra la oxidaciéon de las LDL (Esterbauer y col., 1989; Carpentert y
col., 1997). Niveles bajos de a-tocoferol puede conducir a un aumento de la
oxidacion de LDL en nifios obesos. La evidencia indica que la oxidacion de LDL
es extremadamente importante para la absorcion de LDL por los macréfagos v,
por lo tanto, el desarrollo posterior de lesiones ateroscleréticas (Witztum y
Steinberg, 1991). Por lo que la administracion de suplementos de a-tocoferol
tiene como resultado una disminucién en la oxidacion de LDL (Mosca y col.,
1997). Algunos estudios han demostrado que el suministro de vitamina E en
modelos animales regulan la adipogénesis y grasa corporal a través de la
modulacién directa del receptor PPARYy (Ribot y col., 2004).

2.6.3.6 Efectos no antioxidantes: actividad reguladora de genes
de la vitamina E

Desde su descubrimiento, la vitamina E ha sido estudiada principalmente
por sus efectos antioxidantes y recientemente por su capacidad de sefalizacién
celular (Rimbach, 2010). Estudios han demostrado que los tocoferoles son
moléculas capaces de inducir sefiales a nivel celular al interactuar con receptores
celulares y factores de transcripcion impulsando asi la expresion de ciertos
genes, modulan los niveles de algunas proteinas y cambian los niveles de
actividad enzimatica tanto en células cultivadas como in vivo (Figura 23). (Azziy
col., 2004).
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Figura 23. La vitamina E como mediador de sefializacién celular (Modificada de
Rimbach y col., 2010). La actividad biolégica de las diferentes formas de la vitamina E estan
involucradas en diversos procesos, actuando como moléculas que modulan la sefializaciéon
celular que afectan a los receptores celulares, factores de transcripcion, expresion génica, niveles

de proteina y actividades enzimaticas de moléculas diana especificas.

En las ultimas dos décadas, se ha demostrado que la vitamina E tiene
efectos directos e indirectos en varias enzimas involucradas en la transduccion
de sefales, como la proteina quinasa C (PKC), proteina fosfatasa 2A (PP2A),
proteina tirosina fosfatasa (PTP), proteina tirosina quinasa (PTK), diacilglicerol
quinasa (DAGK), fosfolipasa A2 (PLA2), ciclooxigenasa-2 (COX-2) entre otras
(Rimbach y col., 2002; Zingg y Azzi, 2004).

Otra evidencia de una funcion no antioxidante del a-tocoferol esta
relacionada con su papel en la regulacion de la expresion de genes especificos
no solo asociados al estrés oxidativo, sino también en la homeostasis del
colesterol, las vias inflamatorias y el trafico celular (El Hadi, 2018). Estos genes
incluyen aquellos que codifican proteinas implicadas en la inflamacion y la

adhesiéon celular (ICAM-1, VCAM-1, IL-1b, IL-2, IL-4) y factor de crecimiento
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transformante (TGF), regulacién del ciclo celular (ciclina D1, ciclina E1 y p27),
receptores de control transcripcional (PPARY), receptores (CD36, receptor para
LDL) y metabolismo (Citocromo P450 (CYP)) (Rimbach y col., 2010; Ahsany col.,
2014).

El a-tocoferol tiene un efecto inhibidor sobre la produccion de moléculas
de adhesion y la adhesién de monocitos a las células endoteliales; un evento
principal en el proceso de inflamacion, posiblemente a través de un efecto
regulatorio directo en la expresion de ICAM-1. Este mismo efecto lo puede
conseguir a través de la regulacion inducida por IL-1 de las ICAM-1 y las VCAM-
1 (Yoshikawa y col., 1998). Otra molécula de gran importancia en el proceso de
inflamacion es la interleucina IL-1p, la cual se encuentra disminuida por la accién
del a-tocoferol. Los niveles de mRNA muestran que el efecto inhibidor se ejerce
a nivel de la expresion génica de IL-1p (Akeson y col., 1991). El receptor PPARYy
esta regulado positivamente por el a-tocoferol y aun mas por el y-tocoferol. Este
comportamiento puede ser relevante no solo para la prevencion del cancer, sino
también para el tratamiento de los trastornos inflamatorios, cardiovasculares y
obesidad (Campbell y col., 2003).

2.7 Adipogénesis

La adipogénesis es el proceso mediante el cual las células multipotenciales
se diferencian en adipocitos maduros (Figura 24). Una célula madre
mesenquimal primero se convierte en un preadipocito y luego en un adipocito
maduro a través del proceso de diferenciacion terminal. El preadipocito sufre
alteraciones morfolégicas y bioquimicas hasta convertirse en un adipocito
funcional (Abbas, 2006). Estas células cumplen un importante papel metabdlico
y endocrino y ocurre por la activacién de un programa coordinado de expresion
génica mediado por factores de transcripcién, el cual conduce a cambios en la
actividad y/o en la cantidad de proteinas implicadas en la fisiologia del adipocito
como, por ejemplo, proteinas implicadas en la homeostasis de lipidos y la glucosa

(Rosen y MacDougald, 2006). Los adipocitos maduros pueden realizar muchas
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funciones, incluida la sintesis de lipidos, el trafico de acidos grasos a través de la
membrana, responder a la sefializacidon de la insulina y la secrecion de adipocinas
(Wood, 2008). Diveros estudios indican la participacion de muchos factores en el

proceso de diferenciacion de los adipocitos (Rosen y Macdougald, 2006).

Adipocito maduro

Adipogénesis
\
£\
=

( 2%%w

Célula madre
mesenquimal

Figura 24. Diagrama de adipogénesis (Modificada de Dodson y col., 2015). La adipogénesis
es la proliferacion, diferenciacién y maduracién de las células del linaje adiposo para formar
células capaces de asimilar lipidos. Las células dentro de los depdsitos adiposos son capaces de

liberar sustancias quimicas que pueden regular la fisiologia del cuerpo.

2.7.1 Receptores C/EBP

Los receptores CCAAT enhancer-binding-protein (C/EBP) son factores de
transcripcion expresados principalmente en tejidos hepaticos, grasos e
intestinales (Birkenmeier y col., 1989). La expresion de estos factores de
transcripcion esta restringida a células diferenciadas terminalmente, y se tiene
evidencia que indica que dichos factores pueden estimular la transcripcion de
varios genes que marcan el estado diferenciado del preadipocito (Christy y col.,
1989; Friedman y col., 1989; Kaestner y col., 1990; Park y col., 1990). Estas
observaciones llevaron a la especulacion de que los receptores C/EBP puede
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jugar un papel importante en el establecimiento y/o mantenimiento del estado de

diferenciacion celular terminal (Cao y col., 1991).

Se han identificado hasta ahora seis isoformas de estos factores de
transcripcion; a, B, v, 6, € ¥ (, los cuales contienen un dominio en su region C-
terminal altamente conservado con una estructura de cremallera de leucinas
(Tang y col., 2004). Ademas, se ha demostrado que estas isoformas presentan
dimerizacion altamente homologa y se unen al ADN con una especificidad similar
(Caoy col., 1991; Scott y col., 1992; Tang y col., 2004).

Algunos de estos factores de transcripcidn participan en la regulaciéon de la
adipogénesis como, por ejemplo: C/EBPa, C/EBPf, C/EBPy y C/EBPS (Ramji y
Foka., 2002). Su expresion es inducida un poco después del comienzo del
programa de diferenciacién celular y disminuye en la fase de diferenciacién
terminal. Se desconoce si esta induccion de los factores de transcripcion es una
causa de la entrada de estas proteinas a un ciclo celular o es una consecuencia
de la misma (Ntambi y Kim, 2000; Viveros, 2002). Dos de estos factores
participan en las etapas tempranas de la diferenciacion celular como son C/EBPf
y C/EBP®, que son expresados en los preadipocitos y desaparecen con el arresto
del crecimiento celular y se ha descrito, son los responsables de activar a C/EBPa,
(Cowherd y col., 1999). C/EBPa se manifiesta durante la fase terminal de la
diferenciacion, inmediatamente antes de la expresién de otros genes especificos

de los adipocitos (Gregoire y col., 1998).

Cuando C/EBPa es activado, a su vez activa la expresion de PPARy e
interviene en la diferenciacion terminal del adipocito. C/EBPa y PPARYy pueden
activar reciprocamente la expresion uno del otro y actian sinérgicamente para
promover la diferenciacion del adipocito, asi como también actian en forma
cooperativa en la transactivacion de diversos genes (Figura 25) (Tang y col.,
2004).
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Figura 25. Etapas de la diferenciacién de los adipocitos (Adaptada de Rosen y MacDougald,
2006). A) Se reportan 4 estadios principales en el proceso de transformacién de preadipocito a
adipocito maduro; (1) la detencion de la proliferacion por contacto, lo que indica que la confluencia
se ha alcanzado, (2) la expansion clonal regulada por diversos factores de transcripcién y
hormonas, (3) en la diferenciacion temprana se detiene la divisién celular y el adipocito comienza
a acumular lipidos y por ultimo (4) durante la diferenciacién terminal, se alcanza la morfologia del
adipocito maduro. B) En la adipogénesis temprana, los factores C/EBPB y C/EBPS se expresan
durante la expansion clonal e inducen la expresion de otros factores como C/EBPa y PPARY que
estan implicados en la regulacion de otros genes para culminar con la diferenciacién del adipocito

y que este adipocito maduro lleve a cabo la acumulacion de lipidos.

PPARy, ademas de ser un receptor nuclear el cual tiene la capacidad de
unirse directamente al ADN para regular la expresion génica, es considerado el
"regulador maestro" de la adipogénesis (Rosen y MacDougald, 2006). La
expresion forzada de PPARYy es suficiente para inducir la diferenciacion de los
fibroblastos en adipocitos (Tontonoz y col., 1994) y no se ha descubierto ningun
factor que promueva la adipogénesis en ausencia de PPARy (Rosen vy
Macdougald, 2006). Estos hallazgos son consistentes con la observacion de que

la mayoria de los factores pro-adipogénicos parecen funcionar al menos en parte
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mediante la activacidon de la expresion o actividad de PPARy (Rosen y
Macdougald, 2006).

Numerosos estudios indican que se requiere la activacion del ligando de
PPARy (generalmente AMPc) para inducir la adipogénesis, pero no para
mantener la expresién génica dependiente de PPARy en adipocitos maduros
(Rosen y Macdougald, 2006). Otros estudios han encontrado que los factores de
transcripcion C/EBPf pueden aumentar la produccion de ligandos de PPARY,
pero estos hallazgos no condujeron a la identificacién de un agonista de PPARYy

endogeno definitivo (Kim y col., 1998; Hamm y col., 2001).

2.8 Lineacelular 3T3-L1

Las células 3T3-L1 provienen de células de embridn de raton suizo, a partir
de fibroblastos que se aislan de la fraccidn del estroma vascular del tejido adiposo
y pueden diferenciarse en adipocitos maduros (Green y Kehinde 1974; Viveros,
2002). Estas células son morfolégicamente similares a las células fibroblasticas
preadipociticas del estroma del tejido adiposo humano; tras la estimulaciéon
hormonal apropiada, las células 3T3-L1 terminan el crecimiento mitético y
adquieren propiedades y caracteristicas morfolégicas y enzimaticas de los
adipocitos (Green y Kehinde 1975; Russell y Ho 1976; Rubin y col., 1977; Student
y col., 1980). Ademas, las células 3T3-L1 expresan muchos de los mismos genes
gue los adipocitos humanos, los cuales codifican para muchas de las adipocinas
ya anteriormente mencionadas tales como; TNFa, RBP-4, leptina, angiotensina,
adiponectina, resistina, IL-6 entre otras (Gregoire y col.,, 1998; Cowherd y
col.,1999; Ntambi y Kim, 2000).

La conversion in vitro de fibroblastos 3T3-L1 a adipocitos ha proporcionado
un sistema util para estudiar el papel de los factores de transcripcion C/EBP en
la diferenciacion celular (Cao y col., 1991). Diversos estudios han indicado que
los receptores C/EBP participan en la diferenciacion terminal de las células 3T3-
L1. Se tiene evidencia de que la expresion temporal de C/EBP se correlaciona

con el progreso de la diferenciacion de los adipocitos (Cao y col., 1991; Ntambi y
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Kim, 2000). C/EBP es indetectable en los fibroblastos en proliferacion, pero se
acumula a un nivel sustancial en adipocitos diferenciados (Birkenmeier y col.,
1989). Ademas, la expresion prematura de C/EBP impide la proliferacion celular
y acentua la diferenciacién en presencia de hormonas adipogénicas (Umek y col.,
1991). Por otro lado, C/EBP es capaz de trans-activar genes que codifican varias
proteinas especificas del tejido adiposo como; PPARY, esteroil coenzima A (CoA)
y el transportador de glucosa sensible a la insulina (Christy y col. 1989; Kaestner
y col., 1990). A pesar de estas observaciones, la expresion prematura de C/EBPa
no es suficiente para convertir a los fibroblastos en adipocitos (Umek y col., 1991).
Esta observacion indica que la adipogénesis probablemente requiera la funcién
de proteinas reguladoras no caracterizadas ademas de C/EBP (Cao y col., 1991).

PPARy no solo es crucial para la adipogénesis, sino también para el
mantenimiento del estado diferenciado (Rosen y Macdougald, 2007). La
introduccién adenoviral de PPARy en adipocitos 3T3-L1 maduros causa
desdiferenciacion con pérdida de acumulacion de lipidos y disminucion de la
expresion de marcadores de adipocitos (Tamoriy col., 2002).

La transicidén y conversion de células precursoras de adipocitos a adipocitos
maduros ocurre en una serie de etapas (Avram y col., 2007). Antes de la
diferenciacion, los preadipocitos experimentan tasas de proliferacion
exponenciales, durante cuyo tiempo aparecen morfolégicamente similares a los
fibroblastos preadipociticos humanos. Entre la proliferacion y la diferenciacion,
las células se vuelven esféricas y acumulan lipidos (Fajas, 2003). Se ha reportado
que la diferenciacion de los preadipocitos a adipocitos maduros tarda un periodo
aproximado entre 10 y 14 dias con la administracién de inductores adipogénicos,
también conocido como “coctel adipogénico” (Figura 26) (Cowherd y col., 1999;
Ntambi y Kim, 2000).
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Figura 26. Etapas de la diferenciacion de preadipocitos 3T3-L1 (Adaptada de Ntambi y Kim,
2000). Las principales etapas de diferenciacibn de los preadipocitos se presentan
cronolégicamente por dias, indicadas por una linea corta y marcadas por los diferentes estadios
identificados en el proceso de diferenciaciéon; muy temprano, temprano, intermedio y tardio.
También se muestra la etapa en la que se adiciona el cActel adipogénico. Las areas marcadas
con color representan periodos de expresion de ciertos genes como; PPARy y C/EBPa, B, y 8
durante la diferenciacién. Aproximadamente 48 h después de la inducciéon con el coctel
adipogénico, los preadipocitos que se diferencian, experimentan una mitosis posconfluente y un
posterior arresto del crecimiento. Estas células se someten al menos a una ronda de replicacion
de ADN y division celular. Al completar la mitosis posconfluente, entran en un paro de crecimiento,

por lo que estas células se comprometen a convertirse en adipocitos maduros.

2.8.1 Inductores adipogénicos

Muchos sistemas de cultivo requieren la adicion de sefales proliferativas
y pro-adipogénicas para la induccion de la diferenciacion celular después del
arresto del crecimiento en la confluencia (Gregoire y col., 1998). Los protocolos
de induccion para la diferenciacion varian y dependen del sistema de cultivo

celular especifico utilizado (Avram y col.,, 2007). El co6ctel adipogénico
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comunmente usado para la induccion de células 3T3-L1 incluye; un medio de
cultivo basal; DMEM (Medio de Eagle modificado por Dulbecco), dexametasona
(DEX), isobutilmetilxantina (IBMX) y concentraciones suprafisioldgicas de
insulina (Gregoire y col., 1998; Cowherd y col., 1999; Ntambi y Kim, 2000).

Las células 3T3-L1 se diferencian espontaneamente en células grasas
cuando se mantienen en suero fetal bovino (SFB) durante un periodo de varias
semanas (Green y Kehinde 1976). Sin embargo, la exposicion de estas células a
DEX y IBMX 48 horas después de la confluencia, desencadena la entrada
sincronica de células en el programa de diferenciacion, aumentando asi el
namero de preadipocitos reclutados y acelerando todo el proceso de
diferenciacion de 5 a 7 dias (Green y Kehinde 1974; Green y Kehinde 1975;
Green y Kehinde 1976; Rubin y col., 1978).

Aproximadamente 24 horas después de la induccién por el coctel
adipogénico, los preadipocitos detenidos por crecimiento ingresan
sincrénicamente al ciclo celular y se someten al menos a una ronda de replicacion
de ADN (mitosis posconfluente) y duplicacion celular (expansion clonal),
procesos que conducen a la amplificacion clonal de células comprometidas
(Pairaulty Green, 1979; Bernlohr y col., 1985; Cornelius y col., 1994; MacDougald
y Lane, 1995). Es durante esta mitosis y expansién clonal posconfluente que el
ADN de la célula se desenrolla para permitir el acceso de los factores de
transcripcion a los elementos de respuesta presentes en los genes importantes

para la adipogénesis (Bernlohr y col., 1985; Cornelius y col., 1994).

Dos dias después de la induccion, las células 3T3-L1 experimentan un
segundo y ultimo periodo de detencién del crecimiento llamado “detencion del
crecimiento celular”, un paso que también se requiere para la diferenciacion
terminal y precede a la misma (Scott y col., 1982). Los receptores PPARy y
C/EBPa, cuyos niveles permanecen bajos en los preadipocitos, pero comienzan
a aumentar justo antes y durante esta etapa, parecen jugar un papel cooperativo
en la mediacion del segundo arresto de crecimiento que anuncia el compromiso

con la diferenciacion (Umek y col., 1991; Altiok y col., 1997). Después de la
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detencion del crecimiento celular, los preadipocitos clonales, ahora
completamente comprometidos, comienzan a expresar marcadores tardios de
diferenciacion de adipocitos para el dia 3 (Gregoire y col., 1998; Ntambi y Kim,
2000). Las células se vuelven esféricas, acumulan gotas de grasa y completan la
diferenciacion terminal entre los dias 5y 7 (Avram y col., 2007).

2.8.2 Rol de los inductores adipogénicos

Glucocorticoides; se ha establecido in vitro que los glucocorticoides, o
bien, el analogo sintético DEX, aumenta la diferenciacion en presencia de insulina
o SFB en todas las lineas celulares primarias de preadipocitos (Rubin y col.,
1978; Gaillard y col., 1991). La DEX se usa ampliamente para la conversion
adipogénica maxima de preadipocitos en cultivo, dependiendo del modelo celular
gue se utilice, es el requerimiento del tratamiento con glucocorticoides para su

diferenciacion o para acelerar el proceso de diferenciacién (Avram y col., 2007).

Los glucocorticoides producen cambios rapidos y transitorios en la
transcripcion de genes adipogénicos durante las primeras etapas de
diferenciacion después de la induccion hormonal (MacDougald y col., 1994). En
particular, se ha demostrado que la DEX induce la expresion del factor de
transcripcion C/EBP® en células 3T3-L1, que, a su vez, desencadena vias para
la diferenciacion impulsada por C/EBPa (MacDougald y col., 1994; Yeh y col.,
1995; Wu y col., 1996; Shin y col., 2003).

Insulina; los estudios in vitro respaldan el efecto adipogénico de la insulina.
Es una hormona obligada para la diferenciacion primaria de los preadipocitos
(Gregoire y col., 1992; Suryawan y col., 1997). En la mayoria de los casos, los
preadipocitos primarios derivados de animales en estado embrionario requieren
concentraciones bajas de insulina (1-10 nM) en presencia de SFB o altas
concentraciones de insulina (1-10 yuM) en un medio de cultivo sin suero (Deslex
y col., 1987; Gregoire y col., 1990; Suryawan y col., 1997; Gregoire y col., 1998).

En preadipocitos primarios que experimentan bajos niveles de diferenciacion
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espontanea, la adicién de insulina conduce a un aumento en la fraccién de células
que experimentan conversion adipogénica (Gregoire y col., 1992; Suryawan y
col., 1997). En contraste, la adicién de insulina a altas dosis a lineas celulares
clonales no afecta el nimero de células, sino que, mejora la tasa de acumulacion

de lipidos en las células que ya se diferenciaron (Rubin y col., 1978).

Antes de la expresién de los receptores de insulina durante etapas
posteriores de la diferenciacion, la insulina media su efecto adipogénico
temprano a través de receptores de factor de crecimiento insulinico 1 (IGF-I), que
se expresan en preadipocitos (Smith y col., 1998). Estudios in vitro e in vivo
muestran que la exposicion a la insulina estimula la expresion de PPARy en
preadipocitos humanos, lo que sugiere un posible mecanismo para la accién de

la insulina in vivo (Rieusset y col., 1999).

IBMX; Al igual que la DEX e IBMX, se usa de forma rutinaria para la
diferenciacion de lineas celulares de preadipocitos clonales y primarios (Rubbin
y col., 1978). Se ha demostrado que la IBMX acelera la diferenciacion de lineas
celulares de preadipocitos primarios (Rubin y col., 1978; Yang y col., 1989;
Yarwood y col.,1995), asi como desencadena la expresion de C/EBPf y PPARy
(Cao y col., 1991; Hansen y col., 2001). Ademas, la MIX aumenta la produccion
y concentracion intracelular de AMPc a través de los siguientes mecanismos;
mediante la inhibicion de la fosfodiesterasa y el bloqueo de la proteina G
reguladora de AMPc (Parsons y col., 1988).
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I1l. JUSTIFICACION

México presenta un problema de salud publica derivado del sobrepeso y
la obesidad. A nivel mundial nuestro pais ocupa el primer lugar de obesidad en
adultos y segundo en nifios (OMS, 2012). Las dietas con un alto contenido
energético y un bajo perfil de antioxidantes y vitaminas ocasionan un aumento de
grasa corporal. Se ha observado un aumento en la concentracion sérica de la
proteina RBP-4 durante el sobrepeso y obesidad que se correlaciona con el
desarrollo de complicaciones como inflamacién, resistencia a la insulina,
hipertension arterial, dislipidemia y esteatosis hepatica (Zabetian-Targhi y col.,
2015). RBP-4 induce la expresion de PPARYy, factor clave en la diferenciacion de
los adipocitos y acumulaciéon de lipidos en los mismos (Carvajal y col., 2007;
Sandoval y col., 2009). Disminuir los niveles de RBP-4 podria ayudar a disminuir
la hiperplasia e hipertrofia en el tejido adiposo. Se ha observado
experimentalmente que las vitaminas A, D y E afectan las concentraciones de
adipocinas, por lo cual se evaluara el efecto de la administracion de las vitaminas
A, E y D sobre la expresiéon del gen de la proteina RBP-4 en adipocitos 3T3-L1
(Mercader y col., 2008; Landrier y col., 2009; Lira y col., 2011).
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V. HIPOTESIS

Las vitaminas A, D y E reducen la expresion del gen de la proteina RBP-4 en
adipocitos 3T3-L1.
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V. OBJETIVOS

a. General
Evaluar el efecto de las vitaminas A, D y E sobre la expresion del gen de la
proteina RBP-4 en adipocitos 3T3-L1.

b. Particulares

e Evaluar el efecto dosis respuesta de las vitaminas A, D y E sobre la
expresion del mMRNA y proteina de RBP-4 en adipocitos 3T3-L1.

e Evaluar el curso temporal del efecto de las vitaminas A, D y E en la
expresion de mRNA y proteina de RBP-4 en los adipocitos 3T3-L1.
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VI. Metodologia

6.1 Diferenciaciéon de células 3T3-L1

Para la diferenciacion de las células 3T3-L1, se mantuvieron a los fibroblastos
preadipociticos en cajas Petri (100 x 15 mm) con un medio basal, el cual contiene;
DMEM al 90%, SFB al 10% y antibioticos (Estreptomicina/Penicilina) al 1%, e
incubar bajo las siguientes condiciones; una temperatura de 37 °C, una atmosfera
con 95% de aire y 5% de CO:2 durante 3 a 4 dias. Bajo estas condiciones, se
form6 una monocapa de células con una confluencia del 70 al 80%. A partir de
esta monocapa, se realizaron subcultivos en cajas multiwell de 12 pozos,
mediante una digestion enzimatica con tripsina. Para ello, se hizo un lavado con
3 mL de tripsina, después se adicionaron nuevamente 5 mL de tripsina y se
incub6 durante 5-7 minutos. Transcurrido ese tiempo, se tomaron las células
digeridas y se centrifugaron durante 4-5 minutos para después retirar el
sobrenadante y finalmente sembrar las células por 48 horas, para formar
nuevamente una monocapa de células al 70-80% de confluencia y repetir el
mismo procedimiento hasta tener la cantidad deseada de células al 100% de
confluencia (ATCC, 2016).

Una vez que los preadipocitos han alcanzado el 100% de confluencia, al
medio basal se le afiadieron los inductores adipogénicos; 1.0 uM de DEX, 0.5
mM de IBMX, 1.0 ug/mL de insulina 'y 1.0 Mm de biotina y se incubaron durante
48 horas. Después de este tiempo, se reemplazé el medio basal con medio de
mantenimiento constituido por DMEM 90%, SFB 10% y 1.0 ug/mL de insulina
(Figura 27) (Kuri-Harcuch y col., 1978; Un Suk, 2013; ATCC, 2016).
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Diferenciacion de células 3T3-L1

—
. 90% DMEM
Elrohlastos 10% Suero fetal bovino
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Temperatura: 37 °C confluencia 10% SFB
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Figura 27. Diferenciaciéon de preadipocitos 3T3-L1 en cultivo (Adaptada de ATCC, 2016).
Los preadipocitos confluentes pueden diferenciarse de forma sincrénica mediante un coctel
adipogénico; la DEX, un agonista glucocorticoide sintético, se usa tradicionalmente para estimular
la via del receptor de glucocorticoides. La MIX, un inhibidor de la fosfodiesterasa se usa

tradicionalmente para estimular la ruta de la proteina cinasa dependiente de cCAMPA.

6.2 Disefio experimental

Partiendo de adipocitos previamente diferenciados, se formaron 4 grupos; un
primer grupo con adipocitos maduros como control, y tres grupos mas con
adipocitos maduros con diferentes concentraciones de vitaminas; el segundo
grupo fue tratado con vitamina A (retinol) con concentraciones de 1, 5y 10 uM,
el tercer grupo con vitamina D (calcitriol) en concentraciones de 10, 50 y 100 nM
y el cuarto grupo con vitamina E (a-tocoferol) con concentarciones de 10, 25y 50
MM. Todos los tratamientos se sometieron a diferentes tiempos de exposicon; 12,
24 y 48 horas. (Figura 28). Asi como todos los experimentos se hicieron por

triplicado (Mercader y col., 2008; Landrier y col., 2009; Lira y col., 2011).
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Figura 28. Disefio experimental. En este diagrama se muestran las diferentes concentraciones

que se usaron para cada vitamina, asi como los diferentes tiempos de exposicion de cada

Grupo
control

Grupos con =
tratamiento

Retinol
1,5, 10 pM

a-Tocoferol
10, 25, 50 UM et

Calcitriol
10, 50, 100 nM

Se prueban
diferentes
dosis y tiempos
de exposicion
12, 24, 48
horas.

tratamiento. Al finalizar el experiemnto, se extrajo el RNA total.

6.2.1 Obtencidon de las muestras:

obtecién de las siguientes muestras:

formalina y finalmente fijar la muestra.

—

Extraccion
de ARN

Cada tratamiento al concluir su tiempo de expocién, se manipuld para la

Muestra de RNA: Se retir6 el medio de los platos de cultivo y se afiadieron
500 pL de trizol frio. Se lavé cada pozo con trizol y se recolectaron las
meustras en tubos de plastico de 2 mL y se almacenaron a -70 °C.

Muestra para tincién: Se retir6 y desechdé el medio de los platos de cultivo
y se colocaron 2 mL de formalina por las paredes de cada pozo con mucho
cuidado, para evitar romper la monocapa de células. Se dejo reposar a la
formalina por aproximadamente 2 dias, pasado este tiempo, la formalina

se retir0 y se lavd cada pozo con agua dstilada para retirar los restos de



6.3 Tincién de las muestras con rojo oleoso O

La solucién de rojo oleoso se preparoé disolviendo 4.2 g del colorante en 1200
mL de isopropanol absoluto. Se mezclaron los reactivos y se dejo la solucion
durante toda la noche sin agitacion a temperatura ambiente. Posteriormente, la
solucion se filtro a través de papel filtro analitico 589-WH, Después de la filtracion,
se afladieron 900 mL de agua bidestilada y se dejo reposar la solucion durante
toda la noche a 4 °C sin agitacién. Finalmente, la solucién se volvié a filtrar tres

veces mas (Ramirez y col., 1992).

6.4 Extraccion de RNA total

El RNA total de las células de todos los tratamientos se extrajo mediante un
el meteodo de Trizol. Para obtener el DNA complementario (cDNA) mediante los
siguientes pasos; Separacion: Se incubaron las muestras durante 5 minutos a
temperatura ambiente para posteriormente agragar 200 uL de cloroformo por
cada 1 mL de trizol. Cada mezcla se agit6 durante 15 segundos para
homogeneizar y se incubaron duarente 2 a 3 minutos a temperatura ambiente.
Transcurrido ese tiempo, las muestras se centrifugaron a 12,000 x g durante 15
minutos a 4 °C para obtener una fase acuosa, la cual fue removida y colocada en
otro tubo de 2 mL. Aislamiento: A la fase obtenida se le agregaron 250 pL de
isopropanol por cada 1 mL de trizol. Se incubaron las muestras durante 10
minutos a temperatura ambiente y posteriormente se centrifugaron a 12,000 x g
durante 10 minutos a 4 °C. Lavado: Se removié el sobrenadante y se mantuvieron
solo los pellets, los cuales se lavaron con 500 uL de etanol al 75% por cada 500
ML de trizol. Las muestras se agitaron suavemente y se centrifugaron a 7,500 x g
durante 5 minutos a 4 °C y se desecho el lavado, para dejar secar los pellets
durante 10 minutos aproximadamente. Resuspension: Se colocaron de 20 a 50
ML de agua SDS y se incubaron las muestras en un bloque térmico durante 15
minutos a 55 °C. Una vez obtenida las muestras se alacenaron a -70 °C hasta su

uso (Chomczynsky, 1993; Chomczynsky y Sacchi, 1987).
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6.5 PCR de punto final

A partir del cDNA se realizé una transcripcion reversa usando un oligo (dT)12-18
(Sigma-Genosys, St. Louis, MO) y la enzima Super script Il (Invitrogen). PCR
punto final y el ancho de banda fueron utilizados para cuantificar la expresion de
RBP-4. La expresion fue normalizada utilizando el gen actina. Los primers
especificos para RBP-4 (Assays-on-Demand, MmO00803264 m1l; Applied
Biosystems) las condiciones de amplificaion fueron 2 min a 50°C, 10 min a 95°C
y un ciclo de 95°C de 15 segundos y 60 segundos a 60°C para un total de 45

ciclos.

6.6 Anélisis estadistico

Para comparar los promedios de cada tratamiento se realizoun analisis de
varianza de una via y la prueba post hoc de Tukey-Kramer. Los resultados se

analizaron con el paquete estadistico GraphPad Prism 6.
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VII. RESULTADOS Y DICUSIONES

7.1 Diferenciacién de adipocitos 3T3-L1

Las células 3T3-L1 son una linea muy utilizada en los estudios de
adipogénesis y expresion de genes, debido a diversas ventajas que posee; es
facil de madurar, permite definir las etapas de diferenciacion, se pueden
identificar los factores que regulan la transcripcion y responde homogéneamente
a la administracion de diversos tratamientos y cambios de condiciones, por lo
cual, es un modelo muy utilizado para evaluar el efecto de compuestos y
nutrientes en el proceso de adipogénesis y en estado diferenciado (Ruiz y col.,
2016).

Figura 29. Vacuolas de grasa de adipocitos 3T3-L1 diferenciados. Microfotografia
con objetivo 40X de adipocitos.

La acumulacion de trigliceridos confirma la diferenciacion de los fibroblastos
en adicpocitos 3T3-L1. Estos triglicéridos se acumulan en el citoplasma formando
gotas de grasa (Figura 29).

7.2 Tinciéon de adipocitos 3T3-L1 con rojo oleoso

El rojo oleoso es un colorante utilizado para tefiir las vacuolas de lipidos en
el citoplasma de adipocitos diferenciados; el grado de tincion es prorpocional a la
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diferenciacion y a la acumulacion de triglicéridos y esteres de colesterol (Ramirez
y col., 1992).

En la Figura 30 se puede observa las placas de cultivo con las diferentes
concentraciones y tiempos de exposicion de retinol, las cuales fueron tefiidas con
rojo oleoso O, mostrando un posible efecto inverso en la acumulacion de lipidos
por parte de los adipositos diferenciados, efecto ocasionado por la dosis y el
tiempo de exposicion de vitamnia A, donde a mayor concentracion de retinol y
horas de exposicion, hay menor coloracion roja. Se utilizo el tiempo de 12 horas

para las mediciones y ensayos debido a la homogeneidad en las tinciones.

12 hr 24 hr 48 hr

Figura 30. Adipocitos 3T3-L1 tratados con vitamina A y tefiidos con rojo oleoso O.
Placas de cultivo de adipocitos 3T3-L1 con diferentes dosis de retinol y tiempos de

exposicion.

La intensidad de color rojo se analiz6 con el software Zen 2.3 Blue Edition
(Carl Zeiss) mediante el sistema RGB. Sistema que se basa en la frecuencia de
pixeles y la intensidad en un rango de 0-255. Para el presente analisis se
cuantifico un total de 50,000 pixeles para cada dosis. En la Figura 31a se puede
observar que el histograma de los adipocitos con OuM de retinol tiene distribucién
normal con una mediana de 120 y una media de 120.30 + 6.81. Comparando el

control con los otros tratamientos se puede observar que hay un decremento en
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la méxima intensidad observada desde 238 para OuM a 169, 200 y 198 para las
dosis de 1, 5 y 10uM respectivamente, de igual manera hay un decremento en
las medias de los tratamientos. El tratamiento con dosis de 5uM presenta una
mayor frecuencia de pixeles de menor intensidad (103-113) asemejando su
distribucion al tipo binomial (Figura 31c). Un efecto similar es observado en la
Figura 31d, correspondiente a los adipocitos con 10uM de retinol.
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Figura 31. Histogramas de intensidad con el parametro R en pixeles de adipocitos
3T3-L1 tratados con vitamina A y tefiidos con rojo oleoso O. a) concentracion 0 uM
de retinol, b) concentracion 1 uM de retinol, c) concentracion 5 uM de retinol y d)

concentracion 10 uM de retinol. Datos analizados en Zen 2.3 (Blue Edtion).

Se ha reportado con anterioridad que el acido retinoico puede inhibir la
diferenciacion en preadipocitos o aumentar el metabolismo de lipidos en
adipocitos diferenciados (Stoecker y col., 2017). El retinol administrado a los

adipocitos 3T3-L1 puede ser convertido a retinaldehido y acido retinoico.
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Primeramente, la enzima aldehido deshidrogenasa (ADH1) cataliza el paso de la
oxidacion del retinol a retinal y posteriormente la enzima retinaldehido
deshidrogenasa (RALDH) realiza la sintesis de acido retinoico (Frey y Vogel,
2011). Como ya se mencion0 con anterioridad, el acido retinoico puede unirse a
los receptores nucleares RXR, formando heterodimeros con los PPAR’s dentro
del nucleo, donde PPARYy regula la expresion de genes del metabolismo de

lipidos.

El tratamiento con la vitamina D present6 un efecto similar al observado
con el retinol. La tincién con rojo oleoso O muestra que a mayor dosis y tiempo
de exposicion hay una menor coloracion (Figura 32), de igual manera se utilizd
el tiempo de 12 horas para las mediciones y ensayos posteriores.

12 hr 24 hr 48 hr

10 uM

50 uM

100 pM

Figura 32. Adipocitos 3T3-L1 tratados con vitamina D y tefiidos con rojo oleoso O.
Placas de cultivo de adipocitos 3T3-L1 con diferentes dosis y tiempos de exposicion de

calcitriol.

La intensidad de color rojo mostré en la Figura 33 que no hay mucha
diferencia entre el control (Figura 33a) y las dos primeras dosis (Figura 33b y 33c)
para el tiempo de 12 horas, sin embargo, para la dosis de 100 uM se puede
observar en la distribucion que disminuye la intensidad de los pixeles

cuantificados. El tratamiento con calcitriol 100 uM presenté menor valor en el
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maximo de intensidad observado, en la media y en la mediana respecto al control
0 uM (Figura 33d).

0uM 10 uM
3000 - 3000 -
Media: 117.95 + 7.55 Media: 117.78 £ 8.41
Mediana: 118 Mediana: 119
2500 Maximo: 199 2500 Maximo: 196
© 2000 Minimo: 86 @ 2000 Minimo: 84
2 2
2 1500 © 1500
[+] o
2 2
- 1000 o 1000
500 H 500 | ’
0 I\‘|| ||||h‘.. 0 ..nl‘||| ||||..‘
a) VOA—ANWMO PN~ O =] b) MO—AEWNO DN O =D ~0 OO
CroSs o NdDILREERERR CrobecNdBILRERERERY
Intensidad Intensidad
3000 50 uM 100 UM
Media: 115,54 £ 7.62 3500 Media: 110.95£7.73
Mediana: 116 Mediana: 112
2500 Maximo: 190 3000 Maximo: 190
© 2000 Minimo: 81 @ 2500 Minimo: 73
o o
c c 2000
£ 1500 5
3 3 1500
1000 T
1000
i
9 Ll L o . h.
BRE35825859858K8853 BRe35825R528588885
e el ol ol e S Y]
Intensidad Intensidad

Figura 33. Histogramas de intensidad con parametro R en pixeles de adipocitos
3T3-L1 tratados con vitamina D y tefiidos con rojo oleoso O. a) concentracion 0 uM
de calcitriol, b) concentracién 10 uM de calcitriol, c) concentracion 50 uM de calcitriol y
d) concentracion 100 uM de calcitriol. Datos analizados en Zen 2.3 (Blue Edtion).

Se ha sugerido que la suplementaciéon con vitamina D3 se puede usar para
prevenir la aparicion de la obesidad y los trastornos metabdlicos asociados
(Abbas, 2016). ElI un ensayo de control aleatorizado se encontré que la
administracion de suplementos de 25 mg/dia de vitamina D a mujeres obesas y
con sobrepeso durante 12 semanas causo pérdida de grasa sin afectar el peso
corporal y la circunferencia de la cintura (Salehpour y col., 2012). De manera
similar, en un modelo murino con obesidad inducida por dieta, en combinacion
con la administracion de vitamina D, los ratones manifestaron pérdida de peso

(Sergeev y col., 2014). Se estudio el efecto preventivo de la administracion de
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suplementos de vitamina Ds; la suplementacion con vitamina D limita el aumento
de peso inducido por la dieta rica en grasas, mejorando la oxidacion de acidos
grasos, la liberacion de insulina, la resistencia a la insulina y la absorcion de
glucosa estimulada por la insulina en los adipocitos (Borissova y col., 2003;
Marcotorchino y col., 2014). Se ha demostrado que la [1,25-(OH)2-D3] refuerza la
captacion de 2-desoxiglucosa (derivado analogo de la glucosa) en condiciones
basales en adipocitos 3T3-L1 a través de la modulacion de la sefalizacion de la

insulina (Marcotorchino y col., 2014).

De manera similar a la Vitamina A y D se observo un efecto inversamente
proporcional por el tiempo de exposicion y concentracion de a-tocoferol (Figura
34).

12 hr 24 hr 48 hr

0 uM

10 uM

25 uM

50 uM

Figura 34. Adipocitos 3T3-L1 tratados con vitamina E y tefiidos con rojo oleoso O.
Placas de cultivo de adipocitos 3T3-L1 con diferentes dosis y tiempos de exposicion de
a-tocoferol.

La intensidad de color rojo confirma el efecto por la dosis donde la
distribuciéon de la frecuencia aumenta en pixeles de baja intensidad (Figura 35c)
efecto mas notorio en la dosis mayor de 50 uM con frecuencias de 1526 para
pixeles de intensidad de 113 (Figura 35d).
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Figura 35. Histogramas de intensidad con pardmetro R en pixeles de adipocitos
3T3-L1 tratados con vitamina D y tefiidos con rojo oleoso. a) concentracién 0 uM de
a-tocoferol, b) concentracién 10 uM de a-tocoferol, ¢) concentracién 50 uM de a-tocoferol

y d) concentracién 100 uM de a-tocoferol. Datos analizados en Zen 2.3 (Blue Edtion).

Como ya se hizo referencia el receptor nuclear PPARy se une a las
vitaminas A y D que son solubles en grasa, por lo tanto, no seria irrazonable
esperar que el a-tocoferol también pueda funcionar para controlar las vias
basadas en la unién hipotética de receptores nucleares (Traber y Atkinson, 2007).
Hay dos clases de receptores nucleares que responden a la modulacion por la
vitamina E; estos son el receptor de pregnano X (PXR) y los receptores PPAR.
El receptor PXR regula una variedad de vias xenobibticas (compuestos cuya
estructura quimica en la naturaleza es poco frecuente o inexistente) y responde
a una amplia gama de compuestos extrafios potencialmente toxicos (Moore y
col., 2006). Con respecto a PXR, se ha reportado que los tocotrienoles son

ligandos mas efectivos que el a-tocoferol (Landes y col., 2003). De hecho, PXR
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tiene una alta capacidad para unirse a gran una variedad de ligandos (Jones y
col., 2000). Esta caracteristica hace que PXR sea ideal para reconocer
compuestos extrafios, pero es improbable que la funcion de isoformas
especificas del a-tocoferol se relacione con la union a PXR. Este fendmeno de a-
tocoferol es mas probablemente un mecanismo involucrado en la prevencion de
la acumulacion de exceso de vitamina E (Traber y Atkinson, 2007). Con respecto
a los PPAR, especificamente PPARy, como ya se describid, se encuentra
principalmente en el tejido adiposo e higado y regula el almacenamiento de

lipidos y el metabolismo de la glucosa (Michalik y col., 2006).

La troglitazona, un miembro de la familia de farmacos de las
tiazolidindionas utilizada en el tratamiento para la diabetes tipo 2, fue uno de los
primeros agentes farmacéuticos que actué como un agonista de PPARy. La
troglitazona es Unica ya que, a diferencia de otras tiazolidindionas, contiene
dentro de su estructura un anillo cromano tipo a -tocoferol (Davies y col., 2002).
De manera similar a la troglitazona, el a-tocoferol aumenta la expresion de PPARy
en hepatocitos in vitro, (Chojkier, 2005; Masubuchi, 2006). En base a esto, los
resultados obtenidos en cuanto a la modulacion de PPARYy por a-tocoferol han
despertado un gran interés por su capacidad para funcionar como un ligando de
PPARYy (Traber y Atkinson, 2007).

7.3 Expresion de RBP-4

Se realizo la extraccion de RNA y posteriormente se llevo a cabo la reaccion
de PCR teimpo final (RT-PCR), utilizando primers especificos para RBP-4 y
actina como gen constitutivo (Cuadro 2). Las condiciones de amplificaion fueron;
2 min a 50°C, 10 min a 95°C y un ciclo de 95°C de 15 segundos y 60 segundos a
60°C para un total de 45 ciclos.
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Gen Secuencia Longitud (bp) Tm (°C)

RBP-4 F:5-ACTGGGGTGTAGCCTCCTTT-3 61 54.6
R: 5-GGTGTCGTAGTCCGTGTCG-3’
Actina F: 5-TAC AGC TTCACCACCACAGC-3’ 60 54

R: 8-TCTCCAGGGAGGAAGAGGAT-3'.

Cuadro 2. Primers utlizados para la expresion de RBP-4 y Actina.

A continuacion, podemos observar en la Figura 36 en el gel de electroforesis
de agarosa 1% que el amplicon se encuentra en el tamafio esperado de acuerdo

con la banda del marcador de peso molecular.

Retinol a-tocoferol Calcitriol

SIZE (bp)

[ LTI
8

|
:

UM 5pM 10uM  10uM 25uM  50uM  10uM  50uM  100puM

Figura 36. Gel de electroforesis de productos de PCR punto final. Se utilizé

Hypperleader 50 bp como marcador de peso molecular.

Se decidié realizar una PCR en tiempo real utilizando las mismas
condiciones para la reaccion de la polimerasa. Se utilizo un termocliclador de
gPCR de la marca applied Biosystems Step One y Syber green como agente

intercalante fluorescente.
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Figura 37. Expresion de los genes RBP-4 y Actina mediante PCR en tiempo real.

La reaccion de PCR en tiempo real replic6 los genes esperados, sin
embargo, se puede observar en la Figura 37 que hubo replicacion en el control
negativo (agua inyectable). Posiblemente podria haber formacion de dimeros de
los primers. Los primers son el componente critico al momento de realizar PCR
tiempo real, los cuales deben ser especificos y debe optimizarse las condiciones
para una correcta amplificacion. La dimerizacion de primers es uno de los
principales problemas encontrados durante la reaccién de este tipo de PCR.
Bustin y Huggit, 2017 sugieren que todos los trabajos donde se utilice la técnica
antes mencionada deberian describir todas las condiciones utilizadas en su
proyecto, esto con el fin de poder completar las condiciones adecuadas para

llevar acabo correctamente la reaccion.
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Figura 38. Cambio en expresion del gen RBP-4. Determinada con el método 2AA-CT.
Los valores representan la media + Desviacion Estandar. Valores con diferente letra

indican diferencia significativa (p<0.05) con la prueba de Tukey-Kramer.

Para la expresién génica se utilizd el método de cuantificacioén relativa
2AA-CT, el cual es ampliamente usado y se basa en el ciclo de umbral (CT) que
es el ciclo en el cual el nivel de fluorescencia alcanza una cierta cantidad (el
umbral). Este método utiliza directamente la informacion de CT generada por un
sistema gPCR para calcular la expresion génica relativa en muestras utilizando

un gen de referencia como el normalizador (Rao y col, 2013).

La expresion de RBP-4 en los adipocitos 3T3-L1 es regulada por la
administracion de las vitaminas donde se puede observar que la vitamina A fue
la que presenté un mayor decremento llegando a un cambio de 0.5432 + 0.044
con la dosis de 10 uM, lo que representa casi un 50% de expresiéon. Como ya se

comento anteriormente el hecho de consumir mas vitamina A o retinol no influye
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en que aumente el RBP-4 en circulacion, lo cual, a nivel de tejido adiposo
tampoco representaria un aumento en la expresion. La vitamina E presento el
menor decremento en la expresion en comparacion con la vitamina Ay D, siendo
el tratamiento de 50 pM con mayor efecto, disminuyendo la expresion en un
21.8%.
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VIIl. CONCLUSIONES
La administracion de vitaminas A, E y D disminuye la acumulacion de

lipidos en adipocitos 3T3-L1 diferenciados, mostrando un efecto dosis respuesta.

La expresion de RBP-4 es regulada por efecto de la administracion de
vitaminas A, E y D en cultivos de adipocitos 3T3-L1, observandose un efecto

inversamente proporcional a la concentracion de vitamina.

El retinol disminuye la expresion de RBP-4 en mayor proporcién comparado
con el calcitrol y tocoferol.
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