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El presente Trabajo de Tesis persiguié analizar y comparar algunas de las secuelas del sindrome
metabdlico (SM) en dos modelos experimentales en ratas, la ingesta de una dieta hipergrasa y
la administracion de fructosa en el agua de bebida. La comparacién de distintos parametros
del SM en ambos modelos experimentales indic6 que comparten secuelas somaticas y
bioquimicas relevantes como el aumento de peso corporal y de la PA sistdlica, la intolerancia a
una sobrecarga de glucosa indicativa de una anormalmente alta resistencia a la insulina y
cambios en analitos usados en clinica para el diagndstico de SM tales como la
hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia, hiperuricemia y el aumento en colesterol-LDL.

Pudo verificarse que tanto en el SM por ingesta de una dieta rica en grasa como en el
producido por la administracidon de fructosa se detecta una inhibicidn del eje hipéfiso-gonadal
de origen testicular, indicado por la inhibicién de la secrecién de testosterona en presencia de
niveles anormalmente elevados de LH circulante. Se analizé6 también la evolucién del SM
mediante el estudio de las etapas incipiente y establecida del SM por administracion de
fructosa, verificandose que existe una etapa inicial de mayor tolerancia a una sobrecarga de
glucosa (indicativa de menor resistencia a la insulina), que coexiste con un aumento de PA
sistdlica y un desarrollo parcial de secuelas dislipémicas (hipercolesterolemia).En el SM por
dieta rica en grasas se producen alteraciones en los ritmos diarios de adiponectina, leptina,
insulina, glucosa, triglicéridos y colesterol plasmaticos, compatibles con un relevante efecto de
la dieta en la sincronizacién del sistema circadiano.

En vista de que la melatonina combina propiedades cronobidticas y citoprotectoras que
pueden ser de relevancia en la prevencién y el tratamiento del SM estudiamos distintos
aspectos de la actividad de la melatonina en los dos modelos experimentales citados. La
administracién concomitante de melatonina en el agua de bebida fue eficaz para revertir los
aumentos de peso y de PA sistdlica, la anormal resistencia a la insulina, la dislipemia y la
hiperuricemia que se producen tanto en el SM por ingesta de una dieta rica en grasa como en
el producido por la administracion de fructosa. Este efecto correctivo de la melatonina es ya
evidente en la etapa inicial de sensibilidad aumentada a la insulina que se observa en el SM
incipiente por administracién de 5% de fructosa.

La melatonina no corrigid la inhibicion del eje hipéfiso-gonadal de origen testicular en el SM y
mostrd una actividad inhibitoria de la sintesis de testosterona cuando se administrd a ratas
con dieta normal. La melatonina fue eficaz para normalizar las alteraciones en los ritmos
diarios de adipocitoquinas y sefiales metabdlicas circulantes que se observan en el SM.

En conclusién, debido a sus efectos sobre el sistema circadiano y a sus potentes propiedades
citoprotectoras la melatonina puede ser de utilidad terapéutica en el SM.



ABSTRACT

The objective of this Doctoral Thesis work was to analyze and to compare some of the
consequences of metabolic syndrome (MS) in two experimental models, i.e. rats eating a high
fat diet and rats drinking a high fructose solution. The comparison of various parameters of the
MS in both experimental models indicated that they share relevant biochemical sequelae such
as increased body weight and abnormally high systolic blood pressure, impaired glucose
overload (indicative of an abnormally high insulin resistance) and changes in analytes used
clinically for the diagnosis of MS like hypertriglyceridemia, hypercholesterolemia,
hyperuricemia and increased cholesterol-LDL. In both types of MS an inhibition of the
pituitary-gonadal at the testicular was detectable, as indicated by the inhibition of the
secretion of testosterone in the presence of abnormally high circulating LH.

We also analyzed the development of MS by studying the early stage and the established stage
of MS brought about by fructose administration, verifying that initially there is a higher
tolerance to a glucose load (indicative of lower insulin resistance), which coexists with a
increased systolic and partial development of dislipemic sequelae (hypercholesterolemia). In
the established SM following a high fat diet, alterations of daily rhythms of circulating
adiponectin, leptin, insulin, glucose, triglycerides and cholesterol levels were found, consistent
with a significant effect of diet on the circadian timing system.

In view that melatonin combines chronobiotic and cytoprotective properties which may be
relevant in the prevention and treatment of MS, the activity of melatonin in the two
experimental models above cited was examined. The concomitant administration of melatonin
in the drinking water was effective in reversing the increase in weight and systolic BP,
abnormal insulin resistance, dyslipidemia and hyperuricemia occurring both in MS. The
corrective effect of melatonin was already evident at the initial stage of increased insulin
sensitivity after the administration of 5% fructose. Melatonin did not correct the inhibition of
the pituitary-gonadal axis in MS; rather it showed an inhibitory activity per se on testosterone
synthesis in rats fed with a normal diet. Melatonin was effective to normalize the disrupted
daily rhythms of circulating adipocytokines and metabolic signals found in MS. In conclusion,
the results demonstrate that due to its effects on the circadian system and its potent
cytoprotective properties, melatonin could be therapeutically useful in the MS.
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1. INTRODUCCION

1.1. SINDROME METABOLICO

‘ 1.1.1. CARACTERISTICAS

La hipertension, la diabetes y la obesidad son patologias comunes pero no independientes y en
los seres humanos su combinacion se conoce como sindrome metabdlico (SM) o sindrome X o
de resistencia a la insulina [1,2]. El SM afecta a un 25-30% de la poblacion mundial. Los
criterios diagndsticos para calificar al SM han evolucionado desde la definicidn original hecha
en 1998 por la Organizacién Mundial de la Salud y ello traduce el nimero cada vez mayor de
evidencias clinicas y de analisis hechos en conferencias de consenso y por organizaciones
profesionales.

El SM comprende un grupo de anormalidades metabdlicas que incrementan el riesgo de
enfermedad cardiovascular y de diabetes mellitus. La opiniéon preponderante es que el SM es
una consecuencia del desequilibrio dietético y de hdbitos de vida mds que una enfermedad
genéticamente programada. El SM incluye obesidad central, resistencia a la insulina, presidn
arterial elevada, intolerancia a la glucosa y dislipemia [1,2]. Todos estos componentes son
aceptados factores de riesgo para la enfermedad cardiovascular y la diabetes de tipo 2 [3-5].

El SM se asocia también con un mayor riesgo de patologia de higado graso no alcohdlico y la
disfuncién renal [6,7]. Del mismo modo, existe evidencia que correlaciona al SM con la
demencia y con canceres de mama, pancreas y vejiga [7-11].

Los estilos de vida y la dieta estan fuertemente implicados en la génesis del SM [5,12]. En la
exploracién fisica puede haber mayor circunferencia abdominal y aumento del nivel de la
presion arterial (PA). La presencia de uno o ambos signos debe alertar al clinico a buscar otras
anormalidades bioquimicas que pueden vincularse con el sindrome. Con menor frecuencia, en
la exploracion se identifica lipoatrofia o acantosis nigricans. Los signos fisicos mencionados
acompafian tipicamente a la resistencia a la insulina.

Los signos principales del sindrome incluyen obesidad central, hipertrigliceridemia,
disminucién del colesterol de lipoproteinas de alta densidad (colesterol-HDL), hiperglucemia e
hipertension. Su definicidon clinica incluye la presencia de al menos tres de los siguientes
elementos: circunferencia de cintura mayor a 94 cm en hombres (latinos) y 88 cm en mujeres,
nivel de triglicéridos en plasma superior a 150 mg/dL, colesterol-HDL inferior a 40 mg/dL, PA
de mas de 130/85 mmHg y glucemia en ayunas mayor de 110 mg/dL.

La prevalencia del SM varia de un pais a otro y ello refleja en parte la edad y la composicion
étnica de las poblaciones estudiadas y los criterios diagndsticos aplicados. En términos
generales, la prevalencia de dicho sindrome aumenta con el envejecimiento. La prevalencia
mayor registrada a nivel mundial corresponde a ciertos grupos indigenas estadounidenses y en
ellos, en promedio, 60% de las mujeres de 45 a 49 afos y 45% de los varones de la misma
categoria de edad, cumplen con los criterios (Tabla 1.1).

El nimero de adultos con SM es sustancial y la prevalencia estd aumentando en todo el mundo
[13]. En 2002, la prevalencia del sindrome metabdlico en los EE.UU. fue del 24% y del 23,4% en
varones y mujeres, respectivamente [14,15]. En 2005 y 2006, esta prevalencia ha aumentado a
un 34%, tanto en hombres como en mujeres [16]. En los EE.UU, el SM es menos frecuente en
afroamericanos que en latinos. No hay diferencias de sexo en cuanto a su incidencia en los
EE.UU. [16] mientras que en Singapur y Australia existe mayor proporcion de mujeres [17,18].
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En el Japdn ocurre predominante en los hombres [19]. En Francia, la cohorte de 30 a 64 afios
de edad presenta una prevalencia <10% para cada sexo, si bien 17.5% estdn afectados entre
los 60 y 64 afios.

La industrializacion creciente a nivel mundial se acompafia de cifras cada vez mayores de
obesidad, que segun cdlculos, aumenta extraordinariamente la prevalencia del SM, en
particular cuando la poblacion envejece. Ademas, la prevalencia y la intensidad cada vez
mayores de la obesidad en nifios constituyen signos preliminares del SM en poblaciones mas
jovenes.

La incidencia de SM en la region se calcula en 32 — 34% siendo la prevalencia consistente entre
paises. En términos generales puede afirmarse que una de cada tres o cuatro personas
mayores de 20 afos cumple en América Latina criterios para el diagndstico de SM. Esta
prevalencia aumenta con la edad, es un poco mas frecuente en mujeres y se ha incrementado
en la ultima década. Tal comportamiento epidémico puede ser explicado por la participacion
de diversos factores como son la reducciéon de las horas de sueno, los cambios en el estilo de
vida incluyendo el proceso de urbanizacién, envejecimiento de la poblacidn y la malnutricién
materno-infantil.

En Argentina, la poblacién total segun censo del 2010 es de 40.091.359 habitantes. Con estos
datos, existirian en nuestro pais unos 13.300.000 afectados por el SM. Segun el censo de 2010,
el total de habitantes mayores de 60 afios es de 5 813 247 (el 14.5% de la poblacién). Puede
estimarse que para el 2050 uno de cada tres argentinos tendrd mas de 60 afios y por lo tanto

Tabla 1.1. Diferentes definiciones de sindrome metabdlico. EGIR, Grupo Europeo para el Estudio de la
Resistencia a la Insulina; NCEP ATP Ill, Programa Nacional de Educacion sobre el Colesterol — 3er. Panel del
Tratamiento de Adultos; IDF, Federacion Internacional de Diabetes

Diferentes Definiciones de Sindrome Metabdlico

Diabetes o tolerancia
disminuida a la
glucosa o resistencia a
la insulina, mas 2 o

mas de los que siguen:

IMC > 30 kg/m” o
relacion cintura
cadera>0.9 en los
hombre, > 0.85 en
mujeres.

Triglicéridos > 1.7
mmmol/L
Colesterol-HDL < 0.9
mmol/L en hombre, <
1,0 mmol/L en
mujeres.

PA: >140/90 mmHg o
medicado

Excrecion de albimina
urinaria 2 2 ug/min o
relacion albumina:
creatinina > 30 mg/g

Resistencia a la
insulina o
hiperinsulinemia (en
no diabéticos) mas 2 o
mas de los que siguen:
Perimetro abdominal:
>94 cm en hombre, 2
80 cm en mujeres

Triglicéridos: > 2
mmol/L
Colesterol-HDL: < 1.0
mmol/L

PA: > 140/90 mmHg o
medicado

Glucemia en ayunas: >
6.1 mmol/L

Tres o mas de los que
siguen:

Perimetro abdominal:
> 102 cm en hombre,
> 88 cm en mujeres

Triglicéridos: > 1.7
mmol/L
Colesterol-HDL < 1.03
mmol/L en hombre, <
1,29 mmol/L en
mujeres.

PA: > 130/85 mmHg o
medicado

Glucemia en ayunas: >
6.1 mmol/L

Perimetro abdominal
(corregido por grupo
étnico), mas 2 o mas
de los que siguen:

Triglicéridos: > 1.7
mmol/L
Colesterol-HDL < 1.03
mmol/L en hombre, <
1,29 mmol/L en
mujeres.

PA: > 130/85 mmHg o
medicado

Glucemia en ayunas: >
5.6 mmol/L o diabetes
tipo 2.



aumentara mas aun la incidencia de SM. Organismos como la OMS ya han alertado sobre las
posibles consecuencias de este hecho y urgen a los gobiernos a tomar medidas que reduzcan
el impacto socio-sanitario de esta situacion.

Estos datos remarcan la tremenda importancia que en el sector socio-econémico y productivo
tiene el diagnédstico y prevencion adecuados del SM y sus comorbilidades.

Uno de los factores que epidemiolégicamente se han vinculado con la prevalencia del SM es la
reduccidon de horas de suefio en la sociedad actual. Existe un vinculo demostrable entre la
privacion de suefio y un mayor riesgo de obesidad, diabetes y enfermedad cardiovascular [20-
25].

Los adultos mayores son un grupo particularmente vulnerable en este aspecto: hay mas de 80%
de comorbilidad entre las alteraciones del ritmo suefio/vigilia, obesidad, diabetes, isquemia
cerebral, enfermedad cardiaca, deterioro cognitivo y depresion [24]. El vinculo entre el SM y la
demencia es tal que se ha acufiado el término de “diabetes tipo 3” para describir a esta nueva
situacion [11].

En los comienzos del siglo XX se planted la primera descripcién del SM, pero la epidemia
mundial de sobrepeso/obesidad ha sido el elemento que impulsé la caracterizacion mas
reciente del sindrome. La adiposidad abdominal (central) es el sigho patognomdnico del SM y
traduce el hecho de que la prevalencia del mismo depende de la relacién intima entre la
circunferencia abdominal y mayor adiposidad. Sin embargo, a pesar de la importancia de la
obesidad, algunas personas con peso normal también pueden mostrar resistencia a la insulina
y presentar SM [12,13,17].

La inactividad fisica es un factor predisponente de enfermedades cardiovasculares y de la
mortalidad que conllevan. Muchos componentes del SM se vinculan con la vida sedentaria,
como son el incremento del tejido adiposo (predominantemente abdominal), la disminucién
del nivel de colesterol-HDL y una tendencia a la hipertrigliceridemia, con una mayor PA e
hiperglucemia en individuos genéticamente susceptibles.

En comparaciéon con personas que miran la televisidn o videos o utilizaron su computadora por
menos de 1 h al dia, las que realizaron las actividades mencionadas por mas de 4 h diarias
tuvieron un riesgo dos veces mayor de presentar el SM [2,5,6].

La diabetes mellitus estd incluida en las definiciones del SM tanto de NCEP como de la
International Diabetes Foundation (IDF) (Tabla 1.1). Se ha estimado que la mayoria de los
pacientes (en promedio, 75%) con diabetes de tipo 2 o con intolerancia a la glucosa presentan
SM [4].

Existe una mayor prevalencia de enfermedad cardiovascular en personas con diabetes de tipo
2 o intolerancia a la glucosa. La prevalencia aproximada del SM en personas con cardiopatia
coronaria es de 50%, y la prevalencia con dicha cardiopatia en su forma precoz es de 37%
(personas de 45 afios o menores), particularmente en mujeres [3,5]. Con la rehabilitacidn
cardiaca adecuada y los cambios en el modo de vida (p. ej., nutricion, actividad fisica,
disminucién ponderal y en algunos casos el uso de farmacos), es posible disminuir la
prevalencia del SM.

Los trastornos lipodistréficos, en términos generales, se vinculan con el SM. Las formas
genética (p. ej., la lipodistrofia congénita de Berardinelli-Seip) y adquirida (p. ej., la vinculada
con virus de VIH en personas tratadas con antirretroviricos de alta eficacia) pueden originar
una enorme resistencia a la insulina y muchos de los componentes del SM [26].
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1.1.2. FISIOPATOLOGIA DEL SM

Sindrome Metabdlico

Resistencia a la
insulina

de friglicéridos en

Elevados
niveles de

Hipertension LDL-
arterial colesterol
“colesterol

malo”

s W= % 4
Hipercoagulabilidad,
Estado
\ protrombadtico.

Signos inflamatorios

Fig. 1.1. SM. Principales caracteristicas.

La hipdtesis mas aceptada y unificadora para describir los aspectos fisiopatologicos del
sindrome incluye la resistencia a la insulina, causada por un defecto no totalmente esclarecido
en la accidn de dicha hormona (Fig. 1.1 y 1.2) [1,4]. El comienzo de la resistencia mencionada
es antecedido de hiperinsulinemia postprandial, seguido de hiperinsulinemia en el ayuno y por
ultimo hiperglucemia. Uno de los objetivos de la presente Tesis Doctoral es caracterizar en un
modelo animal aceptado de SM (la administraciéon de fructosa) las etapas tempranas del
desarrollo del SM.

Un elemento temprano e importante que contribuye a la aparicion de la resistencia a la
insulina es el aumento de triglicéridos y la abundancia de acidos grasos libres (FFA) circulantes
(Fig. 1.1y 1.2). Los FFA unidos a la albumina plasmatica provienen predominantemente de las
reservas de triglicéridos de tejido adiposo y son liberados por la lipasa hormono sensible. Los
FFA también son producidos por lipélisis de lipoproteinas con abundantes triglicéridos en
tejidos, por accién de la lipasa lipoproteica (LPL). La insulina media la acciéon antilipolitica y la
estimulacién de LPL en tejido adiposo [1,4].

Como aspecto destacable, la inhibicién de la lipdlisis en el tejido adiposo constituye la via mas
sensible de la accién de la insulina. De este modo, al surgir resistencia a la insulina, el
incremento de la lipdlisis genera mas FFA y ello a su vez disminuye el efecto antilipolitico de la
insulina. El exceso de FFA incrementa la disponibilidad del sustrato y genera resistencia a la
insulina al modificar las sefiales ulteriores. Los FFA disminuyen la captacién de glucosa
mediada por insulina y se acumulan en la forma de triglicéridos en musculos de fibra estriada 'y
miocardio, en tanto que en el higado aumenta la produccién de glucosa y la acumulacién de
triglicéridos [4,12,26,27].
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Fig. 1.2. Fisiopatologia del SM. Los FFA son liberados abundantemente a partir de la masa total de tejido adiposo. En el higado,

la presencia de FFA hace que aumente la produccion de glucosa, triglicéridos y se secreten VLDL. Las anormalidades

concomitantes en los lipidos/lipoproteinas incluyen disminucion del colesterol-HDL y aumento de colesterol-LDL. Los FFA también
disminuyen la sensibilidad a la insulina en los musculos al inhibir la captacion de glucosa. Otros defectos coexistentes comprenden
una mayor acumulacion de lipidos en triglicéridos (TG). Los incrementos en la glucosa circulante hacen que aumente la secrecion
de insulina por el pancreas y con ello surge hiperinsulinemia; esta ultima estimula la reabsorcion de sodio y aumenta la actividad
del sistema nervioso auténomo (SNA) con hipertensién arterial. Existe un estado proinflamatorio que contribuye a la resistencia a
la insulina. Las citoquinas y los FFA también aumentan la produccién de fibrinégeno por el higado y la produccion de inhibidor del

PAI-1 por adipocitos, todo lo cual origina un estado protrombdético. También se estimula la produccion de PCR.

Los FFA son liberados abundantemente a partir de la masa total de tejido adiposo. En el
higado, la presencia de dichos acidos hace que aumente la produccién de glucosa, triglicéridos
y se secreten lipoproteinas de muy baja densidad. Las anormalidades concomitantes en los
lipidos/lipoproteinas incluyen disminucion del colesterol-HDL y un incremento en el nivel de
lipoproteinas de baja densidad (LDL). Los FFA también disminuyen la sensibilidad a la insulina
en los musculos al inhibir la captacién de glucosa mediada por la hormona [4,12,26,27].

Otros defectos coexistentes comprenden disminucidon en la disminucidon de la sintesis de
glucdgeno y una mayor acumulacién de lipidos en triglicéridos. Los incrementos en la glucosa
circulante hacen que aumente la secrecién de insulina por el pancreas y con ello surge
hiperinsulinemia; esta ultima puede hacer que se intensifique la reabsorcién de sodio y
también aumente la actividad del sistema nervioso simpatico y contribuya a la hipertension y
qgue aumenten los niveles de FFA circulantes (Figuras 1.1 y 1.2). Experimentalmente se ha
descrito un disbalance autonémico de los territorios abdominal y téraco-muscular en el SM
con predominio parasimpatico abdominal y simpatico en térax y musculatura esquelética [28]
(Fig. 1.3). El resultado es la hipertensién, aumento de la resistencia a la insulina y obesidad
abdominal (Fig. 1.1y 1.2).
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Fig. 1.3. Organizacion circadiana de la respuesta autonémica. Cambios en el SM.

El estado proinflamatorio se sobreanade y contribuye a la resistencia a la insulina [29-31]. La
mayor secrecién de interleuquina (IL)-6 y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) generado
por adipocitos y macréfagos derivados de monocitos intensifican la resistencia a la insulina y la
lipdlisis de los depdsitos de triglicéridos en tejido adiposo, que se transforman en FFA
circulantes. IL-6 y otras citoquinas proinflamatorias también intensifican la produccidon de
glucosa por el higado, la produccién de LDL y la resistencia a la insulina en los musculos. Las
citoquinas y los FFA también aumentan la produccién de fibrindgeno por el higado y la
produccién de inhibidor del activador de plasmindgeno 1 (PAI-1) por adipocitos, todo lo cual
origina un estado protrombético (Fig. 1.1 y 1.2). Los niveles mayores de citoquinas circulantes
también estimulan la producciéon de proteina C reactiva (PCR) por el higado. La menor
produccién de la adiponectina, un producto del tejido adiposo de accidn antiinflamatoria y
sensibilizante a la insulina, también es parte del SM [29-31].

La hipdtesis de la agresidn oxidativa (estrés) permite contar con una teoria unificadora del
envejecimiento y la predisposicion al SM. En investigaciones hechas en sujetos
insulinorresistentes obesos o con diabetes de tipo 2, en los hijos de pacientes de diabetes de
tipo 2 y en los ancianos, se identifico un defecto en la fosforilacién oxidativa (FOSOX) de
mitocondrias que permitié la acumulacidn de triglicéridos y moléculas lipidicas similares en el
musculo. La acumulacién de lipidos en el musculo se vinculd con la resistencia a la insulina
[4,12,31,32].
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En el SM la circunferencia abdominal es un componente importante de los criterios
diagndsticos recientes y aplicados a menudo (Tabla 1.1) [17]. Sin embargo, la medicién de tal
circunferencia no permite diferenciar con certeza entre una gran cintura por incremento en el
tejido adiposo subcutaneo, y la grasa visceral; tal diferenciacion obliga a utilizar tomografia
computada o imagenes por resonancia magnética.

Al aumentar el tejido adiposo en visceras, los FFA provenientes de tal tejido se canalizan al
higado. Por otra parte, el incremento en la grasa subcutanea abdominal hace que se liberen
productos de lipdlisis a la circulacion general y se eviten efectos mas directos en el
metabolismo del higado.

En términos generales, la llegada de FFA al higado se acompafia de una mayor produccion de
lipoproteinas de baja densidad (LDL) con abundantes triglicéridos y que contienen apoB. La
participacién de la insulina en tal proceso es compleja, pero la hipertrigliceridemia es un
marcador excelente del cuadro de resistencia a la insulina [4,12,17] (Fig. 1.1y 1.2).

La otra perturbacién de lipoproteinas importantes en el SM es la disminucién del nivel de
colesterol-HDL; tal disminucion es consecuencia de cambios en la composicion y el
metabolismo de HDL (Fig. 1.2). En presencia de hipertrigliceridemia, la disminucién del
contenido de colesterol-HDL es consecuencia de un menor contenido de éster de colesterol
del centro lipoproteico, en combinacidn con alteraciones mediadas por la proteina de
transferencia de dicho éster en triglicéridos, de tal manera que las particulas se tornan
pequefias y densas.

Dicho cambio en la composicién de lipoproteinas también origina una mayor eliminacién de
HDL de la circulacidn. Las relaciones de tales cambios de HDL con la resistencia a la insulina
posiblemente sean indirectas, y surjan asociadamente con las modificaciones en el
metabolismo de lipoproteinas ricas en triglicéridos [4,12,17].

Ademas de HDL, se modifica la composicién de las lipoproteinas de baja densidad (LDL).
Cuando el nivel de triglicéridos séricos en el ayuno es alto casi siempre predominan las
lipoproteinas de baja densidad densas pequefias. Dichas lipoproteinas de baja densidad
pequefias son mas aterdgenas. Pueden ser toxicas para el endotelio y transitar a través de la
membrana basal de dicha capa y adherirse a los glucosaminoglucanos. También muestran una
mayor susceptibilidad a la oxidacién y a ligarse selectivamente a receptores antioxidantes que
estan en los macréfagos derivados de monocitos. Los pacientes con un incremento en el nivel
de las particulas de LDL densas pequefias e hipertrigliceridemia también tienen un mayor
contenido de colesterol-LDL; estas particulas también pueden contribuir al riesgo aterégeno en
individuos con SM.

Los defectos en la accién de la insulina hacen que disminuya la supresion de la produccion de
glucosa por parte del higado y el rindn y haya una menor captacidon y metabolismo de dicho
carbohidrato en tejidos sensibles a la insulina como el musculo y la grasa corporal [4,12]. La
relacidn entre el trastorno de la glucosa en ayunas o de la tolerancia a dicho carbohidrato y la
resistencia a la insulina ha sido un hecho perfectamente corroborado en estudios en seres
humanos, primates y roedores. Para compensar los defectos en la accién de la insulina, es
necesario modificar la secrecién, la eliminacién (o ambos fenémenos) de la hormona, para
lograr la euglucemia sostenida. Por ultimo, si es ineficaz dicho mecanismo compensador, por
defectos en la secrecién de insulina, el resultado seria una "progresion" hasta llegar a la
diabetes mellitus (Fig. 1.1y 1.2).

Es un hecho confirmado la relacion entre la resistencia a la insulina y la hipertensién [3,5].
Como aspecto paraddjico, en situaciones normales fisioldgicas la insulina es un vasodilatador
que ejerce efectos secundarios en la reabsorcion de sodio por el rifidn. En el marco de la
resistencia a insulina se pierde su efecto vasodilatador, pero se conserva el efecto renal en la
reabsorcidn de sodio.
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Por dultimo, la resistencia a la insulina se caracteriza por los trastornos y disminucion
especificos de vias en las sefiales de 3-quinasa de fosfatidilinositol. En el endotelio ello puede
originar un desequilibrio entre la produccién de 6xido nitrico y la secrecidn de endotelina 1, de
tal forma que disminuya la corriente sanguinea.

Los incrementos en las citoquinas proinflamatorias, que incluyen IL 1, IL-6, IL-18, resistina, TNF-
o y PCR, reflejan su produccién excesiva con la mayor masa de tejido adiposo [29-31]. Los
macréfagos provenientes de tejido adiposo parecen ser las fuentes primarias de citoquinas
proinflamatorias a nivel local y en la circulacidon general. Sin embargo, para tales citoquinas no
se conoce con certeza la fraccién de la resistencia insulinica causada por los efectos paracrinos
en comparacion con los endocrinos (Fig. 1.2).

La adiponectina es una citoquina antiinflamatoria producida exclusivamente por adipocitos.
Ella intensifica la sensibilidad a la insulina e inhibe muchas etapas del proceso inflamatorio. En
el higado, la adiponectina inhibe la expresién de las enzimas gluconeogénicas y el indice de
produccién de glucosa. En los musculos, la adiponectina intensifica el transporte de glucosa y
también la oxidacion de 4cidos grasos en parte por activacion de la proteina quinasa cAMP-
dependiente. El nivel de adiponectina disminuye en el SM. No se ha dilucidado la contribucién
relativa que hace la deficiencia de adiponectina (en comparacidn con la abundancia excesiva
de citoquinas proinflamatorias) en SM [29-31].

‘ 1.1.3. VINCULO ENTRE EL SM Y LA ALTERACION DE LOS RITMOS CIRCADIANOS

Los trastornos circadianos se correlacionan con el desarrollo de enfermedades metabdlicas
[27]. La alteracién en los ritmos circadianos promueve la intolerancia a la glucosa [20]. Por
ejemplo, la obesidad y la diabetes tipo 2 son mas frecuentes en los trabajadores por turnos
con alteraciones del ritmo circadiano y falta de suefio [33,34].

Existe clara vinculacién entre regimenes de alimentacion, nutrientes y el sistema circadiano.
Una dieta alta en grasas, que contribuye a la resistencia a la insulina, metabolismo alterado de
la glucosa, diabetes tipo 2, accidentes cerebrovasculares y enfermedad coronaria, influye
significativamente en la organizaciéon cronobioldgica [35]. Esto podria explicar por qué la
oscilacion circadiana de muchas hormonas que intervienen en el metabolismo de la insulina,
tales como los glucocorticoides, glucagdn, adiponectina, leptina o ghrelina, se alteran en la
obesidad.

Nuestro laboratorio ha estado interesado en estudiar el impacto de la obesidad sobre distintos
aspectos de la organizacidn circadiana. En un estudio previo se ha determinado que una dieta
alta en contenido de grasas produce alteraciéon del ritmo de 24 h en las concentraciones
plasmaticas de TSH, LH, testosterona y prolactina, conjuntamente con una disminucion de la
amplitud del ritmo de melatonina (el mas preciso marcador del reloj circadiano) [36]. Los
niveles plasmaticos de corticosterona aumentaron en ratas obesas con desaparicion de su
variacion de 24 h. Esto condujo a una hiperglucemia significativa, correlacionandose los valores
individuales de glucemia con los de corticosterona circulante en ratas alimentadas con dieta
hipergrasa. En conjunto estos resultados subrayan los efectos significativos que la obesidad
tiene sobre la organizacién circadiana de la secrecidn hormonal [36]. En un grupo similar de
animales obesos se observé que una dieta alta en contenido de grasas interfiere con la
expresion de los genes circadianos en hipdfisis anterior de rata [37]. La expresiéon normal (en
antifase) de los genes Clock y Bmall vs. Perl y Per2 se interrumpe en los animales obesos. En
particular, la ritmicidad de Per1, Per2, Cryly Cry2 se invierte debido a la dieta alta en grasas, lo
que sugiere que la transcripcion intrinseca, la traduccion y las modificaciones post-
traduccionales que dan al reloj de su ritmicidad propia pueden verse seriamente alteradas en
la obesidad [37]. En la presente Tesis Doctoral se examinaran los cambios en ritmos de 24 h de
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adiponectina, leptina, insulina, glucosa, triglicéridos y colesterol en ratas sometidas a dietas
hipergrasas y la forma en que la melatonina interfiere en este efecto.

El tejido adiposo participa en la regulacion de la homeostasis del peso corporal, glucosa y
metabolismo de los lipidos, inmunidad e inflamacién a través de las adipocitoquinas [38]. En
estudios previos de este laboratorio se examind si la alteracién significativa en los ritmos
hormonales de 24 h coexisten en ratas alimentadas con dieta hipergrasa con los cambios en el
patrdn diario de adipocitoquinas circulantes [39]. Se detectaron en estos animales aumento de
los niveles circulantes de leptina y disminucién de la ghrelina, junto con signos de resistencia a
la insulina (hiperglucemia, hiperinsulinemia). Los mayores niveles medios de IL-1, IL-6, TNF-a y
proteina quimiotactica de monocitos indican la naturaleza inflamatoria del proceso de
obesidad examinado [39].

Desde el punto de vista circadiano, existe evidencia sobre la division corporal en dos
compartimientos autonémicos funcionales: (a) un compartimiento toracico — muscular, (b) un
compartimiento visceral [28] (Fig. 1.3). En el periodo de vigilia, el aparato locomotor utiliza la
glucosa y FFA. Como reaccidn homeostatica, el SNC facilita la liberacién de la energia desde los
organos de almacenaje, tales como el higado y el tejido adiposo. Si esta actividad se repite
diariamente con regularidad, el sistema nervioso auténomo sera programado para facilitar el
funcionamiento en forma de ritmo diario anticipativo de los requerimientos energéticos.
Durante el periodo del suefio lento el sistema nervioso auténomo cambia hacia un estado de
control anabdlico, de recuperacion, con acumulacidn de energia en los érganos de depdsito y
menor utilizacidon periférica de glucosa. En el SM se produce un disbalance de los ritmos
circadianos de los territorios abdominal y téraco-muscular, con predominio parasimpatico
abdominal y simpatico en térax y musculatura esquelética, lo que lleva a hipertension,
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Fig.1.4. Organizacién jerdrquica del aparato circadiano.
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aumento de la resistencia a la insulina y obesidad abdominal [28] (Fig. 1.3).

Para generar estas respuestas fisioldgicas y de comportamiento coherentes, las fases de la
multitud de relojes celulares estan bajo la coordinacion de un marcapasos circadiano maestro
que reside en los nucleos supraquiasmaticos (NSQ) del hipotalamo [40] (Fig. 1.4). Los NSQ son
un regulador clave de muchas funciones corporales que siguen un ritmo circadiano, como el
suefio y la vigilia, la termorregulacién, la homeostasis de la glucosa o el metabolismo de las
grasas. El aparato circadiano incluye: (a) el NSQ, (b) vias de salida endocrinas (melatonina,
cortisol) y autondmicas moduladas por el NSQ, y (c) relojes moleculares en las células de los
tejidos periféricos (Fig. 1.4). Se han reportado cambios neurodegenerativos en el NSQ de
pacientes con SM con aumento del drea de innervacion por fibras CRH en correlacién inversa a
neuronas vasopresinérgicas y neurotensinérgicas [28].

El prevalente sedentarismo de la sociedad actual es una causa posible del disbalance
autondmico esquematizado en la Figura 1.3, ya que el sistema nervioso auténomo pierde
estimulos de importancia como para mantener un ritmo circadiano de amplitud suficiente que
oscile entre los estados anabdlico y catabdlico. Las alteraciones inmunohistoquimicas
reportadas en los NSQ de pacientes con SM [28] pueden explicar cambios tales como ausencia
de la caida fisiolégica en la presién arterial en la noche. Asimismo, la disminucién en la
amplitud de los cambios fisiolégicos dia-noche que ocurre en los adultos mayores se
correlaciona con la alta incidencia de SM en esta franja etaria. Una desincronizacidn
permanente como la impuesta por el trabajo en turnos también resulta en alteraciones
metabdlicas.

1.1.4. EVOLUCION Y COMORBILIDADES DEL SM

El riesgo relativo de que surja enfermedad cardiovascular de comienzo reciente en sujetos con
el SM en caso de no haber diabetes, es de 1.5 a tres veces, en promedio [3,5]. En el estudio de
seguimiento durante ocho afos de varones y mujeres en la etapa media de la vida en el
Framingham Offspring Study (FOS), el riesgo de origen poblacional (atribuible) de que los
pacientes con el SM terminaran por mostrar enfermedad cardiovascular fue de 34% en
varones y de 16% en mujeres. En la misma investigacion, la presencia del SM vy la diabetes
anticiparon la aparicién de accidentes vasculares cerebrales isquémicos, con un mayor peligro
para pacientes del sindrome, que los que tenian la diabetes sola (19% en comparacién con
7%), particularmente en mujeres (27% en comparacion con 5%). Los pacientes con SM también
estan mas expuestos a vasculopatias periféricas [3,5].

En forma global, el riesgo de que surja diabetes tipo 2 en individuos con el SM aumenta tres a
cinco veces [4]. En el seguimiento del estudio FOS durante ocho afios, en varones y mujeres en
etapa intermedia de la vida, el riesgo de presentar diabetes de tipo 2 atribuible a la poblacion
fue de 62% en varones y 47% en mujeres.

Ademas de los signos especificos que integran el SM, la resistencia a la insulina se acompafia
de otras alteraciones. Ellas incluyen incrementos en el nivel de apoB y C lll, acido Urico,
factores protrombdticos (fibrindgeno, inhibidor del activador de plasmindgeno 1), viscosidad
sérica, dimetilarginina asimétrica, homocisteina, numero de leucocitos y citoquinas
proinflamatorias, CRP, microalbuminuria, esteatosis hepdtica no alcohdlica, esteatohepatitis
no alcohdlica, ambas entidades juntas, sindrome de ovario poliquistico y apnea obstructiva del
suefio.

La esteatosis hepatica es relativamente frecuente [6]. Sin embargo, en la esteatosis hepatica
no alcohdlica coexisten la acumulacion de triglicéridos y la inflamacién. La esteatosis hepatica
no alcohdlica afecta a 2 a 3% de la poblaciéon. Al incrementarse la prevalencia de
sobrepeso/obesidad y del SM, la esteatosis hepatica no alcohdlica se ha tornado una de las
causas mas frecuentes de hepatopatia terminal y carcinoma hepatocelular [6]. La
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hiperuricemia traduce defectos en la accién de la insulina en la reabsorcién de acido urico por
parte de tubulos renales, en tanto que el incremento de la dimetilarginina, inhibidor endégeno
de la sintasa de 6xido nitrico, se vincula con la disfuncidon endotelial [7]. La microalbuminuria
también puede ser causada por alteraciones en la fisiopatologia endotelial en un estado de
resistencia a la insulina.

El sindrome de ovario poliquistico acompafia muy frecuentemente al SM y su prevalencia va
de 40 a 50%. Las mujeres con este sindrome tienen una posibilidad dos a cuatro veces mayor
de presentar el SM, en comparacién con aquellas sin el ovario poliquistico [15].

La apnea obstructiva del suefio suele acompafiar a la obesidad, la hipertensidn, el incremento
de las citoquinas circulantes y la resistencia a la insulina. Ante las asociaciones mencionadas no
es sorpresa de que surja a menudo el diagndstico de SM en estos pacientes. Ain mas, cuando
se comparan los biomarcadores de resistencia a la insulina entre individuos con apnea
obstructiva del suefio y testigos de igual peso, la resistencia a dicha hormona es mas grave en
pacientes con apnea obstructiva del suefio. El tratamiento con CPAP (continuous positive
airway pressure) en personas con apnea obstructiva del suefio mejora la sensibilidad a la
insulina.

1.1.5. MODELOS ANIMALES DE SM

La prevalencia de SM indica una necesidad urgente de estudiar las causas pertinentes y la
progresion de sus signos. Estos estudios requieren modelos animales viables que imiten
adecuadamente los principales aspectos de la enfermedad humana, especialmente la
obesidad, la diabetes, la dislipemia, la hipertension arterial y el higado graso.

Los roedores se han utilizado durante muchos afios como modelos para simular enfermedades
humanas, para mejorar la comprension de las causas y la progresidn de los sintomas y para
poner a prueba nuevas intervenciones terapéuticas. En el caso del SM estos modelos se han
referido a la hipertension, la diabetes y la obesidad [41-44]. El criterio principal para un
modelo de SM es que presente todos los signos del sindrome. Como ellos dependen
fundamentalmente de la dieta hipergrasa o con alto contenido en carbohidratos (fructosa,
p.ej.) puede concluirse que los modelos mas adecuados son aquellos producidos por una
ingesta alterada. A continuacidon se examinan los modelos de roedores existentes para
componentes del SM y en qué medida imitan el alcance de los cambios en los seres humanos y
si son suficientes para evaluar los posibles tratamientos para el SM humano.

1.1.5.1. MODELOS GENETICOS DE OBESIDAD Y DIABETES TIPO 2

Los modelos genéticos de obesidad y diabetes incluyen ratones db/db, ratones ob/ob, ratas
Zucker obesas diabéticas y ratas Otsuka Long-Evans Tokushima obesas; otras cepas como las
ratas Goto-Kakizaki son diabéticas pero no obesas. Estos modelos son utiles en la evaluacion
de determinados mecanismos moleculares que pueden estar implicados en el desarrollo de la
obesidad en roedores, pero debe tenerse en cuenta que el SM en los humanos no es una
enfermedad monogénica. Por lo tanto, hay que preguntarse si los cambios genéticos que se
ven en animales son similares a los observados en los seres humanos y si estos modelos
muestran la gama de signos que caracteriza al SM. Como ejemplo, varios de estos modelos
tienen mutaciones en el gen de la leptina o de su receptor, pero las mutaciones similares en
SM humano son una muy rara enfermedad genética recesiva con sélo 4 mutaciones en 15
pacientes informados hasta el afno 2009 [45]. Ademas, aunque la colecistoquinina es
importante como sefial de saciedad, sélo hay unos pocos informes de mutaciones en el
receptor CCK-1, como se encuentran en los Otsuka ratas Long-Evans Tokushima, induciendo la
obesidad en los seres humanos [46,47].
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Estos modelos genéticos desarrollan obesidad y diabetes de tipo 2 pero no hipertension [48].
Como el SM es una constelacion mas amplia de cambios fisiopatoldgicos, incluyendo
especialmente la hipertensién (Fig. 1.1 y 1.2) tales modelos genéticos de roedores, aunque son
validos en la investigacion de la obesidad, no replican ni las causas ni los cambios que ocurren
en el SM humano.

En los ultimos afios, el avance de la ingenieria genética ha permitido el desarrollo de modelos
de ratones, ya sean transgénicos o por knockout, para estudiar los efectos normales y
anormales de una proteina en particular o de un conjunto de proteinas. Asi las diferentes
proteinas, moléculas de sefializacién y hormonas, importantes en el desarrollo de la diabetes y
la obesidad, se pueden eliminar por cambios en el genoma de los ratones. Algunas de las
proteinas importantes estudiadas han incluido al receptor de insulina, GLUT4, IRS-1 y el IRS-2.
Los ratones null para el receptor de insulina no sobreviven mds de 72 h a medida que
desarrollan cetoacidosis grave [49] con hiperglucemia e hiperinsulinemia [50]. Por lo tanto, no
se pueden utilizar en estudios a largo plazo. Ademas, los ratones knockout para el receptor de
insulina es poco probable que imiten las condiciones humanas ya que tal pérdida de receptor
es muy rara en los seres humanos. Otros modelos que carecen de GLUT4, IRS-1 e IRS-2 pueden
dar informacidn util acerca de los roles de cada proteina [51-53], pero no imitan la causa del
SM humano.

1.1.5.2. MODELOS DE INDUCCION QUIMICA DE DIABETES

El aloxano y estreptozotocina son analogos estructurales de la glucosa que entran en las
células B pancreaticas mediante el transportador de GLUT2 [54]. Inyecciones Unicas de aloxano
o estreptozotocina producen la necrosis selectiva de las células B pancredticas en ratas,
ratones y conejos siendo un modelo de diabetes tipo 1. En contraste con los pacientes con SM,
las ratas diabéticas inducidas por aloxano o estreptozotocina no aumentan de peso y por lo
general presentan hipotension [54].

Se puede inducir una diabetes tipo 2 por bajas dosis de estreptozotocina neonatalmente lo
que produce hiperglucemia moderada en ratas adultas con disminucién del colesterol-HDL,
pero sin otras anormalidades en los lipidos [55]. En ratas tratadas en el dia 2 de vida con
estreptozotocina se observd a las 14 semanas resistencia a la insulina y un aumento de los
niveles plasmaticos de PCR y TNF-a [56]. Sin embargo, estos cambios no son suficientes para
definir los signos del SM.

1.1.5.3. MODELOS DE INDUCCION DE SM POR CAMBIOS EN LA DIETA

La dieta juega un papel importante en el crecimiento y desarrollo y su composicion decide la
importancia nutricional. La dieta moderna, sobre todo en los paises occidentales, es rica en
carbohidratos como la fructosa y la sacarosa, asi como en grasas saturadas. Este tipo de
ingesta caldrica se ha asociado con SM, enfermedades cardiovasculares e higado graso no
alcohdlico [57,58]. En este Trabajo de Tesis compararemos ambos modelos (dieta rica en
grasas y dieta rica en fructosa) en su capacidad para producir SM experimental.

A. MODELO DE ADMINISTRACION DE FRUCTOSA

La fructosa se ha convertido en un ingrediente importante y generalizado en las dietas
occidentales [59]. El promedio mundial per capita de consumo de fructosa aumentd en un 16%
entre 1986 y 2007. Junto con el aumento en el consumo de fructosa en la dieta durante los
ultimos cincuenta afos, ha habido un aumento proporcional en la incidencia de obesidad.
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Las principales fuentes de fructosa en la dieta son la sacarosa, jarabe de maiz de alto
contenido de fructosa, frutas y miel. A diferencia de la glucosa, la alimentacién con niveles
altos de fructosa induce en roedores el desarrollo de los sintomas del SM incluyendo presion
arterial alta, resistencia a la insulina, intolerancia a la glucosa y dislipemia [59]. La
administracién prolongada de fructosa lleva a dilatacion ventricular, hipertrofia ventricular y
disminucién de la fuerza contractil del ventriculo, infiltracion de células inflamatorias en el
corazén y esteatosis hepatica [59-61]. En el higado, la alimentacién con exceso de fructosa
produce tanto esteatosis microvesicular como macrovesicular, fibrosis periportal e inflamacion
lobular [62]. En el rifidn hay dafio tubular, deposicidon de colageno en el intersticio y aumento
de la infiltracion de macrdéfagos junto con la proliferacion e hiperplasia de los tubulos
proximales renales [63].

La fructosa, a diferencia de la glucosa, no estimula la secrecién de insulina en las células B del
pancreas, posiblemente debido a la ausencia del transportador de fructosa (GLUT5) en estas
células [59]. La fructosa también carece de la capacidad para estimular la secrecién de leptina,
aunque tiene la capacidad de activar la lipogénesis de novo en el higado. Durante su
metabolismo, la fructosa no pasa por el paso limitante de la fosfofructoquinasa, lo que la hace
una fuente no controlada de sustrato de la lipogénesis hepatica [64]. La sacarosa es una fuente
dietética de fructosa y también se ha usado para simular el SM humano en modelos animales.

B. MODELO DE DIETA RICA EN GRASAS

Estas dietas altas en grasa se han utilizado como modelo eficiente de obesidad, dislipemia y
resistencia a la insulina en roedores. Las complicaciones desarrolladas por dietas ricas en
grasas se parecen mucho al SM humano incluyendo la hipertrofia cardiaca, fibrosis cardiaca,
necrosis del miocardio y esteatosis hepdatica [65-67]. Una alimentacion rica en grasas en
ratones aumenta la PA arterial sistélica y la disfuncion endotelial [68]. Los diferentes tipos de
dietas ricas en grasas que se han utilizado oscilan entre 20% y 60% de energia en forma de
grasa, ya sea de origen animal (sebo o manteca de cerdo o carne de vaca) o aceites vegetales
tales como aceite de oliva o de coco. El aumento de peso es evidente después de 4 semanas
de alimentacion con una dieta alta en grasas [69]. Una alimentacion a largo plazo con dietas
enriquecidas en grasas finalmente conduce a una moderada hiperglucemia e intolerancia a la
glucosa en la mayoria de las cepas de ratas y ratones [70].

En vista de lo expuesto empleamos en el presente estudio tanto una dieta rica en fructosa
como en grasas para inducir SM en ratas.

1.2. MELATONINA

1.2.1. BIOLOGIA BASICA DE LA MELATONINA

El metoxindol melatonina (N-acetil-5-metoxytriptamina) fue descubierto en la década de 1950
como la hormona de la glandula pineal [71]. Su nombre es indicativo de la primera funcién
identificada, es decir su propiedad para aclarar la piel de anfibios. Sin embargo, estas
propiedades fueron sélo de interés para algunos especialistas ya que no resultaron ser
aplicables a los mamiferos, cuyos melanocitos no contienen melanosomas moviles
fisiolégicamente controlados.

La melatonina recibié considerablemente mas atencion cuando se caracterizé su efecto como
regulador y sincronizador de los ritmos biolégicos [72] y como mediador de las respuestas ante
cambios en el fotoperiodo. La propiedad de la melatonina de ser el “cddigo quimico” de la
noche es critica para que ocurra la sincronizacién estacional de la reproduccién, del
metabolismo y del comportamiento. La presencia de una alta concentracién de receptores de
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melatonina en regiones reconocidas como marcapasos circadianos, tales como los NSQ o la
pars tuberalis de la hipdfisis anterior (PT), sitio de particular relevancia para la reproduccion
controlada periédicamente [73-75], respalda firmemente la principal relevancia de este rol
fisiolégico de la melatonina.

En la percepcidon de muchos investigadores, el control circadiano y de la ritmicidad estacional
representan la principal funcion fisioldgica de la melatonina. Aunque esta visién generalmente
no se discute, las acciones del metoxindol no estan de ninguna manera limitadas a estos
efectos. Durante las ultimas décadas, la melatonina demostré poseer numerosas funciones
aun en tejidos y células que expresan receptores melatonérgicos en muy bajas
concentraciones [76].

Se ha confirmado la presencia de melatonina en muchas plantas [77], hierbas [78] vy
organismos unicelulares [79]. El hecho que la presencia de melatonina no se limite a los
vertebrados, sino que esté ubicuamente presente a través de taxones que comprenden
bacterias, eucariotas unicelulares y plantas indica que esta molécula ha ganado muchas
funciones adicionales en el curso de la evolucion.

En los mamiferos la melatonina estd implicada en el control de funciones fisioldgicas, tales
como la reproduccidn estacional [80], regulacion del suefio y de la funcién inmune [81-83],
inhibicién del crecimiento tumoral [84], regulacién de la PA [85], fisiologia de la retina [86],
control de los ritmos circadianos [87], modulacién del estado de animo y el comportamiento
humano [88] y la captacion y remocidn de radicales libres [89].

1.2.2. SINTESIS DE MELATONINA

La melatonina se sintetiza a partir de la serotonina a través de dos pasos enzimaticos. Un
primer paso es la N-acetilacidn por arilalquilamina N-acetiltransferasa (AANAT) para producir
N-acetilserotonina (Fig. 1.5). La regulacidn fisioldgica de la AANAT, con su fuerte aumento de la
actividad en la noche y un descenso muy rapido con el inicio de luz, ha recibido considerable
atenciéon como fendmeno regulador fundamental para controlar el comienzo y terminacién de
la sintesis de la melatonina [90].

El segundo paso en la sintesis de la melatonina es la transferencia de un grupo metilo de la S-
adenosilmetionina al grupo 5-hidroxi de la N-acetilserotonina para producir melatonina. Esta
reaccion es catalizada por la enzima hidroxindol-O-metil transferasa (HIOMT), mas
recientemente llamada acetilserotonina O-metiltransferasa en bases de datos genéticos
humanos. Aunque los cambios de dia/noche de HIOMT son menos prominentes [91,92], ahora
se sabe que son responsables de la amplitud de los picos de melatonina durante la oscuridad
[93,94] (Figura 1.5).

La luz ambiental, a través del ojo de los mamiferos adultos, y en parte directamente en la
glandula pineal en los vertebrados inferiores y aves, tiene profundos efectos sobre el ritmo de
biosintesis de la melatonina pineal. La exposicion de los animales a la luz en la noche
rapidamente deprime la sintesis de melatonina pineal. Sobre la base de estudios de
estimulacién o desnervacién se propuso un modelo simple de regulacidn pineal basado en dos
premisas (Figura 1.6):

(i) la via neural para el control por la iluminacidn ambiental de la secrecidon de melatonina
es el circuito neuronal "retina - tracto retinohipotaldmico - NSQ - hipotalamo
periventricular - columna intermediolateral toracica de la médula espinal - ganglio
cervical superior - nervios carotideos internos - glandula pineal ";

(ii) la norepinefrina liberada de las terminales simpaticas en la noche activa receptores f3-
adrenérgicos postsinapticos acoplados al sistema adenilato ciclasa-AMPc los que
con una aportacion de receptores ajg-adrenérgicos activan la fosfolipasa CB lo que
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conduce a aumentos en Ca**, proteina quinasa C y calmodulina (CaM) quinasas.
Estos procesos conjuntamente estimulan la sintesis de melatonina vy la liberacién.

Debe notarse que la presencia adicional de vias pinealopetales centrales peptidérgicas y de
numerosos receptores hormonales indica que la regulacion de la biosintesis de la melatonina
es mas compleja y multifactorial de lo que cominmente se infiere del esquema de la Figura 1.6
[95-98].

1.2.3. PLEIOTROPIA DE LA MELATONINA

La melatonina muestra una multiplicidad excepcional de acciones (pleiotropia), como se
describird a continuacién. Estas son entendidas sobre la base del papel integrador que
distingue a la melatonina de muchas otras moléculas importantes. La pleiotropia de la
melatonina puede ser analizada desde diferentes niveles:

e Multiplicidad y distribucidn de receptores

e Multiplicidad de sitios de sintesis y drganos efectores

e Multiplicidad de efectos intracelulares — con un enfoque particular sobre sus acciones
mitocondriales —

1.2.3.1. MULTIPLICIDAD Y DISTRIBUCION DE RECEPTORES

Se detectan receptores de melatonina en numerosos tejidos. Los primeros trabajos utilizando
*H-melatonina [99] fueron confirmados mediante el uso de '*’I-2-iodomelatonina [100] vy
condujeron a la identificacion y clonacion de los receptores MT; y MT, en membranas
celulares [101,102].

Estos receptores se identificaron en varios sitios del SNC y en érganos periféricos, tales como
el tracto gastrointestinal, el higado, el pulmdn, la piel, glandula harderiana, glandula adrenal,
gonadas y drganos accesorios masculinos, tejido mamario, rifién, corazén, vasos sanguineos,
tejido adiposo, neutrdfilos, linfocitos y tejido linfoide (revisado en [103,104]).

Los receptores clasicos de melatonina asociados a membrana, llamados en los mamiferos MT;
y MT,[105], estan involucrados en numerosas acciones cronobioldgicas y son, en particular,
responsables del cambio de fase y aumento de amplitud de los ritmos circadianos (efecto
cronobidtico) [87]. Entre otros drganos periféricos se demostraron receptores melatonérgicos
de membrana en enterocitos (MT,, [106,107]), colon, ciego y apéndice (subtipos no
identificados, [108,109]), epitelio vesicular (MT4, [110]), glandula parétida (MT;, MT,, [111]),
pancreas exoécrino (MT,, [110]), células B pancreaticas (MT,, MT,, [112,113]), células de la
granulosa y luteales (MT;, MT, [114]), piel (MT;, MT,, [115]), epitelio mamario [116],
miometrio (MT,, MT,, [117]), placenta (MT,;, MT,, [118]), rifién fetal (MT,, [119]), pared
ventricular cardiaca (MT,, MT,[120]), arterias aorta, coronaria y cerebral y otras partes de la
vasculatura periférica (MT,, MT,, [121,122]), tejido adiposo pardo y blanco (MT,, MT,[123]),
plaguetas (subtipo no identificado, [124]) y varias células inmunes (MT,, quizds también MT,,
[125,126]).
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Un tercer receptor de membrana (MT;) resultd finalmente ser la enzima quinona reductasa 2
(QR2 [127]). La melatonina inhibe esta enzima, pero en rango micromolar [128], siendo el
resveratrol mucho mas potente. A pesar del desarrollo de gran cantidad de ligandos de QR2 y
la descripcion de varios efectos, este sitio de unidon ya no es considerado un receptor
especifico para la melatonina.

También, la melatonina se une a factores de transcripcion que pertenecen a la superfamilia de
los receptores del acido retinoico, en particular, la variantes de RORa designadas como RORal
(isoforma a de RORa), RORa2 (isoforma b de RORa) e isoforma d de RORa (inicialmente
llamada RZRa), y el producto de otro gen, RZRB [129-131]. Aunque la naturaleza de receptor
de melatonina de estas proteinas de unién nuclear es tema de debate y aunque su afinidad a
la melatonina es inferior en comparacion con la de MTy, su clasificacién como receptor nuclear
parece estar justificada. Un ligando sintético, CGP 52608, ha sido usado, en varias ocasiones,
para identificar los efectos mediados por estas proteinas nucleares.

En cuanto a los niveles de dichos receptores nucleares, la pleiotropia de la melatonina es tanto
0 mas obvia que en los casos de los receptores de membrana. Las subformas RORa estan
ubicuamente expresadas en todos los tejidos de mamiferos estudiados [129]. Se detectaron
niveles relativamente altos especialmente en linfocitos T y B, neutrdfilos y monocitos [81,130].
Una relevancia funcional particular también parece existir en el hueso [132], piel, incluyendo
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los foliculos pilosos [133] y células endoteliales [134]. Frecuentemente, los niveles de
expresiéon de RORa dependen del estado de diferenciacién de las células o varian dentro del
ciclo celular [135]. Contrariamente a la RORa, RZRP estd mas o menos especificamente
expresada en el cerebro, la glandula pineal y la retina, y es también hallada en el higado [136].

La melatonina se une también a otros sitios intracelulares. Se ha descripto la unién a dos
proteinas expresadas ubicuamente: la calmodulina (CaM) [137] y calreticulina [138]. Estudios
recientes sobre la CaM indicaron que su afinidad a la melatonina podria ser suficiente para
unirse a concentraciones fisioldgicas altas [137]. La afinidad de union de melatonina del
complejo CaM/CaM quinasa Il es considerablemente mas alta que la de la CaM sola [139].

La importancia de las interacciones de la melatonina con calreticulina es incierta como lo es
también la unién a tubulina [140,141]. Sin embargo, existen numerosos efectos de la
melatonina sobre la estructura del citoesqueleto incluyendo cambios en la tubulina [142].

Sobre la base de lo que se conoce en la actualidad, la accion de la melatonina como un agente
antioxidante parece ser independiente de los receptores hasta acd mencionados (Leén-Blanco
et al., 2004). Sin embargo, la regulacién positiva por melatonina de la enzima antioxidante y-
glutamilcisteina sintetasa implica transcripcion nuclear regulada por RZR / RORa [143]. De la
misma forma, la proteccion del dafio oxidativo de higado y corazén por el ramelteon, agonista
melatonérgico MT,/MT, que no tiene actividad antioxidante per se, sugiere que los receptores
melatonérgicos MT,/MT, pueden desencadenar mecanismos antioxidantes [144].

1.2.3.2. RECEPTORES DE MELATONINA EN EL SNC

Los receptores de melatonina en el SNC son accesibles a su ligando a través de varias rutas. En
virtud de ser una molécula anfifilica, la melatonina puede cruzar facilmente la barrera
hematoencefalica a través de los capilares cerebrales y la hematocefalorraquidea a través del
epitelio coroideo [145]. La pineal libera el metoxindol a concentraciones altas directamente a
través del receso pineal al tercer ventriculo, hallazgo principalmente observado en ovejas
[146]. Recientemente, se ha demostrado que la presencia de melatonina en el tercer
ventriculo de los humanos, pero la cantidad reportada de 8,75 pg/mL es relativamente
moderada [145].

Los receptores de melatonina se expresan en varias partes del SNC. Limitdandonos a las
estructuras relacionadas con la estacionalidad y la reproduccion, se encontraron receptores en
la corteza prefrontal, corteza cerebelosa, el hipocampo, los ganglios basales, la sustancia
negra, el area tegmental ventral, el nidcleo accumbens y, en la retina, en las células
horizontales, amacrinas y ganglionares (resumido por [103]), asi como en el plexo coroideo
[147]. En humanos, ademas de los NSQ, los receptores MT,; se encuentran en varias otras
partes del hipotdlamo y areas cerebrales relacionadas, tales como los nucleos paraventricular,
periventricular y supradptico, la banda diagonal de Broca, nucleo basal de Meynert, el nicleo
infundibular, los nucleos tuberomamilares y los nucleos taldmicos paraventriculares [148].
Existe informacion detallada sobre la expresion tanto de los receptores MT,; como MT, en el
cerebro humano incluyendo la corteza cerebral, el tdlamo, la corteza cerebelosa (no sdélo en
neuronas, sino en las células gliales de Bergmann y otros astrocitos), la sustancia negra, la
amigdala y el hipocampo (ver para ref. [149]). En confirmacidon de los primeros estudios sobre
la unién especifica de la *H-melatonina pineal [150], se demostrd que existen tanto receptores
MT,; como MT, en la glandula pineal humana [151], un hallazgo que es consistente con las
acciones autocrinas y paracrinas frecuentemente observadas para la melatonina, ademas de
su rol como hormona [152].

En la retina humana se detectan receptores MT; en los fotorreceptores, células amacrinas y
ganglionares, en capa plexifome interna y en algunos vasos retinales [149] mientras que los
MT, se expresan en las células ganglionares y bipolares, en los segmentos internos de los
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fotorreceptores y los procesos internos y externos de la capa plexiforme [153]. En muchas
especies, la presencia de receptores de melatonina retinales se correlacionan con los posibles
efectos autocrinos y paracrinos de la melatonina sintetizada en el ojo [154-156].

En vista de la importancia del marcapasos circadiano en la homeostasis (Figuras 1.4 y 1.6) la
descripcidn de los receptores de melatonina en los NSQ ha sido de interés primordial. Esta
estructura es reconocida como ubicacidn de alta densidad de receptores de melatonina, que
en los humanos es de tipo MT;[157]. El receptor MT; en NSQ humano esta particularmente
expresado en las neuronas vasopresinérgicas [148,158], un hecho relevante en tanto que la
liberacion de vasopresina representa una salida circadiana importante de los NSQ [158-160].

Es de destacar que no se han detectado receptores MT, en NSQ humanos [157], lo que
constituye un hecho discordante con lo observado en otras especies. El receptor MT, se
expresa en los NSQ de numerosos mamiferos y cuando estd presente es particularmente
importante para los cambios de fase de los ritmos circadianos [161]. Surge la necesidad de
evaluar con técnicas mas sensibles la ausencia de receptores MT, en los NSQ humanos, sobre
todo desde la perspectiva del disefio de drogas con actividad melatonérgica. Si los NSQ
humanos no tienen receptores MT,, el cambio de fase producido por la melatonina, que fue
demostrado y documentado en detalle por curvas de respuesta de base [162,163], seria
inducido por sefalizacion MT;.

Con respecto a los restantes sitios receptores presuntos para la melatonina, la enzima QR2
(receptores “MT;") se expresa en el cerebro de mamiferos [164]. Sin embargo, ante la ausencia
de una via de sefializacidn identificada no es posible evaluar su significado fisioldgico.

El caso es distinto para las subforma RORa, entre las cuales el receptor nuclear RZRB de
melatonina se expresa en varias regiones del SNC, tales como los NSQ y otras partes del
hipotdlamo, el tdlamo, la glandula pineal, la retina y la médula espinal, y también, en la PT
[129,165]. Existe una estrecha correlacidon entre intensidad de expresidon de los receptores
RZRB y MT,, lo que sugiere algun tipo de cooperacidén entre receptores de membrana y los
nucleares, especialmente en las estructuras que participan en el control de los ritmos
circadianos. De hecho, en ratones “knockout” para RZRp se demostraron cambios significativos
en los ritmos circadianos, caracterizados por avances en la curva de respuesta de fase y
periodos mas prolongados antes de completar la resincronizacion [166].

Tanto bajo condiciones in vivo como in vitro, la melatonina afecta la fase y amplitud de las
oscilaciones circadianas. En animales que expresan ambos subtipos de receptores de
melatonina en los NSQ, el desplazamiento de fase es preferentemente ejercido a través de los
receptores MT,, mientras que la descarga de las neuronas es intensamente suprimida a través
de los MT,[167,168]. En especies que expresan pobremente el MT,, como el hombre, el
cambio de fase es ejercido por MT;, eventualmente en una acciéon que involucra también al
RZRB.

Otro efecto especifico de la melatonina sobre los NSQ estd relacionado con el suefio. Los
efectos de la melatonina mediados por receptores MT; en los NSQ favorecen la iniciacién del
suefio a través del “switch” hipotalamico del suefio, una estructura caracterizada por una
respuesta tipicamente “on-off”, sin estados intermedios. Se piensa que este mecanismo activa
alternativamente tanto las vias neuronales aguas abajo relacionada a la vigilia como promueve
las relacionadas con el suefio [169].

Ademas de la promocion del suefio, la melatonina ejerce efectos sedativos y antiexcitatorios
que claramente van mas alld de su vinculo con el suefio ya que también se observan en los
animales de actividad nocturna. Esto se estudid principalmente en relacién a la actividad
anticonvulsivante [170,171] y condujo a la identificacién del papel facilitador de la melatonina
en la neurotransmisién en la que participa el acido-y-aminobutirico (GABA) [172]. Esta
actividad anticonvulsivante de la melatonina puede ser mediada por receptores de membrana,
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MT; y/o MT,, ya que se observaron efectos similares con el ramelteon, un agonista
melatoninérgico sintético puro MT,/MT,. La accién antiexcitatoria de la melatonina parece
representar una propiedad antigua de la molécula, ya que se observa en Caenorhabditis
elegans, un organismo desprovisto de un ritmo melatoninérgico robusto [173]. En mamiferos,
también se relaciond la accidon antiexcitatoria con efectos ansioliticos, antihiperalgésicos y
antinociceptivos de la melatonina.

1.2.3.3. MULTIPLICIDAD DE SITIOS DE SINTESIS Y DE ACCION

Otra desviacion de la vision clasica del rol fisioldgico de la melatonina resulta de la observacién
que, en mamiferos y otros vertebrados, el metoxindol es sintetizado no solamente por la
glandula pineal o estructuras relacionadas, como la retina, sino también en numerosos
6rganos o grupos celulares. Estos sitios incluyen al tracto gastrointestinal, médula dsea,
leucocitos, membrana coclear, glandulas harderianas y la piel (para ref. ver [149]). No se
conoce con exactitud si la melatonina es liberada a partir de estos sitios de formacion aunque
hay evidencia de que en el intestino existe liberacion asociada con estimulos postprandiales
[174]. Las cantidades de melatonina en tejidos extrapineales no son insignificantes: debido al
tamafio de dichos érganos ellas son 6rdenes de magnitud superiores a las producidas por la
glandula pineal.

En el tracto gastrointestinal, la estimulacién vagal y simpatica hacen que las células
enteroendocrinas movilicen melatonina, la que estimula via receptor MT, y elevacién de Ca*'
citosdlico la secrecion del bicarbonato por las células endoteliales [175]. Ademas, el flujo
sanguineo mucoso es incrementado por la melatonina [176]. En el colon, las dosis
farmacoldgicas de melatonina prolongan la duracién del transito intestinal; los efectos que
estan asociados con la regulacién del contenido de agua fecal y reducciéon de la motilidad
[176]. Esta disminucion de la motilidad ha sido frecuentemente observada. La melatonina
presenta una circulacién enterohepatica y se acumula en el liquido biliar.

Otros sistemas hormonales son también afectados por la melatonina. En la glandula
paratiroides de ratas, la melatonina estimula la secrecién, un efecto principalmente mediado
por receptores MT, y también observados en glandulas desnervadas [111]. En los islotes
pancreaticos inhibe la secrecién de insulina por un mecanismo dependiente de receptores
MT,. De acuerdo a estudios en células INS1 de insulinomas, la via de sefializacién involucra la
inhibicién de la guanilato ciclasa citosdlica y de los canales con compuertas que se abren por
nucledtidos aromaticos [177-179]. En presencia de células a, la liberaciéon de insulina por
células B aumenta tras la exposicion a melatonina, un efecto explicado por la estimulacién
simultdanea de la secrecién de glucagén, el cual anula la inhibicion dependiente de la
melatonina [113].

También se ha reportado que la melatonina modula la secrecidn de glucocorticoides. En
primates (Cebus capucinus) la melatonina suprimié a través de receptores MTj, la secrecién de
cortisol inducida por ACTH vy, en la glandula suprarrenal fetal, la produccién de ARNm de la
enzima 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa lo que indica una regulacion en menos de la
sintesis de glucocorticoides [180]. Estos hallazgos son compatibles con el ritmo circadiano en la
expresion de MT; descrito en la glandula adrenal). Sin embargo, la informacidn no parece ser
aplicable en humanos ya que los efectos supresivos de la melatonina sobre la secrecidn de
cortisol nocturno, como el observado en los individuos ciegos, parecen estar mediados
indirectamente por la induccién del suefio [181].

Existen también acciones sobre hormonas gonadales. En un estudio de células
granulosa/luteas humanas, la melatonina regulé en mas a los receptores de LH y en menos a
GnRH y los ARNm de receptores de GnRH. Sin afectar su liberacidon basal, aumenta la
formacién de progesterona estimulada por hCG [182].
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En el sistema vascular, el efecto de la melatonina depende fuertemente de la distribucion
regional de receptores MT; y MT,. El receptor MT, conduce a una vasoconstriccion sensible a la
toxina pertussis a través de la apertura de los canales BKCa, mientras que los MT, producen
vasodilatacién [183]. Si bien en ratas la constriccion prevalece en los vasos cerebrales
investigados hasta el momento, este efecto estd acompafiado por una respuesta dilatadora a
la hipercapnia considerablemente aumentada [184]. Esta es la razdn por la cual la melatonina
atenua las fluctuaciones diurnas en el flujo sanguineo cerebral y disminuye el riesgo de
hipoperfusion.

En relacién con el tema de esta Tesis Doctoral es de interés destacar que en adipocitos pardos
humanos PAZ6, la exposicion a la melatonina disminuye la expresion del trasportador de
glucosa Glut4 y el ingreso de glucosa a través de un descenso del cGMP intracelular inducido
por receptores MT,[123]. Tales hallazgos han atraido considerable interés en relacién a la
potencialidad de la melatonina para combatir la obesidad humana. Uno de los objetivos
primordiales de este Tesis Doctoral es el analisis de la eficacia de la melatonina para revertir
los signos de SM en ratas administradas con dietas ricas en grasas o en fructosa.

1.2.3.4. NIVELES MULTIPLES DE ACCIONES CELULARES

Los MT,; y MT, son tipicos receptores acoplados a la proteina G (GPCRs). La traduccién de
sefiales de ambos receptores se hace a través de la proteina Gi sensible a la toxina pertussis,
que produce la disminucion del AMPc, seguido de un declive en la actividad de la fosforilacion
por PKA y el CREB [185] (Fig, 1.7). Las subformas de Gai mas frecuentemente implicadas son la
Gai2 y Gai3.

Aungque la inhibicidn de adenilato ciclasa mediada por ai representa un efecto destacado, la
sefializacion a través de los receptores MT; y MT, es, de hecho, mas compleja [185]. Esto no es
sorprendente, ya que la regulacién en menos de los procesos dependientes de AMPc
dificilmente puede explicar los multiples efectos de la melatonina. La sefalizaciéon en paralelo
o alternante a través de diferentes subformas de proteinas G y también heterodimeros By se
observaron en repetidas ocasiones (Fig. 1.7) [185]. Se demostrd la sefializacién a través de
diferentes subunidades de proteinas G tanto para MT; como para MT,. En los NSQ de
mamiferos, se reportd la seiializacién multiple para MT,. Por ejemplo, en los NSQ de rata, se
observo que la activacion de receptores MT, no sélo causa una disminucién en el AMPc, sino
que incrementa los niveles de PKC, la que es bloqueada especificamente por un antagonista
selectivo de receptores MT,[185].

Se requiere la activacion del PKC para el cambio de fase de los ritmos circadianos y esta
activacion implica la participacion de otras subunidades de proteina G ademas de la
disminucién de AMPc. Asi se demostro la sefializacidn en paralelo a través de la inhibicion de la
adenilato ciclasa y la via del fosfatidilinositol 4-5-bis-fosfato en células CHO transfectadas
[186]. La activacion de la isoforma PLCB o PLCn de fosfolipasa C (PLC) puede ser transmitida
tanto por acoplamiento ai a estas enzimas, la cuales mantendria la sensibilidad observada a la
toxina pertussis, o alternativamente, por otra subforma, como la aq o la By [185].

También se demostrd la activacidon de la PLC por el incremento de IP; (inositol-1,4,5-tris-
fosfato) en células INS1 de insulinoma [187]. Los efectos indirectos a través de la apertura de
los canales idnicos dependiente de proteina G también podrian incrementar la actividad de la
PKC en la membrana, pero esta posibilidad requeriria documentacién adicional. De hecho, se
ha demostrado en reiteradas ocasiones el acoplamiento de las ag.

Los efectos de la melatonina corriente abajo inducido por la activacién de la PLCB pueden ser
altamente especificos y variables en cada tejido (Fig. 1.7). En miocitos uterinos de ratas, puede
conducir a una apertura de canales de K" activados por Ca** (BKCa) [188]. Se reporté que el
bloqueo de los BKCa inhibe la accidn vasoconstrictora de la melatonina en las arterias
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cerebrales y caudales [189] y puede reflejar el mismo mecanismo de sefalizacion o similar,
aunque esto no fue absolutamente confirmado. Los efectos antinociceptivos de la melatonina
también fueron atribuidos a los canales BKCa, con una contribucion de la activacion de los
canales de K'[190]. En el hipocampo de rata, la melatonina estimulé la apertura de los canales
BKCa bajo condiciones de hipoxia [191]. En las células B pancreaticas, la activacion de la PLC
promovio la liberacién de insulina, aunque la supresién de la secreciéon de insulina
dependiente de ai parece prevalecer [177]. En las células ganglionares de la retina de rata, la
sefializacion de MT, estimuld a través de las vias PKC/PLC, la corriente de glicina [192]. En el
NSQ de ratas se requirid la sefializacion via PLCB para el desplazamiento del ritmo circadiano
[193].

Se ha propuesto la funcién de los canales de K* de rectificadores de entrada como blanco de la
melatonina (Fig. 1.7). Se observé la activacion del Kir3.1y 3.2 via MT; en el sistema de ovocitos
de Xenopus y en células AtT20 transfectadas [194]. En este caso, se asume que la activacion es
mediada por By, ya que estos heterodimeros son conocidos por acoplarse directamente a los
canales Kir. Esto es apoyado por la mutagénesis directa del sitio en el gen MTy, la cual permite
una diseccion de la regulacion en menos del AMPc y uniéndose a los canales Kir3. A su vez, el
aumento del K* extracelular abre los canales de Ca** voltaje dependientes, un efecto que es
inhibido por la melatonina de una manera dependiente del tiempo [195]. Como se observa en
la hipdfisis de la rata, la modulacién de los canales de Ca** por la melatonina puede ser
igualmente mediada por By. Estos hallazgos sobre la sefializacidén de los MT; a través de los Kir
y los canales de calcio son de alta importancia potencial porque ellos pueden
presumiblemente explicar los efectos supresores mediados por MT; de la melatonina sobre la
descarga neuronal en los NSQ, donde se expresan los canales. En el SNC, la modulaciéon de los
canales idnicos por la melatonina se cree que contribuye a varias acciones antiexcitatorias del
metoxindol.

Aparte de los hallazgos hasta acd mencionados, se han descrito varios otros mecanismos
asociados con la melatonina tales como la modulacién de los receptores GABA y glutamato
[196,197], que involucra la disminucion secundaria del Ca®* celular a través de receptores
GABA C o los receptores metabotrépicos mGlu3 de glutamato [198]. Finalmente, la regulacion
en menos de la nNOS [199] asi como de la iNOS astrocitica y microglial impide o pone limites a
la sobreexcitacion [149].

Los numerosos mecanismos de sefializaciones primarias y secundarias, que incluye la
modulacién de los canales idnicos y el GMPc, conducen a una serie de efectos adicionales,
especialmente en cuanto a que involucran al Ca®* intracelular [105]. La activacién del PLC y el
PKC, y también el dimero By liberado de la Gi, estimula factores de la via de la MAP quinasa,
fostatidilinositol 3-quinasa (PI3K) y sus elementos corriente abajo, tales como el Akt (PKB) y
varios factores de transcripcién (Fig. 1.7).

La situacidn es ain mds complicada en la medida que el ERK puede ser activado a través de la
B-arrestina 2 activada unida al receptor de melatonina fosforilado, como se observd para
muchos GPCRs. La relativa propension a formar homodimero de MT; o heterodimeros de
MT,/MT, es similar mientras que la de los homodimeros de MT, es 3-4 veces menor [200]. Un
receptor ortélogo de melatonina, llamado GPR50, comparte el 45% de la secuencia de
aminodcidos con los MT; y MT, pero no se une a la melatonina. Es de considerable interés que
la GPR50, aunque le falta capacidad para unirse a la melatonina, suprime la unién de alta
afinidad a los receptores MT, mediante la heterodimerizacion. De esta manera, la GPR50
puede tener un rol importante en la funcién de la melatonina al alterar su unién a los
receptores MT,[201].
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quinasa: homdlogo de quinasa de retrovirus AKT8; CaM: calmodulina; DAG: diacilglicerol; ERK: quinasa regulada por seiial
extracelular; IP3: inositol 1,4,5-tris-fosfato; Kir3.1 / 2: subtipo 3.1 / 2 de canal rectificador de K* rectificadores; MAP quinasa:
proteina quinasa activada por mitégeno; MEK: MAP quinasa de ERK; Raf: homdlogo de quinasa retroviral, producto del

oncogén v-raf.

Otro efecto de la activacidon de la melatonina potencialmente importante concierne a la
expresion del RORa, que fue investigada en células mononucleares de sangre periférica
humana, en linfocitos T y células Jurkat. Se vio que la disminuciéon de la actividad MT,,
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producida por prostaglandina E2, por luzindol o por “antisense” MT, promueve
considerablemente la regulacion en menos de la expresion de RORa [126] apoyando la
correlacién positiva entre los receptores de membrana y los nucleares arriba mencionada. Asi,
muchos efectos primariamente iniciados por MT; podrian ser secundariamente reforzados por
una subforma de las RORa o eventualmente por la RZRB. Esto requiere niveles de melatonina
suficientemente altos, lo que pueden ser alcanzados en las células productoras de melatonina
tales como los linfocitos. El espectro de los efectos de la melatonina a través de la RORal,
RORa2 y la RZRB aun no fue suficientemente explorado.

1.2.3.5. MELATONINA Y FUNCION MITOCONDRIAL

La funcién principal de las mitocondrias es generar ATP en la célula a través de la Cadena
Transportadora de Electrones (ETC) que resulta en fosforilacion oxidativa (FOSOX). La
produccidon de energia mitocondrial requiere la coordinacién de varios pasos secuenciales
estrechamente interconectados. Incluso en condiciones normales, 1-2% del flujo de electrones
es la consecuencia de la reduccidn incompleta de O,, que conduce a la produccién de radical
anion superdxido (O,e-) que posteriormente se convierte en perdxido de hidrégeno (H,0,). Por
lo tanto, las mitocondrias son la fuente principal de la produccidon de especies reactivas de
oxigeno (ROS) en las células [202].

Mientras que un aumento leve en ROS puede actuar como una sefial para producir una serie
de respuestas fisioldgicas, aumentos mayores pueden comprometer la integridad mitocondrial
y conducir a la muerte celular. Por ejemplo, la produccién de O,e- es muy sensible a una
disminucién en el gradiente electroquimico de H" a nivel de la membrana mitocondrial. Asi, la
modulacién de la permeabilidad a H* en la membrana mitocondrial interna a través de
proteinas de desacoplamiento, canales mitocondriales de iones o acidos grasos son
acontecimientos importantes en la regulacién de la produccién de radicales libres por las
mitocondrias [203].

Los componentes de la ETC, que estan presentes en la membrana mitocondrial interna,
incluyen una serie de portadores de electrones agrupados en cuatro complejos de enzimas: C-|
(NADH ubiquinona reductasa), C-Il (ubiquinona succinato reductasa), C-1ll (ubiquinol citocromo
¢ reductasa) y C-IV (citocromo c oxidasa) [204]. La principal funcién de la ETC es convertir la
energia redox en un gradiente electroquimico de protones que posteriormente causa la
formacién de ATP. El producto final de la cadena respiratoria es el agua que se genera en una
reduccion de cuatro electrones del O, por C-IV. Durante este proceso (fuga de electrones,
especialmente en el complejo | y Ill), un pequefno porcentaje de O, se convierte en ROS, tales
como O,e- y sus productos secundarios H,0, y el muy reactivo radical hidroxilo (¢OH) [204].

La melatonina reacciona a una velocidad alta con radicales como ¢OH y a tasas bajas con
respecto a otros tales como O,e-. La melatonina es un eficaz inhibidor de la peroxidacion
lipidica por barrido de especies altamente reactivas, tales como ¢OH, que inician el proceso de
degradacion [205] (Fig. 1.8).

La dxido nitrico (NO) sintasa mitocondrial (mtNOS), localizada en la membrana mitocondrial
interna, es responsable de la generacion del radical NO (¢NO) a partir de L-arginina [206].
mtNOS comprende dos isoformas a saber, constitutiva (c-mtNOS) e inducible (i-mtNOS).
Debido a la facil difusion de NO a través de la membrana mitocondrial, las isoformas de NOS
en el citoplasma son también relevantes para la generacién de ¢NO intramitocondrial.

Las altas tasas de sintesis de NO, que normalmente se producen en estados celulares excitados
Ca’*-dependientes contribuye al estrés oxidativo y nitrosativo. La disponibilidad de eNO
determina la velocidad con que se generan el aducto peroxinitrito (ONOO-) y otros os
productos de descomposicion [206].
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Fig.1.8. Melatonina y fisiopatologia mitocondrial. Los mecanismos implicados en la alteracion de la ETC dependen
principalmente de la generacion de ROS y RNS en las mitocondrias que conduce a estrés oxidativo y a la depleciéon de ATP. La
produccion de ROS mediada por ETC, en parte a través de la peroxidacién de cardiolipina (CL), provoca el desprendimiento de
citocromo ¢ de la membrana mitocondrial interna y cambios en mPT lo que lleva a la liberacién de citocromo c y de otras
proteinas pro-apoptoticas. La apoptosis se produce por la activacion de la cascada de caspasas en el citoplasma que conduce a la
muerte celular. La melatonina y sus metabolitos (AFMK, AMK) evitan esta cascada, actuando en muiiltiples sitios en la
mitocondria. La melatonina también aumenta la actividad transcripcional del ADNmt y mejora la fisiologia mitocondrial.

*NO interfiere fuertemente con los componentes de la cadena respiratoria, en particular la
citocromo c oxidasa. Su metabolito ONOO' y los radicales derivados de éste pueden daiiar las
proteinas en los complejos respiratorios. Se pueden producir otros procesos de nitrosacion,
como transnitrosacidn o nitrosacion reversible y la nitracién, asi como la oxidacién irreversible
de ADN, proteinas y lipidos [206]. El dafio a la ECT mitocondrial puede causar disrupcion del
potencial electroquimico de H* y asi la apoptosis, o dar lugar a una generacién adicional de
radicales libres, llevando asi un circulo vicioso que finalmente resulta en la muerte celular.

La melatonina protege la ETC y el ADNmt del dafio oxidativo inducido por ROS / RNS (Fig. 1.8).
Limita la pérdida de GSH intramitocondrial, reduce el dafio del ADN mitocondrial y aumenta la
expresion y la actividad de C-IV y la actividad de C-I, lo que mejora la respiracién mitocondrial y
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aumenta la produccion de ATP [203]. La produccién de NO se inhibe también en el nivel de
transcripcién génica de NOS [199].

El Ca** mitocondrial es crucial en el control del ritmo de produccién de energia celular y juega
un papel fundamental en la apoptosis celular y necrosis. Las mitocondrias toman Ca”" a través
de un uniporte calcio, dependiente del gradiente electroquimico de H* En la apoptosis un
aumento descontrolado de la permeabilidad de la membrana interna mitocondrial (mPT) es
inducido por el aumento de Ca®* en la matriz mitocondrial [207]. Se define como mPT al
aumento repentino de la permeabilidad de la membrana que permite la transferencia de
moléculas de hasta 1500 Da en tamafio y que lleva a la disipacion del gradiente electroquimica
de H', al desacoplamiento de la fosforilaciéon oxidativa y a la depleciéon de ATP. Con la
sobrecarga de Ca*" hay una inhibicién completa del uniporte, hinchamiento mitocondrial,
pérdida del control respiratorio y liberacién de calcio de la matriz Aunque la naturaleza exacta
de mPT molecular sigue siendo dificil de explicar, su contribucién a la neurodegeneracion es
inequivoca [207]). La melatonina previene eficazmente la induccién de la mPT en gran nimero
de circunstancias (Fig. 1.8).

Puesto que las mitocondrias contienen mecanismos especificos para la activacidn tanto de la
via intrinseca de la apoptosis como de la muerte necrdtica es que pueden ser vistas como
reguladores centrales del destino de la célula. La via apoptdtica implica la activacién y
posterior translocacién a la mitocondria de los miembros de la familia Bcl2 (Bax, Bak) que
después de la insercidon en la membrana mitocondrial externa se comportan como “canales de
muerte”. A través de estos canales se liberan una serie de proteinas, por ejemplo citocromo c,
desde el espacio intermembrana las que son responsables de la activacidon de la cascada de
sefiales de la muerte celular a través de la protedlisis caspasa-9 y-3-dependiente [208]. La
melatonina ejerce un fuerte efecto antiapoptético [209] (Fig. 1.8).

Numerosos mecanismos enzimaticos participan en el control de la produccién de radicales
libres. Entre ellas, la accién de la enzima superdxido dismutasa (SOD), que se encuentra en el
lado interno de la membrana mitocondrial interna (Mn-SOD) y que elimina O,e- es de
importancia [207]. El OHe generado a partir de H,0, en presencia de metales de transicion
reducidos es eliminado por la enzima glutation peroxidasa (GPx) durante el proceso de
oxidaciéon de GSH a glutation disulfuro. Este se reduce de nuevo a GSH por accién de la enzima
glutatidon reductasa (GRD). Estas enzimas forman parte del sistema de defensa antioxidante
enddgeno y suprimen los niveles de ROS dentro de la célula, asi como en la mitocondria.

Ademas de ser un antioxidante, la melatonina promueve la sintesis de novo de GSH mediante
la estimulacién de la actividad de la enzima y-glutamil-cisteina sintetasa y también a través de
sus efectos sobre la expresidon del gen de la glutatidon peroxidasa, GRD, SOD y CAT [149]. Esto
promueve el reciclaje de GSH, poniendo asi de manifiesto el importante papel que desempefia
la melatonina en la fisiologia mitocondrial.

En resumen, el papel de la melatonina en la homeostasis mitocondrial puede considerarse
como definitivamente demostrado. La melatonina es un potente eliminador de ROS y RNS y
naturalmente actla en las mitocondrias, el sitio de mayor producciéon de ROS / RNS en la
célula. La melatonina mejora el ciclo redox y aumenta el contenido de GSH mediante la
estimulacién de su sintesis en el citoplasma y mitocondrias en funcion de la captacion de de
GSH desde el citoplasma. Por ultimo, la melatonina ejerce importantes efectos antiapoptéticos
sobre la mayoria de las sefiales apoptéticas que se originan a partir de la mitocondria [207].

Como se menciond anteriormente, los datos acumulados en la ultima década indican
fuertemente que la melatonina desempena un papel importante en la defensa antioxidante a
través de la regulacion de las enzimas implicadas en el metabolismo redox y directamente a
través de una via no enzimatica. Esta incluye el efecto eliminador de radicales que la
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melatonina y algunos de sus metabolitos (en particular AFMK y AMK) tienen en relacion a ROS,
RNS vy radicales organicos [149].

La melatonina reacciona a una velocidad alta con radicales como ¢OH y a tasas bajas con
respecto a otros tales como O,e- [210]. En cualquier caso, la melatonina inhibe eficazmente la
peroxidacion de lipidos al eliminar las especies altamente reactivas, tales como ¢OH, que
inician el proceso de degradacion, por atrapado de radicales peroxilo. Un concepto alternativo
explica los efectos antioxidantes de la melatonina en el &mbito de la generacion de radicales
en lugar de desintoxicacion de radicales ya formados (Fig. 1.9).

En una reciente publicacion Galano et al. han subrayado las razones por las que la melatonina
cumplimenta la mayoria de las caracteristicas deseables de un buen antioxidante: (i) se
distribuye ampliamente en el organismo y esta presente en concentraciones adecuadas, (ii) es
un antioxidante de amplio espectro, (iii) se transporta facilmente través de las membranas
celulares; (iv) se puede regenerar, después de inactivacién de radicales, y sus metabolitos
todavia presentan propiedades antioxidantes; (v) tiene una minima toxicidad [211]. Estos
efectos de la melatonina y sus metabolitos parecen ser Unicos y no compartidos por agonistas
melatonérgicos MT,/MT, como el ramelteon o la agomelatina, en los que existe modificacién
del anillo indol.

Asi la salvaguarda del flujo de electrones, la reduccidn de la formacién de oxidantes mediante
la reduccion de la fuga de electrones y la inhibicidn de los eventos mPT son algunos de los
efectos mas importantes de la melatonina en las mitocondrias [207].

La melatonina ha sido demostrada repetidamente como eficaz para reducir, en diversas
condiciones, la formacién de ROS y RNS mitocondrial y para proteger componentes
mitocondriales contra el dafio oxidativo o nitrosativo, asi como para prevenir la peroxidacion
lipidica en la membrana interna vy, por lo tanto, favorecer el flujo de electrones y su eficiencia
energética. Las inyecciones de melatonina contrarrestan el efecto inhibidor de rojo de rutenio
en Cl, C-IV y GPx enzima. En otro estudio, 100 nM melatonina fue encontrado para evitar la
oxidacion de GSH a disulfuro de glutatidn inducida por t-butilo, hidroperdxido de restauracion
de la actividad normal de ambos GPx y GRD [212].

Recientemente, se ha explorado el papel de la melatonina sobre la cardiolipina mitocondrial
[213]. La cardiolipina es un fosfolipido situado a nivel de la membrana mitocondrial interna
que se requiere para varios procesos bioenergéticos mitocondriales. Las alteraciones en la
estructura de cardiolipina, el contenido y la composicién de la cadena de acilo se han asociado
con una disfuncién mitocondrial en diversos tejidos bajo una variedad de condiciones
fisiopatoldgicas [213].

La melatonina protege a las mitocondrias del dafio oxidativo en parte mediante la prevencion
de la oxidacién de cardiolipina (ver Fig. 1.8). La melatonina también puede actuar sobre la
biogénesis mitocondrial a través de las sirtuinas. Las sirtuinas son deacetilasas de proteinas
NAD'-dependientes que promueven la longevidad en numerosos organismos. Al menos SIRT3,
SIRT4 y SIRTS se localizan en las mitocondrias y las protegen de la hiperacetilacién [214].

Las sirtuinas también estimulan la biogénesis mitocondrial [215]. Varios estudios han indicado
la regulacidn positiva de SIRT1 por melatonina, por ejemplo, en el cerebro de ratones con
senescencia acelerada SAMP8 [216] y en cultivos primarios neuronales de cerebelo de rata
[217].

En cultivos neuronales de cerebelo, la melatonina aumentd la desacetilacién de diversos
sustratos SIRT1, efectos que fueron revertidos por el inhibidor de SIRT1 sirtinol. La promocidn
por melatonina de la desacetilacion inducida por SIRT1 indica que la biogénesis mitocondrial
podria ser estimulada por el metoxindol.
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Fig. 1.9. Efectos celulares de la melatonina mediados y no mediados por receptores.

De hecho, la administracién crdonica de melatonina aumenta el nimero y tamafo de las
mitocondrias en la glandula pineal y en el epitelio ependimal del plexo coroideo. La Fig. 1.9 es
un resumen de las complejas vias de accion de la melatonina.

1.3. SM Y MELATONINA

Distintas evidencias experimentales, a las cuales ha contribuido nuestro grupo de
investigacion, indican que la melatonina combina dos propiedades de aplicacion en medicina
humana: cronobidtica y citoprotectora. La melatonina es el prototipo de los cronobidticos
(drogas que actuan sobre el reloj circadiano modificando su fase o amplitud de oscilacidn, y
por lo tanto la fase y oscilacién del ritmo suefio/vigilia) [218,219]. En el afio 2007 la European
Medicines Agency (EMEA) aprobd a la melatonina como monoterapia para el tratamiento del
insomnio en el geronte.

En nuestro pais, ademas de la existencia de melatonina como farmaco aprobado por ANMAT
en 1995, se introdujo en 2009 un analogo de la melatonina, la agomelatina, para los trastornos
cronobiolédgicos de la depresién. La melatonina tiene ademas una importante actividad
citoprotectora per se y a través de la cascada de metabolitos a los que da origen (Figura 1.9)
[220]. Esta citoproteccion deriva en parte de las demostradas propiedades de antioxidante y
también de efectos evidenciables en condiciones de isquemia sin reperfusiéon, donde los
radicales libres no juegan un papel relevante.
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Como se ha analizado mas arriba, los datos acumulados en los ultimos diez afios indican
claramente que la melatonina desempefia un papel importante en las defensas antioxidantes.
La regulacion de las enzimas implicadas en la via redox es una de las vias por las que la
melatonina ejerce sus efectos antioxidantes. Esta accion es complementaria a la no
enzimatica, eliminadora de radicales que la melatonina y algunos de sus metabolitos
(especialmente AFMK y AMK) como “scavengers” de ROS, RNS y radicales organicos [149,221].

La inflamacién es un fendmeno complejo que involucra numerosos mediadores [31]. La
mayoria de los estimulos proinflamatorios en los tejidos inflamados y células migratorias
activan tanto la ciclooxigenasa-2 (COX-2) como la iNOS. Esta sobreproduccion de PGs y de NO
desempeiia un papel importante en la inflamacién aguda, siendo responsable de la
vasodilatacién local, asi como de los sintomas locales y sistémicos (fiebre, dolor, edema). Por
lo tanto, ya que tanto la COX-2 y iNOS son formas inducibles reguladas en respuesta ante la
inflamacién, han sido foco de interés para la comprensidn de la funcién de la melatonina en la
fisiopatologia de la inflamacién [222].

Uno de los primeros estudios sobre el papel de la melatonina en la inflamacién fue el de
Costantino et al. [223] utilizando zymosan activado por plasma para inducir la inflamacién en
patas de rata. El Zymosan activado desencadena la produccién de ROS y RNS. La inyeccion de
zymosan activado en las patas de rata evoca una reaccién inflamatoria evidenciada por la
presencia de edema dentro de 30 min [223]. La administracidn local de melatonina redujo
significativamente el edema producido por zymosan. El tratamiento con melatonina también
redujo los niveles de nitrito / nitrato, la mieloperoxidasa (MPO) y el malonaldehido.

En este laboratorio se obtuvo la primera indicacion de un efecto inhibidor de la melatonina
sobre la COX [224]. En efecto melatonina inhibe a muy bajas concentraciones la COX-2 [225].

Tabla 1.2. Estudios sobre el efecto de la melatonina en modelos animales de hiperadiposidad.
Observacion Referencia (s)
En ratas alimentadas con dieta hipergrasa disminuye la ganancia  Prunet Marcassus et al. Endocrinology. 2003.
de peso corporal, eficiencia de alimentacion y niveles 144:534.
plasmaticos de glucosa, leptina y triglicéridos
En ratas envejecidas alimentadas con dieta liquida hipercalérica
la melatonina reduce la ganancia de peso, la glucemia y la
insulinemia.

Puchalski et al. Endocrine. 2003. 21:163.

En ratones alimentados con dieta hipergrasa la melatonina
mejora la sensibilidad a la insulina y la tolerancia a la glucosa
En ratas ovariectomizadas la melatonina fue efectiva en
normalizar el peso corporal.

En ratas OLETF con diabetes tipo 2 la melatonina disminuyé la
obesidad.

En ratas tratadas con olanzapina la melatonina disminuyd la
obesidad.

La melatonina fue efectiva en reducir la obesidad en conejos
alimentados con dieta hipergrasa.

La melatonina y su analogo NEU-P11 inhibieron la ganancia de
peso y mejoraron la sensibilidad a la insulina en ratas
alimentadas con dieta hipergrasa.

En ratas alimentadas con dieta hipergrasa la melatonina atenua
el aumento de peso, la hiperglucemia y la hiperinsulinemiay el
aumento de los niveles plasmaticos de adiponectina, leptina y
triglicéridos y colesterol.

La melatonina reduce la ganancia en peso corporal, adiposidad
visceral, trigliceridemia, insulinemia y TBARS producida en ratas
por dieta hipercaldrica. También reduce el tamaiio de los
infartos miocardicos y facilita la recuperacion funcional cardiaca
En ratas Zucker diabéticas jovenes la melatonina disminuye la
ganancia de peso sin afectar el tamafio de la ingesta, reduce la
PA y mejora la dislipemia.
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Otros posibles mecanismos anti-inflamatorios de la melatonina incluyen la activacion de NF-kB
[226] y la inhibicion de la infiltracion por neutréfilos [227]. La melatonina y sus metabolitos
AFMK o AMK pueden funcionar como agentes moduladores durante el proceso inflamatorio y
tienen el potencial de ser una nueva clase de agentes anti-inflamatorios [228]. La melatonina
suprime la expresién de los genes de las enzimas proinflamatorias COX-2 y iNOS por un
mecanismo comun que implica la inhibicion de la transcripcién de actividad histona
acetiltransferasa p300 y la acetilacion de p52 suprimiendo de este modo su unién y
transactivacion [229].

La formacién de potentes oxidantes catalizada por MPO ha sido implicada en la patogénesis de
varias enfermedades, incluyendo la obesidad y aterosclerosis y hasta el momento no existen
eficaces inhibidores para la MPO. Galijasevic et al. demostraron que la melatonina actda como
un potente inhibidor de la MPO [230]. En presencia de cloruro, MPO es inactivada por
melatonina en dos puntos en el ciclo de peroxidasa mediante la unién a MPO para formar un
complejo inactivo, la melatonina MPO-Cly acelerar la formacién de MPO compuesto I, una
forma inactiva de MPO. Esta doble regulacién por melatonina es Unica y puede representar un
nuevo medio a través de los que la melatonina puede controlar MPO vy sus vias inflamatorias
[230].

En la Tabla 1.2 se resumen los estudios que indican la actividad preventiva de la melatonina
sobre la hiperadiposidad experimental. El tratamiento con melatonina en ratas tiene la
capacidad de reducir la obesidad, la diabetes tipo 2 y la esteatosis hepatica [179] Ademas, el
tratamiento con melatonina induce la regeneracién y proliferacidon de células B pancredticas lo
que lleva a una disminuciéon de la glucosa en sangre en ratas diabéticas tipo 1 por
estreptozotocina [231] La pinealectomia resulta en hiperinsulinemia marcada y acumulacion
de triglicéridos en el higado [232] mientras que la administracion crénica de melatonina

Tabla 1.3. Estudios clinicos sobre la accion de la melatonina en el SM.

Observacion
Bajos niveles de melatonina en plasma de pacientes
con diabetes tipo 2.
Regulacién en mas de receptores de melatonina en
pacientes tipo 2.
Polimorfismos en gen que codifica receptores para
melatonina asociados con mayor riesgo de diabetes
tipo 2.
Secrecion nocturna de melatonina en pacientes
coronarios, independientemente del tratamiento con
bloqueantes beta.

La administracion de melatonina reduce PA nocturna
en hipertensos.

La administracion de melatonina reduce la PA
nocturna en mujeres menopausicas.

La administracion de melatonina reduce PA y mejora
el perfil lipidico y estado antioxidante en paciente s
con SM.

La administracion de melatonina reduce PA nocturna
en pacientes con diabetes tipo 1.

La administracion de melatonina previene la
hipercoagulabilidad por catecolaminas ante el estrés
en voluntarios sanos.

La administracion de melatonina inhibe la agregacion
plaquetaria.
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mejora el metabolismo de lipidos en ratas diabéticas tipo 2, reduciéndose la resistencia a la
insulina [233]

La melatonina aumenta el contenido de glucogeno del higado en ratas [234]. En ratones
diabéticos por dieta hipergrasa la inyeccion intraperitoneal de melatonina mejora la utilizacion
de glucosa y la sensibilidad a la insulina con un aumento de glucdgeno hepatico y reduccién de
la esteatosis en higado [235]. En nuestro Laboratorio hemos analizado diversos aspectos de la
accion de la melatonina en modelos experimentales de diabetes mellitus. En un estudio en
ratas inyectadas con estreptozotocina y con grave depresién de insulina (modelo de diabetes
tipo 1) reportamos que el deterioro de la reactividad vascular es funcion de la severidad de la
hiperglucemia, en particular la relajacion por efecto endotelial, y es revertido por la
melatonina [236]. También la melatonina previno el deterioro de contractilidad arterial
producido en un medio con alta concentracién de glucosa, un fendmeno dependiente de la
generacidon anormal de ROS y RNS. Asimismo, examinamos estos indicadores en un modelo de
diabetes tipo 2 avanzada (ratas con pancreatectomia subtotal), con los mismos resultados,
mejorando la melatonina la relajacién mediada por endotelio en anillos aérticos de animales
diabéticos [237]. En una preparacién mitocondrial de higado la melatonina (a partir de 0,1 uM)
redujo el estado 3 del proceso de respiracion mitocondrial sin afectar el estado 4 [238]. Los
mismos resultados se observaron in vivo luego del tratamiento con melatonina [239] indicando
que la inhibicion de la sobreestimulacidon por sustratos del ciclo de Krebs dada por la
melatonina protegen a la mitocondria del daio oxidativo.

Existen asimismo datos clinicos que vinculan a la melatonina con el SM (Tabla 1.3). Se
presentan niveles mas bajos de melatonina circulante en pacientes con diabetes tipo 2 [240]
concomitantemente con la disregulacion de la expresién del ARNm de receptores
melatonérgicos [241]. Mutaciones en el gen del receptor de melatonina se asociaron con el
aumento del riesgo de diabetes tipo 2 [242-244]. Estos resultados clinicos indican que la
melatonina puede participar en la homeostasis de la glucosa en sangre y que los niveles bajos
de melatonina podrian estar relacionados con el desarrollo de diabetes de tipo 2. La secrecion
nocturna de melatonina fue menor en pacientes con enfermedad coronaria [245-248] Las
administracion de melatonina durante la noche redujo la presidon arterial nocturna en
pacientes hipertensos [249-251] y en adolescentes con diabetes tipo 1 [252] En un estudio
abierto en pacientes con SM se ha verificado la eficacia del tratamiento con melatonina para
normalizar en parte su sintomatologia [253].

1.4. OBJETIVOS Y DISENO EXPERIMENTAL DEL TRABAJO DE TESIS

El presente Trabajo de Tesis persiguié analizar y comparar algunas de las secuelas del SM en
dos modelos experimentales en ratas, la ingesta de una dieta hipergrasa y la administracién de
fructosa en el agua de bebida, como paso previo para caracterizar la posible actividad
terapéutica de la melatonina en ellos. Para ello se siguieron 4 fases.

El objetivo general de la primera fase de la Tesis Doctoral fue comparar distintos parametros
del SM obtenido por dieta hipergrasa vs. SM por administracion de fructosa al 10% en el agua
de bebida. Se estudié el sindrome desde varios puntos de vista: sus consecuencias sobre el
peso corporal y la PA sistdlica, los cambios en analitos usualmente determinados en clinica
para el diagndstico de SM y las consecuencias sobre el eje hipdfiso-gonadal.

Los experimentos llevados a cabo tuvieron como objetivos especificos:

(i) Analizar pardmetros somaticos y bioquimicos en el SM establecido luego de
una dieta rica en grasas
(ii) Analizar pardmetros somaticos y bioquimicos en el SM establecido luego de la

administracién de fructosa (10%) en el agua de bebida.
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(iii) Estudiar las consecuencias sobre el eje hipoéfiso-gonadal del SM establecido
producido por una dieta rica en grasas

(iv) Estudiar las consecuencias sobre el eje hipoéfiso-gonadal del SM establecido
producido luego de la administracién de fructosa (10%) en el agua de bebida.

En una segunda fase de la Tesis Doctoral, el objetivo general fue examinar la eficacia de la
melatonina para corregir las alteraciones somaticas, bioquimicas y hormonales observadas en
el SM establecido con las dos técnicas de alimentacion empleadas. Para ello se agregd en cada
caso melatonina en el agua de bebida o su vehiculo con los siguientes objetivos especificos:

(v) Estudiar el efecto de la melatonina sobre pardmetros somaticos y bioquimicos
del SM producido por una dieta rica en grasas
(vi) Estudiar el efecto de la melatonina sobre pardmetros somaticos y bioquimicos

del SM producido por la administracién de fructosa (10%) en el agua de bebida
(vii) Analizar el efecto de la melatonina sobre el eje hipdfiso-gonadal en el SM
producido por una dieta rica en grasas
(viii)  Analizar el efecto de la melatonina sobre el eje hipdfiso-gonadal en el SM
producido por la administracion de fructosa (10%) en el agua de bebida.

El objetivo general de la tercera fase de esta Tesis Doctoral fue la evaluacién de parametros
somaticos y bioquimicos en el SM en una fase incipiente (obtenido por la administracién de 5%
de fructosa) vs. el SM constituido (luego de administrar 10% de fructosa). Los objetivos
especificos de los experimentos efectuados fueron:

(ix) Analizar pardmetros somaticos y bioquimicos en el SM incipiente luego de la
administracidon de fructosa (5%) en el agua de bebida vs. el SM establecido
luego de la administracidn de fructosa (10%) en el agua de bebida.

(x) Estudiar la eficacia de la melatonina para prevenir los cambios somaticos y
bioquimicos en el SM incipiente.

En vista que la melatonina combina propiedades cronobidticas y citoprotectoras que pueden
ser de relevancia en la prevencidn y el tratamiento del SM, el objetivo general de la cuarta fase
de la presente Tesis Doctoral fue analizar su efecto sobre los ritmos circadianos de
adiponectina, leptina, insulina, glucosa, triglicéridos y colesterol plasmaticos en ratas en el
modelo de SM por dieta hipergrasa. Los objetivos especificos de los experimentos efectuados
fueron:

(xi) Analizar el efecto de la melatonina sobre los ritmos circadianos de
adiponectina, leptina, insulina, glucosa, triglicéridos y colesterol en plasma de
ratas normales.

(xii) Estudiar la capacidad de la melatonina para normalizar la alteracién de los
ritmos circadianos en los parametros sefialados que se observan en ratas con
dieta hipergrasa.

1.5. CONSTRUCCION DE LA HIPOTESIS DEL TRABAJO DE TESIS

Las hipdtesis de esta Tesis Doctoral a someterse a verificacion experimental fueron:

e Tanto el SM por ingesta de una dieta rica en grasa como el producido por la
administracién de fructosa comparten secuelas somaticas como bioquimicas que los
hacen modelos experimentales adecuados para las consecuencias de la “dieta
chatarra” tan cominmente consumida hoy en nuestra sociedad.

e Se detectan alteraciones del eje hipdfiso-gonadal en ambos tipos de SM que pueden
explicar en parte la reduccién de la fertilidad que acompafia a la pandemia de
obesidad que enfrenta el mundo actual.
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En etapas sucesivas del desarrollo el SM producido por agregado de fructosa a la dieta
se pasa por una etapa inicial de sensibilidad aumentada a la insulina que coexiste con
cambios somdticos y un desarrollo parcial de las secuelas dislipémicas.

En el SM (tomando como modelo al obtenido por dieta rica en grasas) se producen
alteraciones en los ritmos diarios de adipocitoquinas y sefiales metabdlicas circulantes,
compatibles con un relevante efecto de la dieta como “Zeitgeber” agregado al fético
en la sincronizacién del sistema circadiano.

La melatonina, debido a su actividad citoprotectora, particularmente de la integridad
mitocondrial, es eficaz para revertir los aumentos de peso y de PA sistdlica, la anormal
resistencia a la insulina y la dislipemia que se producen tanto en el SM por ingesta de
una dieta rica en grasa como en el producido por la administracién de fructosa.

Este efecto correctivo de la melatonina es ya evidente en la etapa inicial de
sensibilidad aumentada a la insulina que se observa en el SM incipiente por
administracion de 5% de fructosa.

La melatonina, agente prototipico de farmacos cronobidticos, es eficaz para normalizar
las alteraciones en los ritmos diarios de adipocitoquinas y sefales metabdlicas
circulantes que se ven en el SM.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. ANIMALES

Todas las experiencias referidas en el presente trabajo se realizaron en ratas Wistar de un peso
aproximado de 150 gramos al comienzo del experimento. Los animales fueron separados en
grupos de dos o tres y alojados en jaulas de alambre de acero bajo condiciones ambientales de
temperatura y humedad controladas (22+2 °C) y con un régimen de 12 horas de luz (08:00 a
20:00 h) y 12 horas de oscuridad. En las jaulas se coloco viruta de madera esterilizada por
autoclave. Diariamente se controlé el agua y la comida y dia por medio se procedié al cambio
de la viruta y la limpieza de las jaulas.

Los animales dispusieron en todo momento de agua y comida “ad libitum” consistiendo esta
ultima en alimento balanceado para ratas, tipo Purina, excepto cuando se aclare lo contrario.
El andlisis de este alimento realizado por de la Asociacion de Cooperativas Argentinas, Division
Nutricién Animal (Lic. Romina Herndndez), muestra los siguientes resultados (en %): Humedad
9,20; Proteina Bruta 25; Extracto Etéreo 5; Acidez de las grasas 2.1; Fibra Bruta 3; Ceniza 6.1.

2.1.1. PRODUCCION DEL SM POR DIETA RICA EN GRASA
Las caracteristicas de la dieta rica en grasa y del control utilizado estan resumidas en la Tabla 2.1.

Tabla 2.1: Composicion del régimen y consumo.

Control | Dieta rica en grasa
% de grasas 3 35
% de carbohidratos 60 35
% de proteinas 16 20
% de vitaminas y minerals 21 10
Contenido caldrico (Kcal/g) 2,9 5,4
Grasas consumidas (Kcal/dia/animal) 4,86 56,7
Carbohidratos consumidos (Kcal/dia/animal) | 43,2 25,2
Proteinas consumidas (Kcal/dia/animal) 11,5 14,4

El régimen fue balanceado para proteinas como un porcentaje de proteinas ingeridas y para las
vitaminas esenciales y minerales. Las grasas con la que se conformaron los regimenes fueron
extraidas del aceite de maiz. La ingesta diaria individual de comida fue de 17+ 1 gen el
régimen normal y 13,5 + 1g en la dieta rica en grasa. De esta manera, el ingreso de calorias fue
alrededor de 50 % mayor en las ratas que ingerian la dieta rica en grasas

‘2.1.2. PRODUCCION DE SM POR DIETA RICA EN FRUCTOSA

Se agregd fructosa en el agua de bebida durante todo el tratamiento. Para obtener el SM
establecido la fructosa fue disuelta en una concentracion de 100 gramos por litro de agua (10
%). Para obtener un SM incipiente la fructosa fue disuelta en una concentracién de 50 gramos
por litro de agua (5 %). Dia por medio fueron medidos los volimenes de agua ingeridas y se
lavaron los depdsitos con sus respectivos bebederos. Los animales controles tomaron agua sin
fructosa. El consumo de agua individual fue de alrededor de 20 mL/dia.
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2.1.3. ADMINISTRACION DE MELATONINA

Se prepard una solucion madre de 2,5 g de melatonina (Gador S.A.) en 100 mL de alcohol
etilico la que fue guardada en un frasco de vidrio color caramelo forrado con una proteccion
de aluminio con el objeto de evitar la degradacién por luz de la melatonina. A la mitad de los
animales se les administrd en el agua de bebida 1 mL de la solucién de melatonina por litro de
agua y los animales controles recibieron 1 mL de alcohol por litro de agua, vehiculo de la
solucion de la melatonina. Las ratas tomaron unos 20 ml/dia con 90-95% de este total diario
ingerido durante el periodo de oscuridad. Por lo tanto, la dosis usada de melatonina es de
aproximadamente 500 pg /dia/animal.

2.1.4. DETERMINACION DE LA PRESION ARTERIAL SISTOLICA

Se midio la presion arterial por el método del manguito de cola usando un esfingomandémetro
en ratas no anestesiadas 1 dia antes del sacrificio. Posteriormente a una serie de sesiones de
entrenamiento de 3 dias, se midié la presidon sanguinea sistdlica de cada rata en un ambiente
lo mds calmo posible y se calcularon los valores promedio de las presiones sistdlicas de tres
determinaciones.

‘ 2.1.5. PRUEBA DE TOLERANCIA A LA GLUCOSA INTRAPERITONEAL

Se efectud a los 40 dias de tratamiento mediante la administracion de una Unica dosis de
glucosa (2 g glucosa /kg de peso corporal) por via intraperitoneal a una concentracion de 50 %
p/v en solucidn fisioldgica. Se extrajo una muestra de sangre basal (tiempo 0) de la cola del
animal y muestras adicionales a los 30, 60 y 120 minutos de la administracion de glucosa.

Para tomar la muestra de sangre se frotd la cola de la rata con una torunda con alcohol (96°)
en un ambiente calido. A continuacion, se realizd un corte pequefio en el extremo distal de la
cola con una tijera y se recolectdé una gota de sangre obtenida de la herida (aprox. 0,1 pL)
directamente sobre la tira reactiva, previamente insertada en un glucémetro digital (On-Call
EZ. ACON Laboratories Inc.). La gota de sangre al ser colocada sobre la tira de examen es
automaticamente absorbida en la celda de reaccién con la glucosa oxidasa. Se forma una
corriente eléctrica transitoria durante la reaccién y la concentracidon de glucosa en sangre es
calculada partiendo de la corriente detectada por el analizador, mostrandose el resultado en la
pantalla del glucdmetro. Se utilizaron muestras patron para el control de las tiras y del equipo
de medicién.

2.2. PROCEDIMIENTOS BIOQUIMICOS

2.2.1. COLESTEROL TOTAL

Se utilizaron los reactivos enzimaticos colesterol oxidasa/peroxidasa de BioSystems S.A. para
medir la concentracion total de las muestra de plasma. Tanto el colesterol libre como el
esterificado presente en plasma, segun las reacciones acopladas descritas a continuacion,
genera un complejo coloreado que se cuantifica por espectofotometria a 500 nm[254,255].
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L. Colesterol esterasa L.
Colesterol esterificado + H,0 - Colesterol + Acido graso

1 Colesterol oxidasa
Colesterol + */5 0, + H,0 -———  (olestenona + H,0,

. L. Peroxidasa i L.
2 H,0, + 4Aminoantipiring + Feno -——— Quinoneimina + 4 H,0

COMPOSICION

Reactivo A. Pipes 35 mmol/L, colato sédico 0,5 mmol/L, fenol 28 mmol/L, colesterol esterasa
>0,2 U/mL, colesterol oxidasa >0,1 U/mL, peroxidasa >0,8 U/mL, 4-aminoantipirina 0,5
mmol/L, pH 7,0.Patrén S de Colesterol. Colesterol 200 mg/dL equivalente a 5,18 mmol/L.

PROCEDIMIENTO

Los pasos que se utilizaron para la medicion del colesterol fueron las siguientes:

a) Se llevo el Reactivo (A) a temperatura ambiente
b) Se pipeted en tubos de Kahn segun el siguiente protocolo.

Blanco | Patrén | Muestra
Patron Colesterol | - ouL |-
Muestra - - 10uL
Reactivo(A) 1,0mL | 1,0mL | 1,0mL

c) Se agitaron las muestras y se incubaron los tubos durante 5 minutos a 37 2C.

d) Se leyé la absorbancia (A) del Patrén y de la Muestra a 500 nm frente al Blanco antes
de transcurridas 2 h, ya que luego de este tiempo el color de la muestra se vuelve
inestable.

CALCULO

La concentracidn de color en la muestra se calcula a partir de la siguiente férmula general:

AMuestra
A X CPatT&n = CM‘MQSt‘TCE
Patrin

Se utilizé para calibrar el Patrén de Colesterol suministrado por el fabricante.

Plasma

AMuest‘ra

% 200 = 29 colesterol
= —COLESLET O
APat'rEm dr

2.2.2. COLESTEROL HDL.

Las VLDL y las LDL presentes en la muestra se precipitan en presencia de fosfotungstato e
iones magnesio. El sobrenadante contiene las HDL, cuyo colesterol se cuantifica
espectrofotométricamente mediante las reacciones  acopladas  descriptas a
continuacion[256,257].

L. Colesterol esterasa L.
Colesterol esterificado + H,0 - Colesterol + Acido graso

1 Colesterol oxidasa
Colesterol + */5 0, + H,0 -———  (olestenona + H,0,

. L. Peroxidasa i L.
2 H,0, + 4Aminoantipiring + Feno -——— Quinoneimina + 4 H,0
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COMPOSICION

Reactivo A: Fosfotungstato 0,4 mmol/L, cloruro de magnesio 20 mmol/L.

Reactivo B: Fosfatos 35 mmol/L, colesterol esterasa > 0,2 U/mL, colesterol oxidasa > 0,1 U/mL,
peroxidasa > 1 U/mL, 4-aminoantipirina, 0,5 mmol/L, colato sédico 0,5 mmol/L, diclorofenol-
sulfonato 4 mmol/L, pH 7,0.

Patrén de Colesterol HDL: 1 x 5 mL. Colesterol 15 mg/dL. Patrén primario acuoso.

PROCEDIMIENTO

Los pasos que se utilizaron para la medicién del colesterol fueron los siguientes:

a) Se pipeted en un tubo de Kahn:

Muestra 0,2 mL
Reactivo 0,5 mL

b) Se agitdy se dejé durante 10 min a temperatura ambiente.
c) Se centrifugd durante 10 min a un minimo de 4.000 r.p.m.
d) Se recogié con cuidado el sobrenadante.

e) Se atemperd el Reactivo B a temperatura ambiente.

f) Se pipeted en tubos de ensayo:

Blanco | Patrén | Muestra
Agua destilada 50uL | - -
Patrdn Colesterol HDL (S) | - 50puL | -
Sobrenadante muestra - - 50uL
Reactivo(B) 1,0mL | 1,0mL | 1,0mL

g) Se agita bien la muestra y se incuban los tubos durante 30 min a temperatura
ambiente (15-262C) o durante 5 minutos a 379.

h) Se leyd la absorbancia (A) del Patron y de la Muestra a 500+10 nm frente al Blanco
antes transcurridas 30 min, periodo en el que el color de la muestra es estable.

CALCULO

La concentracidn de colesterol HDL en la muestra se calcula a partir de la siguiente férmula
general:

AMuestra

A X Cpatran = Crtuestra
Patron

Se utilizé para calibrar el Patrén de colesterol HDL suministrado.

Plasma

A m
Avestra | 595 ™9 1octerol HDL
-ant‘r&n dL
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2.2.3. COLESTEROL LDL

Mediante el polivinil sulfato un detergente especifico se hace precipitar las LDL.
Posteriormente se cuantifica el colesterol espectrofotométricamente mediante las reacciones
acopladas descriptas a continuacion.

L. Colesterol esterasa L.
Colesterol esterificado + H,0 - Colesterol + Acido graso

1 Colesterol oxidasa
Colesterol + *f, 0, + H,0 -————————Colestenona + H, 0,

i L. Peroxidasa i L.
2 H,0, + 4Aminoantipirina + Feno -——— Quinoneimina + 4 H,0

La concentracidon de colesterol LDL se calcula por diferencia entre los valores de colesterol en
el suero y en el sobrenadante obtenidos tras la precipitacién[258].

COMPOSICION

Reactivo A. Polivinil sulfato 3 g/L, polietilenglicol 3 g/L.

Reactivo para Colesterol. Pipes 35 mmol/L, colato sddico 0,5 mmol/L, fenol 28 mmol/L,
colesterol esterasa >0,2 U/mL, colesterol oxidasa >0,1 U/mL, peroxidasa >0,8 U/mL, 4-
aminoantipirina 0,5 mmol/L, pH 7,0.Patron S de Colesterol. Colesterol 200 mg/dL equivalente a
5,18 mmol/L.

PROCEDIMIENTO

Los pasos que se utilizaron para la medicion del colesterol fueron las siguientes:

a) Se pipeted en un tubo de Kahn.

Muestra 0,2mL

Reactivo A 0,2mL

b) Se agitaron las muestras y se las dejaron reposar durante 15 minutos a temperatura
ambiente.

c) Se centrifugaron las muestras durante 15 min a 4.000 r.p.m.

d) Se recogid el sobrenadante con cuidado de no arrastrar el precipitado.

Colorimetria
e) Se llevo a temperatura ambiente el reactivo para la medicion de Colesterol.

f) Se pipeted en cubetas.

Blanco | Patrén | Muestra
Agua destilada 20 uL - -
Patrén Colesterol - 20 uL -
Sobrenadante muestra - - 20ulL
Reactivo para Colesterol | 1,0mL | 1,0mL | 1,0mL
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g) Se mezcld y después de 30 min a temperatura ambiente (16 - 252C) se leyeron las
absorbancias (A) del Patron y de las muestras a (A) a 500 nm.

CALCULO

La concentracion de colesterol en sobrenadante se calcula a partir de la siguiente férmula
general:

A
“Muestra o 0o iren = CouestraCOlESterolsobrenadante

A Patrin

Como se utilizé para calibrar el Patron de Colesterol, incluido en el Kit de Colesterol:

Plasma

AMuest“ra mg
m x 200 = aL colesterol

La concentracion de colesterol LDL en la muestra se calcula:

ColesterolLDL — ColesterolTotal — Colesterolensobrenadantes

2.2.4. TRIGLICERIDOS

Los triglicéridos presente en la muestra originan, segun las reacciones acopladas descriptas a
continuaciéon, un complejo coloreado que se cuantifica por espectrofotometria[259,260].

I
Triglicaridos + Hzo—lﬂi(?licero! + Acidos grasos
. glicerol quinasa __,
Glicerol + ATP-———(Glicerol —3 — 0 + ADP
i G—3—P—oxidasa i
Glicerol —3 — P+ O,-————Dihidroxiacetona — P + H,0,

. e e . peroxidasa . ..
2H,0, + 4 — Amincantipirina + 4 — Clorofenol———Quinonaimina + 4 H,0

COMPOSICION

Reactivo A: Pipes 45 mmol/L, 4 - clorofenol 6 mmol/L, cloruro magnésico 5 mmol/L, lipasa >
100 U/mL, glicerol quinasa > 1,5 U/mL, glicerol-3-fosfato oxidasa > 4 U/mL, peroxidasa > 0,8
U/mL, 4-aminoantipirina 0,75 mmol/L, ATP 0,9 mmol/L, pH 7,0.

Patrén S de Triglicéridos: Glicerol equivalente a trioleina 200 mg/dL (2,26 mmol/L). Patrén
primario acuoso.

PROCEDIMIENTO

a) Se atemperd el Reactivo a temperatura ambiente y se Se pipeted en tubos de ensayos
segun el esquema;
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Blanco | Patrén | Muestra
Patron triglicéridos | - nouL |-
Muestra - - 10pL
Reactivo(A) 1,0mL | 1,0mL | 1,0mL

b) Se agitd bien y se incubaron los tubos durante 15 min a temperatura ambiente.
c) Se leyd la absorbancia (A) del Patrén y de la Muestra a 500 nm frente al Blanco antes
de transcurridas 2 h tiempo que es estable el color.

CALCULO

La concentracidn de triglicéridos en la muestra se calcula a partir de la siguiente férmula
general:

Apyestra C =C
A X Lpatrén = Lpuestra
Patrin

Se utilizé para calibrar el Patron de Triglicéridos suministrado:

Plasma

AMuest‘ra % 200 = @

e N triglicéridos

2.2.5. CREATININA

La creatinina presente en la muestra reacciona con el picrato en medio alcalino originando un
complejo coloreado. Se mide la velocidad de formacion de dicho complejo en periodos
iniciales cortos, evitdndose asi la interferencia de otros compuestos[261,262].

COMPOSICION

Reactivo A. Hidréxido sddico 0,4 mol/L, detergente.
Reactivo B. Acido picrico 25 mmol/L.

Patrén S de Creatinina: creatinina 2 mg/dL (177 mmol/L). Patrén primario acuoso.

PROCEDIMIENTO

Los pasos que se utilizaron para la medicién de la creatinina fueron los siguientes:

a) Se precalentaron los reactivos a 37°C durante unos minutos.
b) Se pipeted en una cubeta:

Reactivo de Trabajo 1,0 mL
Patron S o Muestra 0,1mL

c) Secolocd la mezcla en 1 cubeta que se inserté en el espectrofotémetro e
inmediatamente se puso un cronémetro
d) Se leyé la absorbancia a 500 nm después de 30 s (A;) y de 90 s (A,).
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CALCULO

La concentracidn de creatinina en la muestra se calculd a partir de la siguiente féormula
general:

("ql — AZ)Musst'ra
(Al - AZ)C‘aiibrador

X CC‘aIibTador x Factor de DLIHCI&nMuestra = CMuest‘ra

Se utilizé para calibrar el patrén de Creatinina suministrados:

Plasma

(Ai - Azjﬁuestra mg ..
- X 2 =——Creatinina
("ql - Az)c‘::.[ibrado‘r dlL

2.2.6. ACIDO URICO

El acido urico presente en las muestras origina, segun las reacciones acopladas descritas a
continuacién, un complejo coloreado que se cuantifica por espectrofotométricamente[263].

.. . Uricasa .
Acido arico + 0, + 2 H,0—— Alantoina + €0, + H,0,
peroxidas

2 Hy0, + 4 — Aminoantipirina + DCFS- aQuinonaimina +4 H,0

COMPOSICION

Reactivo A: Fosfatos 100 mmol/L, detergente 1,5 g/L, diclorofenolsulfonato 4 mmol/L, uricasa
> 0,12 U/mL, ascorbato oxidasa > 5 U/mL, peroxidasa > 1 U/mL, 4-aminoantipirina 0,5 mmol/L,
pH 7,8.

Patrén S de Acido Urico: Acido Urico 6 mg/dL

PREPARACION DE LOS REACTIVOS

Reactivo B y Patrdn S: Estan listo para su uso.

Reactivo A: mezclar en la proporcion: 1 mL Reactivo A2 + 24 mL Reactivo Al. Es reactivo ya
constituido es estable por 2 meses a 2-82C.

PROCEDIMIENTO

Los pasos que se utilizaron para la medicion fueron los siguientes:

a) Se atemperaron los Reactivos a temperatura ambiente
b) Se pipeted en tubos de ensayo:

Blanco Patrén Muestra
Agua Destilada 25 uL
Patrén S de Acido Urico 25 uL
Muestra 25 uL
Reactivo A 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL
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c) Se agitaron e incubaron los tubos durante 10 minutos a temperatura ambiente a (16-
259(C)

d) Se leyeron las absorbancias (A) del patron y de las Muestras a 520 nm frente al Blanco
antes de transcurridos 30 minutos, tiempo en que el color deja de ser estable.

CALCULO

Las concentraciones de urea en las muestras se calcularon a partir de la siguiente férmula
general:

A .
_MUESITE o Coneren X Factor de DiluciéNeera = Chruestra

APatﬂ:’m

Se utilizé para calibrar el patrén de 4cido uUrico suministrado:

Plasma

"q.’l{'uestra 'mg Ao Tond
m X 6= L Acido Urico

2.2.7. UREA

La urea presente en la muestra de suero, segln las reacciones descriptas a continuacién un
indofenol coloreado que se cuantifica espectrofotométricamente a 600 nm [264,265].

Uredasa +
Urea + H,0-——2NH; + C0O,
nitroprusia

to
NH] + Salicilato + NaClO- Indofenol

COMPOSICION

Reactivo Al: Salicilato sédico 62 mmol/L, nitroprusiato sédico 3,4 mmol/L, buffer fosfatos 20
mmol/L, pH 6,9.

Reactivo A2: Ureasa > 500 U/mL.
Reactivo B: Hipoclorito sédico 7 mmol/L, hidréxido sédico 150 mmol/L.

Patrdon S de Urea: urea 50 mg/dL (8,3 mmol/L, BUN 23,3 mg/dL). Patrdn primario acuoso.

PREPARACION DE LOS REACTIVOS

Reactivo B y Patrdn S: Estan listo para su uso.

Reactivo A: mezclar en la proporcion: 1 mL Reactivo A2 + 24 mL Reactivo Al. Es reactivo ya
constituido es estable por 2 meses a 2-82C.

PROCEDIMIENTO

Los pasos que se utilizaron para la medicién de urea fueron los siguientes:
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a) Se pipeted en una cubeta:
b) Se atemperaron los Reactivos a temperatura ambiente

Blanco Patrén Muestra
Patrén S de Urea 10 pL
Muestra 10 uL
Reactivo A 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL

c) Se agitaron e incubaron los tubos durante 10 minutos a temperatura ambiente a (16-
259(C)
d) Se pipeteo:

Blanco Patréon Muestra
Reactivo B 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL

e) Se agitd bien e incubaron los tubos durante 10 minutos a temperatura ambiente (16-
259(C),

f) Se leyeron las absorbancias (A) del patrén y de las Muestras a 600 nm frente al Blanco
antes de trascurridas las 2 horas tiempo en que el color deja de ser estable.

CALCULO

Las concentraciones de urea en las muestras se calcularon a partir de la siguiente férmula
general:

A .
—MUESITE o Coneren X Factor de DiluciéNesira = Chruestra

"antTEm

Se utilizé para calibrar el patrén de Urea suministrados:

Plasma

A'Idusstra mg
——— | X 50 =——Urea
‘ant'r&n d"

‘ 2.2.8. TESTOSTERONA

Para la determinacién de testosterona plasmatica se utilizo la técnica de Radioinmunoanilisis
(RIA), marca DIAsource TESTO-RIA-CT kit y fabricado por DIAsource ImmunoAssays S.A. Rue de
I'Industrie, 8, B-1400, Nivelles, Belgium[266]

PRINCIPIO DEL METODO

En tubo recubierto con anticuerpos anti-testosterona inmovilizados en el interior del mismo,

una cantidad fija de testosterona marcada con I'*

compite con la testosterona a medir
presente en la muestra 6 en el calibrador, por los epitopes de los anticuerpos inmovilizados.
Después de la incubacién, se mide las cpm por el I'** del fondo en las diferentes muestras y la

concentracion se calcula por interpolacion en la curva generada por los calibradores.
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PROCEDIMIENTO

1) Se marcaron los tubos recubiertos con los anti- testosterona por duplicado
para cada uno de los estandares alto y bajo, las muestras y los controles.
También se marcaron 2 tubos normales, para la determinacion de las
Cuentas Totales.

2) Después de agitar brevemente los calibradores, las muestras y los
controles se agregd2 L de cada uno de los tubos.

3) Se agregd 0,5 mL de testosterona marcada con I'* en cada tubo,
incluyendo los tubos no recubiertos para las Cuentas Totales.

4) Se agitdé suavemente la grilla de tubos para soltar cualquier burbuja cautiva
de las paredes de los tubos.

5) Seincubaron los tubos durante 3 hs a 37 °C.

6) Se aspird el contenido de los tubos (excepto los de las Cuentas Totales)
asegurandose que la punta de la pipeta toque el fondo del tubo con el fin
de aspirar todo el liquido.

7) Se lavaron los tubos con 3 ml de Solucién de lavado (TRIS-HCI) (excepto los
de las Cuenta Totales) evitando la formacidn de espuma y se lo aspird.

8) Se dejaron los tubos en posicion invertida durante 2 minutos y se volvio a
aspirar el liquido restante,

9) Se midid la radioactividad de cada tubo durante 60 segundos en un
Contador Gamma.

CALCULO

1) Se calculé la media de cpm de cada uno de los tubos duplicados.
2) Se calculé la radioactividad (R) unida como un porcentaje de la unién con
respecto a la del calibrador cero (0) de acuerdo con la siguiente formula.

m (calibrader 6 muestra
Ry ooy = wm . ) X 100
RO0(%) cpm (calibrador Cero)

3) Utilizando papel semilogaritmico se representaron los valores de (R/RO
(%)) de cada calibrador en funciéon de las concentraciones de TESTO de
cada calibrador.

4) Se determinaron los valores de las concentraciones de las muestras por
interpolacion de los valores de radioactividad de las muestras en
porcentajes (R/RO (%)) en la curva de calibracion.

5) Entodos los ensayos, se calculd el porcentaje total de enlace del trazador
en ausencia de testosterona no marcada (BO/T).

2.2.9. LH Y FSH

PRINCIPIO DEL METODO

La concentracion sérica de LH y FSH fue determinada por duplicado utilizando RIAs por doble
anticuerpo. Los materiales para el ensayo fueron provistos por el NIAMDD Rat Pituitary
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Program. El método se basa en la inhibicion competitiva por la unidn a su anticuerpo (Ac)
especifico de una sustancia fria (no marcada radiactivamente), que es el antigeno (Ag), y la
misma sustancia previamente marcada con un isétopo radiactivo, el antigeno marcado (Ag*).
Se obtienen asi complejos antigeno-anticuerpo marcados (Ag*-Ac) y sin marcar (Ag-Ac).

PROCEDIMIENTO DE MARCADO

Las hormonas puras se presentan liofilizadas, siendo necesario reconstituirlas para su
utilizacidn, segun las instrucciones del NIDDK. Como marcador para las hormonas peptidicas se

ha utilizado el I'*®

. El marcaje se lleva a cabo mediante el método de la lactoperoxidasa. Con
este método se consigue, por medio de una reaccién enzimatica, que el iédn yoduro radiactivo
pase a yodo molecular, que es capaz de desplazar al hidrégeno del anillo fendlico de la tirosina,
que forma parte de la estructura molecular de las proteinas. Para ello, sobre una alicuota de la

hormona se afaden:

1) 25 ulL de buffer para tamponar la solucién a pH 7,6.

2) 0,5mCide I'®.

3) 0,5mg de lactoperoxidasa (Sigma)/ 10mL de agua destilada. Se deja reaccionar durante
cuatro minutos, en agitacion constante.

La reaccidn se detiene por la adicién de buffer que permite separar la hormona marcada del
radioisdtopo que no ha reaccionado. Una vez terminada la reaccidn, se purifica el producto de
la radioyodacién mediante una cromatografia en columna con gel de Sephadex G-50 fino
(Pharmacia LKB), con el fin de separar la hormona marcada del yodo libre

CURVA PATRON

La curva patron se utiliza para calcular la relacién entre la hormona yodada ligada al
anticuerpo y la concentracién de hormona fria. Para ello, se preparan diluciones sucesivas de
una solucidon de hormona fria de concentracidon conocida. Cada punto de la curva patrén se
pipetea por triplicado y se utilizan al menos dos curvas patrén, una al principio y otra al final
del ensayo, para controlar las posibles variaciones debidas a los diferentes tiempos
deincubacién entre las primeras y las ultimas muestras. También se utilizan los siguientes
puntos de referencia (todos por triplicado):

1) Controles de la actividad total afiadida, expresados en cuentas por minuto
(cpm). Contienen Unicamente hormona yodada en la misma cantidad que el
resto de los tubos del ensayo.

2) Controles de unién maxima, que miden la unién maxima de la hormona
marcada con el Ac en ausencia de hormona fria.

3) Controles de unién no especifica, que miden la radiactividad residual como
consecuencia de la unidn de la hormona marcada a la pared del tubo en el que
se realiza el ensayo. No contiene ni anticuerpo ni hormona fria.

De cada punto de la curva patrén se determina las cpm, procedentes de los complejos Ag*-Ac.
Cada punto de la curva se valora por triplicado, obteniéndose las cpm medias de cada uno de
ellos. La captacidn se determina mediante la férmula:
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B:. - Ne

Donde Bc mide la unién de la hormona marcada con el Ac en presencia de concentraciones
conocidas de la hormona sin marcar, Bo mide la unién maxima de la hormona marcada con el
Ac en ausencia de la hormona sin marcar y Ne mide la radiactividad residual o no especifica.
Para su representacion se usa un papel semilogaritmico, con el eje de ordenadas dividido de
forma lineal y el eje de abscisas logaritmicamente.

PROCEDIMIENTO

Los RIAs de LH y FSH se realizan siguiendo el protocolo detallado a continuacion:

1) Se pipetean alicuotas de la dilucidn patrén (concentraciones conocidas
descendentes a partir de 25 ng/mL) en 200 pL de buffer.

2) Se pipetean 25 L de cada uno de los plasmas problema, completdndose hasta
200 pL con tampodn Il

3) Se pipetean 200 pL del anticuerpo

4) Se preincuba 24 horas a 40C.

5) Se afiaden 200 pL de hormona marcada (10.000 cpm/tubo) y se agitan los
tubos.

6) Seincuba 72 horasa4C.

7) Se afiade Staphylococcus aureus, (10% p/v en 0,5% de Triton X-100), en un
volumen igual al de plasma usado en el analisis. Agitar.

8) Seincuba 20 minutos a 4 C.

9) Una vez transcurridos los 20 minutos de incubacion, se centrifuga a 3.000 rpm,
15 min a4 C, y se aspira el sobrenadante. Posteriormente, se mide la
radiactividad del precipitado en un contador de radiacion gamma

10) Los coeficientes de variacion intra e interensayo fueron del 8% y 10%
respectivamente. Los datos son expresados en ng/ml de acuerdo a la
preparacion de los estandares de referencia.

2.2.10. MELATONINA

PRINCIPIO DEL METODO

Se utilizé la prueba de ELISA (IBL IMMUNO Biological Laboratories, Hamburgo) El
procedimiento de ensayo sigue el principio bdsico de los ELISAs competitivos, donde existe
competencia entre el antigeno biotinilado y el no biotinilado por un nimero fijo de sitios de
unién. La cantidad de antigeno biotinilado unido al anticuerpo es inversamente proporcional a
la concentracion del analito en la muestra. Cuando el sistema esta en equilibrio, el antigeno
biotinilado libre se elimina con una etapa de lavado y el antigeno biotinilado unido al
anticuerpo se determina empleando una estreptavidina fosfatasa alcalina como marcador y p-
nitrofenil fosfato como sustrato. La cuantificacion se logra por comparacion de la actividad
enzimatica de la muestra desconocida con una curva de respuesta preparada con estandares
conocidos
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PROCEDIMIENTO

Se usan muestras de plasma extraidas con metanol mediante las columnas de extraccién
provistas con el kit. El rendimiento de extraccién con este procedimiento es aproximadamente
90-100%. El procedimiento consistid en:

1) Pipeteo de 50 plL de cada Estandar extraido, Control extraido y muestra
extraida en los pozos respectivos de la Placa de Microtitracion.

2) Pipeteo de 50 uL de Melatonina Biotina en cada pozo.

3) Pipeteo de 50 uL de Antisuero de Melatonina en cada pozo. Agitar la placa
cuidadosamente.

4) Cubrir la placa con un folio adhesivo e incubar 14-20 h a 2-8 °C.

5) Descargar la solucién de incubacion y lavar la placa 3 x con 250 uL de Solucién
Buffer de Lavado diluida. Remover el exceso de solucidn golpeando
cuidadosamente la placa invertida sobre una toalla de papel.

6) Pipetear 150 uL de Conjugado Enzimatico preparado fresco en cada pozo.

7) Incubar 120 min a temperatura en un agitador orbital (500 rpm).

8) Aprox. 10 min antes de finalizar la incubacidn prepare la Solucién de Substrato
PNPP.

9) Descargar la solucién de incubacidn. Lavar la placa 3 x con 250 pL de Solucion
Buffer de Lavado diluida. Remover el el exceso de solucién.

10) Pipetear 200 pL de Solucidn de Substrato PNPP preparado fresco en cada pozo.

11) Incubar 20-40 min a temperatura ambiente en un agitador orbital (500 rpm).

12) Detener la reaccién del sustrato afiadiendo 50 uL de Solucién de Parada PNPP
en cada pozo.

13) Medir la densidad éptica con un fotdmetro a 405 nm (Longitud de onda de
referencia: 600-650 nm) dentro de los 60 min después de pipetear la
Solucién de Parada.

CALCULO

La densidad dptica de los estandares (eje-y, lineal) se plotea contra su concentracion (eje-x,
logaritmico) en papel semi-logaritmico. La concentracién de las muestras se puede leer
directamente de la curva estandar. La variacidon intra- e interensayo fue de 7 y 9
respectivamente y la sensibilidad de 10 pg/mL.

2.2.11. INSULINA, LEPTINA YADIPONECTINA

PRINCIPIO DEL METODO

Los niveles plasmaticos de Insulina, leptina y adiponectina, se handeterminado utilizando la
técnica de inmunoensayo, mediante kits comerciales,utilizando el sistema Luminex 100™ IS,
(Luminex Corporation, Osterhout. TheNetherlands) y los kits Milliplex MAP (Millipore
Corporation, Billérica, MA 01821,USA).Los kits utilizados para la medida de hormonas en el
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presente estudio,han sido: #RGT-88K para insulina y leptina, y el kit RADPK-81K-ADPN para
lamedida de adiponectina. Los datos de fluorescencia han sido analizadosmediante el software
Master Plex TM QT. Todos los andlisis se realizaron deacuerdo a los protocolos y
especificaciones de los kits antes mencionados.El método se basa en la utilizacién de
microesferas, donde cadamicroesfera posee un color especifico interno, el cual varia de un
rojo hastallegar a tonalidad verde. Se han definido 100 colores diferentes demicroesferas,
permitiendo asi, que cada esfera se encuentre identificada por sucolor interno. Cada
microesfera lleva unidos anticuerpos especificos para unanalito. Cuando el analito presente en
la muestra es capturado por lamicroesfera, se afade un anticuerpo marcado con biotina, que
al ser incubadocon streptavidina- ficoeritrina (L-SAPE), genera una reaccidon sobre la
superficiede la esfera, que emite fluorescencia.Para obtener las concentraciones hormonales,
las microesferas pasanuna a una, a través de dos tipos de laser; uno, que posee la funcién de
excitarel color interno, identificando asi la microesfera; y un segundo ldser que excitala
ficoeritrina unida a la microesfera, obteniendo asi la fluorescencia media(MFI). Esta
fluorescencia obtenida; es convertida en concentracion, haciendouso de la curva estandar
especifica de cada analito [267].

PREPARACION DE REACTIVOS

1) Preparacion de las microesferas; se sonica el vial que contiene las microesferas, se
agita en vortex durante 1 minuto, se afiaden 150uL de cada microesferay se lleva a un
volumen final de 3mL con reactivo diluyente.

2) Preparacién de los controles de calidad; se reconstituyen con 250uL de agua destilada,
se invierte varias veces el vial hasta mezclar completamente. Después de 5-10 minutos
en reposo, se transfiere a un tubo de polipropileno.

3) Preparacién del tampdn de lavado; se deja a temperatura ambiente el tampdn de
lavado (10X) y se mezcla. Se diluyen 30mL en 270mL de agua destilada.

4) Preparacion de la solucidon matriz; se afiade 1mL de agua destilada al vial y se mezcla
(solo en el caso de insulina y adiponectina).

5) Preparacion de los estandares; se afiaden 250uL de agua destilada al stock de
estandar, se invierte varias veces el vial, se deja reposar por 5 minutos, después se
transfiere a un tubo de polipropileno y se realizan subsecuentes diluciones para
obtener la curva estandar.

PROCEDIMIENTO

1) Humedecer los 96 pocillos de la placa con buffer de lavado.

2) Afadir 25uL de muestra, estandar y controles de calidad en los pocillos
designados para cada analito.

3) Adadir los anticuerpos (microesferas), e incubar durante 16-18 horas, en
agitacién constante a 42°C.

4) Realizar dos lavados de la placa con buffer de ensayo.

5) Agregar 25uL del anticuerpo de deteccidn en cada pocillo.

6) Incubar durante 1 hora, a temperatura ambiente y en agitacidn constante.

7) Sin lavar, agregar a cada pocillo, 25ul de la solucidn que contiene ficoeritrina-
estreptomicina.
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8) Incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente, en agitacion constante y
protegido de la luz.

9) Lavar la placa 3 veces con buffer de lavado.

10) Anadir a cada pocillo 100 pL del liquido del sistema.

11) Inmediatamente leer en el aparato Luminex 100™ IS, aplicando las
especificaciones y el protocolo de lectura, segln el proveedor.

2.3. PROCEDIMIENTOS ESTADISTICOS

Después de verificar la normalidad de la distribucién de los datos, el andlisis estadistico de los
resultados se realizé por test de t de Student o analisis de la varianza (ANOVA) de una via o
factorial de dos viasseguido por pruebas de comparacion multiple de Bonferroni como se
indica. Los valores de P inferiores a 0.05 se tomd como indicacién de significacion estadistica.
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3. RESULTADOS

3.1. OBJETIVO DE LA PARTE 1

Estudiar distintas secuelas somaticas y bioquimicas del SM producido por dieta hipergrasa en
comparacion con las del SM por administracién de fructosa al 10% en el agua de bebida.

3.1.1. PARAMETROS SOMATICOS Y BIOQUIMICOS EN EL SM ESTABLECIDO LUEGO DE UNA
DIETA RICA EN GRASAS

En la Fig. 3.1 se muestran los cambios en peso corporal y PA sistélica en ratas alimentadas con
una dieta hipergrasa luego de 11 semanas de tratamiento. El peso corporal aumentd en un
35% y la PA en un 12% (13 mmHg) siendo ambas diferencias significativas (t= 2.567, P< 0.03 y
t=3.606, P< 0.004, respectivamente).

600 mmmm Control
== Dieta hipergrasa
550 4 Peso Corporal e
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Presion Arterial -
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Fig. 3.1. Efecto de una dieta hipergrasa sobre el peso corporal y la PA sistélica. Media * ES (n= 8 por grupo) * p<
0.03, ** p< 0.004 vs .control.
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En la Fig. 3.2 se grafican los resultados de la prueba de tolerancia a la glucosa i.p. en ratas con
SM establecido luego de recibir una dieta hipergrasa durante 11 semanas. Excepto en el basal,
los valores de glucemia fueron superiores en las ratas con SM a todos los tiempos examinados
(P< 0.001 para el factor dieta en un ANOVA factorial). La mayor diferencia fue notada a los 30
min de la administracién de glucosa (control, 281 mg/dL vs dieta hipergrasa, 360 mg/dL, P <
0.001).

450

—@— Control
400 - —O— Dieta hipergrasa

350 A

300 A

250 A

200 A

150 A

mg de glucosa/dL plasma

100 A

50 T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140

min

Fig. 3.2. Curva de tolerancia a la glucosa en ratas sometidas a una dieta hipergrasa durante 11
semanas vs. controles. Media * ES (n= 6-8 por grupo)

La Fig. 3.3 resume los cambios en varios analitos en ratas con SM por dieta hipergrasa. Los
valores de colesterol-LDL fueron significativamente mayores en las ratas con SM (t= 3.606, P<
0.0001), asi como los de colesterol total (t =3.62, P< 0.003) mientras que los de colesterol-HDL,
creatinina, urea o acido urico no difirieron de los controles.

De la misma forma los valores de trigliceridemia (Fig. 3.4) fueron significativamente mayores
en las ratas con SM por dieta hipergrasa (t = 2.731, P< 0.02).

53.1.2. PARAMETROS SOMATICOS Y BIOQUIMICOS EN EL SM ESTABLECIDO LUEGO DE LA
;ADMINISTRACION DE FRUCTOSA

El analisis estadistico del peso corporal de los animales que recibieron fructosa al 10% en agua
de bebida y su control mostré que su peso era 14% mayor que los controles (Fig. 3.5) (t= 4.07;
P< 0.001). Con respecto a la PA se observd que el tratamiento con fructosa produjo un
aumento de 15 mmHg (t= 2.6; P< 0.02). (Fig. 3.5).
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Fig. 3.3. Valores plasmadticos de varios analitos en plasma de ratas sometidas a una dieta hipergrasa durante 11
semanas. Media * ES (n= 6-8 por grupo) ** P< 0.01 vs. Control.
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Fig. 3.4. Trigliceridemia en ratas sometidas a una dieta hipergrasa durante 11 semanas. Media
+ ES (n=8 por grupo) * P< 0.02 vs. Control.
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Fig. 3.6. Curva de tolerancia a la glucosa en ratas con SM por administracion de fructosa al 10%. Media + ES
(n= 6-8 por grupo)
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Fig. 3.7. Valores plasmdticos de varios analitos en plasma de ratas con SM por dieta rica en fructosa. Media * ES (n=
6-8 por grupo) ** P< 0.01 vs. Control.
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Fig. 3.8. Concentracion de triglicéridos en plasma de ratas con SM por administracién de fructosa.
Media * ES (n= 8 por grupo) *** P< 0.001
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En la Fig. 3.6 se grafican los resultados de la prueba de tolerancia a la glucosa i.p. en ratas con
SM por administracion de fructosa al 10%. Excepto en el basal, los valores de glucemia fueron
superiores en las ratas con SM a todos los tiempos examinados (P< 0.001 para el factor dieta
en ANOVA factorial). La mayor diferencia fue notada a los 30 min de la administracién de
glucosa (Control, 218 mg/dL vs. Fructosa 279 mg/dL, P< 0.001).

La Fig. 3.7 muestra los cambios en varios analitos en ratas con SM por dieta rica en fructosa.
Los valores de colesterol-LDL fueron 26% mayores (t= 3.46, P< 0.01) y los de colesterol total
24% mayores en las ratas con SM asi como los de colesterol total (t =2.82, P< 0.01) mientras
que los de colesterol-HDL, creatinina, urea o acido urico no difirieron de los controles.

Con respecto a los triglicéridos (Fig. 3.8) sus niveles se duplicaron en los animales que
recibieron fructosa en el agua de bebida en comparacién al control (t = 3.3; P= 0.005).

3.1.3. CAMBIOS EN EL EJE HIPOFISO-GONADAL DEL SM ESTABLECIDO PRODUCIDO POR
UNA DIETA RICA EN GRASAS

En la Fig. 3.9 se muestran los cambios en niveles plasmaticos de LH, FSH y testosterona y las
variaciones del peso testicular, del epididimo y de las vesiculas seminales producidos por una
dieta rica en grasas en ratas.

Este tipo de SM se acompafiia de un incremento de 211% en los niveles de LH (t=4.92, P 0.01) y
de una disminucién de 38% en los de testosterona (t= 3.334, P< 0.01) sin cambios en el resto
de los parametros examinados.

‘3.1.4. CAMBIOS EN EL EJE HIPOFISO-GONADAL DEL SM ESTABLECIDO PRODUCIDO POR
‘FRUCTOSA

En la Fig. 3.10 se observan los cambios producidos por una sobrecarga de 10% fructosa en la
concentracion plasmatica de LH, FSH y testosterona y sobre los pesos testiculares y de
epididimos y vesiculas seminales. En relacion a la testosterona plasmatica, los animales
tratados presentaron niveles indetectables (menor a 0.1 ng/dL) vs 1.76 + 0.413 ng/dL en
controles (t =4.0; P =0.001)

A su vez, en el estudio de los niveles de las hormonas hipofisarias, se observd que los animales
que ingirieron 10% fructosa tenian una concentracién de LH dos veces mayor que los animales
control (t = 2.12; P< 0.05) no observandose cambios significativos en los niveles plasmaticos de
FSH.

Si bien los pesos testicular y epididimario no mostraron diferencias entre grupos, el peso de las
vesiculas seminales aumentoé un 34% en el grupo tratado con fructosa (t=3.02; P< 0.02).
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Fig. 3.9. Cambios de la concentracién plasmdtica de LH, FSH y testosterona y variaciones del peso testicular, del epididimo y
de las vesiculas seminales producidos por una dieta rica en grasas. Media * ES (n= 6-8 por grupo) ** P< 0.03 vs. Control.
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Melatonina plasmatica (pg/mL)

3.2. OBJETIVO DE LA PARTE 2

Evaluar la eficacia de la melatonina para corregir las alteraciones somaticas, bioquimicas y
hormonales observadas en el SM producido por dieta hipergrasa y por administracién de
fructosa

3.2.1. NIVELES DE MELATONINA OBTENIDOS LUEGO SU ADMINISTRACION EN EL AGUA DE
BEBIDA

Quisimos en primer término evaluar los cambios en la concentracién de melatonina plasmatica
que se producian luego de la administracién del metoxindol en el agua de bebida (25 pg/ml).

Para ello se mantuvieron 2 grupos de 36 ratas, uno de ellos recibiendo melatonina, durante 2

500 7000
-y
po l E 6000
=)
- (1
) ~ 5000 -
300 - / S
/ o
/ \’L 1o
f 4000
I."|l \ ¢ E
200 - I." A\ g
/ o 3000
| LY
Ll / \"- 'E 2000
' ‘\‘,_—f*/yl) \(‘\ £ E -
(. = ) ©
0 @ 1000 -
=
i — |
. 0 ;
17 21 1 5 9 13 17 21 1 5 9 13
Hora del dia

Fig. 3.11. Cambios de la concentracion plasmdtica de melatonina en ratas tratadas con vehiculo (panel izquierdo) o
melatonina (panel derecho) o en el agua de bebida. Media + ES (n= 6-8 por grupo)

semanas al cabo de las cuales se sacrificaron los animales (n= 6/grupo) a seis intervalos
distintos en un ciclo de 24 h.

Como se muestra en la Fig. 3.11, el nivel de maximo de melatonina enddgena en plasma en
ratas tratadas con vehiculo fue de 350 + 79 pg/mL a las 0100 h, con valores de fotofase e
iniciales de escotofase <30 pg / mL.

En el caso de las ratas que bebieron la soluciéon de melatonina, la concentracion alcanzada en
los tres intervalos de tiempo examinados durante la escotofase (2100, 0100 y 0500 h) fue de
4310 + 715, 4120 + 798 y 5230 + 6990 pg/mL, respectivamente, sin diferencias significativas
entre ellos.
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3.2.2. EFECTO DE LA MELATONINA SOBRE PARAMETROS SOMATICOS Y BIOQUIMICOS EN
EL SM ESTABLECIDO LUEGO DE UNA DIETA RICA EN GRASAS

En la Fig. 3. 12 se muestra el efecto del tratamiento con melatonina sobre el peso corporal y
PA sistdlica en ratas con SM por dieta hipergrasa vs. controles.

La administracion de melatonina en el agua de bebida fue eficaz para revertir los cambios
producidos por la dieta hipergrasa en ambos parametros. Asimismo, la administracion de
melatonina a ratas con dieta normal resulté en reduccién significativa del peso (Fig. 3.12)
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Fig. 3.12. La melatonina revierte los cambios en peso corporal y PA sistolica del SM producido por dieta
hipergrasa en ratas. Media * ES (n= 6-8 por grupo) ° P< 0.01 vs. los otros grupos, b p<0.01 vs. control y dieta
hipergrasa, © P< 0.01 vs. control y melatonina sola, ANOVA de una via.

La melatonina fue también eficaz para revertir la intolerancia a la glucosa observada en el SM
por dieta hipergrasa (Fig. 3.13).
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Fig. 3.13. Curva de tolerancia a la glucosa en ratas con SM por dieta hipergrasa administradas o no con
melatonina. Media * ES (n= 6-8 por grupo)

Los niveles de hiperglucemia alcanzados luego de la administracion i.p. de glucosa fueron
significativamente mayores en ratas con SM (P< 0.001) y fueron significativamente revertidos
al nivel normal por la administracion de melatonina (P< 0.001), la que no tuvo efectos per se.

Las Fig. 3.14 y 3.15 muestran el efecto de la melatonina sobre los cambios en varios analitos en
ratas con SM por dieta hipergrasa. La melatonina fue eficaz para prevenir los aumentos en
colesterol-LDL y colesterol, pero no los de colesterol-HDL (Fig. 3.14). Con respecto a los
triglicéridos (Fig. 3.15) sus niveles aumentaron un 126% en los animales con SM por dieta
hipergrasa, siendo este efecto prevenido por la melatonina.

‘3.2.3. EFECTO DE LA MELATONINA SOBRE PARAMETROS SOMATICOS Y BIOQUIMICOS EN
‘EL SM ESTABLECIDO LUEGO DE LA ADMINISTRACION DE FRUCTOSA

En la Fig. 3.16 se resume el efecto del tratamiento con melatonina sobre el peso corporal y PA
sistélica en ratas con SM por administracion de fructosa al 10%. La administracion de
melatonina en el agua de bebida fue eficaz para revertir los cambios producidos por la dieta
hipergrasa en ambos pardmetros (P< 0.05).
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Fig. 3.14. Valores plasmadticos de varios analitos en plasma de ratas sometidas a una dieta hipergrasa y tratadas o no con
melatonina. Media * ES (n= 6-8 por grupo) ° P< 0.01 vs. control, ® p< 0.01 vs. los otros grupos, ANOVA de una via.
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Fig. 3.15. Trigliceridemia en ratas sometidas a una dieta hipergrasa y tratadas o no
con melatonina. Media * ES (n= 6-8 por grupo) ° P< 0.01 vs. los otros grupos,
ANOVA de una via.

En la Fig. 3.17 se presenta la curva de tolerancia a la glucosa i. p. Se midié la glucemia antes de
la administracién (tiempo 0) y a los 30, 60 y 120 min después de la administracién de glucosa.
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Fig. 3.16 La melatonina revierte los cambios en peso corporal y PA sistélica del SM producido por dieta rica en
fructosa. Media # ES (n=-8 por grupo) ° P< 0.05 vs. los otros grupos, ANOVA de una via.
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La melatonina fue eficaz también para revertir la intolerancia a la glucosa observada en el SM
por dieta rica en fructosa. Los niveles de hiperglucemia alcanzados luego de la administracion
i.p. de glucosa fueron significativamente mayores en ratas con SM (P< 0.05) y fueron
revertidos al nivel normal por la administracidon conjunta de melatonina (P< 0.05), la que no
tuvo efectos per se (Fig. 3.17).
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Fig. 3.17. Curva de tolerancia a la glucosa en ratas con SM por dieta rica en
fructosa administradas o no con melatonina. Media + ES (n= 6-8 por grupo)



Las Figura 3.18 resume la actividad de la melatonina para modificar algunos analitos
indicadores del SM en ratas tratadas con fructosa. La administracién de melatonina no sélo
normalizé los niveles de colesterol-LDL y de acido Urico sino que los hizo caer a valores por
debajo del control (P< 0.01). En el caso del colesterol total el tratamiento con melatonina

mormalizé los niveles en ratas con SM por fructosa (Fig. 3.18).
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Fig. 3.18. Valores plasmdticos de varios analitos en plasma de ratas sometidas a una dieta de fructosa al 10% y tratadas o no
con melatonina. Media * ES (n= 6-8 por grupo) ° P< 0.01 vs. control o fructosa 10%, b p< 0.01 vs. los otros grupos,ANOVA de
una via.

La melatonina fue también parciamente efectiva en revertir el aumento en los niveles de

triglicéridos en de ratas con SM por fructosa (Fig. 3.19).

3.2.3. EFECTO DE LA MELATONINA SOBRE LAS SECUELAS HIPOFISO-GONADALES DEL SM
ESTABLECIDO PRODUCIDO POR UNA DIETA RICA EN GRASAS

En la Fig. 3.20 se resume la eficacia de la melatonina para revertir los cambios en el eje
reproductor que se observan en ratas con SM por dieta hipergrasa. La administracion de
melatonina fue eficaz para normalizar el aumento de LH mientras que carecié de efectos sobre

la depresidn de testosterona producida por la dieta hipergrasa.
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Fig. 3.19. Trigliceridemia en ratas sometidas a una dieta rica en fructosa y tratadas o no con melatonina. Media
+ ES (n= 6-8 por grupo) ° P< 0.01 vs. control y melatonina, ANOVA de una via.

Se detectd una inhibicidn significativa de la secrecién de testosterona por la administracion de
melatonina en ratas controles (P< 0.01) (Fig. 3.20).
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Fig. 3.20. Efecto de la melatonina sobre los cambios de la concentracion plasmdtica de LH, FSH y testosterona y
variaciones del peso testicular, del epididimo y de las vesiculas seminales producidos por una dieta rica en
grasas. Media * ES (n= 6-8 por grupo) ° P<0.01, b p< 0.03 vs. los otros grupos, ANOVA de una via.
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3.2.4. EFECTO DE LA MELATONINA SOBRE LAS SECUELAS HIPOFISO-GONADALES DEL SM
ESTABLECIDO PRODUCIDO POR FRUCTOSA

En la Fig. 3.21 se muestra el efecto de la melatonina sobre las concentraciones plasmaticas de
LH, FSH y testosterona, y el peso testicular, de epididimo y de vesiculas seminales en el SM
producido por una sobrecarga de fructosa. Como en el caso del SM por dieta hipergrasa, la
melatonina fue eficaz para revertir los cambios en LH, pero no los de testosterona que ocurren
en el SM por administracion de fructosa. La melatonina per se inhibié la secrecién de

testosterona (P< 0.02).
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Fig. 3.21. Efecto de la melatonina sobre los cambios de la concentracion plasmdtica de LH, FSH y testosterona y variaciones
del peso testicular, del epididimo y de las vesiculas seminales producidos por una dieta rica en fructosa. Media * ES (n= 6-8
por grupo) ° P< 0.02 vs. los otros grupos, ANOVA de una via.
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3.3. OBJETIVO DE LA PARTE 3

Evaluar parametros somaticos y bioquimicos en una fase incipiente del SM (administracién de
fructosa al 5%) vs. el SM constituido (administracion de fructosa al 10%) y el efecto del

tratamiento con melatonina en el SM incipiente.

3.3.1. COMPARACION DE PARAMETROS SOMATICOS Y BIOQUIMICOS EN EL SM

INCIPIENTE VS. SM CONSTITUIDO POR ADMINISTRACION DE FRUCTOSA

En la Fig. 3.22 se resumen las modificaciones del peso corporal y de la PA sistdlica en animales
con SM incipiente y definido, producidos por una sobrecarga de fructosa al 5 y 10%,
respectivamente, en el agua de bebida. El aumento del peso corporal sélo se vio en las ratas
que recibieron la dosis mayor de fructosa (P< 0.01), mientras que la PA sistélica aumento en

ambos grupos (Fig. 3.22).
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Fig. 3.22 Cambios en peso corporal y PA sistélica del SM en etapa incipiente (fructosa 5% y constituida (fructosa
10%). Media * ES (n= 6-8 por grupo) ° P<0.01, b p<0.05 vs. todos, ANOVA de una via.
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Como puede apreciarse en la Fig. 3.23, las ratas que recibieron 5% de fructosa mostraron una
mayor tolerancia a la sobrecarga de glucosa, como se demuestra por un menor aumento de la
glucemia en comparacion con los controles.
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Fig. 3.23. Respuesta en glucemia ante una sobrecarga i.p. de glucosa en ratas con SM por dieta rica en
fructosa en etapa incipiente o constituida.Media * ES (n= 6-8 por grupo)



Por el contrario, las ratas con SM establecido por la administracion de fructosa al 10%
mostraron una menor tolerancia a la glucosa, como se demuestra por los niveles plasmaticos
elevados de glucosa observados en comparacion con los controles (Fig. 3.23).

La Figura 3.24 resume los cambios en varios analitos en plasma en ambas etapas del SM. La
concentracién de colesterol-LDL aumenté en forma significativa un 46% en ratas con SM
constituido (F=5.067, P< 0.01, ANOVA de una via) pero no en el SM incipiente.

Los niveles de colesterol en sangre mostraron un aumento significativo de 21 y 27% de en
comparacion con los controles en ambas etapas del SM (F= 8.52, P< 0.001). Los niveles
circulantes de triglicéridos en ambas etapas del SM estan mostrados en la Fig. 3.25. Sélo en el
SM establecidoestos niveles aumentaron en un 74% (F= 7.94, P< 0.003, ANOVA de una via).
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Fig. 3.24. Valores plasmdticos de varios analitos en plasma de ratas con SM por una dieta de fructosa en etapa
incipiente y constituida. ° P< 0.01 vs. control, ANOVA de una via.
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Fig. 3.25. Trigliceridemia en ratas con SM incipiente y constituido luego de la administracion de una dieta
rica en fructosa. Media * ES (n= 6-8 por grupo) ° P< 0.01 vs. control y melatonina, ANOVA de una via.
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Fig. 3.26. Efecto de la administracion de melatonina sobre los cambios en peso corporal y PA sistélica y en la glucemia
ante una sobrecarga i.p. de glucosa en ratas con SM por dieta rica en fructosa en etapa incipiente.Media * ES (n= 6-8 por
grupo) ° P< 0.01 vs. los restantes grupos, ANOVA de una via.



3.3.2. EFECTO DE LA MELATONINA SOBRE PARAMETROS SOMATICOS Y BIOQUIMICOS EN
EL SM INCIPIENTE POR ADMINISTRACION DE FRUCTOSA

La eficacia de la administracién de melatonina para contrarrestar los cambios somaticos y
metabdlicos observados en el SM incipiente por administracién de una solucién de fructosa al
5% se representan en las Fig. 3.26 a 3.28. La melatonina revierte significativamente los
cambios en PA sistdlica en ratas en la etapa temprana del SM. La melatonina también revirtid
la tolerancia a la glucosa aumentada que ocurre en el SM incipiente (Fig. 3.26).
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Fig. 3.27. Efecto de la melatonina sobre varios analitos en plasma de ratas con SM por una dieta de fructosa en etapa incipiente.
Media * ES (n= 6-8 por grupo) ° P< 0.01, b p<0.05 vs. control, “ P< 0.01 vs. el resto de los grupos, 4p< 0.01, vs. ratas tratadas con
melatonina, ANOVA de una via.

Como se muestra en la Fig. 3.27, la melatonina contrarresta los cambios en colesterol
plasmatico de ratas en la fase temprana del SM. Asimismo, la administracion de melatonina en
esta fase produjo un aumento significativo del colesterol-HDL y redujo los niveles plasmaticos

de acido urico (P< 0.01) (Fig. 3.27).

Los cambios en el nivel de triglicéridos en plasma en los grupos estudiados se resumen en la
Fig. 3.28. No se observaron cambios significativos en este parametro en el SM incipiente.
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Fig. 3.29. Porcentaje de aumento en el peso corporal de ratas en dieta normal que recibieron melatonina o

vehiculo durante 9 semanas. Media + ES (n= 6-8 por grupo) * P < 0.01 frente a control, prueba de la t de
Student.
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3.4. OBJETIVO DE LA PARTE 4

Evaluar el efecto de la melatonina sobre los ritmos circadianos de adiponectina, leptina,
insulina, glucosa, triglicéridos y colesterol plasmaticos en ratas en el modelo de SM por dieta
hipergrasa

3.4.1. EFECTO DE LA MELATONINA SOBRE LOS RITMOS CIRCADIANOS DE ADIPONECTINA,
LEPTINA, INSULINA, GLUCOSA, TRIGLICERIDOS Y COLESTEROL EN PLASMA DE RATAS
‘NORMALES

Dado que como se observa en el Fig. 3.12, la melatonina per se fue eficaz para reducir el peso
corporal, quisimos en esta Ultima serie de experimentos determinar el curso temporal de los
cambios en el peso corporal en ratas que recibieron una dieta normal y la melatonina o
vehiculo durante 9 semanas (Fig. 3.29).

El efecto inhibidor de la melatonina sobre el incremento del peso corporal fue ya significativo
en la 32 semana de tratamiento. El consumo individual de comida diaria, medida en las ultimas
dos semanas del experimento, fue de 18 + 2 g (vehiculo) y 19 + 1 g (melatonina) (t= 0.45 N.S.).
El porcentaje de la ingesta de alimentos por la noche fue del 75.4 + 7.9% (vehiculo) y 73.3
6.8% (t de Student = 0.428, N.S.) (melatonina).

El consumo de agua nocturna no fue diferente entre ambos grupos experimentales.La Fig. 3.30
muestra el efecto de la melatonina sobre el ritmo de 24 horas en los niveles circulantes de
adiponectina, leptina, insulina, glucosa, triglicéridos y colesterol.

La melatonina redujo significativamente los valores medios de insulinemia, de glucemia y de
trigliceridemia (F = 4.1, 85 y 7.8, P <0.01, ANOVA factorial). También se interrumpié la
ritmicidad circadiana normal de la adiponectina y leptina (P <0.02, Fig. 3.30).

3.4.2. EFICACIA DE LA MELATONINA PARA NORMALIZAR LA ALTERACION DE LOS RITMOS
CIRCADIANOS DE ADIPONECTINA, LEPTINA, INSULINA, GLUCOSA, TRIGLICERIDOS Y
‘COLESTEROL EN EL SM DE RATAS CON DIETA HIPERGRASA

Los resultados del ultimo experimento de este Trabajo de Tesis se resumen en las Fig. 3.31 a
3.33. La Fig. 3.31 muestra el curso temporal de los cambios en el peso corporal en ratas que
recibieron una dieta hipergrasa con o sin melatonina durante 11 semanas.

El consumo individual de comida diaria durante las dos ultimas semanas del experimento fue
de 17 £ 1 g (dieta normal), 19 g £ 1 (dieta alta en grasas) y 18 + 1 g (dieta alta en grasas +
melatonina) (F =0.99; P = 0.37, ANOVA).
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Fig. 3.30 .Ritmos diarios en adiponectina, leptina, insulina, glucosa, triglicéridos y colesterol en ratas que recibieron melatonina o
vehiculo durante 9 semanas. Las barras indican la duracién del periodo de oscuridad. Media * ES (n= 6-8 por grupo) ° P<0.05 vs
0900 h. ° P <0.05 vs a 1700 h. © P <0.02 vs todos los grupos. “p <0.05 vs. 0900 y 1300 h. € P <0.05 vs 0100 h ! p <0.01 vs 0900 y 1300 h.
9P <0.02 vs 0900 h y 1300 h, P <0.05 vs. 1700 h, ANOVA de una via.

El porcentaje de la ingesta de alimentos por la noche fue del 72.4 + 7.6% (dieta normal), 69.9 +
9.1% (dieta alta en grasas) y 71.3 + 8.8 (dieta alta en grasas + melatonina) (F = 0.02, P = 0.97,
ANOVA).

El consumo de agua nocturna no fue diferente entre grupos experimentales. Como se muestra
en la Fig. 3.31 el peso corporal de ratas alimentadas con alto contenido en grasas alcanzo
valores 55% mayores que los controles después de 77 dias de tratamiento. La administracién
concomitante de melatonina atenué el incremento de peso corporal significativamente.
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Fig. 3.31. Aumento en el peso corporal de ratas alimentadas con una dieta normal o alta en grasa con o sin melatonina
durante 11 semanas. Media * ES (n= 6-8 por grupo)® P <0.01 vs los demds grupos. b p <0.01 vs ratas con dieta hipergrasa que
recibieron melatonina.

El efecto de una dieta alta en grasa en ratas administradas con melatonina o vehiculo sobre el
ritmo de 24 horas de adiponectina, leptina, insulina, glucosa, triglicéridos y colesterol en
plasma se representa en la Fig. 3.32.

El ANOVA factorial indico un efecto significativo del grupo experimental analizado como factor
principal para cada parametro estudiado (F = 48.3, 54.7, 24.9, 92,4, 12.7 y 45.6. P <0.0001,
respectivamente). Las pruebas post-hoc de Bonferroni indicaron que la dieta alta en grasa
produce aumentos significativos de los niveles medios en plasma de cada parametro
analizado, mientras que la administracién concomitante de melatonina bloqued el incremento
en la circulacién de adiponectina, insulina y glucosa y contrarrestd parcialmente el de leptina,
triglicéridos y colesterol (Fig. 3.33).
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Fig. 3.32.Ritmos diarios en adiponectina, leptina, insulina, glucosa, triglicéridos y colesterol en ratas que recibieron una dieta

hipergrasa con o sin melatonina durante 11 semanas. Las barras indican la duracion del periodo de oscuridad.Media * ES (n= 6-8
por grupo) ° P <0.02 vs. 0900 y 1700 h. b p <0.05 vs 1700 y 2100 h. € P <0.02 vs. 1700 y 2100 h, P <0.02 vs 1300 h. © P <0.05 vs. 0900
h. P <0.02 vs 2100 h. ° P <0.05 vs 1300 h. ANOVA de una via.

La dieta alta en grasas interrumpié el patrén normal de 24 h de adiponectina, insulina y

colesterol en plasma, siendo los efectos sobre insulina y colesterol contrarrestados por la

administracién de melatonina (Fig. 3.32)
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Fig. 3.33.Media de 24 h de los niveles circulantes de insulina, glucosa, colesterol, leptina, adiponectina y triglicéridos en las ratas
alimentadas con dieta hipergrasa con o sin melatonina.Media + ES (n= 6-8 por grupo)°P <0.01 vs el resto de grupos. bp<0.01vs
dieta hipergrasa y P <0.05 vs dieta hipergrasa + melatonina. P <0.01 vs dieta hipergrasa y P <0.05 vs control.
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4. DISCUSION

En la primera parte de esta Tesis Doctoral se propuso comparar distintos parametros del SM
obtenido por dieta hipergrasa con el SM resultante de una sobrecarga de fructosa. Se estudié
el SM desde varios puntos de vista: sus consecuencias sobre el peso corporal y la PA sistélica,
los cambios en analitos usuales en clinica para el diagnéstico de SM y las consecuencias sobre
el eje hipéfiso-gonadal.

A diferencia de lo discutido en el punto 1.1.5 de la Introduccién para modelos genéticos o de
destruccién quimica de islotes pancredticos del SM, el SM que se produce por cambios en la
ingesta en ratas comparte gran cantidad de alteraciones con el SM humano (Tabla 1.1). Sobre
todo los cambios somaticos son de importancia (obesidad, hipertensién arterial), ya que en
general ellos no son reproducidos facilmente por mutaciones de genes especificos o por
agentes que destruyen células B pancredticas, como la estreptozotocina o el aloxano[268].

Los datos del presente trabajo de tesis indican que hay gran similitud entre las secuelas
detectadas en el SM por dieta hipergrasa con aquellas del SM por administracion de fructosa
en el agua de bebida. En ambos se detecta un aumento equivalente de peso corporal y de PA
sistodlica, reduccion de la tolerancia a la sobrecarga de glucosa y niveles circulantes disminuidos
de colesterol, colesterol-LDL y triglicéridos. Esto sugiere que los efectos pueden ser aditivos y
plantea como continuacién futura del presente Trabajo la combinacion de ambos
procedimientos para reproducir mas acabadamente la “dieta chatarra” o "dieta de cafeteria"
muy comun en la sociedad actual, que incluye tanto aumento de la oferta de grasas como de
fructosa. Esta dieta combinada induce el SM en roedores y la sacarosa y el exceso de grasa en
la dieta en combinacién también causaron esteatosis hepatica [268].

Una de las consecuencias del SM, la alteracidn de la funcion gonadal, fue también examinada
en este Trabajo de Tesis.En los ultimos afios han surgido numerosas evidencias respecto a la
relacidon entre el SM y una funcidn testicular inhibida, con verificacion de reduccién de los
niveles séricos de testosterona y de globulina transportadora de andrdégenos, asi como
también de la espermatogénesis [269]. Por otra parte, es conocido que el hipogonadismo
incrementa la insulinorresistencia, aspecto fisiopatoldgico principal del SM. En hombres
obesos, los niveles totales de testosterona y los de globulina transportadora de andrégenos
disminuyen [269].

Los presentes resultados en ratas indican una disminucidn significativa de los niveles totales de
testosterona en plasma en ambos tipos de SM, el producido por dieta hipergrasa y por la
administracion de fructosa. Se detecta en ambos tipos de SM un aumento compensatorio de
LH plasmatica. Dado que el tratamiento con FFA disminuye la actividad de la adenilato ciclasa
estimulada por LH y los niveles de testosterona en testiculo de rata, e induce la apoptosis de
las células de Leydig [270], los presentes resultados son compatibles con un efecto deletéreo
de la hiperlipemia sobre la funcion testicular [269]. Se necesitan mas estudios para determinar
si la testosterona libre también se reduce en ambos tipos de SM por dieta hipergrasa o por
fructosa. En efecto, la estimacion de la concentracién de testosterona libre en suero es
frecuentemente aconsejada para evaluar mejor el estado clinico del paciente obeso, y este
parametro se reduce en hombres con obesidad mérbida [269]. También en este aspecto de la
fisiologia hipéfiso-gonadal existid similitud en las secuelas del SM por dieta hipergrasa o por
administracion de fructosa.

Otro de los objetivos del presente Trabajo de Tesis fue estudiar diferentes estadios de
establecimiento del SM, desde una fase incipiente a la plenamente establecida. Para ello
utilizamos la administracién de fructosa en el agua de bebida por ser el procedimiento mas
simple y reproducible [271,272]. Es sabido que dietas que incorporan fructosa en agua potable
en bajas concentraciones (5 % o menos) por tiempos prolongados, o concentraciones de
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fructosa al 10 % por periodos cortos (hasta 2 semanas), producen hipertrigliceridemia e higado
graso sin modificar o incluso aumentar la tolerancia a una sobrecarga de glucosa [273,274].

En el presente Trabajo de Tesis definimos dos etapas del SM causado por fructosa: una
incipiente administrando durante 8 semanas una solucién al 5 % de fructosa, equivalente a
una dieta que contiene 21-27 % de fructosa [275], y la establecida dada por la administracion
de 10 % de fructosa, equivalente a una dieta que contiene 48-57 % de fructosa [275]. Si bien
en una fase incipiente del SM no existen cambios ponderales, se observéoel aumento de la PA
sistdlica compatible con SM. Asimismo en ambas situaciones aumentaron los niveles
circulantes de colesterol.

En comparacidon con la resistencia a la insulina aumentada detectada en ratas con el SM
establecido, las ratas con SM incipiente (5 % de fructosa) exhibieron una mayor tolerancia a la
sobrecarga de glucosa, demostrada por menor aumento de la glucemia. Es decir, estos
animales mostraron un nivel de sensibilidad a la insulina por arriba de lo observado en la dieta
normal, hecho verificado en otros estudios [273,274]. La concentracidn de triglicéridos y de
colesterol-HDL sélo aumenté significativamente en las ratas con SM establecido.

Por lo tanto, pueden definirse dos fases diferentes del SM producido por la fructosa: una etapa
inicial, en la que los cambios en PA y colesterolemia coexisten con una tolerancia a la glucosa
aumentada, y una etapa establecida, donde la obesidad, hipertension arterial, resistencia a la
insulinay aumento de lipidos circulantes estdan completamente desarrolladas. Estos resultados
nos llevan a postular el presente disefio como un modelo animal para estudiar los cambios
somaticos y metabdlicos del SM en etapas iniciales y establecidas, util para el monitoreo de
drogas en sus efectos terapéuticos sobre estas distintas fases.

Hemos analizado en la Introduccién como la melatonina, originariamente descubierta como
hormona de la glandula pineal, es producida por bacterias, protozoos, plantas, hongos,
invertebrados, y en los vertebrados, en varios tejidos ademas de la pineal. Esta sorprendente
conservacion filogenética sugiere que sus funciones citoprotectoras son de relevancia para el
funcionamiento celular. Hemos visto en detalle como las acciones de la melatonina son
multiples y estan mediadas por la interaccidn con receptores de membrana (receptores MT; y
MT,) y nucleares (receptores RZR/RORa y RZRPB), por interaccidn con proteinas intracelulares y
por interacciones quimicas como las vinculadas con la actividad antioxidante del compuesto y
sus metabolitos (Fig. 1.7 y 1.9). Mas recientemente, se ha prestado atencién a los efectos
mitocondriales de la melatonina, incluida la salvaguarda del flujo de electrones en la cadena de
oxidacion intermedia, la reduccién de la formacidn de ROS mediante la reduccién de la fuga de
electrones, y la inhibicién de la apertura del poro de transicién de permeabilidad mitocondrial
(Fig. 1.8) [276,277]. Una busqueda en Medline de los trabajos que relacionan a la melatonina
con actividad antioxidante y citoprotectora en los ultimos 3 afos indica la existencia de mas de
mas de 1600 publicaciones.

También hemos analizado en la Introduccién la potencialidad terapéutica de la melatonina
como citoprotector en el SM (ver Tablas 1.2 y 1.3). Fue objetivo de este Trabajo de Tesis
comparar tal posible funcion terapéutica en los dos modelos de SM por dieta utilizados, la
dieta hipergrasa y la administracién de fructosa. Para ello quisimos en primer término
determinar qué nivel de concentracion se alcanza en plasma con las cantidades administradas
en este estudio (25 pg/mL de agua de bebida). Los niveles de melatonina observados fueron
unas 20 veces mayores que las concentraciones de melatonina enddgena detectadas en el
plasma de los animales controles. Considerando que en promedio las ratas tratadas reciben
2.5 mg/kg de melatonina/dia, esta cantidad normalizada por superficie corporal [278] equivale
a una dosis de 28 mg de melatonina para un adulto de 70 kg de peso.

Tales dosis de melatonina fueron efectivas para normalizar el peso corporal en ambos tipos de
SM por dieta en ratas sin modificar significativamente la ingesta. No se conocen las razones
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para esta disminucién del peso corporal en ausencia de diferencias significativas en la ingesta
de alimentos. Es posible que al desempefar la melatonina un papel central en los cambios
estacionales de adiposidad en animales en vida silvestre via un aumento de la actividad del
sistema nervioso simpatico que inerva la grasa blanca y aumenta la lipdlisis [279], este
mecanismo sea también operativo en una especie no estacional como la rata de laboratorio.
Alternativamente, el efecto de la melatonina puede atribuirse a un aumento en el gasto de
energia a nivel del tejido adiposo pardo. Cabe sefialar que existe una necesidad de estudios de
accion de la melatonina en fenotipos de SM en primates, ya que todos los estudios llevados a
cabo han sido en especies nocturnas donde el vinculo de melatonina con el suefio es menos
claro.

La melatonina fue efectiva para normalizar la PA sistdlica anormalmente elevada en todas las
situaciones de SM examinadas en el presente Trabajo de Tesis. En particular es auspicioso que
lo haga en las etapas tempranas del SM por fructosa al 5%, indicando su potencialidad
terapéutica [280]. Como hemos ya mencionado, existe una demostrada reducciéon de los
niveles circulantes de melatonina en pacientes severamente hipertensos y en pacientes
hipertensos con ausencia del “dipping” nocturno en PA. También se ha reportado deficiencia
en la produccién de melatonina en pacientes con cardiopatia coronaria (Tabla 1.3).

Un reciente meta-analisis indica que la melatonina produce una reduccidn de la PA nocturna
en una magnitud que se considera clinicamente relevante[281]. Se ha observado que la
administracion de melatonina durante la noche reduce la PA nocturna en hipertensos de
ambos sexos [249-251] y en adolescentes con diabetes mellitus tipo 1 [252]. Debido a que la
melatonina se metaboliza rapidamente, con una vida media de 40-50 min, tras la
administracién oral de melatonina de liberacién rapida en las dosis habituales de 3-5 mg los
niveles plasmaticos maximos son alcanzados a los 20-30 min de la ingesta, se mantienen
durante 90 min y disminuyen rapidamente después. Es por ello que las dosis que debieran
emplearse el metoxindol serian por lo menos las utilizadas en el presente Trabajo de Tesis, que
corregidas para seres humanos alcanzan a unos 30 mg/dia. Esta concentracion garantiza
niveles efectivos farmacolégicamente hasta el amanecer [282].

La melatonina puede reducir la PA a través de varios mecanismos. Hemos mencionado en la
Introduccidn la existencia de receptores vasculares melatoninérgicos con funcién tanto
vasoconstrictora como vasodilatadora. Otro mecanismo por el cual podria actuar la melatonina
es la inhibicién de la actividad del sistema nervioso simpatico como consecuencia de promover
el suefio de ondas lentas y el estado parasimpatico que conlleva [82]. Ademas de dilatar las
arterias periféricas y asi reducir la resistencia periférica, existe evidencia de que la melatonina
estimula la liberacién de factores tisulares inhibidores del endotelio vascular, con supresién de
la trombosis arterial y de la re-estenosis (Tabla 3.1).

Debe notarse que se detecta una mayor rigidez adrtica en pacientes con hipertension arterial
nocturna. Mediante la determinacidn de la velocidad de la onda del pulso, una medida directa
de la rigidez arterial, se ha verificado que el aumento de los niveles de melatonina durante la
noche causa una disminucién en la velocidad de la onda de pulso adrtico [283]. Asimismo, la
administracion de melatonina, en comparacién con placebo, disminuye la velocidad de la onda
de pulso y la presidn arterial sistdlica en jovenes sanos.

En el presente Trabajo de Tesis observamos que la administracién de melatonina fue eficaz
para restablecer la tolerancia normal a una sobrecarga de glucosaen el SM establecido por
dieta hipergrasa o por administracién de fructosa. En este sentido las observaciones
concuerdan con la informacién que menciondramos en la Introduccidon acerca de que la
melatonina en ratas tiene la capacidad de reducir la diabetes y la esteatosis hepatica [179] y
mejorar el metabolismo de lipidos en ratas diabéticas tipo 2 [233] y en ratones diabéticos con
aumento de glucdgeno hepatico y reduccion de la esteatosis [235].
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La melatonina contrarrestd los cambios en la concentracién plasmatica de colesterol-LDL,
triglicéridos y colesterol, aumentd los niveles de colesterol-HDL y disminuyd los niveles
plasmaticos de acido urico. Este ultimo efecto podria ser también de un valor terapéutico, ya
que la hiperuricemia puede tener un papel patogénico en el SM, posiblemente debido a su
capacidad para inhibir la funcién endotelial [284].

Existe considerable evidencia de que las alteraciones circadianas se asocian con un mayor
riesgo de obesidad, diabetes y enfermedad cardiovascular [285]. Cambios de estilo de vida,
tales como la nocturnidad y las dietas excesivamente ricas, son seguidos por la disrupcion del
ciclo suefio / vigilia y otros ritmos circadianos. Existe una verificable desorganizacion
cronobioldgica en la sociedad actual y en promedio dormimos 2 horas diarias menos que hace
40 afios, lo que incide en forma negativa en infinidad de procesos fisiolégicos y en el
mantenimiento de la salud. Tal desorganizacién y su impacto en el suefio ha sido verificada en
distintos estudios y en distintas regiones.

En un trabajo previo de nuestro grupo de investigacidn, y que constituyd la primera encuesta
sobre prevalencia de alteraciones del suefio en poblaciones urbanas de América Latina, se
entrevistaron individuos adultos de edad 18 a 77 afios en Buenos Aires, San Pablo y Ciudad de
México [286]. Dos tercios de los encuestados, independientemente de su edad o sexo,
comunicaron haber padecido algun trastorno del suefio en los ultimos 12 meses. Aunque los
individuos entrevistados manifestaron como deseable 8.2 h de suefio diarias, el tiempo
promedio declarado fue de 5.8 h de sueio diarias, independiente de la presencia o no de
disturbios en el suefio [286]. Esta brecha diaria de unas 2 h entre el suefio deseado y el
obtenido es coincidente con estudios longitudinales que comprenden las ultimas décadas en
otras regiones del mundo [287].

Tal restriccidn de las horas de suefio tiene un fuerte impacto en el SM. Un reciente estudio de
cohortes basados en una poblacion de 20.432 hombres y mujeres de 20-65 afos, reveld que
aquéllos que dormian 6 horas diarias 0 menos tenian un riesgo 63 % mayor de enfermedad
cardiovascular y un riesgo 79 % mayor de enfermedad coronaria en comparacién con
individuos con sueno normal [288,289].

En vista que la melatonina combina propiedades cronobidticas y citoprotectoras que pueden
ser de relevancia en la prevencion y el tratamiento de las complicaciones cronobioldgicas del
SM analizamos en la parte final del presente Trabajo de Tesis, su efecto de sobre los ritmos
circadianos de adiponectina, leptina, insulina, glucosa, triglicéridos y colesterol plasmdaticos en
ratas controles y en el modelo de SM por dieta hipergrasa. En el caso de la adiponectina, sélo
hay un trabajo a partir de estudios in vitro que indica una influencia inhibitoria de la
melatonina sobre la sintesis de adiponectina por adipocitos [290] y no existe informacion
sobre los efectos de la melatonina in vivo.

Dado que habiamos observado en uno de los experimentos iniciales de este Trabajo de Tesis
que la melatonina per se era capaz de reducir el peso corporal, quisimos en la ultima serie de
experimentos determinar el curso temporal de tal efecto en ratas con dieta normal. La
administracion crénica del metoxindol durante 9 semanas a ratas de 45 dias alimentadas con
una dieta normal redujo el aumento progresivo de peso corporal con disminucién de los
valores medios de insulina, glucosa vy triglicéridos circulantes, asi como indujo una alteracién
del ritmo diario de secrecion de adiponectina, leptina e insulina. Esto ocurrié en la ausencia de
un efecto significativo de la melatonina sobre la ingesta.

La reduccién de la secrecidn de insulina (y concomitantemente, en la glucosa circulante) vista
en ratas normales en el presente Trabajo de Tesis es consistente con los datos que apoyan una
regulacién negativa de la liberacion de insulina y la mejora en la sensibilidad a la insulina
subsiguientes a la administracion de melatonina [177]. La falta de efecto sobre los valores
medios de leptina y la alteracion en la ritmicidad de 24 h de la leptina pueden explicar los
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resultados contradictorios sobre la accion de melatonina en los niveles de leptina ya
publicados. Se ha descrito un aumento de liberacidn de leptina [291-297], una inhibicion de la
liberacion de leptina [298-308] o ausencia de efectos de la melatonina sobre la liberacién de
leptina [309-311]. Estos resultados discordantes pueden depender en parte de la situacion
metabdlica examinada.

En cuanto a la adiponectina, los resultados aqui observados son la primera evidencia sobre un
efecto de la melatonina en los niveles circulantes de esta adipocitoquina e indican que el
efecto del tratamiento con melatonina se ejerce principalmente sobre la ritmicidad de 24 h de
la secrecion de adiponectina en ratas controles. Por lo tanto, la expresién reducida de
adiponectina reportada en preadipocitos en presencia de concentraciones milimolares de
melatonina [290] parece no reflejarse en los cambios en los niveles circulantes de
adiponectina.

Rasmussen y col. demostraron convincentemente que la administracion diaria de cantidades
fisiolégicas de melatonina desde los 12 meses de edad suprime la deposicién intraabdominal
de grasa y reduce los niveles de leptina e insulina en plasma [305,308,312]. La administracion
de la misma dosis fisioldgica de melatonina a partir de los 3 meses de edad no alterd
significativamente ninguno de los pardmetros analizados [307]. Esto contrasta con los cambios
inducidos por la melatonina en los niveles de leptina e insulina registrados en ratas de 45 dias
de edad en este Trabajo de Tesis. Debe notarse que la administracion de melatonina en
nuestro caso fue en cantidades farmacoldgicas y produjo niveles mucho mayores del
metoxindol que los determinados fisiolégicamente, lo que podria explicar la discrepancia
citada.

En trabajos previos de nuestro Laboratorio se reporté que después de 4 dias de administracion
de melatonina a ratas alimentadas con una dieta normal, los niveles circulantes de colesterol
libre disminuyen en ausencia de efectos significativos sobre los niveles de colesterol total,
presumiblemente por aumento de la esterificacion de colesterol mediada por lecitina-
colesterol aciltransferasa [313]. De manera similar, la administracion de melatonina durante
12 semanas a ratas de 6 meses de edad mantenidas bajo una dieta normal no afecté el
colesterol total [314]. Los resultados de este Trabajo de Tesis indican que la administracion
crénica de melatonina durante 9 semanas a ratas en dieta normal tampoco afecta los niveles
medios o el ritmo de 24 h del colesterol total ni de triglicéridos en plasma.

En el presente estudio la melatonina fue eficaz para revertir los cambios en LH como
consecuencia del SM, pero no los de testosterona. Mdas aln, en ratas controles indujo una
caida en la secrecidn testicular. Existe abundante bibliografia que sefiala este efecto en
roedores, que no parece ser compartido por los seres humanos [315]. Por ejemplo en un
estudio doble ciego aleatorizado incluyendo a 578 pacientes de edad = 55 afios y que
recibieron 2 mg de melatonina diarios durante 29 semanas la mayoria de los eventos adversos
fueron de intensidad leve, sin diferencias clinicamente relevantes con placebo en parametros
endocrinos tales como prolactina, ACTH, hormona tiroidea, TSH, LH, FSH, estradiol,
testosterona libre y total y cortisol[316].

El tejido adiposo participa en la regulacion de la homeostasis del peso corporal, de la glucosa y
del metabolismo de los lipidos a través de numerosas proteinas secretadas (adipocitoquinas)
gue incluyen hormonas, citoquinas, factores de crecimiento, componentes del complemento y
proteinas de la matriz (véase, por ref. [317]). En efecto, la oscilacién circadiana de muchas
hormonas implicadas en el metabolismo, como la insulina, corticosterona, glucagon,
adiponectina, ghrelina, leptina y melatonina se altera en el desarrollo del SM y de la obesidad.

Recientemente se ha verificado en este Laboratorio que un alto nivel en grasas de la dieta
aumenta en ratas los niveles circulantes de leptina y disminuye los de ghrelina, junto con
signos de resistencia a la insulina [39]. La media de los niveles plasmaticos de adiponectina, IL-
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1, IL-6, TNF-a y leptina aumentaron, y los de ghrelina disminuyeron, en ratas alimentadas con
un alto contenido de grasa. Como el patron normal diario de insulina, adiponectina, IL-1, IL-6,
TNF-a, leptina, ghrelina y proteina quimiotactica de monocitos-1 se altera en ratas
alimentadas con dieta rica en grasas [39] examinamos en el presente Trabajo de Tesis si el
tratamiento con melatonina podia contrarrestar algunos de los efectos observados.

Hemos resumido en la Tabla 1.2 los estudios publicados que tuvieron por objetivo evaluar si la
melatonina podia reducir la adiposidad en ratas obesas. En uno de ellos [304] ratas
alimentadas desde el destete con una dieta alta en grasa hasta que tenian sobrepeso se
trataron durante 3 semanas con melatonina (30 mg / kg) 1 h antes de apagar las luces. El
tratamiento disminuyd la ganancia de peso y la eficiencia alimenticia a la mitad. La melatonina
no tuvo ningun efecto sobre los niveles de insulina pero disminuyé la glucemia, leptinemia y
trigliceridemia [304].

Puchalski y col examinaron en ratas de mediana edad si la melatonina altera el consumo de
una dieta con alto contenido en grasas [306]. A los 10 meses de edad, las ratas recibieron la
dieta con alto contenido calérico que contenia melatonina (0.2 mg/ml) o vehiculo. Los
animales que recibieron la melatonina aumentaron 4 % del peso corporal durante las 2
primeras semanas y luego se estabilizaron, mientras que las ratas que recibieron vehiculo
continuaron ganando peso. En las ratas tratadas con melatonina, los niveles de leptina en
plasma en la noche pero no durante el dia y los niveles nocturnos de insulina, pero no los
diurnos, disminuyeron. El tratamiento con melatonina no alteré el consumo de acumulativo de
alimentos [306].

En un estudio realizado en un modelo murino de obesidad inducida por la dieta alta en grasas
fueron evaluados los efectos de un tratamiento durante 8 semanas con melatonina sobre la
insulina y la tolerancia a la glucosa [318]. En los ratones alimentados con dieta alta en grasas,
pero no con alimento normal, la melatonina mejord significativamente la sensibilidad a la
insulina y la tolerancia a la glucosa [318]. Un efecto semejante fue observado en conejos
alimentados con dieta alta en grasas [319].

Los resultados de la ultima serie de experimentos del presente Trabajo de Tesis indican que la
administracién concomitante de una dieta alta en grasas y de melatonina durante 11 semanas
impide la hiperglucemia e hiperinsulinemia observables en ratas alimentadas sélo con la dieta
alta en grasa. Asimismo, se redujo significativamente el incremento en los niveles medios
plasmaticos de adiponectina, leptina, glucemia, triglicéridos y colesterol total dados por la
dieta rica en grasa ratas. Estos cambios coexistieron con una reduccién significativa del
incremento de peso corporal en las ratas que recibieron la melatonina en ausencia de efecto
significativo sobre la ingesta de alimentos.

La mayoria de los estudios muestran una disminucidon de la concentracidn plasmatica de
adiponectina en la obesidad (véase, por ref. [317,320]) con sélo unas pocas excepciones [321].
Nuestros resultados actuales y anteriores [39] indican un aumento en los niveles medios de
adiponectina en ratas alimentadas con alto contenido de grasa asi como una modificacién
significativa en su patrén diario en circulacion. Se necesitan mas estudios para explicar por
qué, en determinadas circunstancias, la disminucién de los niveles de ARNm de adiponectina
reportados en la grasa de las ratas obesas no se traduce en una disminucién paralela en la
concentracion plasmatica de adiponectina [321].

Por ultimo es de importancia discutir los aspectos vinculados con la dosis de melatonina, en
particular en relacidn a los potenciales aspectos de aplicacidn clinica del presente trabajo de
Tesis Doctoral. Los niveles de melatonina obtenidos con la dosis utilizada fueron unas 20 veces
mayores que las concentraciones de melatonina endégena detectadas en el plasma de los
animales controles y equivalen a una dosis de unos 30 mg de melatonina para un adulto de
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peso normal.Estas dosis son unas 10 veces mayores que las usadas en clinica para la
melatonina de liberacion répida.

Como la melatonina presenta tanto propiedades hipndticas como de cronobidtico, se ha
utilizado para el tratamiento del insomnio relacionado con la edad. Un reciente consenso de la
Asociacidn Britanica de Psicofarmacologia llegé a la conclusién que la melatonina (2 mg en
forma de liberacidon prolongada) es el tratamiento de eleccion para el tratamiento del
insomnio en pacientes mayores de 55 afios [322]. La melatonina también ha sido utilizado con
éxito para el tratamiento de los trastornos del suefio relacionados con perturbaciones del
sistema circadiano como las causadas por el desfase horario del trabajo en turnos o sindrome
de fase retardada del suefio [323,324].

Tabla 4.1 Drogas melatoninérgicas de uso clinico o en fase de desarrollo

Drogas Melatoninérgicas de Uso Clinico Aprobadas o en Estudio

Compuesto Compania Indicacion Estado Regulatorio
Melatonina Elisium Tratamiento de los trastornos de conciliacion del | Aprobado por ANMAT (1995)
(Melatol®, suefo en mayores de 45 anos. Tratamiento del
comprimidos de “jet-lag”
amg
Melatonina Neurim Como monoterapia del insomnio primario en Aprobado por EMEA (2007),
(Circadin®) mayores de 55 anos. TGA, Australia (2009),
tabletas de 2 mg SwissMedic (2010)
Ramelteon Takeda Tratamiento del insomnio primario Aprobado por FDA en 2005
(Rozerem®)

tabletas de 8 mg

Agomelatina Servier, Tratamiento de la depresion mayor en adultos Aprobado por EMEA en
(Valdoxan®, Gador, 2009 y ANMAT en 2009
Vestin®, Novartis
tabletas de 25 mg
Tasimelteon Vanda Depresion mayor. Alteraciones circadianas con Fase Il
20 mg ritmo diferente de 24 h en ciegos sin percepcion
de luz.
TIK-301 Tikvah Insomnio. Alteraciones circadianas con ritmo Fase Il
20-100 mg diferente de 24 h en ciegos sin percepcion de luz,
Discinesia tardia
Neu-P11 Neurim Insomnio Fase Il
5-50 mg

Dado que la melatonina tiene una vida media corta (menos de 30 min) su eficacia en dosis
bajas (3 — 5 mg) en la promocién y el mantenimiento del suefio no ha sido uniforme en todos
los estudios realizados. Asi, surgié la necesidad del desarrollo de preparaciones de liberacion
prolongada de melatonina o de agonistas de la melatonina con una mayor duracién de accién.
Las formas de liberacion lenta de la melatonina (por ejemplo, Circadin®, 2 mg de preparacion
desarrollado por Neurim, Tel Aviv, Israel, y aprobado por la EMEA en 2007) y los analogos de la
melatonina ramelteon, la agomelatina, tasimelteon, TK 301 y NEU-P11 son ejemplos de esta
estrategia (Tabla 4.1).

El ramelteon es un andlogo melatoninérgico hipnético aprobado por la FDA para el
tratamiento del insomnio en 2005 en dosis de 8 a 32 mg/dia. Es un agonista selectivo de los
receptores de MT,/MT, sin una afinidad significativa por otros receptores. Estudios de unién in
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vitro han demostrado que la afinidad del ramelteon para receptores MT; y MT, es 3-16 veces
mayor que la de la melatonina [325].

La agomelatina es un antidepresivo recientemente introducido de tipo melatoninérgico con
afinidad por ambos receptores MT; y MT, similar a la de la melatonina y que también actua
como un antagonista de receptores 5-HT,c en una concentracidon 3 érdenes de magnitud
mayor [326]. La agomelatina ha sido autorizada por la EMEA para el tratamiento del trastorno
depresivo mayor en dosis de 25 - 50 mg/dia.

El tasimelteon es un agonista MT,/MT, que completd la fase lll de ensayo en 2010. En
estudios con animales, tasimelteon exhibié similar accién que la melatonina para producir
cambios de fase de los ritmos circadianos. En estudios clinicos con sujetos humanos sanos,
tasimelteon se administré a dosis de hasta 100 mg/dia [327]. La FDA concedi6 al tasimelteon
un estado de “farmaco huérfano” para el tratamiento de los trastornos circadianos en ciegos
en 2010.

El TIK-301 ha estado en un ensayo clinico de fase Il en los EE.UU. desde 2002. Es un derivado
clorado de la melatonina con la actividad agonista MT,/MT, y actividad antagonista de 5HT,.
La farmacocinética, farmacodinamia y seguridad de TIK-301 han sido examinados en un
estudio controlado con placebo utilizando 20 a 100 mg/dia en voluntarios sanos [328]. La FDA
concedié TIK-301 la designacién de farmaco huérfano en 2004, para utilizar como tratamiento
para el trastorno del ritmo circadiano del suefio en personas ciegas sin percepcién de luz y en
la disquinesia tardia. El NEU-P11 se encuentra en ensayo clinico fase Il y su indicacidn es el
insomnio.

Como se muestra por las potencias relativas de estos agonistas de melatonina (Tabla 4.2), es
evidente que los estudios que utilizan melatonina en dosis de 2-5 mg / dia son inadecuados
para dar una comparacién apropiada con el efecto de ramelteon, la agomelatina, tasimelteon,
TIK 301 o NE-P11, que ademas de ser generalmente mas potentes que la molécula natural se
emplean en cantidades considerablemente mas altas [282].

Tabla 4.2 Potencia relativa de agonistas melatonérgicos

.n
MT1 1 8 1 0,25 1 0.25

(potencia
relativa)

MT2 1 3 1 1 5 1
(potencia
relativa)

Dosis 3mg 8-32 mg 25-50mg 50 mg 20-100 mg 50 mg
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En este sentido la melatonina tiene un alto nivel de seguridad y su carencia de efectos toxicos
es notable. La melatonina es por lo general es muy bien tolerada y, en algunos estudios, se ha
administrado a pacientes en dosis muy grandes.Por ejemplo, 300 mg/dia durante 3 afios
redujo el estrés oxidativo en pacientes con esclerosis lateral amiotréfica sin ningln efecto
colateral de importancia [329]. En nifios con distrofia muscular, 70 mg/dia de melatonina
redujo el nivel de citoquinas y la peroxidacion lipidica [330].Dosis de melatonina de 80 mg en
hombres sanos no produjo efectos indeseables excepto somnolencia [331] y en mujeres sanas
300 mg de melatonina / dia durante 4 meses no produjo efectos secundarios [332].

Un reciente ensayo clinico controlado doble ciego, aleatorizado en 50 pacientes referidos para
cirugia hepatica indicd que una Unica dosis preoperatoria enteral de 50 mg/kg melatonina fue
segura y bien tolerada[333]. Otro punto importante a considerar cuando se trata de dosis de
melatonina como las que se administraron en el presente estudio es que, ademas de su baja
toxicidad, es un potente protector mitocondrial [207,334-336].

En conclusién, debido a sus efectos sobre el sistema circadiano y a sus potentes propiedades
citoprotectoras la melatonina puede ser de utilidad terapéutica en el SM. En dosis adecuadas
puede proteger contra varias comorbilidades del SM, incluyendo la diabetes y el dafo
concomitante mediada por ROS, inflamacién, enfermedad microvascular y riesgo
aterotrombético [203]. Como la melatonina actlia especificamente a nivel mitocondrial para
proteger la fuga de electrones y el fallo de la cadena de oxidacién respiratoria, la melatonina
puede ser util como terapia coadyuvante en el SM para reducir la resistencia a la insulina, la
dislipemia y el sobrepeso en personas obesas.

5. CONCLUSIONES

En base las hipdtesis planteadas y a los resultados obtenidos en este Trabajo de Tesis Doctoral
podemos concluir que:

e Tanto el SM por ingesta de una dieta rica en grasa como el producido por la
administraciéon de fructosa comparten secuelas somaticas y bioquimicas.

e Se detecta una inhibicion del eje hipdfiso-gonadal presumiblemente de origen
testicular en ambos tipos de SM.

e En etapas sucesivas del desarrollo el SM producido por agregado de fructosa a la dieta
se pasa por una etapa inicial de sensibilidad aumentada a la insulina que coexiste con
un aumento de PA sistdlica y un desarrollo parcial de secuelas dislipémicas.

e En el SM por dieta rica en grasas se producen alteraciones en los ritmos diarios de
adipocitoquinas y sefales metabdlicas circulantes, compatibles con un relevante
efecto de la dieta en la sincronizacidn del sistema circadiano.

¢ La administracion concomitante de melatonina en el agua de bebida fue eficaz para
revertir los aumentos de peso y de PA sistdlica, la anormal resistencia a la insulina y la
dislipemia que se producen tanto en el SM por ingesta de una dieta rica en grasa como
en el producido por la administracion de fructosa.

e Este efecto correctivo de la melatonina es ya evidente en la etapa inicial de
sensibilidad aumentada a la insulina que se observa en el SM incipiente por
administracion de 5% de fructosa.

¢ La melatonina no corrigio la inhibicidon del eje hipéfiso-gonadal de origen testicular en
el SM y mostré una actividad inhibitoria de la sintesis de testosterona cuando se
administrd a ratas con dieta normal.

¢ La melatonina fue eficaz para normalizar las alteraciones en los ritmos diarios de
adipocitoquinas y sefiales metabdlicas circulantes que se observan en el SM.
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