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RESUMEN

La obesidad, uno de los mas graves problemas de
salud de las sociedades desarrolladas, es el resultado de
un balance energético positivo mantenido en el tiempo.
La regulacién del peso corporal y su mantenimiento
parece estar regulado por un eje con tres componentes
interdependientes: la ingesta dietética, el gasto energé-
tico y la adipogénesis, aunque es preciso profundizar en
los procesos que intervienen tanto en la oxidacién de
nutrientes como en el balance energético. Los procesos
metabdlicos son multiples y estan interrelacionados, sin
embargo conviene estudiarlos separadamente de mane-
ra que se pueda lograr un mejor conocimiento del siste-
ma completo. En efecto, asi se procede a numerosos
disefios experimentales, ya sean en animales de labora-
torio, cultivos celulares, o incluso en seres humanos
cuando se examinan los mecanismos moleculares impli-
cados en la regulacion del peso corporal. Métodos tanto
in vitro (modelos celulares y subcelulares) como in vivo
han permitido aumentar los conocimientos sobre los
mecanismos que controlan el peso corporal. Cabe des-
tacar las nuevas estrategias que nos proporciona la era
molecular, aunque también las técnicas que consideran
el organismo humano como un todo podréan influir noto-
riamente en el desarrollo de nuevos farmacos junto con
el manejo terapéutico y la prevencion de la obesidad.

Palabras clave: Genes de la obesidad. Tejido adi-
poso. Gasto energético. Composicion corporal.
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ABSTRACT

Obesity, one of the most serious health problems of
developed societies, is the result of a positive energy
balance maintained over time. The regulation of body
weight and its maintenance seem to be regulated by an
axis of three interdependent components: dietary
intake, energy expenditure and adipogenesis, although
it is necessary a deeper understanding of the processes
involved in the oxidation of nutrients and in the energy
balance. The metabolic processes are numerous and
inter-related, it is however convenient to study them
separately in such a way that it is possible to obtain a
better knowledge of the complete system. Indeed, this is
the procedure employed in the design of numerous
experiments, be they on laboratory animals, cellular
cultures, or even on human beings when the molecular
mechanisms involved in the regulation of body weight
are examined. Both in vitro methods (cellular and
subcellular models) and in vivo ones have made it
possible to increase knowledge of the mechanisms that
control body weight. It is worth underlining the new
strategies that the molecular era and provides us with,
although the techniques that consider the human
organism as a whole might have a notable influence on
the development of new drugs, together with
therapeutic management and the prevention of obesity.

Key words: Obesity genes. Adipose tissue. Energy
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ESTUDIOS DE BIOLOGIA .
CELULAR/MOLECULAR Y GENETICA

La aplicacion y desarrollo de los con-
ceptos y técnicas de la biologia molecular
ha supuesto un gran avance en los tltimos
afnos en la comprensiéon de los mecanis-
mos que intervienen tanto en la regulacién
del balance energético como en el desarro-
llo de la obesidad'. Especificamente, se ha
progresado gracias a la identificacion de
genes por estrategias como el clonaje posi-
cional de genes mutados que participan en
el desarrollo de la obesidad en modelos
animales en los que la enfermedad obede-
ce a causas genéticas. La localizacién de
los genes mutados en estos animales ha
conducido a la identificacion de “nuevas
proteinas” y ha sugerido su posible parti-
cipacion en sistemas de regulacion fisiol6-
gica. Esto es especialmente evidente en el
caso de la hormona leptina, una proteina
de 16 kD, ya que cuando se produce una
mutacion en el gen correspondiente apare-
ce obesidad en los ratones ob/ob*. El gen
db de ratén y el fa de rata codifican para la
proteina receptora de leptina, y la muta-
cion de estos genes es responsable de la
obesidad de los ratones db/db y de las
ratas fa/fa, respectivamente®. Otros mode-
los animales de obesidad, por una muta-
cion puntual han permitido conocer la
implicacion de otras moléculas proteicas
en la obesidad humana como es el caso de
la enzima Carboxipeptidasa E (CPE) y de la
proteina senalizadora agouti’.

Homoélogos de los “genes de obesidad”
en roedores se han encontrado en tejidos
humanos. Ademas se ha iniciado la bis-
queda de estas mutaciones en sujetos obe-
sos también de polimorfismos especificos,
que puedan estar relacionados con el
aumento de masa grasa o la predisposi-
cion hacia su acumulacién®. Al menos, tres
estudios han encontrado mutaciones en la
region codificadora del gen de la leptina y
de su receptor en relaciéon con obesidad
morbida®. El alcance de estos hallazgos va
mas a alla de la mera deteccion de la muta-
cioén, lo que de alguna forma demuestran
que el sistema leptina es fisiolégicamente
importante en la regulaciéon de la grasa
corporal y del balance energético tanto en
humanos como en animales.
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Las mutaciones y los polimorfismos se
pueden identificar en genes que estan o
pueden estar asociados a la obesidad
mediante Southern blotting. La expresion
de un gen dado se puede determinar en
muestras de tejidos in vitro mediante Nort-
hern blotting y por otras técnicas (RNasa
proteccion, o la metodologia de las enzi-
mas de restriccion). La reaccion de la poli-
merasa en cadena (PCR) se utiliza para
determinar niveles de mRNAs*".

Estos métodos proporcionan informa-
cion sobre tejidos que expresan algin gen
particular, lo cual es muy interesante para
conocer la funcién fisioldgica de la protei-
na que codifican y, ademas dan a conocer
si determinados cambios en la expresion
pueden ser la causa primaria o secundaria
de la obesidad. Por otro lado, los factores
nutricionales, hormonales y neuronales
implicados en la regulacion de genes espe-
cificos deben ser investigados como
mediadores potenciales de algunos genoti-
pos de obesidad.

Otros métodos para la deteccién de
mutaciones son la electroforesis en geles
con gradiente desnaturalizante (DGGE), la
modificacién de carbodiimida (CDI), el
andlisis conformacional de polimorfismos
en una sola hebra (SSCP), el anédlisis de
heterodiplex, los métodos de escision
quimica o mediante RNA-asas, los oligo-
nucleé6tidos especificos de alelo, la liga-
ciéon y la deteccién de polimorfismos
mediante la introduccién de sitios de res-
triccion artificiales'. Esos estudios se han
completado con los ensayos de cuantifi-
cacion de rasgos (QTL), con experimen-
tos de cruzamiento y con estudios de aso-
ciacion 'y ligamiento con genes
candidatos de obesidad a través de estu-
dios epidemiolégicos y genéticos*™. El
namero de genes probablemente implica-
dos en la obesidad ha crecido notoria-
mente y se acerca a los 200, incluyendo
las UCP’s, ADR2, y ADR3, PPAR, AP2,
POMC, MC4R, MC5R, y otros que pueden
estar relacionados con el control de la
ingesta, adipogénesis o gasto energético.

Una parte importante del conocimien-
to sobre la célula grasa y su funcién pro-
viene de estudios in vitro con tejido adi-
poso®. Los adipocitos aislados han sido
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muy estudiados por sus rapidas respues-
tas metabolicas. Se trata de un sistema
ideal para estudiar transporte de metabo-
litos, asi como mecanismos de la accion
hormonal y de la respuesta farmacologi-
ca. Sin embargo, algunos estudios pueden
no ser representativos de tejido adiposo
completo. La preservacion de la integri-
dad celular depende de la eficacia del
proceso de aislamiento. La recuperacion
de la poblacién celular total a partir de
tejido adiposo requiere atencién, ya que
las células grasas son fragiles y las de
menor tamafno pueden perderse durante
el aislamiento. Ademas, la salida de ade-
nosina desde las células aisladas puede
alterar algunos parametros metabdlicos
(lipolisis, transporte de glucosa...). El
mantenimiento de adipocitos humanos
aislados es muy dificil por la fragilidad de
las células, la alteraciéon de la transduc-
cion de las sefiales hormonales, y la mar-
cada disminucién de la expresiéon de
genes. Los explantes de tejido adiposo,
que podrian mantener parcialmente la
estructura del tejido in vivo y permitir su
cultivo a largo plazo —aunque menos ade-
cuados que las células grasas aisladas
para los estudios de transporte y farma-
colégicos—, parecen ser adecuados para
examinar in vitro algunas funciones de los
adipocitos asi como la regulacién de la
expresion génica.

La disipacion de la energia como calor
mediante la termogénesis adaptativa de
las mitocondrias podria jugar un papel en
el control del peso corporal. La termoge-
nina o proteina desacoplante 1 (UCP1)
pertenece a una familia de proteinas de la
membrana interna de las mitocondrias
capaces de desacoplar la cadena respira-
toria de la sintesis de ATP". La reciente
identificaciéon de nuevas UCPs, principal-
mente UCP2 (ampliamente expresada) y
UCP3 (de tejido muscular preferentemen-
te), ha atraido la atencién sobre su posi-
ble papel, particularmente en humanos
aunque no esta aclarado™". Las vitaminas
liposolubles, los acidos grasos, y en parti-
cular los retinoides parecen estar implica-
dos en la regulacion de la expresion de
UCP1, lo que ha sido objeto de considera-
ble esfuerzo investigador'*".
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ESTUDIOS EN ANIMALES

Los animales pequeios (principalmen-
te ratas o ratones) son muy utiles en los
estudios nutricionales y relacionados con
obesidad. La utilizacién de jaulas metabo6-
licas para el registro individual de la comi-
da y bebida asi como la recogida de heces
y orina permite la determinacién del balan-
ce de nutrientes y la determinacién de la
influencia de la dieta sobre el crecimiento
y la composiciéon corporal®. Los ensayos
experimentales que se han realizado a tra-
vés de intervenciones dietéticas con dife-
rente contenido de energia y macronu-
trientes, incluyendo la utilizacién de dietas
altamente palatables —dieta de cafeteria—
para inducir sobrepeso proporcionan un
modelo adecuado para el estudio de la
regulacion del peso corporal.

Por otro lado, el uso de roedores en
los estudios metabdlicos ha expandido
las aproximaciones metodolbgicas ya que
los animales pueden ser canulados bajo
anestesia y usados para la determinacion
de las diferencias arterio-venosas en orga-
nos clave y para la medida del flujo san-
guineo. Las variaciones circadianas de la
temperatura pueden ser también medidas
en diferentes tejidos por la implantaciéon
de sondas con termémetros y otros pro-
cedimientos.

Ademas, el uso de modelos animales
(ratas o ratones) con fenotipos obesos o
delgados sean por mutaciones congénitas
(ratones db/db y ob/ob y ratas fa/fa) o
bien resultado de la manipulacion genética
(animales knockout y transgénicos) de
genes relacionados con el control del peso
corporal, puede facilitar el estudio de
diversos parametros nutricionales o bio-
quimicos por comparacion entre los ani-
males obesos y delgados®*.

Las determinaciones de gasto energéti-
co mediante la medida del intercambio de
gases (CO, y oxigeno) en roedores y otros
animales constituye una herramienta muy
valiosa para investigar los cambios a corto
y largo plazo en el metabolismo de 6rga-
nos (incluido el tejido graso). La composi-
cion corporal puede medirse por diferen-
tes métodos quimicos, electromagnéticos,
ultrasonidos, etc.
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Por otro lado, la utilizacién de substra-
tos y su destino asi como las rutas meta-
boélicas pueden ser estudiadas mediante la
utilizacion de is6topos estables o de traza-
dores marcados radiactivamente, de
manera que se puede determinar el meta-
bolismo energético, junto con la cinética y
el recambio de nutrientes.

Finalmente, el papel de neuropéptidos
o moléculas tales como CART, serotonina,
leptina, orexinas, NPY, etc. implicados en
la regulacion del apetito y del metabolismo
energético puede ser investigados median-
te una administraciéon convencional o este-
rotactica, con métodos y equipos farmaco-
légicos®*. Este area que estudia la
influencia de las sefales simpéticas y neu-
roendocrinas o del hipotadlamo se ha bene-
ficiado del uso de modelos animales apro-
piados®¥.

Bisqueda de genes diferencialmente
expresados en modelos animales

El RNA Fingerprinting o Differential Dis-
play es una de las herramientas de la bio-
logia molecular disponibles para detectar
la expresion diferencial de genes entre
individuos, con obesidad frente a indivi-
duos delgados. El desarrollo de un modelo
animal en rata con obesidad inducida por
la dieta permite la comparacion de dife-
rentes tejidos (musculo esquelético, tejido
graso, higado) con objeto de identificar
genes que pueden tener un papel decisivo
en la etiologia de la obesidad. Esta alterna-
tiva es mas directa que otras previamente
descritas como el screening diferencial o la
hibridacién subtractiva, y presenta impor-
tantes ventajas como el menor tamafo de
muestra a utilizar, ademas de permitir una
comparaciéon de muchas muestras junto
con la identificacién simultidnea de genes
que puedan estar sobreexpresados o repri-
midos.

El principal escollo de la técnica estri-
ba en la aparicion de falsos positivos lo
que supone que el escrutinio cuidadoso de
los clones debe ser absolutamente necesa-
rio antes de la identificacién de cualquier
secuencia. Para simplificar la tarea de
desechar los falsos positivos se han pro-
puesto diversas alternativas, aunque se
requiere la confirmacion por Northern blot
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de la expresién como respuesta definiti-
va*.

El RNA “Fingerprinting o Differential Dis-
play” se ha venido aplicando con éxito y ha
dado resultado en la identificacién de nue-
vos genes o se ha demostrado la implica-
cion de genes ya caracterizados en nuevos
procesos. Entre otras aplicaciones esta la
deteccién de genes nuevos en: la diferen-
ciacién de adipocitos®, el tejido muscular
y el hipotdlamo de ratones obesos
(ob/ob)*, e incluso en modelos de ratones
(estirpes OM y S5B/PI) con obesidad indu-
cida por la dieta®.

Una tecnologia alternativa y muy pro-
metedora la constituyen los microarrays
de oligonucleétidos (DNA chips) basados
en hibridacién y andlisis lo que potencial-
mente permite el barrido rapido y no muy
caro de todas las posibles mutaciones en
DNA genémico o en la identificacion de
miltiples perfiles de expresiéon génica®*.
Los avances tecnologicos de la década
anterior han hecho posible la aplicacién
de esta tecnologia en el estudio genético
de las enfermedades.

Estrategias de transferencia genética
en modelos animales

La tecnologia de la transferencia de
genes presenta la mayor dificultad en el
desarrollo de vectores apropiados para
una correcta penetracion del gen junto con
la expresion de cantidades relevantes del
producto en tejidos especificos. En gene-
ral, el vector ideal debe ser inyectable,
dirigible a tejidos especificos in vivo, no
inmunogénico, regulable y capaz de man-
tener la expresion a largo plazo.

En un intento por investigar los proce-
sos implicados en la obesidad, se ha reali-
zado la transferencia del cDNA de la lepti-
na mediante vectores virales y no virales
en ratones delgados y genéticamente obe-
sos (ob/ob). Una sola inyeccién del gen de
la leptina en el muasculo tibial anterior de la
rata elevd al doble los niveles de leptina
circulantes y provoc6 una modesta reduc-
cion de la ingesta y de la ganancia de peso
en ratones™.

Ademas, el tratamiento de estos anima-
les con un adenovirus que contiene el
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cDNA de la leptina de ratén (AdRSV-lepti-
na) consigue una reduccién rapida de la
ingesta y una importante pérdida de peso,
lo que supone una correccion transitoria
de la obesidad y de la diabetes; los niveles
de leptina cayeron tras 2-3 semanas®.
Cuando se compara la eficacia de la inyec-
cion de proteina recombinante con la libe-
racion de leptina mediada por adenovirus
en el tratamiento de la obesidad®, encuen-
tran que hay una secrecion crénica de lep-
tina mediada por los adenovirus mientras
que se produce la llegada de cantidades
importantes de proteina de forma intermi-
tente con una tasa de degradacion alta.

Ademas, los estudios in vivo sugieren
que el efecto es mejor cuando los niveles
son bajos, pero mantenidos, que cuando
hay picos de concentracion. Sin embargo,
la transferencia de genes mediada por ade-
novirus y su posterior expresiéon estan
limitados por la respuesta del sistema
inmune que pueden originar tanto las pro-
teinas virales como el transgén. Para dis-
minuir estos efectos indeseables, se han
desarrollado vectores dependientes de
ayudas (HD) en los que se han destruido
las secuencias que codifican proteinas
virales. Estos vectores HD tienen una capa-
cidad de inserto de 37 kb, se propagan
facilmente en sistemas basados en la
recombinacién con elementos de respues-
ta al cAMP (Cre) y pueden ser obtenidos a
alta concentracion y pureza. En contrapo-
sicion estad lo que sucede con los adenovi-
rus de primera generaciéon (Ad), que cau-
san toxicidad hepéatica e inflamacién e
infiltracién celular, y con la transferencia
de genes en HD vectores mejora lo relativo
ala seguridad y toxicidad®. Su mayor segu-
ridad, capacidad de inserto (tamaio) y efi-
ciencia hace que los vectores HD sean uti-
les en aplicaciones clinicas de terapia
génica.

Por otro lado, también se han construi-
do virus recombinantes adeno-asociados
con el cDNA de la leptina (rAAV) y sus efec-
tos se han manifestado después de la
inyeccién intramuscular a ratones ob/ob.
En oposicién a lo que sucedia con la tera-
pia génica con adenovirus, los efectos rela-
cionados con la pérdida de peso duraron 6
meses y la expresion de leptina se mantu-
vo durante 3-5 meses®. La expresion de un
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gen mediante la inyecciéon de vectores
rAAV aumenta gradualmente durante un
periodo de 4-6 semanas, mientras que tras
la transferencia con adenovirus se produ-
cia un pico que se extingue a las dos sema-
nas, probablemente debido a la respuesta
inmune a las proteinas del adenovirus. Los
animales tratados con rAAV-leptina mos-
traron normalizacién de las alteraciones
metabdlicas incluyendo la hiperglucemia,
la resistencia insulina, la intolerancia a la
glucosa y el letargo; en ratones (ob/ob)
suponia la correccion de la diabetes y la
obesidad. En resumen, aunque la transfe-
rencia de genes en modelos animales de
obesidad (monogénica) estd en marcha,
queda adn un largo recorrido hasta que
podamos empezar a tratar por transferen-
cia genética la obesidad poligénica.

ESTUDIOS EN HUMANOS

La metodologia para el estudio de la
regulacién del peso corporal se debe basar
en hipoétesis bien disefiadas y debe ser fia-
ble y especifica, capaz de garantizar resul-
tados definitivos.

Determinacion del gasto energético
y de la lipogénesis mediante
isotopos estables

Gracias a su precision, los métodos no
invasivos basados en la utilizacion de is6-
topos estables son apropiados para el estu-
dio del metabolismo energético®. La técni-
ca del agua doblemente marcada se
desarroll6 hace 50 afos, aunque han tenido
que pasar casi 40 hasta que se ha converti-
do en una herramienta de primera catego-
ria en la investigacion sobre la nutricion
humana. Este método se ha aplicado exten-
samente en el estudio de la obesidad para
determinar el papel del gasto energético y
de la actividad fisica en el control del peso
corporal; ademas supone un nuevo método
de validacion de la ingesta dietética®.

El gasto energético esta regulado por
factores neuroendocrinos y nutricionales
que afectan al balance de macronutrien-
tes". Asi, el destino metabodlico (acumula-
cién) de lipidos, carbohidratos y protei-
nas puede ser medido in vivo e in vitro por
métodos que permiten conocer la veloci-
dad de los diferentes procesos metabdli-
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cos (aspectos dinamicos), asi como el
balance neto que puede conducir al alar-
gamiento o pérdida de tejido (aspectos
estaticos). La cuantificaciéon de la sintesis
y degradacion de nutrientes se puede lle-
var a cabo utilizando diferentes is6topos
estables o trazadores de moléculas pre-
cursores. Como ejemplo, la sintesis de aci-
dos grasos se puede medir a través de una
infusion intravenosa de "*C acetato y por la
aplicacion de la técnica del Andlisis de
Distribucion de Masas de Is6topos
(MIDA)*. Este método se basa en el anali-
sis de probabilidad para medir la sintesis
de polimeros bioldgicos, y depende del
principio matemaéticos de que el patr6on de
marcaje de un polimero de nueva sintesis
a partir de un precursor marcado con un
is6topo estable se realiza de forma predic-
tiva, seglin una distribucién binomial o
multibinomial.

El enriquecimiento actual en is6topo
se mide por espectrofotometria de masas
mediante cromatografia de gases (GCMS).
Este método supone que las moléculas de
nueva sintesis (marcadas) y la ya sinteti-
zadas (sin marcar) se mezclen en el higa-
do y pueden acceder a las lipoproteinas
del plasma (VLDL) durante el periodo de
infusiéon del is6topo. También se asume
que la mayoria de acidos grasos nuevos
procede de otros existentes mediante
procesos de elongacién y/o desaturacion.
Finalmente, senalar que el acetato marca-
do con el is6topo infundido no debe tener
efecto fisiol6gico alguno. Esta metodolo-
gia puede utilizarse para estimar la lipo-
génesis en diferentes estados nutriciona-
les o fisiopatologicos como diabetes,
obesidad, etc**. Otras moléculas traza y
disefios pueden ser muy adecuados para
cuantificar el recambio de nutrientes (oxi-
dacion, deposito, etc.), la jerarquia de oxi-
dacion de nutrientes, el balance de
macronutrientes, las interacciones de glu-
cosa y acidos grasos, o la conservacién
del peso corporal*®.

Medida de la composiciéon corporal

En los ultimos anos hay un interés
renovado por conocer los componentes
individuales del peso corporal, lo que ha
conducido al desarrollo de metodologias
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apropiadas para estimar el destino de los
nutrientes tanto en estudios epidemioldgi-
cos a gran escala como a nivel de medida
de la distribucion de los diferentes com-
partimentos del organismo, tejidos graso,
muscular, etc. Estos métodos han sido
ampliamente revisados®.

Estudios precisos de composicién cor-
poral son esenciales en una serie de areas
para:

- Definir los patrones de referencia de
composicion corporal durante el creci-
miento y desarrollo.

— Definir la relacién entre composicion
corporal-distribucién de grasa y expecta-
tivas de salud a largo plazo.

— Determinar las diferencias de composi-
cion corporal entre individuos o en res-
puesta a diferentes manipulaciones con
vistas a descifrar los mecanismos que
regulan la distribucién corporal de
nutrientes (“nutrient partitioning™).

— Evaluar el impacto de intervenciones
tanto agudas como cronicas sobre la
masa grasa corporal tanto en estudios de
experimentacion como de comunidad.

Para estudios epidemiolégicos el énfa-
sis estd en que los métodos sean capaces
de clasificar a los individuos con precision
y reduciendo al minimo el error del obser-
vador. Aqui los esfuerzos van encaminados
a lograr métodos simples, baratos y mas
practicos. Para los estudios metabdlicos
mas detallados el problema estd, no sélo
en los métodos, sino en los modelos usa-
dos en el calculo de la composiciéon corpo-
ral. Las técnicas clasicas bi-compartamen-
tales que dividen el cuerpo humano en
tejido graso y tejido libre de grasa estan
siendo reemplazadas por modelos de 4
compartimentos en funcién de los compo-
nentes: agua, hueso, grasa y proteina, dis-
tinguiendo incluso sub-compartimentos*.

Por desgracia, todavia incluso el méto-
do o modelo més adecuado no tiene sufi-
ciente sensibilidad o especificidad para
alcanzar conclusiones definitivas en algu-
nos estudios de investigacion. Incluso los
llamados “métodos de referencia” como la
densitometria, la medida del agua corporal
total o la absortometria de rayos X son
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incapaces de estimar la grasa corporal con
un error de + 1 kg y los “métodos de
campo”, como la medida del grosor de
pliegues cutaneos, o la bioimpedancia
eléctricas, pueden considerarse peores®.

Sin embargo, los cambios en la compo-
sicion corporal pueden medirse mas ade-
cuadamente mediante la determinacién
clasica del balance energético. Utilizando
medidas continuas de balance de substra-
tos con la ayuda de un calorimetro de
cuerpo total, la ingesta y el gasto energéti-
co se pueden medir con una precisiéon de =
9 g/d grasa y 20 g/d carbohidratos®. De
acuerdo con lo anterior es posible exami-
nar con esos métodos el posible impacto
de una variedad de intervenciones en
periodos cortos y en grupos de sujetos
pequeiios™. A pesar de las limitaciones, la
aplicaciéon cuidadosa de la metodologia
existente para medir la composicion del
peso corporal in vivo, y el desarrollo de
nuevos métodos, incluidas las técnicas de
imagen® dirigidas a cuestiones especificas
de investigacién, seran un elemento critico
para la comprensiéon de la regulacion del
peso corporal.

Estrategias para investigar la
funcioén del tejido graso corporal

El tejido adiposo es un 6rgano metab6-
lico heterogéneo®. Hay diferentes técnicas
disponibles in vivo e in vitro, con distintas
ventajas y limitaciones para investigar
varios aspectos del metabolismo del tejido
adiposo. Los métodos traza utilizando gli-
cerol o acidos grasos marcados con is6to-
pos estables o radioactivos permiten la
evaluacion de la velocidad de las rutas
metabodlicas del organismo en general,
aunque es necesario utilizar modelos com-
partimentales complejos, que reflejen
mejor los acontecimientos fisiologicos,
aun cuando no dan informacién sobre el
metabolismo de las diversas localizacio-
nes de tejido graso. La medida de las dife-
rencias de concentraciéon arterio-venosa
en el tejido adiposo subcutaneo en combi-
naciéon con la medida de flujo sanguineo
permiten calcular la entrada y salida de
metabolitos o de cualquier otra sustancia
ex6gena.
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En sujetos humanos, una nueva técnica
se ha desarrollado recientemente para
cuantificar el recambio de substratos en
tejido graso abdominal subcutaneo in vivo
mediante la canulacién de la vena superfi-
cial epigastrica izquierda y la obtencién de
muestras de la sangre venosa del tejido
adiposo®. Este método relativamente difi-
cil y laborioso sé6lo puede utilizarse en los
depositos de grasa subcutanea del hom-
bre. La técnica de microdidlisis es un méto-
do in vivo prometedor que posibilita la
manipulaciéon y toma continua de muestra
de los espacios intersticiales del tejido
graso sin modificar la funcionalidad del
resto del organismo®. Se obtienen medidas
de la concentracién de una sustancia con-
creta en el espacio intersticial que permi-
ten una informacién continuada gracias a
la manipulacién local de moléculas peque-
fas solubles en agua que facilmente atra-
viesan la membrana de dialisis (el valor
medio de paso a través de la membrana es
de 20.000 moléculas). Es posible estimar la
concentracion real de una sustancia en el
espacio extracelular del tejido adiposo
cuando se utiliza una técnica de calibra-
cion que determina la velocidad de recu-
peracién de la sonda de didlisis (depen-
diendo de su longitud y velocidad de
perfusién). También se puede estimar indi-
rectamente el flujo sanguineo local a tra-
vés de la microdialisis™.

Regulacion de la expresion in vivo
de genes de misculo y tejido
adiposo

A pesar de la existencia de sistemas de
regulacion del peso corporal y adaptacion
al entorno ambiental, ciertos factores rela-
cionados con el estilo de vida como la ali-
mentacién, o con el estado fisiopatologico
como la obesidad, pueden alterar la expre-
sién génica®. En algunos procesos patold-
gicos como la obesidad o la diabetes melli-
tus no dependiente de insulina (NIDDM)
aparecen deficiencias en la regulacion de
algunos genes que podrian explicar las
variaciones en las respuestas inter-indivi-
duales a diversas dietas o la aparicion
incluso de la obesidad. Sin embargo, el
estudio de la regulacion de genes en huma-
nos se ha visto limitado por la dificultad de
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acceder a los distintos tejidos. El desarro-
llo de micro-métodos como el PCR compe-
titivo proporciona la posibilidad de medir
concentraciones de RNA en muestras de
tejido muy pequeias que pueden obtener-
se de forma inocua®. Asi pues, se utilizan
ensayos especificos para la cuantificaciéon
en los tejidos diana de diversos genes,
relacionados con las vias de sefalizacion
de la insulina: receptor de la insulina (IR),
el substrato 1 del receptor de la insulina
(IRS1) o la fosfoinositol quinasa 3 (PI3K);
con el metabolismo de la glucosa: el trans-
portador Glut 4, la glucogeno sintetasa, la
hexoquinasa II; con el metabolismo de lipi-
dos, la lipasa sensible a hormonas (HSL),
la lipoprotein lipasa (LPL), la leptina u
otras moléculas reguladoras: factor de
necrosis tumoral a (TNFa), factor inhibidor
del activador del plasminégeno [ (PAI-1),
proteina desacoplante 2 (UCP2), etc.

En este contexto, el efecto de la infu-
sion de insulina, de la restriccion energéti-
cay de la infusion de lipidos se ha estudia-
do en sujetos controles y en pacientes
obesos o con NIIDM sometidos a biopsias
musculares (vastus lateral 60-80 mg) o de
tejido adiposo periumbilical antes y des-
pués de la intervencién con objeto de
cuantificar los cambios en la expresion
génica. Se encontraron deficiencias en la
regulacién de los genes de la PI3 quinasa,
HSL, UCP2, que pueden ayudar a explicar,
en parte la patofisiologia de la NIDDM*"*,

Otros genes potencialmente implica-
dos en la termogénesis en humanos:
UCP’s, receptores (3 adrenérgicos
(ADRB3), el coactivator del receptor acti-
vado por el proliferador de peroxisomas y
1 (PPAR y), Coactivator 1 (PGC-1) y en la
diferenciacion de adipocitos (PPAR y) o la
proteina de unién a acidos grasos (aP2)
han sido identificados recientemente y
estan siendo estudiados.

Nuevas estrategias se estan desarro-
llando, combinando estudios en humanos
in vivo con sistemas in vitro*, para profun-
dizar en el estudio de los mecanismos de
regulacion del peso corporal y de la obesi-
dad®®, debido a la enorme importancia
que revisten tanto en el campo de la nutri-
cion clinica como en el &mbito de la salud
publica, ya que la prevalencia del sobrepe-
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so/obesidad esta creciendo de forma alar-
mante en los distintos paises®.
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