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DIETAS HIPERLIPIDICAS Y SUS EFECTOS
SOBRE LA EXPRESION DE LXR EN
HIPOTALAMO DE RATA

Mariana Rey*

INTRODUCCION

En los mamiferos, el colesterol es un componente esencial para la construccion y el
mantenimiento de las membranas celulares, es precursor de la biosintesis de hormonas
esteroideas y sales biliares. En el organismo, el colesterol enddgeno es transportado
asociado a lipoproteinas de baja (LDL, por su nombre en inglés low density protein) o

alta (HDL, por su nombre en inglés high density protein) densidad.

La hipercolesterolemia ocurre cuando los niveles de colesterol se encuentran elevados, y
esta condicion se asocia con resultados negativos para la salud, especialmente
relacionados con enfermedades vasculares [Stary, 1989; Sharrett y col., 2006]. Por lo
cual, la hipercolesterolemia es considerada no solo un factor de riesgo importante para
la aterosclerosis y las consiguientes afecciones de tipo cardio y/o cerebrovascular, sino
también para el desarrollo de problemas cognitivos. Segun estimaciones de la
Organizaciéon Mundial de la Salud, la mayoria de las personas que padecen esta
condicion desconocen su situacion y/o no reciben el tratamiento adecuado [OMS,
2011]. Generalmente, el colesterol total es elevado cuando se producen alteraciones en
los niveles circulantes de HDL y LDL, esta Gltima considerada la base del desarrollo de
la aterosclerosis [Toshima y col., 2000; Steinberg, 1987].

Por otra parte, los receptores hepaticos X (LXR, por su nombre en inglés Liver X
Receptor) son factores de transcripcion que presentan dos isoformas (oo (NR1H3) y B
(NR1H2)) y pertenecen a la familia de receptores nucleares para oxiesteroles (derivados

oxidados de colesterol) [Janowski y col., 1996]. Entre otras funciones, son de vital
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importancia en el mantenimiento de la homeostasis del colesterol, a través de la
regulacion de la absorcion, transporte y flujo de salida a través de la modulacién de
genes especificos [Zelcer y Tontonoz, 2006] y participan ademas en el metabolismo de

los acidos grasos y la glucosa [Molteni y col.,, 2007]. EI LXRa se expresa
principalmente en el higado, intestino delgado, macrofagos y cerebro, mientras que el

LXR}p se expresan de forma ubicua en muchos tipos celulares.

Por otro lado, estudios clinicos indicaron que los individuos con hipercolesterolemia
resultan mas propensos a presentar enfermedades neurodegenerativas [Rojo y col.,
2006] con alteraciones cognitivas [Yaffe y col., 2002]. El efecto de la
hipercolesterolemia se asocia con una disrupcion en la accion de los LXR [Peet y col.,
1998], que ademas en el cerebro regulan la expresion de genes relacionados con la
remocién o disminucién en la formacién de depositos de la proteina amiloide [Hardy y
Selkoe, 2002].

Desde hace varios afos, se ha considerado a la activacion de LXR como una alternativa
terapéutica interesante para la modulacion de la homeostasis del colesterol y el
tratamiento de la aterosclerosis [Fievet y Staels, 2009]. En modelos animales, se
observd que la activacion de LXR mediante un agonista sintético, induce el transporte
inverso del colesterol a través de la expresion de los transportadores de colesterol Al 'y
G1 (ATP-binding cassette, ABC) [Baldan y col., 2009; Zanotti y col., 2008; Repa y
col., 2000], aumentando asi la excrecion de colesterol en la bilis y reduciendo la
absorcion intestinal de colesterol [Kruit y col., 2005; Plosch y col., 2002]. En otros
estudios se demostré que los agonistas sintéticos de LXR aumentan el colesterol en
forma HDL-c [Tang y col., 2008] y disminuyen el riesgo de aterosclerosis [Joseph y
col., 2002; Kratzer y col., 2009], aunque se producen efectos no deseados como la

hipertrigliceridemia y la esteatosis hepética.

Especificamente, en el sistema nervioso central, los LXR activan la formacion de la
apolipoproteina E (APOe) que se encuentra involucrada en la redistribucién y remocion
de colesterol [Liang y col., 2004]. A su vez, en estudios previos realizados en nuestro
laboratorio, en animales intolerantes a la glucosa se observd una relacion entre el
aumento de los niveles de los triglicéridos plasméticos (TG) y la expresion de los

receptores hepaticos (LXR) hipotalamicos [Kruse y col., 2012].



FUNDAMENTACION Y METODOLOGIA

Animales:

Para los ensayos se emplearon machos de ratas Sprague-Dawley de 45-50 dias de edad.
Los animales se mantuvieron en un ambiente bajo condiciones controladas de
temperatura, humedad, ciclos de luz y oscuridad (12:12hs) y libre acceso a comida y
agua. Todos los procedimientos con animales fueron desarrollados de acuerdo a las
directrices de los Institutos Nacionales de la Salud, bajo normas éticas de manejo de

animales de laboratorio.
Dietas:

Para analizar el efecto de la dieta hiperlipidica sobre la expresion de los receptores
LXR, se generaron diferentes modelos experimentales in vivo. Es importante aclarar que
debido a que los murinos presentan un perfil de colesterol (que se considera
ateroesclerosis-protector) es necesario “forzar” el fenotipo de aterosclerosis en ratas
normales y ratones, combinando altas concentraciones de colesterol en la dieta (2%) con
acido colico (0,25%-0,5%; un acido biliar, que promueve la absorcion de grasa y
colesterol en el intestino) [Nishina y col., 1990]. En este trabajo, a los animales, se les
administraron dietas preparadas con mezcla de alimento comercial (“pellets” que
habitualmente consumen) con el agregado 38 % de grasa bovina (G) o con 38 % grasa
bovina + 2% colesterol (GC) o con 38 % grasa bovina + 0,2% &cido célico (GA) o con
38 % grasa bovina + 2% colesterol + 0,2% acido colico (GCA). En todos los casos, se

generaron “pellets” solidos similares a los que habitualmente ingieren los animales.

Determinacion de los niveles de lipidos en sangre:

Semanalmente y con un ayuno previo de 8 horas, se tom6 una muestra sanguinea a cada
animal, que luego se centrifug6 a 10.000 g durante 10 minutos a 4°C para obtener los
sueros, sobre los que se midieron los niveles de colesterol y triglicéridos empleando Kits
comerciales  (Wiener Laboratorios SAIC, Rosario, Argentina) mediante
espectrofotometria. Los valores de colesterol y triglicéridos (expresados en g/L) fueron

graficados versus los dias de tratamiento.



Procesamiento de muestras y analisis por western blot:

Transcurridas las 2 semanas de tratamiento, los animales fueron sacrificados en una
camara de CO: y decapitados con el empleo de una guillotina. El higado e hipotalamo
fueron disecados y procesados segin Rey y col. [2013]. Las proteinas presentes en las
muestras de tejidos fueron separadas mediante una corrida electroforética empleando
geles de poliacrilamida en SDS (SDS-PAGE) y transferidas a membranas de PVDF.
Dichas membranas fueron bloqueadas (con una solucién de TBS-Tween 0,1% con leche
descremada 5% durante 1 hora a 25°C) e incubadas con el correspondiente anticuerpo
primario (anti LXRa y anti LXRpB) durante toda la noche a 4°C. Posteriormente, se
realizaron lavados luego se las incub6 con un anticuerpo secundario anti-rabbit
(dilucién 1/5000; para LXRa) o anti-mouse (dilucion 1/6000; para LXRp) por 1 hora a
25°C. Mediante quimioluminiscencia (Amersham Biosciences, GE Healthcare Life
Sciences) se determiné la inmunoreactividad empleando films sensibles a la misma. Los
valores de densidad dptica fueron ajustados segun el control de carga realizado con

actina en relacién a los porcentajes respecto del valor obtenido con la dieta control.
Anélisis estadisticos:

Para comparar el efecto de los diferentes tratamientos se analizaron los datos mediante
el andlisis de varianza para comparaciones multiples de una via 0 mas vias (segun el
caso) seguido de analisis por test de Scheffe, Fisher o Bonferroni. Se empled un analisis
por test de "t" apareado, para analisis estadistico de distintos pardmetros dentro de un
mismo grupo y test de “t” no apareado, para las comparaciones de un mismo parametro
entre dos grupos diferentes. Las diferencias entre los distintos grupos se consideraron

significativas cuando los valores fueron p<0,05.
DESARROLLO

En el dia inicial, se registraron los pesos y se tomaron muestras de suero de todos los
animales. Luego, los animales fueron asignados al azar a los diferentes grupos
experimentales: Controles con dieta normal (C), Dieta normal + 38% grasa bovina (G),
Dieta normal + 38% grasa bovina + 2% colesterol (GC), Dieta normal + 38% grasa
bovina + 0,2% 4acido colico (GA) y Dieta normal + 38% grasa bovina + 2% colesterol +
0,2% acido colico (GCA). A los 7 dias de iniciado el experimento, se registro el peso de

los animales y se tomaron muestras de sangre para las diferentes determinaciones



plasmaticas. Finalmente, a los 15 dias, se tomaron nuevamente muestras de sangre, se
realiz6 el pesaje y se sacrificd a los animales. Los tejidos disecados (higado e
hipotalamo) se conservaron a -80°C hasta su posterior procesamiento. Ademas, la

ingesta de alimento fue controlada a diario a lo largo de todo el experimento.

RESULTADOS Y DISCUSION
Cambios en la ganancia de peso corporal y consumo de alimento

No hubo variaciones significativas entre el peso de los animales de los diferentes
grupos, asi como tampoco hubo cambios en la ganancia de peso corporal de acuerdo a

las dietas.

A su vez, no hubo diferencias significativas en la cantidad de alimento ingerido entre

los grupos sometidos a las diferentes dietas.
Niveles séricos de colesterol

Todas las dietas hiperlipidicas produjeron aumentos significativos en los niveles de
colesterol, comparando con los valores de los animales sometidos a la dieta control
(p<0,05). El porcentaje de aumentos obtenido con cada dieta fue de un 7% para GA, un
11% para G, un 22% para GC y un 63% para GCA (Figura 1).



Figura 1: “Variacion de los niveles séricos de colesterol (g/L) a lo largo del tiempo,

segun las dietas.”
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Fuente: elaboracion propia en base a resultados experimentales de los autores.

Figura 1: Variacién de los niveles de colesterol (g/L) a lo largo del tiempo segun las dietas control (C),
dieta normal + grasa (G), dieta normal + grasa + colesterol (GC), dieta normal + grasa + &cido célico
(GA) y dieta normal + grasa + colesterol + acido célico (GCA).*p<0,05.

Niveles séricos de triglicéridos

Todas las dietas hiperlipidicas produjeron aumentos significativos en los niveles de
trilgicéridos, comparando con los valores de los animales sometidos a la dieta control
(p<0,05). El porcentaje de aumento obtenido con cada dieta fue de un 12,3% para GCA,
un 19% para G, un 49% para GA y un 57% para GCA (Figura 2).



Figura 2: “Variacion de los niveles séricos de triglicéridos (g/L) a lo largo del tiempo,

segun las dietas”
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Fuente: elaboracion propia en base a resultados experimentales de los autores.

Figura 2: Variacién de los niveles de triglicéridos (g/L) a lo largo del tiempo segun las dietas control (C),
dieta normal + grasa (G), dieta normal + grasa + colesterol (GC), dieta normal + grasa + acido colico
(GA) y dieta normal + grasa + colesterol + &cido c6lico (GCA).*p<0,05.

Expresion de LXRa y LXRB:

La determinacidon de la expresion de los receptores LXR se realizé s6lo en muestras de
higado e hipotdlamo de los animales sometidos a las dietas C, G y GCA. No hubo
diferencias cuando se evaluo el subtipo o, mientras que si hubo aumentos significativos
del subtipo B en los animales sometidos a la dieta G. En el higado de dichos animales el
aumento en los niveles de LXRP fue de un 36,3% (p<0,05), mientras que en el

hipotalamo fue de un 47,2% (p<0,05; figura 3).



Figura 3: “Porcentaje de expresion de LXRa y LXR[ respecto al control en higado y en

hipotalamo”
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Fuente: elaboracion propia en base a resultados experimentales de los autores.

Figura 3: Porcentajes de los niveles de expresion de LXRa (a, ¢) y LXRp (b, d) en hipotadlamo (a, b) y en
higado (c, d), segun las dietas control (C), dieta normal + grasa (G) y dieta normal + grasa + colesterol +
acido cdlico (GCA). Films representativos de la expresion de LXRa y LXRp en hipotalamo e higado (e).
Las diferencias fueron consideradas significativas cuando*p<0,05.



Discusion:

Dada la importancia que reviste la estrecha relacion entre la hipercolesterolemia y el
desarrollo de diferentes enfermedades, resulta interesante definir los efectos de diversas
dietas hiperlipidicas sobre el sistema nervioso central y el metabolismo hepatico. Es por
ello que en nuestro grupo, se prepararon dietas de diferente composicion y
caracteristicas. De esta manera se obtuvieron dietas con alto contenido de colesterol y/o
con el agregado de una sal biliar (4cido colico) que confiere una mayor captacion y

reabsorcion del colesterol a nivel intestinal.

Con las dietas aqui propuestas, se logré modificar los niveles séricos tanto de colesterol
como de triglicéridos, con mayor o menor impacto. Por otra parte, aunque no se observo
un cambio sobre la expresion del receptor LXRa, si fue posible observar un efecto en la

expresion del receptor LXR involucrado en la remocidn del colesterol circulante.

En base a los resultados obtenidos podria decirse que si bien la dieta GCA produjo un
aumento mayor en los parametros plasmaticos, el &cido cdélico presente se podria estar
metabolizando a un agonista de LXR influenciando la expresion de dichos receptores.
Por otra parte, la dieta G produjo la mayor modificacion en la expresion del receptor

LXRP.

Los resultados aqui presentados, permitirian desarrollar distintos modelos
experimentales como estrategias para modificar diferentes pardmetros, que al mismo
tiempo permiten evaluar las diferentes respuestas que podrian producirse en relacion al

control central del metabolismo lipidico.
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