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Resumen

Introduccién: Las DAF aumentan la expresion de GLUTS8 en hepatocitos y activan la lipogénesis de novo,
desarrollandose higado graso; en tejido adiposo provocan hipertrofia e hiperplasia, pero se desconoce su efecto
en GLUTS de adipocitos.

Obijetivo: examinar el rol de GLUTS8 del adipocito del tejido adiposo epididimal (TABE) en los cambios del
metabolismo lipidico inducidos por DAF en ratones macho Balb/C.

Meétodos: Se trabajé con un grupo control de ratones y dos grupos con DAF (30%, F30 y 50% , F50) por 4
meses (n=3 c/u). Se registro glicemia y peso corporal mensualmente; test de tolerancia a la glucosa, glicemia,
fructosemia y lipidos plasmaticos al término del tratamiento. En TABE se registro el peso total, el tamafio de
los adipocitos, y la colocalizacion de GLUT8 con GLUT4, GLUT12, ATPasa Na*/K* Alpha 1 y LAMP2.
Resultados: En F30 aumentaron los niveles séricos de colesterol total (97%), triglicéridos (88%), HDLc (78%),
glucosa (50,1%), fructosa (81%) e insulina (3,9 veces). El peso del TABE aumentd 2,6 (F30) y 2,9 (F50) veces
y el diametro de los adipocitos 2,2 (F30) y 2,8 (F50) veces. La expresion de los transportadores fue
GLUT4>GLUT8>>GLUT12 en los controles. Las DAFs aumentaron la expresion de GLUT4 (F30: 2,3 y F50:
2,5 veces) y GLUTS8 (F30: 6,6 veces), disminuyeron la de GLUT12 (<1%) y aumentaron la colocalizacién de
GLUT8 con LAMP2 en F30y con ATPasa Na*/K* Alpha 1 en F50.

Conclusiones: El fenotipo obesogénico inducido por las DAF se asocia con una mayor expresion de GLUT4 y
GLUTS8 en los adipocitos del TABE, y una movilizacion de GLUTS al lisosoma y a la membrana plasmatica.
Es necesario dilucidar si esos cambios del adipocito se asocian con mayor captacion de fructosa y/o glucosa,
con hipertrofia, hiperplasia y lipogénesis y con el desarrollo de las alteraciones cardiometabélicas de la

obesidad.

Palabras Claves: Alta fructosa, obesidad, TABE, GLUTS, lipogénesis.



Abstract

Introduction: High Fructose Diets (HFDs) increase GLUT8 expression, activate de novo lipogenesis and
contribute to fatty liver development. In fat tissue, they induce hypertrophy and hyperplasia, but the effect of
HFDs in adipose GLUTS8 is unknown.

Obijective: to examine the role of GLUT8 in adipocytes of epididymal adipose white tissue (eTAB) in DAF-
induced-lipid metabolism changes in male Balb/C mice.

Methods: We worked with a control group and two DAF groups (30%, F30 and 50%, F50) for 4 months (n=3
each group). Glycemia and body weight were recorded monthly, and a glucose tolerance test, glycemia,
fructosemia and plasma lipid levels were measured at the end of the treatments. Total weight and diameter of
eTAB adipocytes as well as colocalization of GLUT8 with GLUT4, GLUT12, ATPase Na*/K* Alpha 1 and
LAMP2 were analyzed.

Results: The F30 treatment increased serum levels of total cholesterol (97%), triglycerides (88%), HDLc (by
78%), glucose (50.88%), fructose (81%) and insulin (3.9 times). The TABE weight increased by 2,6 (F30) and
2,9 times (F50) and the adipocyte diameter 2.2 (F30) and 2.8 times (F50). In control group, the expression of
the transporters was found to be GLUT4>GLUT8>>GLUT12. However, HFDs increased the expression of
GLUT4 (2,3 and 2,5 times) and GLUT8 (6.6 times in F30), decreased the expression of GLUT12 (<1%), and
increased the colocalization of GLUT8 with LAMP2 in F30 and with ATPasa Na*/K* Alpha 1 at F50.
Conclusions: The obesogenic phenotype induced by HFD is associated with increased expression of GLUT4
and GLUTS in eTAB adipocytes, as well as the movilization of GLUTS8 at their lysosome and plasma
membrane. It is necessary to elucidate whether these changes are associated with an increase in fructose and/or
glucose uptake, hypertrophy, hyperplasia, lipogenesis as well as to the development of cardiometabolic
alterations in obesity.

Keywords: High fructose, obesity, TABE, GLUTS, lipogenesis.
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l. Introduccion

1. Epidemiologia de la obesidad.

La obesidad y el sobrepeso se definen como una acumulacién excesiva de grasa, segin rangos de indice de
masa corporal definidos por la OMS y que resultan ser perjudiciales para para la salud (OMS, 2014). En la
actualidad, la prevalencia de sobrepeso y obesidad se ha triplicado desde 1975, lo que ha llevado a catalogarla
como la nueva pandemia del siglo XXI (OMS, 2014). Al respecto, la OMS indica que, en la regién de las
Américas, el 62,5% de los adultos poseen sobrepeso u obesidad, mientras que en Chile, el 74% de la poblacion
sufre de obesidad o sobrepeso (OMS, 2014; ENS, 2016-2017). Dado que la obesidad es uno de los mayores
factores de riesgo para desarrollar enfermedades cardiometabolicas, tales como, diabetes mellitus tipo 2,
hipertensién, sindrome metabdlico, higado graso no alcohdlico, dislipidemias, enfermedad coronaria, entre otro.
Ademads, su mayor prevalencia se asocia con un aumento del riesgo de muerte prematura y/o discapacidad
(Pérez-Campos et al., 2020; Polizos et al., 2021). La obesidad tiene su origen en diferentes factores de riesgo,
siendo los principales: la genética, el sedentarismo y la mal nutricién por exceso. La mal nutricién por exceso
resulta ser la causa mas relevante de obesidad, y se define como un desbalance energético originado por un
aumento en el consumo de calorias, sumado a un bajo gasto energético (Bray et al., 2004). Actualmente, la
ingesta caldrica excesiva se ha relacionado con el consumo de alimentos ultraprocesados ricos en grasas
saturadas y en azUcares simples (sacarosa y fructosa) y de porciones mas grandes (Ozkan et al,. 2019).

En los altimos 50 afios, el consumo de azUcares simples (glucosa, fructosa, sacarosa) se ha triplicado en todo el
mundo (Lustig et al., 2012). Este patrdn es similar al de la prevalencia mundial de sobrepeso y obesidad de la
OMS, Figura 1 (OMS, 2014). En Chile, en particular, se presenta un alto porcentaje de poblacién con exceso
de peso y nuestro pais lidera el consumo de carbohidratos simples presentes en alimentos ultraprocesados,
liderando el consumo mundial de bebidas azucaradas, con una ingesta cercana a las 200 Kcal per capita al dia
(Petermann et al., 2017).

El uso de la fructosa como el principal endulzante de la industria alimentaria ha generado un aumento en su
consumo. La fructosa es un monosacérido que se encuentra de manera natural en frutas y la miel, pero también
forma parte del disacérido sacarosa (junto con la glucosa) y esta presente en el jarabe de maiz en partes iguales

con la glucosa.
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Figura 1. Mapas globales de consumo global de azlcar afiadida (A) e incidencia de obesidad (B) (Lusting

etal., 2012, OMS 2014).
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Debido a la mayor capacidad endulzante de la fructosa, la industria alimentaria ha generado el jarabe de maiz
alto en fructosa (JMAF), que posee 55% de fructosa (Lin, M., et al. 2016). Por ejemplo, en Estados Unidos, el
consumo de fructosa, proveniente principalmente de bebidas azucaradas, ha llegado a superar las 600 Kcal/dia
(Lustig et al., 2012). La situacion resulta ser similar en Chile, el exceso en el consumo de fructosa se asocia con
el consumo de bebidas azucaradas, que se ha triplicado desde 1956 (Petermann et al. 2017). Asi lo evidencia
también un estudio que develd que el consumo de fructosa en los adolescentes chilenos entre 12 y 18 afios
representa 19,7% de la ingesta cal6rica total equivalente a 397 Kcal, méas de la mitad de las calorias aportadas
por azUcares afiadidos que se consumen por persona en EE.UU, llegando hasta 72,6 g/dia (Farias et al., 2020),
lo que representa 47,6 g/dia mas que el consumo recomendado, que es de 25 g/dia (Zago et al., 2017). En linea
con lo anterior, existe evidencia que asocia el consumo crénico y agudo de fructosa con el desarrollo de
obesidad. Por ejemplo, el seguimiento por 8 afios de una poblacion estadounidense (3.682 participantes)
evidencia que el consumo de tres bebidas endulzadas artificialmente por dia se asocia con el doble de
probabilidad de desarrollar obesidad/sobrepeso (Fowler et al., 2008). Lamentablemente, el estudio no detalla el
volumen consumido de las bebidas, que podria estar entre 250 y 750 ml. Adicionalmente, el estudio prospectivo
de Framingham, que realiz6 un seguimiento durante 6 afios sobre una cohorte de tercera generacion, evidencio
que los individuos que beben bebidas azucaradas a diario tenian un 29% mas de Tejido Adiposo Blanco (TAB)
visceral que los no consumidores (Ma et al., 2016). Asimismo, cuando las bebidas endulzadas representaron
25% del requerimiento energético diario por un periodo de 10 semanas en sujetos estadounidenses con
sobrepeso y obesidad (n=32), estos aumentaron la adiposidad visceral, lo que no se observéd en sujetos que
consumieron una bebida endulzada con glucosa isocal6rica (Stanhope et al., 2009). Por otro lado, al evaluar el
efecto de JMAF en particular como aportante del 20% de la ingesta calérica en 28 pacientes diabéticos, se
observd un aumento la produccion de triglicéridos en el plasma e higado, el perfil lipidico y el peso corporal
(Bantle et al., 1992). También existen varios estudios que relacionan el consumo alto en fructosa con la
hipertension arterial, la obesidad, la resistencia a la insulina y la diabetes (Ozkan et al,. 2019). En particular,
dos meta-analisis basados en estudios de cohortes (n=310.819 y n=10.126.754) mostraron que las personas con
una alta ingesta de bebidas azucaradas tienen un mayor riesgo de desarrollar obesidad, sindrome metabélico y

diabetes tipo 2 (Malik et al., 2010; Imamura et al., 2015).
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Por otro lado, también existe evidencia derivada de estudios animales, asi por ejemplo, en ratas albinas Wistar
machos, una dieta de fructosa al 27% por 90 dias, produjo hiperglicemia, hipertrigliceridemia e
hipercolesterolemia, predisponiendo al desarrollo de enfermedades cardiometabolicas e higado graso (Jang et
al., 2022). Adicionalmente, otro estudio evidenci6 que en ratones Wistar machos, una dieta al 60% de fructosa
durante 9 semanas, genera aumento del tejido adiposo visceral y aumento de TG, que se relacionan directamente

con mayor riesgo de enfermedades cardiometabdlicas (Bursac et al., 2014)

2. Absorcion y metabolizacién de fructosa

El metabolismo de azlcares es una de las principales vias de generacion de energia que tienen los mamiferos.
El organismo posee proteinas transportadoras especificas que regulan el ingreso y egreso de azlcares simples
(glucosa, fructosa, galactosa), entre las que se encuentran los transportadores facilitativos de hexosas (GLUTS
y los co-transportadores sodio-glucosa (SGLT). En la actualidad, se han identificado 15 miembros de la familia
de transportadores de hexosas (GLUT 1-14 y HMIT), agrupados en 3 familias, segln su estructura,
especificidad y localizacién subcelular. Especificamente, los transportadores de la clase Il (GLUT5, GLUT7,
GLUT9 y GLUT11) son transportadores de fructosa, junto con GLUT2, de la clase I, y GLUT8 con GLUT12,
de la clase Il (Chadt, A, et al., 2020). Estos transportadores se han identificados es distintos tejidos, como se
describe en la Tabla I.

GLUTS: es el principal transportador de fructosa a nivel intestinal, expresandose a nivel del borde cepillo de
los enterocitos del intestino delgado. Por otro lado, GLUT5 también se expresa en tejido adiposo, renal,
musculo esquelético, testiculos y cerebro (Hernandez et al.; 2019, Farias et al., 2020). En adipocitos, GLUT5
se expresa principalmente durante la etapa de diferenciacién de los preadipocitos, en donde se evidencia la
sobreexpresion de hasta un 40% mas de esta proteina cuando las células fueron cultivadas con 0,3 g/L de
fructosa, como Unica fuente de carbohidratos (Legeza et al.,2014). Asimismo, se ha descrito que adipocitos de
ratas Zucker obesas aumentan 1,8 veces la expresion de GLUTS5 y que se correlaciona con un aumento de 5
veces mas en la captacion de fructosa. Por otro lado, GLUT5 decrece su expresion en membrana plasmatica

hasta 12 veces en ratones obesos de mayor edad y con mayor resistencia a la insulina (Litherland et al., 2004).
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Tabla I.

Transportadores Facilitativos de Hexosas (GLUTS) y los co-transportadores sodio-glucosa (SGLT)

Clase | Proteina Sustratos Localizacion Locus
GLUT1 Glucosa, galactosa, manosa, | Eritrocitos, cerebro, barrera | 1p35-31.3
glucosamina y acido | hematoencefélica
deshidroascorbico
GLLUT2 Glucosa, galactosa, | Higado, intestino, cerebro, | 3q26.2-27
fructosa, manosa y | islotes de Langerhans, rifion
I glucosamina.
GLUT3 Glucosa, galactosa, manosa | Neuronas, Testiculos 12p 17.3
y &cido deshidroascorbico
GLUT4 Glucosa, xilosa, | Tejido  adiposo  blanco, | 17p13
glucosamina y acido | masculo cardiaco y
deshidroascérbico esquelético
GLUT5 Fructosa Intestino delgado, rifion 1p36.2
GLUTY Huérfano 1p36.2
GLUT9 Urato Rin6n, higado, placenta, | 4p15.3-16
1 (GLUTX) intestino delgado, pulmon,
leucocitos
GLUT11 Glucosa, fructosa, é&cido | Corazon, musculo | 22q11.2
(GLUT10) deshidroascorbico esquelético
GLUT6 Glucosa Cerebro, bazo, leucocitos 9934
(GLUT9)
GLUTS8 Glucosa, fructosa, | Testiculos, cerebro, pulmén, | 9
(GLUTX1) galactosa, acido | glandulas adrenales, higado,
11 deshidroascorbico bazo, tejido adiposo pardo
GLUT10 Glucosa, galactosa Corazon, pulmén,higado, | 20g12-13.1
cerebro, placenta, musculo
esquelético, rifién, pancreas
GLUT12 Acido  deshidroascorbico, | Corazon, musculo | 6q 23.2
Glucosa, fructosa esquelético
HMIT Mio-inositol/H+ Cerebro, tejido adiposo 12q11.23
(GLUT13)
GLUT14 Huérfano Testiculos. 12p13.3

Uldry, M., Thorens, B. 2004. The SLC2 family of facilitated hexose and polyol transporters. Pflugers Arch.
2004 Feb;447(5):480-9. doi: 10.1007/s00424-003-1085-0.
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Adicionalmente, se ha descrito que la sobreexpresion de GLUT5 genera un aumento de la diferenciacion de
adipocitos de células 3T3-L1, mientras que su knockdown o el uso de un inhibidor especifico de GLUT5
condujo a una menor diferenciacion de adipocitos blancos (Du et al., 2012). Otro estudio demostrd que la
hipoxia asociada con la proliferacién de los adipocitos induce una mayor expresion de GLUT5, lo que sugiere
que este transportador de fructosa generaria mecanismos locales que permiten la expansion del TAB (Wood et
al,. 2007).

GLUTS: este transportador presenta afinidad tanto por glucosa como por fructosa y se ha asociado al transporte
de fructosa en hepatocitos, al desarrollo de esteatosis hepatica y a la sintesis de lactosa en el Golgi de las células
mamarias (Lizak et al., 2019, Mardones et al., 2016). En hepatocitos, también seria responsable del 25% del
transporte de glucosa, siendo GLUT2 el responsable del 75% restante (Chadt et al., 2020).

En relacién a la participacién de GLUTS8 en la regulacion del metabolismo lipidico hepatico en un contexto de
alta fructosa, el estudio de Novelle et al., 2021 evidencio6 que el silenciamiento de la expresion de GLUTS8 en
hepatocitos y células estrelladas hepaticas, reduce la lipogénesis y aumenta la omega oxidacion de &cidos
grasos. Estos hallazgos se confirman y complementan con los estudios DeBosch et al., 2014 quienes
encontraron respuesta similar al silenciamiento de GLUT8 en hepatocitos, pero, ademas, encontraron que su
sobreexpresion generaba un aumento en la captacién de fructosa y de la lipogénesis.

Ademas de la relacidn entre GLUT8 y el desarrollo de esteatosis hepatica, la evidencia actual deja claro que la
regulacion de este transportador resulta sumamente compleja, dependiendo del tipo celular involucrado. Por
ejemplo, en blastocito GLUT8 es capaz de translocar a membrana en respuesta a insulina y al factor de
crecimiento similar a insulina (IGF1) (Pinto et al., 2002). Por otro lado, en higado, colon, rifién y cerebro, su
expresion es regulada al alza en respuesta a alta glucosa/alta fructosa (DeBosch et al., 2014; Sankar et al., 2002)
y en neuronas del hipocampo, responde a glucosa movilizddose desde Golgi a reticulo (Widmer et al., 2005).
Ademas, en modelo de diabetes mellitus tipo Il (hiperinsulinemia y normoglicemia), aumenten en forma
moderada la expresion del GLUT8 en higado (Gorovits et al., 2003; Schiffer et al., 2005), mientras que en
hipoglicemia, disminuye su expresion en adipocitos y en células del epitelio coridnico de la placenta, no asi en
rifién ni en glandula mamaria (Schiffer et al., 2005; Xiao et al., 2005; Scheepers et al., 2001; Limesad et al.,

2004).
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Especificamente en tejido adiposo, se ha descrito la expresién de GLUTS, junto con GLUT1, GLUT4, GLUTS5,
GLUT10y GLUT12. Cada uno de estos transportadores se expresaria en niveles distintos y en forma diferencial
dependiendo de la localizacion del depésito de tejido adiposo blanco (Wood et al., 2003; Scheepers et al., 2001;
Legeza et al., 2014; Mardones et al., 2021). Por otro lado, Scheepers et al., 2001, en particular, sefial6 que
GLUTS se encuentra principalmente en testiculos y en segundo lugar en TAB. Sumado a lo anterior, Lisinski
et al, 2001, describieron que en cultivo primario de adipocitos, GLUT8 no transloca a la membrana plasmatica
en respuesta a insulina, mientras que Scheepers et al., 2001 encontraron que la deprivacién glucosa reduce los
niveles de ARNm de GLUTS8 en células 3T3-L1 en forma tiempo-dependiente, hasta 64 h.

GLUT12: este transportador de glucosa/fructosa se ha descrito en enterocitos, células musculares, células
renales, células epiteliales mamarias y adipocitos (Pujol et al., 2013; Gil et al., 2020). En las células epiteliales
mamarias de glandula lactante se localiza a nivel basolateral y en enterocitos, en membrana apical.
Interesantemente, en enterocitos se observa que el GLUT8KO aumenta la expresién de GLUT12 en membrana,
y por consiguiente, la absorcidn de fructosa (DeBosch et al., 2012). Adicionalmente, se ha descrito que la
obesidad genera una disminucion cercana al 70% de la expresion de este trasportador en intestino, rifion,
musculoesquelético y TAB (Gil et al. , 2020). En particular en adipocitos de TAB mesentérico, se ha descrito
la localizacion peri nuclear de GLUT12 (Gil et al., 2020). Ademas, se destaca que GLUT12 responde a insuling,
translocando a membrana en el adipocito y responde a leptina y adiponectina, reduciendo su expresion en
membrana plasmatica (Gil et al. , 2019). Por otro lado, en el TAB visceral y en la linea de preadipocitos 3T3-
L1, se describio que el TNF-o y la hipoxia aumenta la translocacion de GLUT12 a la membrana plasmatica (Gil
et al. ,2019). En base a estos datos, se hipotetiza que GLUT12 contribuiria a modular la absorcion de azicar en
condiciones fisioldgicas, proporcionado soporte a GLUT4 en el tejido adiposo (Gil et al. , 2019). En esta linea,
Wood et al., 2003, estudiaron la expresién de GLUT4, GLUT10 y GLUT12 en TAB de distinta localizacién
,TABE, tejido adiposo perirrenal (TABPr)., mesentérico (TABMs), omental /TABOm) y subcutaneo blanco
(TABSc); marrdn interescapular). Los autores encontraron que estos transportadores pueden estar solo en los
adipocitos, solo en el estroma o en ambos componentes del tejido. Adicionalmente, describieron que GLUT12
predomina en TABOm, TABPr y TABMs, pero se encuentra en muy baja expresion en TABE y TABSc. Por
otro lado, GLUT4, predomina en TABPr, TABMs y TABSc, Sin embargo presenta baja expresién en TABOm

omental y TABE (Wood et al., 2003).
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La metabolizacion de la fructosa depende de la concentracidn alcanzada a nivel intestinal. Si esta es inferior a
1 mM, la mayor proporcidn de fructosa se convierte en glucosa en los enterocitos, la cual se transportandose
via GLUT2 y llegando al higado a través de la vena porta donde también es captada via GLUT2. Por el contrario,
si la concentracidn de fructosa intestinal aumenta por encima de 1mM, parte de esta pasa a la circulacion portal,
también siendo transportado por el GLUT2 de la membrana basolateral del hepatocito. Una vez en el higado,
es captada por GLUT2 y GLUTS, donde se metaboliza entre el 50 al 70% (Zhang et al., 2017;Farias et al.,
2020). Adicionalmente, el resto de la fructosa circulante es absorbida y metabolizada por otros tejidos, como el
rifién y el tejido adiposo, gracias a los distintos transportadores de fructosa que expresan (GLUT5, GLUT12)
(Zhang et al., 2017).

La concentracion de fructosa plasmatica que se logra alcanzar una vez ingerida, presenta un comportamiento
distinto al de la glucosa, ya que esta Gltima tiende a mantenerse estable, gracias a la regulacion hormonal por
insulina y glucagon. En este contexto, Farncey et al., 2019, reportaron que en adultos sanos que ingirieron 30,4
g de fructosa, se alcanzd una concentracion de fructosa en plasma en ayuna de 17,9 + 0,6 umol/L, con una
concentracion maxima de 37,3 + 1,4 umol/L a los 30 minutos, y de 35.4 + 1.3 umol/L a los 120 min fue de
Adicionalmente, otro estudio demostr6 que la ingesta de 39,2 g de fructosa en una bebida con IMAF, aumentaba
la concentracién de fructosa de 5,4 uM a 363,4 UM en sangre venosa periférica, durante un periodo de 120 min
(Le etal., 2012). Por otro lado, un estudio preclinico, utilizando ratas Wistar mostr6 que una dosis de 2 g/kg de
fructosa, provoca niveles plasmaticos entre 20 UM y 146 uM, hasta los 60 minutos (Sugimoto et al., 2010).
Asi, en concreto, se ha aceptado que los niveles séricos de fructosa pueden alcanzar hasta 550 uM (Hernandez
et al., 2019).

Como se sefiald, la metabolizacion de la fructosa se realiza principalmente en el higado. Este proceso incluye
una serie de reacciones metabdlicas sucesivas, comenzando con la fosforilacion de la fructosa por la enzima
fructoquinasa C (FFK o hexokinasa C), produciendo fructosa-1-fosfato (F-1-P). Durante este paso se consume
una importante cantidad de ATP, producto de que esta enzima no tiene retroalimentacion negativa, como la
glucoquinasa (Hernandez et al., 2019). Posteriormente, la accion de la enzima aldolasa B sobre F-1-P, genera
fosfato de dihidroxiacetonay gliceraldehido, que son utilizados por la triosa fosfato isomerasa en la
gluconeogénesis. Ademas, el glicerol-3-P participa en la via de lipogénesis de novo, generando Acidos Grasos

Libres (AGL) y Triglicéridos (TG). Una vez que los TG se han formado, son empaquetados en VLDL, asociados
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a apolipoproteina B100 y liberados a la circulacidn (Zhang et al., 2017). Por otro lado, el gliceraldehido puede
formar acetil-CoA por una serie de reacciones, donde participan la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, la
fosfoglicerato quinasa, la fosfoglicerato mutasa, la enolasa, la piruvato quinasa y la piruvato deshidrogenasa.
La acetil-CoA puede ser utilizada tanto en la via para la formacion de AGL o TG, o ingresar al Ciclo del Acido
Tricarboxilico. Otra molécula intermediaria en la metabolizacién de la fructosa es la ceramida, que se genera
desde el metabolismo del acido palmitico (Zhang et al., 2017) (figura 2).

En rifion, la metabolizacién de la fructosa seria similar, mientras que en el tejido adiposo y el musculo
esquelético, la primera etapa la realizara la hexokinasa Il (Burcelin, R., et al. 1993), generando fructosa-6-
fosfato, la cuél puede convertirse en glucosa-6-fosfato y continuar su catabolismo en la ruta de la glucdlisis y
la lipogénesis (Legeza et al, 2017). Al respecto, un estudio evidencié que una concentracion de fructosa entre
1y 5mM provocaba lipdlisis y consumo de CO- en adipocitos de rata aislados, generando CO2, acidos grasos
y glicerol (Bellido et al, 1978), lo que fue confirmado por Varma et al, 2015, utilizando la linea celular de
preadipocitos humanos provenientes de individuos con el Sindrome de Simpson-Golabi-Behmel. En particular,
la generacién de acetil-CoA en el adipocito y en el musculoesquelético, se asocia también con la lipogénesis de
novo, gracias a la accion de la enzima Acetil-CoA-Carboxilasa (ACC) (Legeza et al., 2017; Richard et al.,
2020). En esta linea, Singh, describié que en ratones macho C57BL/6J sometidos a dietas altas en fructosa
(60%) durante 10 semanas, genera acumulacion de lipidos en TABE, acompafiado con aumento significativo
de factores de transcripcion y enzimas que regulan la adipogénesis y la lipogénesis, tales como el receptor
gamma activado por el proliferador de peroxisomas (PPARy), la proteina de unién a elementos sensible a los
carbohidratos (ChREB), la proteina 1 de unién a los elementos regulatorios de esteroles (SREBP-1c) junto con
Acido Grasos Sintasa (FAS) y Acetil CoA Carboxilasa (ACC) (Singh et al., 2022). Por otra parte, para mantener
la homeostasis sistémica, cuando hay un periodo de ayunas, por ejemplo, el adipocito activa el proceso de
lipolisis, en donde la enzima Lipasa Adipocitica de Triglicéridos (ATGL por sus siglas en inglés) tiene un rol
fundamental al iniciar el proceso, el cual culmina con la liberacién de AGL al torrente sanguineo. (Zhang et al.,

2017).
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Figura 2. Metabolismo de la fructosa y lipogénesis de novo en higado, rifién, musculoesquelético y Tejido

adiposo blanco.

Proceso de metabolismo de la fructosa en higado y tejido adiposo, muscular y renal. Se evidencia la
modificacion en el sitio de la fosforilacion de la fructosa para ingresar a la célula. Ademas, se muestra
lipogénesis de novo de los tejidos descritos y metabolitos resultantes inducidos por fructosa. ACC: Acetil CoA
Carboxilasa; DHAP: Dihidroxiacetona Fosfato; DAG: Diacilglicerol; VLDL: lipoproteinas de muy baja

densidad. TG: Triglicéridos. Disefiado en Biorender.com
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En resumen, GLUT8 ha adquirido un rol importante en el metabolismo en los Ultimos afios. Su funcidn se ha
esclarecido principalmente en el higado en condiciones de alta fructosa, donde ha resultado ser un transportador
clave en la lipogénesis de novo, y por ende, en el desarrollo del higado graso no alcohdlico. Ademas, tiene
efectos en la regulacién de la captacion de fructosa en enterocitos e higado. Sin embargo, aun no se conoce con
claridad su funcidn y localizacion en otros 6rganos donde se expresa. Debido su capacidad para regular la
lipogénesis en condiciones de alta fructosa, sumado al desarrollo de obesidad que produce el consumo elevado

de fructosa, nace la necesidad de estudiar GLUT8 en el TABE.

20



2.Pregunta de investigacion.

¢Cual es la participacion de GLUTS en las modificaciones del metabolismo lipidico inducidos por alta fructosa

en adipocitos?

3. Hipotesis
Existe asociacion entre la expresion de GLUTS8 en el adipocito y las modificaciones del metabolismo lipidico
inducidos por alta fructosa.

4. Objetivos

General
Examinar el rol de GLUT8 del adipocito en los cambios del metabolismo lipidico inducidos por dietas altas

en fructosa en ratones machos Balb/C.

Especificos
1. Determinar los efectos de la dieta alta en fructosa a nivel sistémico en ratones machos Balb/C
2. Determinar los efectos de la dieta alta en fructosa en la localizacion y expresién de GLUT8 en los
adipocitos del TABE in vivo.
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5. Materiales y métodos:

5.1 Animales

Se utilizaron 9 ratones cepa BALB/c macho de 3 meses edad adquiridos desde el Instituto de Salud Publica de
Chile. Los ratones se mantuvieron en Bioterio provisto de rack ventilado Ecoflo Allentown, bajo ciclos de 12
horas de luz y 12 horas de oscuridad, a 22°C y temperatura ambiente. Los animales se aclimataron por dos
semanas antes de iniciar el tratamiento con acceso a agua y comida estandar (LabDiet) ad libitum (Del Pozo ,
R., et al, 2021). Los aspectos éticos del trabajo con animales fueron revisados por el comité de Etica, Bioética
y Bioseguridad institucional (norma N° 48/ 2021), regido por las normas bioéticas de ANID.

5.2 Protocolo experimental:

Los ratones se separaron en 3 grupos, incorporando fructosa en el agua de bebida, segun se detalla en la Figura
3. Las distintas concentraciones de fructosa (peso por porcentaje de volumen)fueron administradas en el agua
de bebida.

5.3 Determinaciones mensuales: se controlé el peso total y la glicemia de los 9 animales durante 4 meses. El
peso se midid con balanza Adam Core balance CQT251. La glicemia se determind en sangre venosa de la cola
utilizando bandas reactivas y equipo Accucheck, expresando resultados en mg/dL.

5.4 Test de tolerancia a la glucosa intraperitoneal (TTGIP): luego de 12 horas de ayuno, se les administrd
a los animales un bolo de 30 mg de glucosa intraperitoneal (equivalente a 1 g/kg peso). La glicemia se determiné
en tiempo 0; 0,5; 1; 1,5y 2 horas de la misma forma que la determinacion de glicemia mensual . Los resultados
se expresan en graficos de glicemia versus tiempo y area bajo la curva para cada grupo (Garcia et al., 2013).
5.5 Protocolo Quirudrgico: Al finalizar el TTGI, los animales fueron anestesiados con pentobarbital sédico (2
mg/kg peso i.p). Posteriormente, se procedi6 a hacer un corte longitudinal por capas en el abdomen, exponiendo
la cavidad abdominal. Se realiz6 extraccion de sangre desde la vena cava inferior, prosiguiendo con la
extraccion total del TABE vy el sacrificio del animal por sobredosis del anestésico.

5.6 Pardmetros bioquimicos séricos: Se obtuvo suero de cada animal luego de reposo de la sangre obtenida
por 30 minutos, seguido por centrifugacion a 10.000 rpm por 10 minutos en Centrifuga Biofuge pico Heraeus
Instruments. El suero se almacend a -20°C para la posterior determinacion de los pardmetros séricos por
métodos espectrofotométricos, usando un espectrofotometro Riele 5010 V5+.

5.6.1 Glicemia: se determiné por método glucosa-oxidasa con kit Glucosa PAP Liquiform Labtest. Este método
determina la generacién de antipirilquinonimina por accién de la glucosa oxidasa sobre la glucosa, registrando
absorbancia 490 nm. Los resultados se expresan en mg/dL.

5.6.2 Fructosemia: Se determiné por protocolo Roe modificado (Foreman,et al. 1973). 10 pL de suero y 90
pL de PCA 5% se centrifugaron a 10.000 rpm por 3 min para decantar y extraer el sobrenadante. A 50 pl del
sobrenadante se agregaron 50 L de resorcinol al 0,1% en etanol al 95%, y 150 uL de HCI 30% y se calentaron
aa80°C por 1 hora. Se registro la absorbancia a 410 nm. Los valores de fructosemia se determinaron en relacion
a una curva de calibracion realizada con concentraciones de fructosa entre 5y 25 pg/mL Los resultados se

expresan en pg/dL
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5.6.3 Insulina: se determind usando el kit Rat/mouse Insulin Enzyme Linked-immunoassay sandwich EMD
Milipore. La cantidad de proteina se detecta por reaccion del Enzyme Conjugate con 3,3°,5,5’-
tetrametilbencidina, registrando absorbancia a 450 nm. Los resultados se expresan en ng/mL y se obtienen
interpolando la absorbancia contra de curva estandar.

5.6.4 Triglicéridos: Se determind por método enzimatico por reaccion de punto final con el kit Triglicéridos
Liquiform Labtest. Inicialmente, la lipoproteina lipasa hidroliza los TAG a acidos grasos libres y glicerol; éste
Gltimo es convertido en glicerol-3-fosfato mediante la glicerol quinasa en presencia de ATP. El glicerol-3-
fosfato formado es oxidado por la glicerol-fosfatasa-oxidasa, produciendo peréxido de hidrogeno. La accién de
la enzima peroxidasa sobre el peréxido de hidrégeno en presencia de 4-aminoantipirina y 4-clorofenol, genera
Quinoneimina, que se registra a 505 nm. Los resultados se expresan en mg/dL.

5.6.5 Colesterol Total (CT): Se determiné por método enziméatico con Kit Colesterol Liquiform Labtest. El
método inicia con la hidrolizacion de los ésteres de colesterol por la enzima colesterol esterasa a colesterol libre
y &cidos grasos. El producto final de la reaccion es antipirilquinonimina que tiene una absorbancia méxima a
500 nm. Los resultados se expresan en mg/dL.

5.6.6 Colesterol HDL (cHDL): Se determind por método enzimatico con Kit HDL Cholesterol Liquicolor. El
método inicia con la destruccidn de quilomicrones y colesteroles VLDL y LDL por reaccion enzimatica. Luego,
se determina la fraccion HDL a través de reaccién de enzimas en presencia de surfactantes especificos para
HDL. Luego se realiza registra la absorbancia a 590 nm.Los resultados se expresan en mg/dL.

5.6.7 Colesterol LDL (cLDL): Se determiné segln la formula de Martin (Martin et al., 2013) que considera
valores estandarizados. El célculo se basa en valores cHDL y TG. Los resultados se expresan en mg/dL.

5.7 Procesamiento TABE: se extrajo y se peso el total del TABE de cada animal, para luego separar en 2
fracciones. Una, almacenada en ARN Later a -80°C, para realizar qPCR y otra, almacenada en

paraformaldehido (PFA) 4%, para realizar los estudios inmunohistoquimicos e inmunofluorescencia .

5.8 Expresion de transportadores de glucosa GLUT4, GLUT8 y GLUT12 en muestras histoldgicas

5.8.1 Preparacion histoldgica: Los tejidos fijados en PFA fueron incluidos en parafina, generando cortes de 5
pum. Para eliminar el PFA y deshidratar las muestras, se realizaran dos lavados con Xilol 2 veces por 5 min, 2
lavados de alcohol al 100% por 3 min, 1 lavado con alcohol 96% por 3 minutos, 1 lavado con alcohol al 80%
por 3 minutos, 1 lavado con alcohol al 70% por 3 minutos, un lavado con agua corriente por 5 min y un lavado

con PBS por 5 minutos.

5.8.2 Tincién por Hematoxilina-Eosina y analisis de diametros y areas de adipocitos

En este caso, los cortes fueron tefiidos con Hematoxilina de Mayer por 5 minutos y lavados con agua corriente
por 15 minutos y con agua destilada 1 minuto 2 veces. Luego se realiz6 la tincién con Eosina al 0.2% en Agua
durante 2 minutos. Para realizar la rehidratacion de las muestras se procedio a realizar lavados con alcohol 96%
por 20 segundos, alcohol 100% por 3 minutos 3 veces, xilol 10 min 2 veces. Las preparaciones fueron montar
con Entellan, visualizadas en microscopio ZEISS Axiolab, y fotografiadas con camara Omax A35140U,
utilizando el software ToupView Version 4.1 y aumento 40x y 100x. Para el procesamiento de las imagenes, se

utilizo el software imageJ versién 1.53t calibrado con portaobjeto graduado Motic. Se realizaron mediciones de
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areas en um?de adipocito que mantuviera su estructura y morfologia completa en el campo visual y se midio el
perimetro mayor de cada adipocito, clasificandose en % de adipocitos pequefios (<30 um), % de adipocitos
medianos (30 y 50 um) y % de adipocitos grandes (> 50 pm).

5.8.9 Tincién Inmunohistoquimica por Peroxidasa: En este caso, luego de la deshidratacion de los cortes, se
realiz6 el bloqueo de peroxidasa endégena con H202 al 5% en metanol por 15 minutos. Posteriormente, se
permeabiliz6 con seroalbimina bovina (BSA) al 1% en PBS durante 3 horas a temperatura ambiente y se incub6
con los distintos anticuerpos primarios diluidos en BSA 1% durante una noche en cdmara humidificadas a 4°C,
para luego lavar con tampoén fosfato salino (PBS, 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 8,1 mM Na;HPOQOq, 1,5 mM
KH2POyq; pH 7,4) los portaobjetos durante 2 minutos 3 veces. Se prosiguid con la incubacién en presencia del
anticuerpo secundario correspondiente por 3 horas, seguido de lavado con PBS por 2 min 3 veces (Tabla 2).
Se realizo el revelado con diaminobenzidina (DAB) preparado con 1 gota de DAB en 1 ml de inmunodetector
(Dako). Luego se incubd por 10 minutos en oscuridad, se dej6 escurrir el DAB y se enjuag6 con PBS, para
posteriormente lavar con agua corriente por 5 minutos. Continuando, se sumergieron las preparaciones en agua
destilada y se tifi6 con Hematoxilina de Harris filtrada por 45 segundos, para obtener contratincion nuclear.
Finalmente, se lav6 en agua corriente por 5 minutos, se re-hidrataron las muestras, se montaron con Entellan y
se visualizaron en el mismo microscopio que en el caso de las muestras tefiidas con Hematoxilina- Eosina. Se
tomaron fotografia con cAmara Omax A35140U y software ToupView Version 4.1 a aumento 10x, 40x y 100x.
5.8.5 Cultivo células HelLa: Se trabajé con linea celular HeLa que corresponden a células cancerigenas
epiteliales de Utero humanas para estandarizar el uso de anticuerpos de inmunofluorescencia. El cultivo se
realiz6 en placas con medio DMEM, suplementado con suero fetal bovino 10%, L-glutamina 4 mM, bicarbonato
de sodio 1,5 mg/mL y glucosa 4,5 mg/mL. A cada medio se le adicion6 penicilina-estreptomicina 50 U/mL, y
de ser necesario, Fungizona 1ug/mL (anfotericina B 0,5 pg/mL, desoxicolato de sodio 0,5 pg/mL). La
incubacion de todas las lineas celulares se realizé a 37°C en un ambiente de 5% CO2.

5.8.4 Tincién por Inmunofluorescencia: El protocolo realizado incluye un bloqueo por 1 hora a temperatura
ambiente, seguido por una incubacién con anticuerpos primarios durante una noche en camara humidificadas a
4°C, y posterior lavado con PBS 3 veces durante 2 minutos. La incubacién con los anticuerpos secundarios
correspondientes se realiza por 3 horas a temperatura ambiente, continuando con 3 lavados con PBS por 2
minutos, tincién con DAPI (4,6-diamidino-2-fenilindol, Vector Labs) y montaje con Fluomount-G (Electron
Microscopy Sciences). Se utilizé anticuerpos contra GLUT4, GLUT8, GLUT12 y contra proteinas para
identificar proteina asociada a lisosoma (LAMP2) para lisosomas; y la subunidad alfa de la ATPasa Na+/K+,
para detectar la membrana plasmatica. El detalle de los anticuerpos y sus diluciones se presentan en la tabla Il
Inicialmente, se realizé bloqued con BSA al 1% en PBS durante 1 hora (figura 4A), pero debido a que se
observd un alto grado de autofluorescencia, se exploraron distintas condiciones de bloqueos utilizando
anticuerpo primario contra LAMP2 (1:100) y anticuerpo secundario Alexa-Fluor 594 donkey anti-rabbit (1:200)
(Figura 4C-G). Dado que, junto con disminuir la autofluorescencia, se disminuia la inmunoreactividad, también
se perfundié PBS al TABE recién extraido y se realiz6 recuperacion antigénica de los cortes por inmersién

durante 30 minutos en tampon citrato 0,01 M y pH 6,0 dentro de una vaporera Tristar Model FS-4000. Esta
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Gltima condicion resulté ser la mas adecuada, pues removid los glébulos rojos del tejido, los principales
causantes de la autofluorescencia.

Poteriormente, se realizaron las inmunotinciones de los transportadores de glucosa en TABE en forma
independiente y las co-localizaciones de GLUT8 con GLUT4, GLUT12 y las proteinas de los distintos
organelos. Las preparaciones se visualizaron en microscopio Nikon Eclipse E600 y se fotografiaron en
microscopio multifoton espectral, LSM780 Zeiss del Centro de Microscopia Avanzada de la Universidad de
Concepcion.

5.8.9 Tincion por Inmunofluorescencia en cultivos celulares: células de cancer cérvico-uterino humano
(HeLa) fueron crecidas en medio Eagle modificado de Dulbecco con alta glucosa (pH 7.4), suplementado con
10% (v/v) suero bovino fetal y penicilina/estreptomicina (100 U/ml) a 37°C y 5% CO,. Se realizo la
inmunotincion para los distintos organelos a las 24 horas luego de sembrar 100.00 células sobre vidrios
redondos de 12 mm en placas de 24 pocillos.

Las células fueron fijadas con paraformaldehido al 4% preparado en PBS por 10 minutos, lavadas tres veces
con PBS y permeabilizadas por 10 minutos en Triton X-100 al 0,1%. Luego de tres lavados con PBS, las
muestras se bloquearon por 1 hora con BSA al 1% e incubadas toda la noche con los anticuerpos primarios anti
ATPasa Na+/K+, y LAMP2 segun tabla Il. Las preparaciones se fotografiaron en microscopio Nikon Eclipse

E600 aumento 40 y 100x (ver anexo 2)

5.9 Expresion de transportadores de glucosa a nivel de ARN mensajero

5.9.1 Obtencion de ARN total y sintesis de cDNA: Para la obtencion de ARN total, las muestras de TABE se
mantuvieron congelada a -80°C. Se utilizaron 40 mg de tejido para aislar el ARN con minikit Absolutely RNA
Miniprep (Algilent). Posteriormente se prepar6 el ADNc a través del kit de transcripcion inversa AccuScript
High Fidelity 1st Strand cDNA Synthesis, (Agilent).

5.9.2 PCR Convencional: Se utiliz6 5 L del mix de polimerasa Sapphire Amp Fast (Takara), 0,3 ul de cada
primers forward y reverse por cada gen, 3,6 UL de Agua libre de nucleasas. Los tubos se dividieron en control,
F30, F50 y control negativo (sin ADNCc). Los tubos fueron ingresados a termociclador marca MiniAmpPlus
Thermal Cycler, por 60 minutos. Para estandarizar la reaccién de PCR, se probaron 3 temperaturas de anneling:
50, 55 y 60°C. Para visualizar los productos de amplificacién, se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa
al 1% con 3 pL de intercalante Mastro Safe, (MaestroGen). Se utilizaron 3 temperaturas de 50, 55 y 60°C. En
todos los casos se observo una expresion muy baja o expresion nula, por lo que se optd por realizar gPCR a

temperatura de hibridacion de 60°C, en base a la experiencia con la amplificacion de otros genes.
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Tabla Il

Anticuerpos utilizados en inmunochistoquimica e inmunofluorescencia.

Anticuerpo Compafiia Dilucién Dilucién
Peroxidasa Fluorescencia
GLUT4 Millipore 1:200 1:200
GLUTS Abnova 1:200 1:200
GLUT12 Abcam 1:200 1:100
Subunidad Alfa de la ATPasa Na+/K+ | Novus Biological -- 1:100
(ATPasa)
Proteina asociada a lisosoma  tipo 2 | Proteintech -- 1:100
(LAMP2)
Alexa-Fluor 594 donkey anti-rabbit Jackson -- 1:200
Alexa-Fluor 458 horse anti-goat Jackson -- 1:200
Donkey anti-rabbit peroxidasa Jackson 1:200 -
Horse anti-goat peroxidasa Jackson 1:200 -
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BSA 1% BSA 1% + Perfusion BSA 5% + Perfusién

BSA 1% + CuSO4 500mM SH 1% + CuSOa 500mM

SH 1% + CuS0O2 1 M BSA 1% + RA

Figura 4. Estandarizacion de inmunofluorescencia en TABE:

Se presenta inmunotincién utilizando anticuerpo primario LAMP2 y secundario conjugado con Alexa Fluor
594 en TABE bajo diferentes condiciones. A: bloqueo con BSA 1%, sin perfusion; B: bloqueo con BSA 1%,
perfusién con PBS; C: bloqueo cone BSA 5%, perfusion con PBS; D: bloqueo con BSA 1% y CuSQO4 500
mM , perfusion con PBS; E: bloqueo con SH 1% y perfusion con PBS; F: bloqueo con SH 1% y CuSO, 500
mM; G: bloqueo con SH 1% y CuSO. 1 M; H: blogueo con BSA 1% y CuSO4 500 mM, perfusién con PBS y
RA. TABE: tejido adiposo epididimal, LAMP2: proteina lisosomal tipo 2; BSA: seroalbdmina bovina; SH:
suero humano; RA: recuperacion antigénica. Las imagenes son representativas de cada grupo. La barra

representa 50 pm.
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Las muestras fueron corridas en presencia de 2 pL de buffer de carga Purple Dy. La electroforesis se realizé
en un equipo Major Science, con voltaje 130 v por 30 minutos

5.9.3 PCR cuantitativa en tiempo real: EI RT qPCR se realiz6 con Sybr Select Master Mix (Applied
Biosystems) en termociclador Quant Studio 3, Applied Biosystems Thermo Fisher Scientific. Los tubos se
dividieron en control, F30, F50 y control negativo (sin ADNc) La expresion génica se determiné por el método
de ciclo de umbral comparativo (AA CT) segin, Bustin, 2009 (Bustin, S., et al. 2009). La secuencia de cebadores
se presenta en la tabla siguiente (Tabla II).

5.10 Expresién de resultados y analisis estadistico: los resultados se representan como promedio + desviacién
estandar (X + SD). El analisis estadistico de los resultados fue realizado usando el test one-way ANOVA con
Dunnet’s post hoc Tukey test. Valores de p<0,05 y <0,01 se consideraron como significativos (*) y altamente
significativos (**), respectivamente. Para el caso de determinacion de tamafio/area celular, se procesaron 10
campos por muestras, seleccionando 5 diferentes campos para cada muestra. Para el caso de las
colocalizaciones, intensidad de fluorescencia y determinacion de tamafio/area celular, se procesaron 10 sectores
de diferentes campos para cada muestra, determinando el coeficiente de co-localizacion de Pearson utilizando

el programa ImageJ. Para ese caso, se utilizaron 4-10 ROI donde existiera expresion de GLUTS.
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Tabla I11.

Secuencias de partidores usada en PCR convencional y RT- gPCR.

N° | Gen Partidor (sentido 3’ a 5°) Tamafio producto (pb)
1 GLUTS F: TCTTCATTGCTGGCTTTGCG 179
R: AGATGCTCAGACCCTACGGT
2 GLUT4 F: CACTAGATCCCGGAGAGCCT 165
R: TTATTGCAGCGCCTGAGTCT
3 GLUT12 F: GGAGCTAGCAAAGGCGAACT 144
R: CTGTGTGGAAGGGGACAGTC
4 RACTINA F:AGCCATGTACGTAGCCATCC 227
R: TTCACCACCACAGCTGAGAG

Las secuencias de los partidores se presentan en el sentido 5'->3'. GLUT: transporatdor facilitativo de glucosa,

F: partidor sentido, R: partidor antisentido, pb: pares de bases. GLUTS8: Glucose Transporter 8; GLUT4:

Glucose Transporter 4; GLUT12: Glucosa Transporter 12.
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6. RESULTADOS

6.1 Alteraciones antropométricas asociadas a dietas altas en fructosa

Para conocer los efectos sistémicos del tratamiento de 4 meses con alta fructosa en ratones BALB/c,
se realizaron mediciones antropométricas mensualmente. En el registro del peso mensual, se observa una
tendencia al alza tanto en el grupos control, como en los grupos tratados con fructosa al 30 y al 50 % (F30y
F50) (Figura 5A). Se observa una tendencia a ganar peso durante todo el tratamiento en los tres grupos
experimentales, que resultd ser significativa a 1 y 2 meses para el grupo control (p<0,05) y altamente
significativa para 1y 3 meses en el grupo F30 (p>0,01). Por otro lado, al comparar las diferencias entre grupos
en cada mes de tratamiento, ambos grupos tratados con fructosa presentaron diferencias con respecto al grupo
control al 4 mes de tratamiento (p<0,01 para F30 y p<0,05 para F50). Ademas, al analizar la diferencia entre el
peso corporal al inicio y al término del tratamiento, se aprecia una ganancia de peso significativa en los tres
grupos experimentales (Figura 5B, p<0,01). Complementariamente, se representan los datos como ganancia de
peso mensual (Figura 5C). Junto con observar distinto comportamiento entre grupos y dentro del mismo grupo,
para el grupo F30 hubo diferencia en la ganancia de peso entre el primer y el segundo mes de tratamiento, entre
el segundo vy el tercero y entre el tercero y el cuarto (p<0,05) y con respecto al grupo control entre el primer y
segundo mes (p<0,05). Al determinar la ganancia de peso durante el tiempo total de tratamiento, los grupos F30

y F50 presentaron diferencias significativas con el grupo control (Figura 5D, p<0,05).

Complementando el registro y anélisis de peso corporal, se evaludé el consumo de liquido diario
promedio durante el primer mes de tratamiento en los tres grupos experimentales. En este caso, se observo que
los animales alimentados con fructosa al 50% ingiere significativamente menos volumen de liquido que el grupo
control (4,0+£0,9 v/s 8,2+ 1,4) (p>0,05) (Figura 5E).
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Figura 5. Efectos de dietas altas en fructosa en el peso corporal de ratones BALB/c.

A: Peso corporal mensual; B: Peso corporal al término del tratamiento; C: Ganancia de peso corporal mensual;
D: Ganancia de peso corporal al término del tratamiento; E: Promedio de consumo diario de liquido, * p<0,05
y ** p<0,01, significativo con respecto al grupo control a igual mes de tratamiento; # p<0,05, significativo con
respecto a mes anterior en grupo control, # y ##, significativo (p< 0,05) y altamente significativo (p<0,01)
respecto a mes anterior del mismo grupo (F30). Los valores son expresados como promedio + desviacion
estandar con n=3. F30: fructosa al 30%, F50: fructosa al 50%.
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6.2 Alteraciones en niveles de carbohidratos séricos asociadas a dietas altas en fructosa

Para conocer el efecto de las dietas altas en fructosa sobre los niveles de carbohidratos simples en
ratones BALBY/c, se evaluaron los niveles de glicemia mensualmente y los niveles de glicemia y fructosemia al
final del tratamiento. Ademas, para estudiar el posible efecto de las dietas alta en fructosa en la regulacion de
la glicemia y desarrollo de resistencia a insulina, se realiz6 un test de tolerancia a la administraciéon de 30 mg

de glucosa intraperitoneal al final del tratamiento (TTGI) y determinacién de niveles de insulina.

En la Figura 6A se observa que los niveles de glicemia presentaron un rango entre 84,5y 136,5 mg/dL,
pero sélo resultaron significativamente alterados en el grupo F50 al comparar el cuarto mes de tratamiento con
respecto al control (p<0,05). Por otro lado, al medir los niveles de glicemia al final del tratamiento, se observa
que el grupo F30 presenta un aumento significativo de la glicemia con respecto al grupo control (251,4 + 86,5
mg/dL v/s 127,7+37,2 mg/dL, p<0,05) (Figura 6B). También los niveles de fructosa resultaron
significativamente aumentados en el grupo F30 (16,5+0,71 mg/dL v/s 20,3+1,25 mg/dL.p<0,05) (Figura 6C).

Finalmente, los resultados del TTGI evidencian un comportamiento similar en los tres grupos
experimentales, observando un valor maximo de 159,3 + 47,4 mg/dL a los 30 minutos post-inyeccion de glucosa
(Figura 6D), Sin cambios significativos en todo el test. Por otro lado, al graficar el area bajo la curva generada
por el TTGI, no se observaron diferencia estadisticamente significativa entre los tres grupos experimentales
(Figura 6E). En relacion a los niveles de insulina séricos, se observo aumento de 3,9y 3,2 veces el grupo control

para las condiciones F30 y F50, respectivamente (p<0,01 y p<0,05) (Figura 6F).
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Figura 6. Efectos de dietas altas en fructosa en carbohidratos plasmaticos de ratones BALB/c.

A: Niveles de glicemia mensual; B: Niveles de glicemia al final de tratamiento; C: Niveles de fructosemia al
final de tratamiento; D: Test de tolerancia a glucosa intraperitoneal al final de tratamiento; E: Area bajo la
curva del test de tolerancia a glucosa intraperitoneal. F: Niveles de insulinemia final de tratamiento. * p<0,05y
** p<0,01. Los valores son expresados como promedio * desviacion estandar con n=3. F30: fructosa al 30%,

F50: fructosa al 50%, ABC: érea bajo la curva.
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6.3 Alteraciones en los niveles de lipidos séricos asociadas a dietas altas en fructosa
Para conocer el efecto de las dietas altas en fructosa sobre el metabolismo lipidico en ratones BALBI/c,
se evaluaron los niveles de triglicéridos (TG), colesterol total colesterol (CT), colesterol HDL (cHDL) y

colesterol LDL (cLDL) en plasma al final del tratamiento.

En la Figura 7 se observa que el grupo F30 present6 un aumento significativo en los niveles séricos de
TG, CT y cHDL con respecto al grupo control. Para el caso de los niveles de TG, el aumento fue de 97%
(49,7£23,7 v/s 26,0+8,5 mg/dL, p<0,05) (Figura 7A). Por su parte, los niveles de CT aumentaron un 88%
(101,7+6,4 v/s 63,5£7,8 mg/dL, p<0,05) (Figura 7B), mientras que los niveles de cHDL aumentaron un 78%
(33,0+£1,4 v/s 58,3+6,5 mg/dL, p<0,05) (Figura 7C). No se encontraron diferencias significativas en el caso de
los valores de cLDL (Figura 7D).
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Figura 7. Efectos de dietas altas en fructosa en los niveles de lipidos séricos de ratones BALB/c

A: Niveles séricos de triglicéridos; B: Niveles séricos de colesterol total; C: Niveles séricos de colesterol HDL;
D: Niveles séricos de colesterol LDL. * p<0,05. Los valores son expresados como promedio + desviacion
estandar con n=3. F30: fructosa al 30%, F50: fructosa al 50%., cHDL.: colesterol HDL y cLDL.: colesterol LDL.
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6.4 Alteraciones del TABE asociadas a dietas altas en fructosa
Para conocer los efectos del tratamiento de 4 meses con alta fructosa en el tejido adiposo de ratones
BALB/c, se analizd registro el peso total del TABE al finalizar el tratamiento con fructosa al 30 y 50% y su

histologia.

El registro del peso del TABE completo evidencia un alza significativa en ambos grupos tratados con
fructosa con respecto al grupo control (p<0,01) (Figura 8A). Este aumento alcanz6 1,26 veces para el grupos
F30y 1,55 veces para el grupo F50.

Junto con el registro de peso del TABE, se determind el porcentaje del TABE en relacién al peso
corporal total al final el tratamiento (Figura 8B). En este caso, se observo que en el grupo control el TABE
representa el 1,01+0,16% del peso corporal, mientras que en los grupos F30 y F50, este representa el 2,07+0,33
y 2,30£0,05%, respectivamente (p<0,01). Este aumento en la proporcion TABE/peso corporal representa un
incremento de 1,0 y 1,3 veces para los grupos F30 y F50, respectivamente. El aumento del tamafio del TABE
también se evidencia en la Figura 8C, que presenta las fotografias de una muestra representativa del TABE en

los tres grupos.

En forma complementaria, se analiz6 la microestructura del TABE mediante andlisis de cortes
histoldgicos tefiidos con Hematoxilina-Eosina. Las microfotografias presentadas en la figura 9A evidencian que
las dietas altas en fructosa F30 y F50 provocan un aumento significativo del tamafio de los adipocitos del TABE
expresado como area celular promedio, que representa un aumento aproximado de 2,8 y 3,2 veces
respectivamente (p<0,01, Figura 9B). Como una forma de analizar en mas detalle la distribucion del tamafio
celular en las tres condiciones, se realiz6 también una clasificacion de los adipocitos por tamafio,
considerandolos pequefios (diametro <30 um); medianos (diametro entre 30 y 50 um); y grandes (diametro >50
um). En la figura 9C se evidencia que en los grupos F30 y F50 disminuye el porcentaje de adipocitos pequefios
con respecto al grupo control (p<0,01), y que a su vez presentan significativamente mayor porcentaje de
adipocitos grandes (p<0,05).
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Figura 8. Efectos de dietas altas en fructosa en el peso del TABE de ratones BALBI/c.

A: Ganancia total de peso TABE; B: Relacion entre peso TABE y peso corporal al final del tratamiento. C:
Fotos de TABE total. ** p<0,01. Los valores son expresados como promedio + desviacion estdndar en Ay B
con n=3. En C se presenta una muestra representativa del TABE completo para cada grupo. TABE: Tejido

adiposo blanco epididimal, F30: fructosa al 30%, F50: fructosa al 50%.
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Figure 9. Efectos de dietas altas en fructosa en la histologia del TABE de ratones BALB/c

A: Microfotografias representativas de microscopia Optica con tincién de Hematoxilina-Eosina, barra 100 pm;
B: Porcentaje de adipocitos segln diametros, pequefio (<30 um), medianos (30-50 um) y grandes (>50 pum) en
los 3 grupos experimentales. Los valores son expresados como promedio * desviacion estandar, con n=3 por
grupo y contabilizando 100 células por muestraen By C (n=3 por grupo). * p< 0,05 y ** p < 0,01. F30: fructosa
al 30%, F50: fructosa al 50%.
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6.5 Expresion de transportadores GLUTs en el TABE y sus alteraciones inducidas por dietas altas en
fructosa

Para evaluar las posibles alteraciones inducidas por las dietas altas en fructosa en la expresion de
GLUT4, GLUT8 y GLUTI12 en el TABE, se realiz6 RT-qPCR y ensayos de inmunohistoquimica e

inmunofluorescencia para los tres transportadores.

Los analisis de RT-gPCR revelan que los tres transportadores son expresados en niveles similares en
los adipacitos del TABE, sin presentarse diferencia entre grupos (Figura 10). La inmunohistoquimica muestran
un comportamiento  diferencial complejo (Figura 11). En general, la expresion fue
GLUT4>GLUT8>>GLUT12, aunque en F30 los niveles de GLUT8 fueron mayores que los de GLUTA4, y los
de GLUT12, menores a los de las otras condiciones. En los tres casos ,el patrdn de expresion
predominantemente citoplasmatico, aunque para GLUT4 en F50 y GLUT8 en F30 también se observa expresion

hacia la periferia de la célula.

En los ensayos de inmunofluorescencia, se observa un patron de expresion similar al de los estudios
de inmunohistoquimica (GLUT4>GLUT8>>GLUT12, Figura 12). Para GLUT4, en F30 se observa aumento
en intensidad y células tefiidas, mientras que para F50, aumenta la intensidad y disminuyen las células tefiidas.
Para GLUTS8, aumenta la intensidad de reactividad en zonas celulares discretas para F30 y F50, mientras que,
para GLUT12, disminuyen las células tefiidas en F30 y F50, pero su intensidad es mayor. El patron de expresion
es predominantemente puntiforme, con presencia en la periferia celular en ciertos casos (GLUT4 en F50,
GLUT8 en F30 y GLUT12 en F50). Para analizar la co-localizacion de GLUT8 con GLUT4 y GLUT12, se
realizaron ensayos de inmunofluorescencia con doble marcaje. En las Figura 13, se observa que GLUT8 co-
localiza moderadamente con GLUT4 en el grupo control, sin embargo, en la condicion F30 y F50 co-localiza
fuertemente con ambos, teniendo un aumento significativo en su co-localizacién en el grupo F50. En relacion
con GLUT12, GLUTS co-localiza fuertemente en los 3 grupos, teniendo un aumento significativo en el grupo
F50. El anélisis cuantitativo de la intensidad de fluorescencia revela que GLUT4 aumenta 2,3 veces en F30 y
2,5 en F50 (p<0,01) y GLUTS8 6,6 veces en F30 (p<0,01), mientras que GLUT12 disminuy6 a menos del 1%
en F30y F50 (Figura 14A). Por otro lado, el andlisis de co-localizacién de GLUTS revela valores de coeficiente
de Pearson en el grupo control de 0,474+ 0.09; F30: 0,564+ 0,027 y F:50: 0,694 + 0,096, para GLUT4. Para
GLUT12 revela valores de coeficiente de Pearson para el control de 0,604 + 0,488; F30: 0,652 + 0,116 y F50:

0,748+0,047, indicando mayor co-localizacion en F50 en ambos casos (Figura 14B y 14C).
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Figura 10. Efectos de dietas altas en fructosa la expresién de ARNm de GLUT4, GLUT8 y GLUT12 en
TABE de ratones BALBY/c:

Se presenta resumen de expresion por qRT-PCR normalizado con beta actina. A: niveles de ARNm para
GLUT4 B: niveles de ARNm de GLUTS. C: niveles de ARNm de GLUT12. Datos expresados como promedio
* desviacion estandar de 3 determinaciones diferentes. El control (+) corresponde a epitelio mamario de ratén

y el control (-) a ARN total de TABE en ausencia de la ADN polimerasa. Los valores fueron normalizados en

relacion a la expresion de Ractina.
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Figura 11. Efectos de dietas altas en fructosa la expresion de GLUT4, GLUT8 y GLUT12 en TABE de
ratones BALB/c:

Inmunotincién utilizando anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa, revelado con diaminobenzidina y
contra-tincion nuclear con Hematoxilina de Harris. Se incluye una magnificacion 3x para cada caso. Las
imagenes son representativas de cada grupo. La barra representa 50 um. Los controles (+) corresponde a TAB
mamario (GLUT4 y GLUTS8) y a epitelio mamario (GLUT12). El control (-) corresponde a TABE en ausencia
del anticuerpo primario (anexo 1, Figura S1). F30: fructosa al 30%; F50: fructosa al 50%; control (+): control

positivo, tejido mamario; GLUT: transportador facilitativo de glucosa.
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Figura 12. Efectos de dietas altas en fructosa la expresion de GUT4, GLUT8 y GLUT12 en TABE de
ratones BALB/c:

Se presenta inmunotincion utilizando anticuerpo secundario conjugado con Alexa 488 para para GLUT4 y
GLUT12, y Alexa 594 GLUTS8 con contra-tincion nuclear con DAPI. Las imagenes son representativas de cada
grupo. La barra representa 50 um. Se incluye una magnificacion 3x en cada caso. El control (+) corresponde a
epitelio mamario de ratdn. Los controles (-) se presenta en anexo 2 (Figura S2) y corresponde a TABE en
ausencia del anticuerpo primario. DAPI: 4,6-diamidino-2-fenilindol, F30: fructosa al 30%; F50: fructosa al

50%; control (+): control positivo. GLUT: transportador facilitativo de glucosa.
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Figura 13. Estudio de co-localizacion de GLUT8 con GLUT4 y GLUT12 en adipocitos de TABE de

ratones BALB/c tratados con fructosa.

A: Co-tincién GLUT8-GLUTA4. B: Co-tincion GLUT8-GLUT12. Se utiliz6 anticuerpo secundario conjugado
con Alexa 594 para GLUT8 y con Alexa 488 para GLUT4 y GLUT12, y contra-tincion nuclear con DAPI. Las
imagenes son representativas de cada grupo. La barra representa 50 um. Se incluye una magnificacion 5x en
cada caso. Los controles (-) se presenta en anexo 2 (Figura S2) y corresponde a TABE en ausencia del anticuerpo
primario. DAPI: 4,6-diamidino-2-fenilindol, F30: fructosa al 30%; F50: fructosa al 50%; GLUT: transportador

facilitativo de glucosa.
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Figura 14. Cuantificacion de la intensidad de expresion de GLUT8, GLUT4y GLUT12 y de co-
localizacion de GLUT8 con GLUT4 y GLUT12 en adipocitos de TABE de ratones BALB/c tratados con

fructosa.

A: Cuantificacion de intensidad de tincion. B: Coeficiente de Pearson de GLUT8 y GLUT4. C: Coeficiente de
Pearson de GLUT8 y GLUT12. Los datos son expresados como promedio + desviacion estandar de 5 diferentes
sectores en muestras distintas de cada grupo.* p<0,05 y ** p<0,01 con respecto a condicién control. F30:
fructosa al 30%; F50: fructosa al 50%.
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6.6 Localizacion sub-celular del transportador GLUT8 en el TABE y efecto de dietas altas en fructosa
Para evaluar las posibles alteraciones inducidas por las dietas altas en fructosa en la localizacion sub-

celular de GLUT8 en el TABE, se realizaron estudios de su co-localizacién con la subunidad alfa de la ATPasa

Na+/K+y LAMP2, como marcadores de membrana plasmatica, lisosoma, respectivamente. Estos ensayos de

co-localizacion se realizaron en las tres condiciones de tratamiento.

En primer lugar, en la Figura 15 se observa una co-localizacion fuerte de GLUT8 con el marcador de
membrana plasmatica ATPasa Na+/K+ Alpha 1, que aumenta significativamente en la condicion F50, donde se
presenta mayor inmunoreactividad de GLUTS. Por otro lado, al hacer los ensayos de co-localizacion de GLUT8
con LAMP?2, se observé co-localizacion fuerte con LAMP2 en la condicion control, F30 y F50. Teniendo un

aumento significativo de su co-localizacion en el grupo F30 (Figuras 15y 16).

Los resultados obtenidos de las microfotografias de co-localizacion fueron confirmadas al obtener los
respectivos valores del coeficiente de Pearson (Figura 17). En el caso de la co-localizacién de GLUTS8 con
ATPasa Na+/K+ 1 Alpha, se obtuvo un coeficiente de Pearson de 0,7+ 0,2 para el grupo control; 0,64+ 0,06
para el grupo F30 y 0,79 * 0,03 para el grupo F50 (p<0,05). En el caso de su co-localizacion con lisosomas
(LAMP2), se obtuvo un coeficiente de Pearson de 0,62 + 0,10 para el grupo control, 0,78 = 0,05 (p < 0,05) para
el grupo F30 y 0,52 + 0,10 para el grupo F50.
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Control

Figura 15. Estudio de co-localizacion de GLUT8 y ATPasa Na+/k+ 1 Alpha en adipocitos de TABE de

ratones BALB/c tratados con fructosa.

Se presenta inmunotincién utilizando anticuerpo secundario conjugado con Alexa 594 para GLUT8 y Alexa
488 para ATPasa Na+/k+ 1 Alpha con contratincién nuclear con DAPI. Las imagenes son representativas de
cada grupo. La barra representa 50 um. Se incluye una magnificacion de 5x en cada caso. Los controles (-) se
presenta en anexo 2 (Figura S2) y corresponde a TABE en ausencia del anticuerpo primario. Los controles (+)
corresponden a tejido epitelial mamario para GLUT8 (Figura 12) y células HelLa para ATPasa (Anexo 3,
Figuras S3. DAPI: 4,6-diamidino-2-fenilindol, F30: fructosa al 30%; F50: fructosa al 50%.



DAPI LAMP2 GLUTS

o - - -
- - - -

F50

Figura 16. Estudio de co-localizacion de GLUT8 y LAMP2 en adipocitos de TABE de ratones BALB/c

tratados con fructosa.

Se presenta inmunotincién utilizando anticuerpo secundario conjugado con Alexa 594 para GLUT8 y Alexa
488 para LAMP2 con contratincién nuclear con DAPI. Las imagenes son representativas de cada grupo. La
barra representa 50 um. Se incluye una magnificacién de 5x en cada caso. Los controles (-) se presenta en anexo
2 (Figura S2) y corresponde a TABE en ausencia del anticuerpo primario. Los controles (+) corresponden a
tejido adiposo mamario para GLUT8 (Figura 12) y células HelLa para LAMP2 (Anexo 3, Figura S3),
respectivamente. DAPI: 4,6-diamidino-2-fenilindol, F30: fructosa al 30%; F50: fructosa al 50%; control (+):

control positivo; control (-): control negativo.
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Figura 17. Cuantificacién de co-localizacion de GLUT8 con ATPasa alfa 1 y LAMP2 en adipocitos de
TABE de ratones BALB/c tratados con fructosa.

A: Coeficiente de Pearson de GLUT8 y ATPasa alfa 1. B: Coeficiente de Pearson de GLUT8 y LAMP2. Los
datos son expresados como promedio + desviacion estandar de 5 diferentes sectores en muestras distintas de

cada grupo. * p < 0,05 con respecto a condicion control. F30: fructosa al 30%; F50: fructosa al 50%.
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7. DISCUSION

Nuestros estudios evidencian que un tratamiento de 4 meses con dietas altas en fructosa (F30 y F50) provoca
efectos deletéreos en la composicion corporal y en el tejido adiposo de ratones Balb/C. Estas alteraciones se
asocian con un fenotipo obesogénico, evidenciado por un aumento moderado del peso corporal e hipertrofia del
TABE, acompariados por hiperglicemia, hiperinsulinemia, hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia.
Especificamente a nivel de los adipocitos del TABE, el tratamiento prolongado con dietas altas en fructosa
provoco hipertrofia celular y cambios en la expresion de GLUT8, GLUT4 y GLUT12, destacandose una mayor
expresion de GLUT4 y GLUTS, y la movilizacion de este Gltimo hacia el lisosoma en F30 y hacia la membrana
plasmatica en F50. Los cambios en la expresion y localizacion de estos transportadores podria indicar mayor
captacion de fructosa y/o glucosa por los adipocitos del TABE. Interesantemente, algunos de los cambios se

observaron solo en el grupo F30.

7.1 Las dietas altas en fructosa favorecen el desarrollo de un fenotipo obesogénico en ratones BALB/c

En primer lugar, observamos que los grupos F30 y F50 ganaron 25% mas peso que el grupo control durante los
4 meses de tratamiento, lo cual que acompafiado por una hipertrofia de mas del doble en el TABE. La ganancia
de peso observado en el grupo control, se asocia al desarrollo normal de ratones, dado que comenzaron el
tratamiento a los 2 meses de edad, cuando recién estan alcanzando la madurez sexual. Estudios previos han
evidenciado que no hay ganancia de peso por efecto de una dieta al 60% de fructosa en dos cepas de ratones
distintas, pero con distinta respuesta del tejido adiposo (Novelle et al., 2021; De Bosch et al., 2013). En el caso
de Novelle et al., 2021, que trataron ratones C57BL/6 hembras por 22 semanas, tampoco encontraron cambios
en la distribucidn corporal, mientras que De Bosch et al., 2013, al tratar ratones machos Sv129 machos por 24
semanas, encontraron aumento del 21% peso de la masa grasa y disminucién en un 12% de la masa magra. Por
otro lado, Novelle et al., 2021, reportaron un 50% de aumento de peso del TAB gonadal a las 12 semanas de
tratamiento, sin cambios en TAB visceral y subcutaneo; mientras que, Bursac, et al., 2014, reportaron aumento
de un 40% del TAB del epipldn visceral en ratas Wistar macho expuestas a 60% de fructosa por 9 semanas.
Otro estudio, realizado en ratas Wistar machos, encontr6 que dietas de fructosa al 10 y 60% por 4 y 8 semanas
no afectan el peso de los animales, pero que la concentracién mas alta de fructosa aumento entre 40 y 50% el
peso de los depdsitos de TAB mesentérico, TABsc y TAB retroperitoneal en animales adultos (90 dias de edad),
no asi en animales jévenes (28 dias de edad) (de Moura et al., 2009). Por otro lado, 30. Kovacdevi¢ et al.,
2021, tratando ratas Wistar de ambos sexos con una dieta de 10% fructosa por 9 semanas no encontraron
cambios en peso corporal ni en el tejido adiposo. El desarrollo del tejido adiposo por dietas altas en fructosa ha
sido evidenciado también en otros estudios (Furuhashi et al., 2004; Hernandez-Diascouder et al., 2019; Bursac
et al., 2014). La disparidad del efecto de dietas altas en fructosa en el peso corporal, la composicion corporal y
el desarrollo de distintos depdsitos de tejido adiposo refleja que los resultados no sdlo depende del tiempo de
tratamiento y la dosis administrada, sino que también es influenciada por la especie, la cepa, la edad y el sexo
de los animales tratados (Vila et al., 2011, Reed et al., 2007; Nishikawa et al., 2007). En el caso del efecto del
sexo, se ha descrito una mayor induccién de la fructoquinasa hepatica en ratones hembras, que favoreceria la

metabolizacion de fructosa y sus efectos obesogénicos, influenciado por las hormonas sexuales esteroidales
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(Vila et al, 2011). También se ha descrito que las hembras poseen mayor cantidad de precursores adipociticos
en TAB inguinal y gonadal, que responderian a las dietas hipercaloricas con hipertrofia e hiperplasia (Horwitz
et al., 2023). En nuestro estudio, se usaron ratones BALB/c machos jévenes (2 meses), una de las cepas menos
susceptible a los efectos de las dietas hipercaldricas (Montgomery et al., 2013). A pesar de lo anterior, es posible
que el tratamiento prolongado permitiera ver efectos a nivel del desarrollo del TABE. Lamentablemente, no
evaluamos composicién corporal, ni el comportamiento de otros TAB, que seria interesante de conocer, para
conocer si hay cambios significativos a nivel de la masa grasa y el contenido de agua, y si hay otros TAB que
hipertrofian en nuestro modelo. La ganancia de peso del TABE forma parte del fenotipo adipogénico, ya que
se ha establecido que el TAB perivisceral, en particular la ubicada en el mesenterio y el omento, resulta ser mas
perjudicial que la TABsc, correlacionandose con el aumento en el riesgo de enfermedad metabdlica y
cardiovascular, por lo cual cobra relevancia la determinacion del perimetro de cintura como indicador de
obesidad en humanos(Horwitz et al., 2023; Moreno, 2010) Ademas, en Chile se ha descrito que un 7% de la
poblacion con IMC normal presenta un fenotipo no saludable, asociado a una obesidad central (Fernandez-
Verdejo et al 2020)

Nuestros resultados mostraron que la hipertrofia del TABE fue acompafada de hipertrofia celular.
Histoldgicamente, fue evidente que en el grupo control, el tejido esté bien vascularizado, con abundante matriz
extracelular y con presencia de algunos adipocitos con pequefias gotas lipidicas, que son mas caracteristico de
tejido adiposo beige (Dobner et al., 2017). Por otro lado, en los grupos F30 y F50, el TABE se observd menos
vascularizacion, con reduccion del tejido conectivo y con predominio de adipocitos mas grandes y con una gota
lipidica de gran tamafio, similar lo observado en TAB del epiplén visceral en respuesta a dietas alta en fructosa
(Dobner et al., 2017, Richard et al., 2023). Tanto la fructosa, como los metabolitos de la fructolisis, podrian
ingresar al adipocito, aumentando la lipogénesis y desencadenando su hipertrofia (Legeza, 2017). EI TAB
visceral, en general, posee una funcion de almacenamiento de energia a la forma de TG y su aumento se asocia
con el aumento de la lipogénesis de novo que tiene lugar a nivel hepético al metabolizar la fructosa, y a la
circulacién de lipidos asociados a lipoproteinas y como é&cidos grasos libres (Dobner et al. , 2017, Bursac et al,
2014). Adicionalmente, se ha descrito que otros érganos, ademas del intestino y el higado pueden captar y
metabolizar la fructosa, dentro de los que se encuentra el TAB y el rifién (Bellido, et al., 1978; Zhang et al.,
2017). Estudios anteriores han evidenciado que la expansion del tejido adiposo por dietas hipercaloricas se debe
tanto a la hipertofia de los adipocitos, asociada a la activacion y aumento significativo de enzimas lipogénicas
como Lipina-1 microsomal, FAS y ACC, sumado a una disminucidn significativa de enzimas lipoliticas como
HSL y ATGL en adipocitos (Kim et al 2016). Lo cual gatilla la proliferacion y diferenciacién de los precursores
pre-adipocitos, asociado al incremento de factores de transcripcion adipogénicos, como ChREBP, PPARyy
SREBP-1 (Burséc et al,, 2014; Singh et al., 2022; Hernandez-Diazcouder et al, 2019; Kim, et al., 2016). Sin
embargo, existirian diferencia entre los distintos dep6sitos de TAB, predominando la hipertrofia en los
depositos abdominales inguinales, mientras que en TAB gonadal se presentaria hiperplasia e hipertrofia
(Horwitz et al., 2023). La hipertrofia de los adipocitos se asocia también a la presencia de hipoxia e inflamacion,

asi como a la produccion alteradas de adipoquinas y citoquinas inflamatorias (Dobner et al., 2017). Al aumentar
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la poblacion y el tamafio de los adipocitos, se produce un desequilibrio en el aporte de oxigeno, lo que estimula
la produccion de citoquinas proinflamatorias (Richard et al., 2020). Esto se ve potenciado debido al rapido
agotamiento de ATP, al aumento en la degradacion de purinas por la enzima xantina oxidasa y al consiguiente
aumento del acido Urico (Zhang et al., 2017). Lamentablemente, en nuestro estudio no determinamos
marcadores moleculares de hipertrofia, hiperplasia, lipogénesis, ni inflamacién pero seria interesante de

considerarlo en el futuro.

En relacion a las alteraciones en los parametros bioquimicos séricos inducidos por las dietas altas en fructosa,
evidenciamos que la glicemia mensual presenta una alta variacion entre los grupos, lo que concuerda con varios
otros estudios (Dobner et al. , 2017, DeBosch et al. 2012, 2013, Kovacevic et al., 2021). En el caso del registro
de glicemia al final de cada tratamiento, evidenciamos un aumento significativo en los niveles de glucosa en
sangre los ratones del grupo F30, lo que también concuerda con reportes anteriores (Ozkan et al., 2019). Esto
refleja que la fructosa se metaboliza hacia la formacidn de glucosa, proceso que ocurriria preferentemente en el
higado, pero también en el intestino, el rifién y el TAB (Legeza et al., 2017 Bellido, et al., 1978; Zhang et al.,
2017). La alta variacion en la glicemia mensual podria deberse a que la toma de muestra que realizamos se
hizo en ayuno nocturno y lo recomendado es un ayuno diurno de 4 horas, debido a que los roedores son animales
nocturnos y podrian cursar con hipoglicemia luego de ayuno nocturno (Andrikopoulos et al., 2008, Reid, et al.,
2010). También se describe que los ratones son altamente susceptibles al estrés, su sola manipulacién afecta la
glicemia (Rubio, et al., 2023). Otras posibles causas de la diferencia entre los datos de glicemia mensual y la
del final de tratamiento, puede ser el método de determinacion, la primera se realiz6 con tiras reactivas con
sangre total y la segunda por método enzimatico en suero (Pariente et al, 2017); también podria haber interferido
la presencia de fructosa en ambos casos, como se ha descrito para otros mono y disacaridos (maltosa, xilosa y
lactosa) (Schleis et al., 2007).

Por otro lado, evidenciamos que todos los grupos presentan fructosa en sangre, incluso el grupo control, lo cual
se debio a que el alimento solido administrado posee como ingredientes principales, harina de soja y harinillas
de maiz, que contienen hasta 1g de fructosa por cada 100g, segun lo indica la Asociacién Madrilefia de Pediatria
en Atencion Primaria. (AMPAP, 2014). Adicionalmente, la dieta posee 51,2% de extracto libre de nitrogeno,
que se compone principalmente de almidon y azlcares en forma de mono o polisacéridos. Sin embargo, el
etiquetado nutricional de la dieta usada (5P00 Prolab RMH 3000 de LabDiet) muestra solo un 1,46% de sacarosa
(que también aportaria fructosa a la dieta), y no menciona el detalle del resto de los carbohidratos, por ende no
permite realizar un calculo certero de la cantidad exacta de fructosa que consumen los ratones en base a la dieta
solida (Anexo 4). A pesar de lo anterior, evidenciamos que en el grupo F30 el aumento fue significativo. Existen
diversos estudios que han determinado fructosemia (Sugimoto et al, 2010; DeBosch et al, 2013). Se ha descrito
que la fructosa puede alcanzar hasta los 550 uM en humanos (Hernandez-Diazcouder et al., 2019). Sin embargo,
los ratones de nuestro estudio pueden alcanzaron niveles de 900 y 1.000 uM en el grupo control y F50,
respectivamente, y un valor 22% que el grupo control en el grupo F30 . En esta linea, se han descrito que en
ratones Sv129 los niveles pueden alcanzar valores cercanos a los 2.000 y 2.500 puM cuando se les administraba

una carga de 2 g/kg, con valores en ayuno cercanos a los 200 pM y niveles estables cercanos a 500 uM
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(DeBosch, et al., 2013). Adicionalmente, se evidencio que los niveles de fructosa en ratones C56BL/6, con
dieta estandar pueden estar en el orden de los 300 uM (Lee, et al., 2022). Las diferencias podrian atribuirse a
los métodos ocupados para medir fructosa los cuales no se mencionan o son distintos al utilizado en nuestro
estudio. En nuestro estudio, resulta interesante evaluar los niveles de fructosa y AGL en sangre de vena portay
vena hepatica, para conocer cuanto de la fructosa esta metabolizando en el intestino y en el higado y, cuanto de

ellos se distribuye en la circulacion general.

Al determinar el desarrollo de resistencia a insulina por efecto de dietas altas en fructosa, encontramos que no
hubo cambios en el TTGIP entre los 3 grupos, pero si se evidencié una hiperinsulinemia importante, que fue
mayor para F30, lo que refleja que los animales fueron capaces de regular su glicemia a costa de una mayor
secrecion de insulina y mayor captacion periférica de glucosa. Estos resultados concuerda con experimentos
anteriores en hembras C57BL/6 y machos Sv129, al administrar fructosa al 60% por 22 y 24 meses (Novelle
et al, 2021 DeBosch et al., 2013). Para tratamientos mas cortos (18 semanas), DeBosch et al., 2013, no
evidenciaron diferencias. Al igual que como se discutié en el caso de los cambios de peso corporal y peso de
TAB, las diferencias en los cambios bioquimicos sistémicos entre los distintos estudios podrian atribuirse las
cepas utilizadas, el tiempo de tratamiento y el sexo de los animales (Dobner et al., 2017, Vilaet al., 2011, Reed
et al., 2007; Nishikawa et al., 2007).

Otra alteracién metabdlica sistémica encontrada en los ratones tratados con fructosa fue una dislipidemia,
asociada con aumento de TG, CT, que se acompafiaron por mayores niveles de cHDL en el grupo F30. Los
resultados de CT y TG concuerdan parcialmente con el estudio de DeBosch et al., 2012; sin embargo, en su
caso, también encontraron mayores niveles de cLDL y no evaluaron cHDL. EIl aumento en cHDL del grupo
F30 podria indicar un aumento en la remocién del colesterol circulante y un fenotipo menos dafiino, como
propusieron los mismos autores (DeBosch et al., 2012, 2013). La dislipidemia causada por las dietas altas en
fructosa se asocia principalmente a su metabolizacion hepatica (70%), generando AGL y lipoproteinas
conteniendo TG y colesterol, sin embargo, también el enterocito, el adipocito y el tejido renal metabolizan la
fructosa (Bellido, et al., 1978; Zhang et al., 2017, Legeza et al., 2017). Se ha reportado que el exceso lipidos
y carbohidratos en sangre, provoca una activacion de la adipogénesis en el tejido adiposo, lo que permite la
mantencion de la homeostasis metabdlica (Singh et al., 2022). En particular, la fructosa ingresada al adipocito
puede activar adipogénesis, mediante la activacién de diferentes factores de transcripcion como los de la familia
C/EBP (pCCAAT/viral Enhancer Binding Proteins, por sus siglas en inglés), Factor de Transcripcién tipo
Kruppel 5y 9 (KIf5, KIf9 por sus siglas en inglés), y PPARy (Hernandez-Diazcouder et al., 2019). Asimismo,
fructosa es capaz de activar la lipogénesis en higado y adipocitos , mediante la activacion transcripcional de
enzimas como la ACC y la estearoil-CoA desaturasa-1 (Singh et al., 2022; Hernandez-Diazcouder et al. , 2019).
También se ha observado una asociacion del alto consumo de fructosa con la actividad de la triada 11-p-
hidroxiesterioide deshidrogenasa, hexosa-6-fosfo deshidrogenasa y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa,

promoviendo la lipogénesis (Legeza et al., 2017).

Como se comentd, en varios resultados se evidenciaron mayores cambios en el grupo F30, no en el grupo F50.

Esto, fue asociado a un 50% meno de consumo del liquido de bebida en el grupo F50. Al respecto, Kovacevi¢
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et al, 2021 mostraron que ratas Wistar disminuian el consumo de fructosa, si se administraba en alimento solido,
pero lo aumentaban si se administraba liquido . Por otro lado, Bursai et al., 2014, encontré que ratas Wistar
machos reducian el volumen de liquido ingerido cuando este contenia fructosa, lo que se asocié con activacion
de los mecanismos de saciedad. Si bien nosotros no medimos la ingesta calérica de los animales, datos del
laboratorio de animales tratados con dieta alta en fructosa evidencian que los animales ajustan su consumo de
alimento a su requerimiento energético (Torres, 2023). Por otro lado, observamos, que al administrar fructosa
al 50% en alimento solido (jalea), no hubo diferencia en la cantidad de fructosa ingerida, en relacién con su
administracién en medio liquido (datos no publicados). Por lo anterior concluimos que la menor ingesta de

fructosa en el grupo F50 refleja una activacion de mecanismos de saciedad

En resumen, al analizar nuestros resultados y la evidencia bibliogréafica, concluimos que los animales
desarrollan un fenotipo obesogénico en respuesta a dietas altas en fructosa. Es importante destacar, que, los
resultados se ven influenciados por la especie, la cepa, la edad, el sexo de los animales utilizados, asi como por
la concentracidn de fructosa a administrar, el tiempo y la via de tratamiento. Resultaria interesante medir niveles
de citoquinas y adipoquinas circulatorias, asi como expresion en TABE de factores de transcripcidon que

estimulan la adipogénesis y de enzimas que participan de la fructolisis y de la lipogénesis.

Extrapolando nuestros resultados a seres humanos, resulta relevante indicar la asociacion descrita entre el
consumo de alimentos ultra-procesados ricos en JMAF, como las bebidas azucaradas, y el desarrollo de
obesidad en distintos estudios de meta-analisis y distintos cohortes (Fowler et al 2008; Ozkan et al., 2019;
Hernandez-Diazcouder et al., 2019). Por ejemplo, el consumo de 3 bebidas azucaradas se asocid con una
duplicacion del peso corporal, mientras que la ingesta de 350 ml/dia de bebida endulzada con JMAF produjo
un aumento en la medicidn del circunferencia, indicador de desarrollo de TAB visceral, basado cintura (Fowler
et al 2008; Lin et al., 2016). Otro estudio, encontré que el consumo de 75 g de bebida de fructosa por 12
semanas, llevo al desarrollo de higado graso y expansion del TAB (Taskinen et al., 2017). Por otro lado, el
estudio prospectivo de Framingham correlacion6 el consumo de bebidas azucaradas con un aumento de 29%
enel TAB (Maet al., 2016).

En resumen, es importante destacar que, si bien la OMS recomienda reducir el consumo de azlcares simples al
10% del total de la ingesta caldrica, correspondiente a 27,5 g/dia (Aguero et al., 2015; OMS, 2022; Zago et al.,
2017), en la actualidad, el consumo de fructosa puede llegar hasta los 72,6 g/dia, equivalente a 290,4 Kcal/dia,
lo que corresponde a cerca del 15% de la ingesta cal6rica/dia (Farias et al., 2020). Al respecto, es preocupante
que en Chile se presente una alta incidencia de obesidad y sobrepeso (ENS1016-2017), y, que a su vez, nuestro
pais lidere el consumo de bebidas azucaradas (Petermann et al. 2017), lo que refleja la necesidad imperiosa de
educar a nuestra poblacién, desde etapas tempranas, asi como implementar politicas publicas efectivas que
regulen su consumo. En este sentido, en el afio 2016, se crea la Ley n° 20.606, con el fin de prevenir y evitar el
aumento de la obesidad de la poblacion, controlando el consumo de alimentos con exceso de energia, sodio,
azUcares y grasas saturadas. Sin embargo, a pesar de que hay escasos estudios al respecto, los resultados en la
actualidad no evidencian un efecto preventivo en poblacidn estudiantil (Zurita-Corvalan, et al. 2019), por lo

que se debe continuar buscando estrategias mas efectivas para el control de exceso de peso de la poblacion.
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7.2 Las dietas altas en fructosa provocan cambios en la expresion y localizacién de transportador
GLUTS8 en adipocitos del TABE de ratones Balb/C.

Evidenciamos que GLUT8 se expresa en adipocitos del TABE y que las dietas altas en fructosa provocan
variacion en su expresion y localizacion. Estos cambios se observaron por inmunohistoquimica e
inmunofluorescencia, no asi por qRT-PCR y predominaron en el grupo F30. La expresion de GLUT8 presento
un patrdn intracelular puntiforme, con zonas de patrén lineal cercana al borde celular y colocalizé mayormente
con GLUT4, LAMP2 y GLUT12 en la condicion F30, pero también con ATPasa Na+/K+ en la condicién F50.
En el caso de la expresidn de los otros transportadores, GLUT4, aument6 significativamente en F30 y F50,
mientras que GLUT12, presentd una muy baja expresion en forma transversal, la cual fue incluso menor en F30
y F50.

Estos y otros transportadores de glucosa/fructosa han sido encontrados en tejido adiposo de distinta
localizacion. GLUT4 es el transportador de glucosa més relevante en el tejido adiposo, dado que su
movilizacién a la membrana plasmatica es regulada por la insulina y, asi, es capaz de regular la glicemia, pero
no transporta fructosa (Abel, et al., 2001). Por otro lado, GLUT8 y GLUT12, también han sido encontrados en
TAB de glandula mamaria y en cultivos celulares de adipocitos 3T3-L1 (Mardones et al. , 2021; Scheepeers et
al., 2001, Wood et al., 2003). En el trabajo de Wood et al., 2003, estudiaron la expresion diferencial de GLUTA4,
GLUT10y GLUT12 en distintos TA de ratones CD1. GLUT4 presentd mayor expresion a nivel de ARNm en
TA pardo y menor expresion en TABE y omento; la cual se correlaciono con expresion de la proteina para
TABE, TABSc y TABpr. Para el caso de GLUT12, el ARNm se present6 en niveles similares a GLUT4, con
predominio en TABPr y menor expresion en TABE, TABSc, y TABPTr, pero a nivel proteico, no se presentaron
diferencias entre TABE, TABSc y TABPr. Para GLUT10, predomind su expresion en TABPr, tanto a nivel de

mensajero, como de proteina, destacando una alta expresion en el estroma vascular del TABE.

Nuestro estudio se centré en el transportador de fructosa GLUT8, dado que no existen muchos estudios sobre
su regulacion y funcion de GLUT8 en TAB, aunque se ha establecido que es clave en el desarrollo de la
esteatosis hepética inducida por alta fructosa (DeBosch et al., 2013). Se destaca el reporte de Scheepers et al.
,2001, quienes encontraron que GLUT8 se expresa en preadipocitos 3T3-L1 y que su ARNm aumenta en
adipocitos diferenciados y disminuye con deprivacion de glucosa. Interesantemente, glucosa y galactosa fueron
capaces de revertir el efecto de la deprivacion de glucosa, no asi fructosa o glucosamina, descartando efecto
transcripcional de estos dos Ultimos carbohidratos sobre la expresion de GLUT8. En el mismo trabajo, se
encontro que 12 horas de hipoxia reducen la expresion de GLUTS8 en adipocitos diferenciados. Por otro lado,
en el caso del tejido intestinal, se encontrd que en células CaCo2, disminuye la expresion de ARNm GLUT8 y
GLUTS5 por alta fructosa (60% en dieta y 30% en bebida, 1 y 5 dias de tratamiento), y que, al silenciar GLUTS,
aumenta la expresion de GLUT12 y la captacion de fructosa, lo que revela una asociacién funcional entre ambos
transportadores (DeBosch et al., 2012). La expresion diferencial de GLUT8 en adipocitos bajo las distintas
condiciones puede estar regulada por factores de transcripcion como C/EBP, NF1 (Factor Nuclear 1, por su
sigla en inglés ) y/o PPARYy (Scheepers et al. ,2001). Si bien en nuestro estudio no encontramos variacion de

GLUTS8 a nivel de ARNm, hubo un aumento significativo a nivel proteico en F30 y F50 y mayor colocalizaciéon
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con ATPasa Na+/K+, GLUT4 y GLUT12, proteinas localizadas en membrana plasmatica, segun la literatura
(Augustin et al., 2010). Estos resultados sugieren que GLUT8 tendria un rol importante en la captacion de
glucosa y/o fructosa en el adipocito del TABE, incluso, podria permitir que se priorizara la metabolizacion de
la fructosa como fuente energética, por sobre glucosa, como se sugiri6 anteriormente (Legeza et al., 2014). En
general, GLUTS8 se ha considerado un transportador de glucosa esencialmente intracelular, ubicado en distintos
componentes del sistema endomembranoso (lisosoma, reticulo y Golgi) (Schmidt et al., 2009; Alexander et al.
2021; Chadt et al, 2020; DeBosch et al, 2012; Flessner et al.,2009), incluso en el caso de adipocitos en
particular, GLUT8 exdgeno se localiz6 a nivel intracelular, sin cambiar su expresion en respuesta a insulina,
éster de forbol (activador de proteina kinasa C) o hiperosmolaridad (Lisinki et al., 2001). Previamente, sélo se
habia descrito que GLUT8 se expresa en la membrana plasmatica de los hepatocitos, y que se moviliza hacia la
membrana plasmatica en respuesta a insulina en el caso de blastocitos (Carayannopoulos et al., 2000; DeBosch
et al., 2014). La localizacion intracelular de GLUT8 se ha asociado con la presencia de un motivo dileucina en
el N-terminal, aunque existiria una movilizacién activa de GLUT8 entre los compartimientos intracelulares y
la membrana plasmatica, con participacion de otras proteinas, como la GTPasa plasmatica dinamina (Lisinki et
al., 2001).

Como se habia indicado previamente, GLUT8 es importante en el desarrollo de higado graso no alcohélico
inducido por alta fructosa (DeBosch et al., 2013, 2014; Novelle et al., 2021). Dichos autores encontraron que
los ratones GLUT8KO no desarrollaban esteatosis hepética y que disminuian la expresion de los factores de
transcripcion ChREBP y PGCI1 en los hepatocito. Estos factores de transcripcion regulan la lipogénesis de
novo en higado (DeBosch, 2013). Dado que la respuesta hipertrofica de los adipocitos del TABE a alta fructosa
en nuestro modelo se asocia con mayor expresion de GLUTS, es probable que también dichos factores, junto
con otros y enzimas de la lipogénesis estén sobreexpresadas en TABE de los grupos F30 y F50, facilitando el
almacenamiento de lipidos en el adipocito (Singh et al., 2022). Por otro lado, también se habia descrito que la
administracién de una dieta 60% de fructosa en ratones SVV129, aumenta la expresion de GLUT8 en hepatocitos
e intestino (DeBosch et al., 2012, 2013, 2014).

En relacidn a la regulacion de la expresién en TABE de los otros transportadores de glucosa estudiados, para el
caso de GLUT4, se ha descrito una disminucion a nivel de ARNm en TAB visceral en respuesta a 10 semanas
de tiramiento con dietas altas en grasas, altas en fructosa o la mezcla de ambas, lo cual estaria asociado a una
desensibilizacién a la respuesta a la insulina (Dodner et al., 2017). Dado que en nuestro estudio aumento la
expresion proteica de GLUT4, pero no a nivel de ARNm, es posible que en nuestro modelo (ratones BALBI/c,
4 meses de tratamiento, 30 y 50% de fructosa), la mayor expresion de GLUT4 en los grupos tratados se asocie
con una regulacién postraduccional, reduciendo la degradacion de la proteina y aumentando su estabilidad, algo
de lo que no hay evidencia a la fecha para estas proteinas, pero si en otros casos, como en linea celular de
meduloblastoma humano (Vogel, et al. 2012). Para el caso de GLUT12, se ha descrito que su expresion
disminuye en tejido adiposo y cultivo celular de fibroblastos 3T3-L1 respuesta a hipoxia, leptina, adiponectina,
TNFalfa y acido docosahexaenoico, mientras que aumenta su expresion y transloca a membrana en respuesta

a insulina (Gil-l1turbe et al., 2019). La hipoxia, las adipoquinas, las citoquinas proinflamatorias han sido
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asociadas con dietas hipercaléricas y con obesidad (Gil-Iturbe et al., 2019; Scheepers et al., 2001; Singh, et al.
2022), por lo que pueden influenciar la baja expresion de GLUT12 observada en respuesta al tratamiento con
fructosa en nuestro estudio. Por otra parte, se encontr6 un aumento de 5 veces la expresion de GLUT12 al tratar
células CaCo-2 por 48 hrs con 500 mM de fructosa (DeBosch et al., 2012), reflejando una respuesta tejido-

dependiente de este transportador.

Existen otros transportadores de glucosa que se han estudiados en contexto de alta fructosa, destacando GLUTS5,
que es el transportador mas importante de fructosa y se expresa principalmente en el enterocito y las células
espermaticas, pero que también se expresa en el adipocito (Litherland, et al. 2004). Al respecto, se ha descrito
gue GLUT5 aumenta un 40% en su expresion durante la diferenciacién de los adipocitos en la linea celular
3T3-L1 cuando hay presencia de 0,3 g/L de fructosa (Legeza B, et al, 2014), mientras que su localizacion en
membrana plasmatica disminuye 12 veces en ratones obesos y con resistencia a la insulina expuestos a fructosa
(Litherland et al, 2004). En células CaCo-2 se ha observado que el aumento en GLUTS5 se debe a una mayor
estabilidad del ARNm mediado por sefiales dependientes de AMPc y de la proteina que interacciona con la
proteina de unidn a poliadenilacién (Gouyon et al, 2003). Para el caso de GLUT10, se ha documentado que los
polimorfismos en su secuencia génica podrian influenciar la respuesta a dietas altas en grasas, disminuyendo la

adipogénesis a través de la desmetilacion del ADN en regiones promotoras especificas (Jiang et al., 2020).

En resumen, el tratamiento de ratones BALB/c con dietas altas en fructosa por 4 meses induce un fenotipo
obesogénico asociado con una mayor expresion de GLUT4 y GLUTS en los adipocitos del TABE, y con una
mayor localizacion de GLUTS en lisosomas y a nivel de su membrana plasmética. Los cambios en la expresion
y localizacidn de estos transportadores podria indicar mayor captacion de fructosa y/o glucosa por los adipocitos
del TABE, favoreciendo en ellos la hipertrofia, la hiperplasia y la lipogénesis y el riesgo de desarrollar

enfermedades cardiometabdlicas asociadas a obesidad.

Proyectamos que en un futuro se puede complementar este estudio evaluando el efecto de las dietas altas en
fructosa en otros tejidos adiposos viscerales y/o subcutaneos e in vitro en preadipocitos y/o adipocitos tratados
con alta fructosa. Adicionalmente, creemos interesante evaluar la produccion de adipoquinas, enzimas y
factores de transcripcion que regulan el metabolismo de la fructosa y de la glucosa, y los procesos de
adipogénesis, lipogénesis y lipolisis. Sumado a lo anterior, seria interesante evaluar los efectos inflamatorios
gue se podrian estar produciendo en el TABE por efecto de dietas alta en fructosa, utilizando la medicién de

enzimas antioxidantes y citoquinas inflamatorios.

57



Dieta Alta en Fructosa

1,26 veces Variable F50

Peso corporal

w2

Peso TABE

Glicemia

Fructosemia

Insulinemia

Trigliceridemia

Colesterol Total

cHDL

cLDL

~»»»=»»»»§
=
2

Figura 18. Resumen de efectos sistémicos de dietas altas en fructosa y en TABE de ratones BALB/c
macho.
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9. Anexos.

9.1. Anexo 1
GLUT4 GLUTS GLUTI12
Control (-) \
Zoom x3

Figura S1 Controles (-) de la expresion de GLUT4, GLUT8 y GLUT12 en TABE de ratones BALB/c:

Inmunotincién en ausencia del anticuerpo primario, utilizando anticuerpo secundario conjugado con
peroxidasa, revelado con diaminobenzidina y contra-tincién nuclear con Hematoxilina de Harris. Se incluye
una magnificacion 3x para cada caso. Las imé&genes son representativas de cada grupo. La barra representa 50

pm. Control (-): control negativo. GLUT: transportador facilitativo de glucosa.
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9.2 Anexo 2.

GLUT4 GLUTS GLUTI2

o - - - -

Figura S2. Controles negativos de la expresion de GUT4, GLUT8y GLUT12 en TABE de ratones BALB/c

: Se presenta inmunotincidn utilizando anticuerpo secundario conjugado con Alexa 488 para para GLUT4 y
GLUT12, y Alexa 594 GLUT8 con contra-tincién nuclear con DAPI. Control (-) corresponde a TABE en
ausencia de anticuerpo primario de GLUT4, GLUT8 y GLUT12, respectivamente. Las imagenes son
representativas de cada grupo. La barra representa 50 um. DAPI: 4,6-diamidino-2-fenilindol, control (+):

control positivo. Control (-): control negativo. GLUT: transportador facilitativo de glucosa.
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9.3 Anexo 3

Zoom 5x

Ix
E

ATPasa
o m .
. (-‘ .

Figura S3. Controles positivos y negativos de ATPasa Na+/k+ Alpha 1, LAMP2, en células epiteliales de
atero humano (HelLa).

Se presenta inmunotincién utilizando anticuerpo secundario conjugado con Alexa 488 para ATPasa Na+/k+
Alpha 1, LAMP2, con contratincién nuclear con DAPI. Los controles (+) corresponden a células epiteales de
Gtero humano (HeLa). Las imagenes son representativas de cada grupo. La barra representa 50 um. Se incluye
una magnificacion de 5x en cada caso. DAPI: 4,6-diamidino-2-fenilindol; control (+): control positivo; control

(-): control negativo.
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9.4 Anexo 4.

Prolab® RMH 3000
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Ciobale, ppm. - Loidl
lodine, ppem. . oo
Chromium lﬂ:ldod-, |1r|m T
.lvdLI'HIHﬂ,FFIm. S T 1

-1
- 1My
14

Vitamins
I"Jn'l(um,prun. e
Vitamin K, ppm . ...
Ribofavin, Ppm
MNiacin, [P - -
Pantothenic .\:ld ppme. ..
Choline, ppm. . ...
Folie Acid, Ppm
Prodoxine, ppm . ...
Biotin, ppm ........
B megikg. ...
Vitamin A, TU .
Vitaman I}, (added), IU/gm ...
Vitaman B, IWikg ... ... .
Aseorbic Acid, mg/gm ... 00

Cahrlﬂ-ptmfded by
Prostein, ¥a . .

Far (ether extracs
Carbobydmtes, % ...

1. Foemulation based on caloulated
walues from the latest ingredient
analysis information.  Since nuirient
compasition of natural ingrediens
wares and some nuinent loss all
occur due b manufcranng process-
s, analvsis will differ sccordingly.

2 Mutrients expressed as percent of
mtion except where otherwise indi-
cabed. Mipisture content is assumed
o be 1LY for the purpose of
calculabons.

3 NDF = approximately cellubose,
hemi-cellubose and hgnin

4. ADF = approximately cellulose
and lignan.

5 Physsodogical Fud Value (keal/
g = 3um of decimal fractions of
proten, far and carbo- hydare (use
Nitrogen Free Exomct) x 4,94 keal /
g respectivele

MNOTE: When assayed, actual
bevels may vary from calculated
walues.
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