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INFORMACION DEL CENTRO

Los resultados presentados en este Trabajo de Final de Grado (TFG) han sido obtenidos durante
mi estancia de practicas extracurriculares en uno de los proyectos de investigacién del grupo de
Nutrigendmica del Departamento de Bioquimica y Biotecnologia de la Universidad Rovira i Virgili

(URV).

El grupo de Nutrigendmica se encuentra dirigido por Maria Begofia Muguerza Marquinez y esta
formado por doctores, investigadores postdoctorales y estudiantes de doctorado del

Departamento de Bioquimica y Biotecnologia de la URV.

El objetivo principal del grupo es el estudio del disefio de alimentos funcionales para prevenir y
paliar enfermedades metabdlicas, como la obesidad y la hipertension, entre otras. En la
actualidad, el grupo tiene varias lineas de investigacion activas y en una de ellas fue donde pude
realizar mi TFG. En concreto, me centré en la evaluacién de los efectos de compuestos fendlicos,
proantocianidinas, sobre la obesidad. Las proantocianidinas son compuestos bioactivos que se
encuentran presentes en varios alimentos, donde mi proyecto se centrd en la evaluacion de un
extracto de proantocianidinas de semillas de uva (GSPE) contra la obesidad, ya que el grupo de
Nutrigendmica destaca por tener una gran experiencia investigando los efectos bioldgicos de las

proantocianidinas.

CONTEXTUALIZACION DEL TFG

La realizacion de las practicas extracurriculares se vio afectada por la crisis del COVID-19,
originando cambios en el desarrollo de los ensayos previstos. Al no poder ir al laboratorio por
cuestiones de seguridad, la metodologia de la retrotranscripcidon y de la PCR cuantitativa a

tiempo real (RT-gPCR) fueron realizadas por la estudiante de doctorado Marina Colom Pellicer.



RESUMEN

La obesidad es una enfermedad causada por una acumulacidn excesiva o anormal de grasa
corporal. Se produce una expansién del tejido adiposo blanco (TAB) que origina alteraciones
metabdlicas que suponen un gran riesgo para la salud y contribuyen al desarrollo de
enfermedades metabdlicas como la diabetes tipo Il. Las proantocianidinas, flavonoides mas
abundantes en la dieta humana, mejoran estas alteraciones metabdlicas relacionadas con la
obesidad. El objetivo de este estudio fue evaluar los efectos beneficiosos de un extracto de
proantocianidinas de semillas de uva (GSPE) sobre la fisiologia y el metabolismo lipidico del
tejido adiposo blanco inguinal (TABi) dependiendo del fotoperiodo en el que el GSPE fue
administrado (18, 12 o 6 h de luz/dia). Nueve grupos de ratas Fischer 344 expuestos a los
correspondientes fotoperiodos fueron alimentadas con dieta estandar (STD) o de cafeteria (CAF)
durante 5 semanas. Durante las siguientes 4 semanas, las ratas CAF fueron suplementadas con
GSPE o vehiculo (VH) y los animales con dieta STD con VH. Se realizé un analisis histoldgico del
TABi para determinar el efecto del GSPE sobre la morfologia de los adipocitos. Ademas, se
evalud el efecto del GSPE sobre la expresion de genes implicados en el metabolismo lipidico del
TABi mediante RT-qPCR. Los resultados histolégicos no mostraron un efecto significativo del
GSPE sobre la morfologia del TABi asociada a la obesidad inducida por la dieta en ningun
fotoperiodo analizado. No obstante, el GSPE modulé de manera diferente la expresidn de genes
implicados en el metabolismo lipidico del TABi dependiendo del fotoperiodo. En conclusion, las
proantocianidinas y otros polifenoles podria modular la funcionalidad del tejido adiposo de

manera diferente dependiendo del fotoperiodo en el que se consumen.

Palabras clave: obesidad, TABi, GSPE, fotoperiodo, metabolismo lipidico, dieta de cafeteria
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1. INTRODUCCION

1.1 OBESIDAD
La obesidad es una enfermedad crdnica causada por una acumulacién excesiva o anormal de
grasa corporal, siendo un gran riesgo para la salud humana. Esta enfermedad se caracteriza por

un desequilibrio energético entre la ingesta de alimentos y el gasto de energia corporal [1][2].

Actualmente, la obesidad se ha convertido en la principal epidemia del siglo XXI segun la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) [3][4][5]. Es mas, en 2008 la obesidad y el sobrepeso
afectaban aproximadamente a 1,500 millones de personas en el mundo, dato que ha ido
incrementando lo largo de los afios. En la actualidad, se estima que casi 2,000 millones de
personas padecen obesidad o sobrepeso. Asimismo, se estima que en 2030 aproximadamente
2,1600 millones de personas padezcan sobrepeso y 1,120 millones sean obesas en todo el
mundo [6]. Por tanto, la obesidad se ha convertido en un grave problema de salud publica, ya
que las personas que padecen dicha enfermedad presentan un elevado riesgo a desarrollar una

amplia variedad de enfermedades metabdlicas [2][7].

Entre los principales factores responsables del aumento de la obesidad destacan los cambios
tecnoldgicos, ya que cada vez se requiere menor gasto energético, realizando una vida
sedentaria tanto en actividades profesionales como personales diariamente. Otro factor a tener
en cuenta, son los cambios producidos en el sistema alimentario durante las Ultimas décadas
qgue han propiciado una mayor prevalencia de obesidad y sobrepeso en la poblacién mundial.
En este contexto, se destaca un aumento de la ingesta de alimentos de origen animal vinculado
con una ingesta excesiva de grasas saturadas y una reduccion de la ingesta de alimentos de

origen vegetal en la dieta, alimentos de importante fuente nutricional [6].

La obesidad es uno de los principales trastornos metabdlicos del sindrome metabdlico (MetS).
El MetS se caracteriza por un conjunto de factores interrelacionados como obesidad,
hipertensidn, resistencia a la insulina y dislipidemia, entre otras enfermedades. Es por ello, que
con la aparicion de estos factores se incrementa el riesgo de padecer diabetes mellitus tipo Il
(T2DM), artritis, enfermedad del higado graso no alcohdlico (NAFLD), enfermedades

cardiovasculares (CVD) y varios tipos de cancer como cancer de pancreas o de esofago [2][4][8].



A medida que se aumenta la obesidad, se incrementa el riesgo a padecer varias enfermedades.
Por ello, la obesidad juega un papel primordial en el desarrollo de factores de riesgo de distintas

enfermedades (Figura 1) [2][7].
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Figura 1. Efecto de la obesidad en varias enfermedades metabdlicas. Esta alteracion metabdlica induce el sindrome
metabdlico (MetS) y puede contribuir al desarrollo de enfermedades digestivas y de cdncer. Abreviaturas: Gl,
gastrointestinal; NAFLD, enfermedad no alcohdlica del higado graso; GERD, enfermedad por reflujo gastroesofdgico;
BE, esofago de Barrett; VHC, virus de la hepatitis C; EAC, adenocarcinoma esofdgico; HCC, carcinoma hepatocelular

[9].

Entre las estrategias recomendadas para la prevencidn de la obesidad destacan las
intervenciones en el estilo de vida, en concreto sobre la dieta y la actividad fisica con el fin de
controlar el equilibrio energético. No obstante, los avances mas novedosos destacan la
modulacién de la ingesta de alimentos y gasto energético en el ambito de la nutricién a través

del disefio de nuevos alimentos funcionales [10].

1.2 TEJIDO ADIPOSO

El tejido adiposo es un tejido conectivo compuesto por diferentes tipos de células,
principalmente por adipocitos, cuya principal funcidn es el almacenamiento lipidico y el resto
son macroéfagos, células endoteliales, fibroblastos, preadipocitos, células estromales y otras
células inmunes, coordinadas para la secrecién de citoquinas y varias hormonas

[11][12][13][14].



Los adipocitos se caracterizan por almacenar el exceso de energia en el organismo procedente
de la dieta en forma de lipidos y en condiciones de déficit de nutrientes, a través de la lipdlisis
suministran nutrientes a otros tejidos [15]. Ademas, estas células tienen un papel fundamental
en la regulacion de numerosas funciones bioldgicas, como la reproduccidn, el equilibrio
energético y la inflamacidn. Este tejido es uno de los principales érganos endocrinos, ya que
secreta una gran variedad de hormonas denominadas adipocinas, como la leptina y la
adiponectina, que juegan un papel fundamental en el metabolismo energético de los mamiferos

[13][16].

En los seres humanos, el tejido adiposo representa entre un 10-30 % del peso corporal en
condiciones sanas mientras que en situaciones de obesidad puede representar hasta el 70 % de
masa corporal [2]. Asimismo, el exceso de adiposidad asociado a la obesidad provoca
alteraciones en el equilibrio energético y en varios procesos fisioldgicos, pudiendo llegar a

desarrollar enfermedades metabdlicas, como T2DM, dislipidemia y CVD [2][13][17].

La adipogénesis es el proceso de diferenciacion de los adipocitos maduros a partir de las células
precursoras, donde participan una amplia variedad de factores de transcripcién como el
peroxisome proliferator activated receptor y (PPARy), un factor critico proadipogénico. Otros
factores de transcripcidén que intervienen en la maduracién adipocitaria son varios miembros de
las familias C/EBP, IRF, STAT y SREBP. Ademads, es necesario un control endocrino de la
adipogénesis, como las hormonas tiroideas. Por ejemplo, la triyodotironina (T3) que produce la
induccion de la diferenciacion de los adipocitos marrones mientras que las hormonas
esteroideas regulan el desarrollo y distribucion de las reservas energéticas. Por otro lado, se
destaca la participacidon en la adipogénesis de otras hormonas como las citoquininas y las
hormonas peptidicas y también el papel que tienen los microARN (miRNA). Es por ello, que la
adipogénesis es una maquinaria biolégica muy compleja en la que participan diversos factores
de transcripcidn y sefiales bioquimicas para la formacién y modificacién de los adipocitos del
tejido adiposo [2][14][18]. Respecto al origen de cada uno de los diferentes tipos de adipocitos

se detalla a continuacion dependiendo del tejido adiposo en cuestion.

Principalmente el tejido adiposo se clasifica en tres tipos: blanco (TAB), marrén (TAM) y beige o

brite segun sus diferentes estructuras y funciones bioldgicas. Los adipocitos regulan una amplia
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variedad de funciones bioldgicas que pueden verse alteradas en diferentes situaciones, como la

obesidad o exposicidn de bajas temperaturas [11][13].

Estructuralmente, los adipocitos blancos destacan por ser uniloculares con un nucleo
descentralizado, grandes reservas de lipidos. Por el contrario, los adipocitos marrones son
multiloculares con un nucleo centrado, pequefias gotas lipidicas y con mayor cantidad de
mitocondrias que los adipocitos blancos, que le proporcionan su color marrdn caracteristico
mientras que los adipocitos beiges son parecidos a los adipocitos blancos, ya que se encuentran
en él, pero con ciertos estimulos adquieren un fenotipo similar a los adipocitos marrones (Figura

2) [11][13][19].

Adipocytes

H-E stain

Figura 2. Adipocitos de los tejidos adiposos blanco, marrén y beige o brite (microscopia de luz con tincion de

hematoxilina-eosina (H-E stain)) [11].

La principal funcion del TAB es almacenamiento y distribucién de energia en el organismo [19].
La energia almacenada dentro de los adipocitos blancos se encuentra en forma de
triacilglicéridos (TAG) en las gotas lipidicas, estas gotas ocupan aproximadamente el 90 % del

espacio citoplasmatico desplazando el ntcleo del centro de la célula [2].

En situaciones de exceso de nutrientes, los adipocitos blancos sufren una hipertrofia con el fin
de aumentar el tamafio de los adipocitos y una hiperplasia para aumentar su numero,
expandiendo asi el tejido adiposo, llegando a aumentar su didmetro de 30 um a 230 um.
Mientras que en situaciones de ejercicio o ayuno se produce la movilizacién de dichas reservas
energéticas hacia otras partes del cuerpo para el desarrollo de las funciones bioldgicas

correspondientes [19].
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El origen de estos adipocitos se produce a partir de la diferenciacion de las células madre
mesenquimales (CMM), dando lugar a células del factor regulador miogénico 5 - (Myf5 -) que a
su vez estas originan los preadipocitos que dan lugar a adipocitos maduros en el proceso de
adipogénesis. Durante estas vias de sefializacién, se destaca la participacién de reguladores
transcripcionales de la adipogénesis como el PPARy, y miembros de la familia de las proteinas

CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP) como C/EBPay C/EBPP [2][12].

El TAB se clasifica en dos tipos principales de depdsitos, el TAB visceral (TABv) y el TAB
subcuténeo (TABs), destacando el tejido adiposo blanco inguinal (TABi) un tipo de TABs (Figura
3). Ambos tejidos se encuentran correlacionados con los desordenes metabdlicos como la T2DM
o la resistencia a la insulina, pero difieren en diversas funciones. Por ejemplo, el TABv presenta
una lipolisis mas activa que en TABs en respuesta a la represion de la lipdlisis por la insulina y las

catecolaminas [8].

EI TAM al igual que el TAB se origina a partir de las CMM, mayoritariamente a partir de las células
Myf5 + a diferencia del TAB que es a partir de Myf5 - . Las Myf5 + dan lugar a preadipocitos
marrones que a su vez origina adipocitos marrones maduros. Sin embargo, se han descubierto
adipocitos marrones en varias zonas del organismo como el musculo esquelético donde estos

adipocitos marrones provienen de células Myf5 - [11].

Como se ha comentado anteriormente, los adipocitos marrones son mas pequefios que los
adipocitos blancos, pero presentan una gran cantidad de mitocondrias con una elevada tasa de
respiracion que junto con los pequefios depdsitos de lipidos facilitan la produccidn de calor a
partir de los acidos grasos, proceso bioquimico denominado como termogénesis no adaptativa.
El TAM es un tejido muy activo metabdlicamente que estd muy vascularizado e inervado por el
sistema nervioso simpatico y su funcién principal en TAM es la termogénesis. En situaciones de
frio, se estimula la produccion de calor a través de la termogénesis no adaptativa con la finalidad

de mantener la temperatura normal del cuerpo [2][13][14].

En la termogénesis no adaptativa participan una amplia variedad de factores como el
monofosfato de adenosina ciclica ((AMP) o de la carnitina palmitoiltransferasa 1 (CPT1). No
obstante, cabe destacar el papel fundamenta de la proteina de desacoplamiento 1 (UCP1),

proteina transmembrana que disipa la energia en forma de calor a través del desacoplamiento
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de protones de la cadena respiratoria [11][12][20]. Por ello, la termogénesis en TAM se ha
asociado con un aumento de gasto energético y la reduccién de adiposidad y lipidos plasmaticos
[18].

Por otro lado, el TAM es abundante en seres humanos recién nacidos, nifios y en los roedores,
pero se puede encontrar activado por sefales especificas en humanos adultos. En general, el
TAM se encuentra repartido en el cuerpo en zonas como alrededor de vasos, corazén, hombros,
ingles, entre otros con la finalidad de disipar facilmente la energia en forma de calor y mantener

la temperatura corporal normal (Figura 3) [13][15].
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Figura 3. Localizacion y funciones de diferentes tipos de tejido adiposo en humanos y roedores [15].

inguinal
gluteal

En los Ultimos afios, los adipocitos beige o brite (marréon en blanco) fueron descubiertos como
adipocitos similares fenotipicamente a los adipocitos marrones pero localizados en TAB. Los
adipocitos beige se comportan como adipocitos blancos, pero adquieran caracteristicas de los
adipocitos marrones en respuesta del estimulo especifico apropiado mediante el procedimiento
de oscurecimiento o pardeamiento. Ademds, se ha demostrado que el proceso de
oscurecimiento es reversible, ya que el adipocito de beige puede transformarse en un adipocito

blanco de nuevo mediante una baja expresién de PRDM16 y UCP1 [11][13].
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Respecto al linaje celular de estos adipocitos, ha estado en discusidon durante los ultimos afos.
La teoria mds aceptada es la de la transferenciacion, que postula que por accién de estimulos
frios o farmacolégicos para aumentar la temperatura corporal se produce la transformacién de
TAB a tejido adiposo beige que provienen de las células Myf5 - al igual que los adipocitos del

TAB [20].

El tejido adiposo beige presenta una gran cantidad de mitocondrias, gotas lipidicas pequefias en
suinterior celulary son capaces de expresar la UPC1. Ademads, comparten funciones metabdlicas
y morfolégicas comunes en los humanos y todos los roedores. En este caso, al producirse una
inducibilidad diferencial de los adipocitos se denomina como termogénesis adaptativa,
anteriormente comentada, comparable a la del TAM. Los adipocitos beige se encuentran
repartidos ampliamente por el organismo. Por ello, varios estudios han centrado su interés en
estudiar el papel que pueden tener el TAM vy el tejido adiposo beige como terapia potencial

contra enfermedades metabdlicas como la obesidad y la T2DM [12][13][19].

En la obesidad, debido a un desequilibrio energético crénico positivo se produce una expansiéon

del tejido blanco por dos mecanismos diferentes en respuesta al exceso energético [8][21].

Esta expansion puede ser “saludable” reclutando y diferenciando nuevas células precursoras de
adipocitos, en vez de producirse infiltraciones de grasa en los adipocitos maduros. Esta
expansion se produce a través del aumento del numero de adipocitos (hiperplasia),
anteriormente comentada, que protege a los adipocitos de las alteraciones metabdlicas de la
obesidad. En los adipocitos hiperplasicos se produce una reduccion de la liberacién de los acidos
grasos, liberacién de citoquininas proinflamatorias, hipoxia, un aumento de la adiponectina y

una mejora de la sensibilidad a la insulina.

Por el contrario, se puede producir una expansion “no saludable” a través de la hipertrofia de
los adipocitos, promoviendo alteraciones metabdlicas asociadas a la obesidad, anteriormente
comentadas como NAFLD, CVD, T2DM o resistencia a la insulina. Esta excesiva acumulacion
caldrica “no saludable” se produce en los depdsitos viscerales y tejidos ectdpicos (corazén,
musculo esquelético e higado). En los adipocitos hipertréficos se produce una disminucion de la

adiponectina y empeoramiento de la sensibilidad a la insulina.
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Ademas, se produce una infamacidon del TAB con un aumento de la liberacién de citoquinas
proinfamatorias, un aumento de hipoxia, y una lipotoxicidad local (Figura 4) [8][15][21][22][23].
Asimismo, estos adipocitos hipertroficos a diferencia de los hiperpldsicos contienen células
productoras del factor de necrosis tumoral a (TNFa) y del interferén y (IFNy) que producen
inhibicion del desarrollo de los adipocitos.

Por tanto, la inflamacién en el tejido adiposo es un factor clave en la disfuncién del tejido
adiposo que empeora las consecuencias asociadas de padecer obesidad [2][14]. Sin embargo,
cabe destacar que no todos los pacientes obesos tienen el mismo riesgo a padecer
enfermedades relacionadas con la obesidad. Por ejemplo, en respuesta a un exceso energético
en el TABs, este tejido no se puede expandir de manera “saludable” y conduce a alteraciones

metabdlicas en el TABv causando enfermedades relacionadas con la obesidad [2].

Obesity Obesity
Complications
Healthy expansion
1 Adipogenesis
J Cell volume
" Insulin sensitivity
¢ Inflammation
__ calorie )
excess "\'
Unhealthy expansion Lipotoxicity
| L Adipogenesis * Ectopic lipid
WAT T Cell hypertrophy deposition
& Insulin sensitivity * NAFLD
™ Low-grade * Insulin resistance
O Adipocyte Inflammation ¢ T2D
Necrotic adipocyte T Macrophages + OV
Macrophage infiltration

%~ Preadipocyte

Figura 4. Expansion del tejido adiposo blanco (TAB) en situacion de obesidad. En condiciones de expansion “saludable”

y “no saludable” con sus correspondientes caracteristicas celulares y sus complicaciones asociadas [21].

1.3 RITMOS CIRCANUALES

Los ritmos bioldgicos se encuentran en todos los organismos, tanto los circadianos como los
estacionales, los cuales estan relacionados con la nutricién y el metabolismo. Ademas, es
importante destacar el papel de la luz, ya que participa en varias vias de sefializacién, tanto
metabdlicas como fisiolégicas [24][25].

Por otro lado, cabe destacar la influencia de los nutrientes de la dieta, ya que pueden alterar los
ritmos bioldgicos. Por ejemplo, compuestos bioactivos como los polifenoles pueden interactuar

con los ritmos bioldgicos. Ademas, ha sido demostrado que el consumo de alimentos
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funcionales mediante la modulacidn de los ritmos bioldgicos presentan efectos positivos contra
varias enfermedades anteriormente comentadas como el MetS o la obesidad [24].

Respecto a los ritmos estacionales, las distintas variaciones medioambientales como Ia
temperaturay la duracion del dia (fotoperiodo) conocidos como relojes circanuales, provocaron
a las diversas especies originar mecanismos especificos para su supervivencia a lo largo del afio
[26][27]. Los ritmos estacionales varian en funcién de la luz, dependiendo de la duracién del dia
estacional y de las variaciones del fotoperiodo. Ademas, cabe destacar que en respuesta a los
cambios estacionales se produce una alta regulacion hormonal que actia de manera

coordinada, dando lugar a los mecanismo moleculares estacionales [26].

1.3.1 MECANISMOS MOLECULARES ESTACIONALES

Los mecanismos moleculares que dan lugar a los ritmos bioldgicos se dan principalmente en
relacidn a dos bucles de retroalimentacidn transcripcional-traduccional, brain and muscle ARNT-
like 1 (BMAL1) y circadian locomotor output cycles kaput (CLOCK). Donde el reloj central comun
de todas las células es el heterodimero CLOCK/BMAL1 que estimula la trascripcién del gen
Period circadian regulator (Per) y del gen Cryptochrome circadian regulator (Cry) y activa la
expresion génica de Bmall. Asimismo, el heterodimero PER/CRY funciona como bucle negativo
de la transcripcion CLOCK/BMAL1. Ademas, hay dos bucles de retroalimentacion, Nuclear
receptor RAR-related orphan receptor alpha (Rora) y Reverse-erythroblastosis virus (Rev-erbay),
cuyas expresiones estan reguladas por CLOCK/BMAL1. Mientras que REV-ERBa actia como

inhibidor de Bmall y RORa actua de activador de Bmal1 (Figura 5) [24].

le— |

— Clock/Bmal1 H é@zz |—
I

Nucleus

Cytoplasm

Figura 5. Mecanismos moleculares de los ritmos bioldgicos [24].
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Sin embargo, cabe destacar que alteraciones en CLOCK y BMAL1 producen perfiles metabdlicos
anormales en el MetS y la obesidad, caracterizados por una secrecién anormal de acidos grasos
poliinsaturados en los adipocitos. Ademas, CLOCK controla el coactivador transcripcional eyes
absent 3 (EYA3), producto genético que es importante en la regulacion de las respuestas de los
fotoperiodos. Por ejemplo, en estaciones de dias largos, EYA3 tiene su maximo en presencia de

luz mientras que en estaciones de dias cortos aumenta en condiciones de oscuridad [24].

Asimismo, el consumo estacional de alimentos ricos en polifenoles puede modular la regulacién
del metabolismo y la fisiologia segiin el momento de consumicidn del alimento. Es por ello, que
aunque no hay mucha informacidn al respecto, los ritmos tanto circadianos como circanuales

modulan los efectos de compuestos bioactivos como polifenoles (Figura 6) [24][28].
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Figura 6. Relacion entre la variacion estacional de la composicion de polifenoles vegetales, regulacion genética de los

ritmos bioldgicos y los efectos estacionales sobre la salud [24].

1.3.2 RITMOS ESTACIONALES EN EL TEJIDO ADIPOSO

Entre las respuestas a la adaptacidn estacional, el fotoperiodo tiene una significativa influencia
en el tejido adiposo, ya que por ejemplo se observan cambios en la adiposidad segun la duracién
del fotoperiodo [29]. Estos cambios alteran la actividad hormonal y la masa corporal. Ademas,
se ha demostrado que la expresion génica del reloj biolégico se encuentra en coordinacién con
el TAB durante el dia y que los niveles de expresidn varian dependiendo del fotoperiodo. Cabe
destacar que las dietas ricas en grasas y dependiendo de la hora de ingesta de alimentos
aumentan el riesgo a padecer obesidad y otras enfermedades metabdlicas como CVD, alterando

los relojes moleculares [25][30].
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Por otra parte, estas variaciones en los ritmos estacionales influyen en la funcionalidad del tejido
adiposo, ya que la cantidad de grasa caporal puede variar segln las estaciones del afio. Por
ejemplo, en estaciones frias como invierno se aumentan los depdsitos de grasa corporal
[28][31]. Asimismo, otro ejemplo es la activacion de la melatonina en las neuronas eferentes del
sistema nervioso simpatico central que produce lipdlisis en el TAB en animales obesos durante

fotoperiodos de larga duracién [29].

Tanto en humanos como en roedores la expresion génica en el tejido adiposo se encuentra
alterada en situaciones de obesidad. Es mas, se detectd que la expresion de genes del reloj
bioldgico se encontraba alterada, modificando la funcionalidad del TAB en ratones
genéticamente obesos, produciendo secreciones anormales de leptina y adiponectina. Ademas,
alteraciones en la expresion génica de Bmall implican variaciones en la diferenciacion del tejido

adiposos y la lipogénesis [28][31].

En este contexto, los polifenoles son capaces de modular estos relojes en ratas obesas, por lo
gue son una posible estrategia para revertir o paliar estas enfermedades. Por ejemplo, un
estudio que se hizo en concreto en el grupo de Nutrigendmica determiné que el consumo de
alimentos, en este caso la cereza producia alteraciones en el metabolismo y fisiologia del tejido
adiposo segun el fotoperiodo en el que se consumia. Es por ello, que aun es necesario mas
investigacion en este campo cientifico, ya que la estacionalidad y los distintos alimentos podrian

ser estrategias efectivas para prevenir y paliar enfermedades como la obesidad [25].

1.4 POLIFENOLES

Los polifenoles o compuestos fendlicos son metabolitos secundarios vegetales presentes en una
amplia variedad de alimentos vegetales como bayas, cacao, granadas, nueces, destacando las
uvas, ya que presentan uno de los contenidos mas elevados de polifenoles, por lo que tienen un
gran interés en ciertas investigaciones ademas de sus diversas aplicaciones industriales

[24][32][33].

Los polifenoles se clasifican segln diversos criterios, refiriéndose a su estructura quimica, se
caracterizan por tener como minimo anillo aromatico que presenta uno o varios grupos hidroxilo
(-OH). Estructuralmente, representan un grupo bien diferenciado. Las principales clases de
polifenoles son los flavonoides, estilbenos, lignanos, acidos fendlicos y cumarinas, siendo los

flavonoides los compuestos fendlicos mdas abundantes en plantas. Entre los principales tipos de

18



flavonoides destacan las antocianidinas, flavanoles, flavonas y isoflavonas, entre otros. Los
flavanoles son los Unicos que no aparecen en forma glicosilada en los alimentos y se encuentran
en forma monomérica como (+)-catequina y (-)-epicatequina, hasta estructuras mas complejas

destacando los taninos condensados, denominados proantocianidinas (PACs) [24][34].

En los ultimos afios, compuestos fendlicos como epigalocatequina, resveratol y PACs entre
otros, son de gran interés por sus efectos para la salud contra CVD, cdnceres, MetS y
enfermedades asociadas a la obesidad como T2DM. Esto es debido a la amplia variedad de
actividades bioldgicas que presentan como antioxidante, antidiabética, antiinflamatoria y

antihipertensiva entre otras actividades [33][35].

Respecto a la biodisponibilidad de los polifenoles, aunque no son esenciales para el ser humano
su ingesta diaria podria llegar a ser entre 100 a 150 mg. Muchos de los polifenoles mas
abundantes no tienen porque ser los mas activos en el organismo, ya que depende de la
actividad, absorcion, metabolizacion y excrecion de cada uno de ellos. Ademas de factores
ambientales, genéticos incluso culinarios [34]. Durante la digestién, los polifenoles se
encuentran sometidos a modificaciones metabdlicas y quimicas. Sin embargo, aquellos
compuestos fendlicos que no han sido absorbidos en el tracto gastrointestinal al llegar al
intestino grueso pueden ser absorbidos a través de su degradacidn por accién de la microbiota

del coldn. Es por ello que la microbiota puede modular la eficiencia de los polifenoles [24][34].

Las PACs son flavanoles que definen el caracter

~

astringente de las frutas como las uvas y bebidas como

sidras y vinos (Figura 7). Se encuentran en alimentos

vegetales como uvas, cacao, manzanas, peras Yy

bebidas como té verde y vinos. Estos compuestos OH n
E

bioactivos son eficaces debido a sus procesos
celulares y fisioldgicos. Entre sus efectos beneficiosos

para la salud se destaca su papel contra el estrés

oxidativo, la obesidad, la inflamacidn, la resistencia a

la insulina, las CVD v las alteraciones Iipl’dicas [36][37]. Figura 7. Estructura quimica de las proantocianidinas (PACs) [38].
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A nivel industrial, tanto en las industrias del zumo de uva como las vinicolas, se producen
elevadas cantidades de subproductos organicos como el orujo de uva, partes sélidas de las uvas
gue no son utilizados en la elaboracién del vino y el zumo, donde las semillas de uva pueden
alcanzar el 52 % (p/p) del orujo de uva, siendo una importante fuente de compuestos fendlicos
como las PACs [37]. En concreto el GSPE, uno de los subproductos de estas industrias, ha
mostrado ser beneficioso contra estas enfermedades anteriormente comentadas, ya que son
ricos en PACs de bajo peso molecular. Ademas, varios estudios han asociado los efectos
beneficiosos de las PACs a limitar la adipogénesis, reducir la inflamacién y mejorar el
metabolismo lipidico en un modelo experimental de ratas obesas alimentadas con dieta de
cafeteria (CAF). Ademas, extractos de PACs reducen los depdsitos de grasa y el peso corporal,

modulando el tejido adiposo [35][37].

El consumo de GSPE produce una reduccion significativa del TAB en ratas obesas con dieta una
CAF. Ademas, estudios del grupo de Nutrigendmica han demostrado que el GSPE disminuye la
lipogénesis, reprimiendo el miR-122. También, el GSPE modula la expresién de genes del tejido
adiposo como el gen glucose transporter member 4 (Glut4). No obstante, hay cierta controversia
respecto a la cantidad efectiva de GSPE, por lo que se deben de normalizar las dosis, ya que
cantidades superiores de GSPE a 1 g/kg de peso corporal produce efectos indeseables para el

organismo [2][37][39].

Por otra parte, el GSPE en dietas ricas en grasa, produce un aumento de la adiponectina
modulando el desequilibrio energético asociado a la obesidad. Mediante este aumento de
adiponectina en los adipocitos blancos también se reduce la hiperinsulinemia [36]. Ademas, se
ha demostrado que la suplementacion de GSPE en animales con dieta CAF redujo la adiposidad
y los niveles de acidos grasos libres significativamente [40]. Sin embargo, hay controversia con
la reduccidn de peso corporal debido a los efectos producidos por el GSPE, ya que en algunos
experimentos si que disminuye el peso corporal pero en otros no [36]. No obstante, dietas que
presenten concentraciones ricas en GSPE pueden ser un tratamiento nutricional beneficioso

para los pacientes con obesidad.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 HIPOTESIS
Los ritmos circanuales, y mas especificamente, los diferentes fotoperiodos en el que los
mamiferos estdn sometidos a lo largo de un afio, podrian modular el efecto beneficioso del

consumo de GSPE sobre la expansion y funcionalidad del TAB en un contexto metabdlico de

obesidad.

2.2 OBIJETIVO PRINCIPAL

El objetivo general de este trabajo es evaluar si los efectos beneficioso del GSPE sobre la
fisiologia y el metabolismo lipidico del TABi dependen del fotoperiodo en el que el extracto
polifendlico es administrado (fotoperiodo largo, 18 h de luz y 6 h de oscuridad; estandar, 12 h

de luzy 12 h de oscuridad; y corto, 6 h de luzy 18 h de oscuridad).

2.3 OBIJETIVOS SECUNDARIOS

En este estudio, los objetivos especificos son los siguientes:

- Determinar si el efecto del consumo de GSPE sobre el proceso de expansidn del TABi
(hiperplasia/hipertrofia) depende de los distintos fotoperiodos (L6, L12 y L18) en los que
los animales se encuentran sometidos.

- Evaluar si el efecto del consumo de GSPE sobre la expresiéon de los genes mas
importantes implicados en el metabolismo lipidico del TABi depende de los distintos

fotoperiodos (L6, L12 y L18) en los que los animales se encuentran sometidos.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 DISENO EXPERIMENTAL
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Figura 8. Diseio experimental con el modelo animal de ratas Fischer 344 machos para el estudio de la obesidad. Para
el experimento un total de 72 ratas fueron distribuidas al azar en 9 grupos (n = 8) y se aclimataron a un fotoperiodo
largo, estandar o corto (18 h de luz y 6 h de oscuridad; 12 h de luz y 12 h de oscuridad; 6 h de luz y 18 h de oscuridad,
respectivamente). Durante las primeras cinco semanas del ensayo, un total de tres grupos, uno de los fotoperiodo (largo,
estdndar y corto) fueron alimentados con dieta estdandar (STD) (color naranja), mientras que los seis grupos restantes
fueron alimentados con dieta cafeteria (CAF) (color verde). A partir de la semana 5, las ratas fueron alimentadas con
sus respectivas dietas todos los dias con el tratamiento correspondiente (vehiculo (VH) o extracto de proantocianidinas
de uva (GSPE)) hasta fueron sacrificados en la semana 9 y se recolectd la sangre y los tejidos.

Tal y como se muestra en la Figura 8, para este experimento se utilizaron un total de 72 ratas
Fischer 344 macho de 12 semanas de edad (Charles River, Barcelona, Espaia), alimentadas ad
libitum con una dieta STD (2,90 kcal/g) y agua. Los animales fueron distribuidos por parejas en

las jaulas a 22 2C, 55 % de humedad y con acceso libre de agua y comida.

Una vez concluida la semana de aclimatacidn, las ratas se dividieron al azar en tres fotoperiodos
distintos (n = 24, cada uno), L18, L12 y L6, simulando las estaciones de verano, primavera y
otofio, e invierno respectivamente durante 9 semanas. A su vez, estos 3 grupos se dividieron en
tres grupos diferentes (n = 8, cada uno), con un total de 9 grupos en el experimento, de los
cuales 3 grupos uno de cada fotoperiodo (L18, L12 y L6, uno de cada) fueron alimentados con
dieta STD mientras que los 6 grupos restantes fueron alimentados con dieta CAF hasta la quinta
semana. La dieta STD estaba compuesta por agua y pienso y la dieta CAF estaba formada por la
dieta STD mas beicon, galletas con queso y paté, zanahorias, ensaimada y leche (22 % sacarosa).

Ademads, en ambas dietas las ratas tenian acceso libre de agua y comida.
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Una vez finalizadas las cinco semanas, los tres grupos que habian sido alimentados con la dieta
STD se les adiciond a la dieta leche condensada con agua como vehiculo (VH). Por otro lado, los
6 grupos de animales que habian sido alimentados con dieta CAF, tres de ellos (L18, L12 y L6,
uno de cada) se les complementé la dieta CAF con leche condensada (VH) mientras que a los
tres grupos restantes (L18, L12 y L6, uno de cada) se les adicioné a la dieta CAF una dosis de
GSPE (25 mg/Kg). Tanto el tratamiento de VH como de GSPE fueron administrados a diario
mediante via oral con ayuda de una jeringa. Durante las 9 semanas del experimento se anotaron
los valores correspondientes a la ingesta de alimentos y peso corporal de cada animal

semanalmente.

Al finalizar las 9 semanas, se llevd a cabo el sacrificio de todos los animales por decapitacion. Se
realizo la recoleccidn de la sangre y los tejidos, en este caso de TABI, se pesaron y congelaron (-
80 2C) para analisis posteriores. Ademds, destacar que el procedimiento experimental con
animales de este estudio fue aprobado por el Comité de Etica Animal de la Universidad Rovira i

Virgili (Tarragona, Espafia).

3.2 GSPE
El GSPE fue proporcionado por Les Dérivés Résiniques et Terpéniques (Dax, Francia). La
composicion fendlica del GSPE utilizada en este estudio fue caracterizada previamente por

Margalef et al. [41] se detalla en el Anexo 2.

3.3 ANALISIS HISTOLOGICO

Para los andlisis histoldgicos, pequefios trozos de TABi congelados (-80 2C) fueron enviados a
ELDINE Patologia (Tarragona, Espafia). Las muestras fueron descongeladas y fijadas en
formaldehido diluido al 4 %. Tras 24 h de fijacidn, se realizaron deshidrataciones sucesivas
(Alcohol/Etanol 70 %, 96 % y 100 % mas xilol/dimetil benceno) de las muestras de TABi y fueron
infiltradas en parafina (Citadel 2000, HistoStar, Thermo Scientific, Madrid, Espafia).
Posteriormente, se obtuvieron secciones de 2 pm de espesor con un micrétomo (Microm HM
355S, Thermo Scientific) a partir de los bloques de parafina. Seguidamente, se empleé la tincion

de hematoxilina-eosina (Varistain Gemini, Shandom, Thermo) en las secciones de TABi.
Una vez obtenidas las secciones de TABi, mediante microscopia dptica (x10) y el software

AxioVision Zeiss Imaging (Carl Zeiss Iberia, S.L., Madrid, Espaia) se obtuvieron las imagenes de

las distintas muestras de TABi. A continuacidn, se uso el software Adiposoft (CIMA, Universidad
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de Navarra, Espaina) con la finalidad de determinar el area y el tamafo de los adipocitos. Se
midieron cuatro campos por muestra. El nimero total de los adipocitos de TABi se determiné a
partir del volumen de los adipocitos y el area total se obtuvo a partir del valor medio del area
de tejido adiposo de los campos estudiados. Para obtener el volumen de los adipocitos de cada

campo medido, se utilizé la siguiente férmula:

A

g X[SO’ZXd+d3]
Donde:

d = didmetro del adipocito (um)

o = desviacion estandar del didmetro

A continuacién, se utilizé la densidad de adipocitos (0,92 g/mL) para obtener el peso de los
adipocitos y se dividié el peso total del depésito de TABi por la media de peso de los adipocitos
para determinar el nimero total de adipocitos de TABi. Por ultimo, para calcular las frecuencias
de los adipocitos se agruparon las células grasas en dos grupos dependiendo de sus areas (<3000

um?2 o >3000 um?) y se calculé como porcentaje total de adipocitos en ambos grupos.

3.4 ANALISIS DE LA EXPRESION GENICA

Para la extraccién del ARN total de los tejidos de TABI, se pesaron 150 mg de TABi en la balanza
analitica, las muestras se mantuvieron en hielo para evitar la degradacion del ARN y se afiadié
una bola metélica en cada una de las muestras. Seguidamente, se afiadié 1 mL de TRIzol™
(Invitrogen, Thermo Fischer Scientific, Espafia) a cada muestra siguiendo las indicaciones del
fabricante. Una vez refrigerada la pieza del Tissue lyser (Qiagen, Espafia) se realizd la
homogeneizacidon de las muestras durante 50 segundos aproximadamente a potencia 50 V

(mdaxima) hasta una homogeneizacién completa.

A continuacion, se mantuvieron las muestras durante 5 min en hielo y se centrifugaron a 12,000
g durante 5 min a 4 2C. Una vez concluida la centrifugacion, se observaron dos fases
diferenciadas y se recuperd la fase inferior (color rosa), evitando coger la fase superior (grasa) y
se repitié de nuevo la misma centrifugacidn, sin coger nada de grasa, Unicamente la fase inferior.
Posteriormente, se adicionaron 250 plL de cloroformo (Prolabo®, VWR, Espafia) y se agitaron
con el vortex al maximo durante 15 segundos, se incubaron las muestras en hielo durante 10
min hasta observarse dos fases claramente diferenciadas. Seguidamente, se centrifugaron las

muestras a 12,000 g durante 15 min a 4 2C, observandose 3 fases diferenciadas, se recuper? la
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fase acuosa superior y se afiadieron 500 uL de isopropanol (Prolabo®, VWR, Espafia). Después,
se agitaron las muestras manualmente durante 15 segundos y se incubaron a temperatura

ambiente durante 10 min.

Una vez concluida la incubacién, se centrifugaron las muestras durante 10 mina 12,000 g a 4 °C,
precipitando asi el RNA total. Seguidamente, se procedio a la retirada del sobrenadante y se
afiadieron 500 uL de etanol 80 %, desenganchandose el pellet con ayuda del vértex a potencia
media y se centrifugaron las muestras a 8,000 g durante 5 min a 4 2C. A continuacidn, se
volvieron a repetir los ultimos tres pasos con el fin de eliminar el sobrenadante y obtener el
pellet purificado. Una vez descartado el sobrenadante de la ultima centrifugacion, se secé el
pellet durante 10 min (sin secarse completamente) y se disolvié el pellet con 20 uL de agua
ARNasa free (Thermo Fisher Scientific). Finalmente, la cantidad y la pureza del RNA de TABi fue
medida con el NanoDrop® IND-1000 (Thermo Fisher Scientific, Espafia) a 260 nm. Ademas, la
integridad del ARN fue medida en las instalaciones del Centre for Omic Sciences (COS) mediante
electroforesis con el Agilent Bioanalyzer, dando por valido un RNA integrity number (RIN) mayor

de 6.

Una vez obtenido el ARN total de TABi, se llevd a cabo la retrotranscripcién a ADN
complementario (cADN) para poder realizar posteriormente la PCR cuantitativa a tiempo real

(RT-gPCR).

En primer lugar, se realizaron las diluciones pertinentes de cada una de las muestras de RNA con
agua ARNasa free para obtener una concentracidon de RNA de 100 ng/uL. Después, se utilizé el
kit Tagman de transcripcion inversa de cADN (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific,
Espafia) y se cogieron 10 uL del RNA diluido y se afiadieron 10 pL del MasterMix de
retrotranscripcion (Anexo 3). A continuacion, se incubaron las muestras a 25 2C durante 10 min,
después a 37 2C durante 120 miny por ultimo a 4 2C durante 24 h en el Multigene Thermal Cycler
(Labnet, Espafia). Finalmente, se afiadieron 80 uL de agua ARNasa free, obteniendo una
concentracion final de cADN de 10 ng/ulL en cada una de las muestras para la realizacion de la

RT-gPCR.
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Para amplificar y detectar el ADN de interés se utilizd la RT-gPCR, con primers especificos y un
reportero fluorescente, en este estudio se empled la sonda SYBR® Green. Los genes estudiados
fueron: Ppary, CCAAT/enhancer binding protein alpha (C/ebpc), Acetyl-CoA carbolylase alpha
(Acacay), Fatty acid synthase (Fasn), Glycerol-3-phosphate acyltransferase (Gpat), Adipose
triglyceride lipase (Atgl), Hormone-sensitive lipase (Hsl), Carnitine palmitoyltransferase 1B
(Cptlb), Leptin (Lep)y Adiponectin, C1Q And Collagen Domain Containing (Adipogq) con el fin de
estudiar la expresion de estos genes en TABi en condiciones de obesidad utilizando cyclophilin

(Ppia) como control enddégeno (Tabla 1).

Una vez obtenidas las muestras de cADN, se afiadieron 1 pL de cADN de cada muestray 4 pL de

MasterMix para RT-qPCR (previamente preparada) (Anexo 4) en cada pocillo de la placa de PCR
(Applied biosystems®, ThermoFisher Scientific, EEUU) siguiendo el disefio previo de distribucion
de las muestras. A continuacidn, se llevd a cabo la amplificacién cuantitativa de la PCR durante
2 h en el 7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied biosystems®, ThermoFisher Scientific,

EEUU). Finalmente, una vez acabada la amplificacion, se analizaron los valores de Cr y las curvas

de melting de cada gen de interés.

3.5 ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se expresaron como la media * el error estandar de la media (S.E.M). Los outliers
del analisis de expresidn génica fueron detectados mediante QuickCalcs de GraphPad. Las
diferencias significativas fueron analizadas usando la prueba T de Student. Los P-valores que

fueron estadisticamente significativos se expresaron como: *P < 0,001; *P < 0,05.
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Tabla 1. Funciones de los genes estudiados, secuencias de los primers usados para el andlisis de la PCR cuantitativa
a tiempo real (RT-gPCR) y el proveedor.

Gen Funcién Secuencia primer (5’... 3’) Proveedor
Ppia Housekeeping Reverse AAGTCACCACCCTGGCACATG Biomers,
gene Forward CTTCGAGCTGTTTGCAGACAA Alemania
Ppary Adipogénesis Reverse TCTGTTTAGCGTGGGGATGT Biomers,
Forward GCGGCTCTGGAGGTATATGT Alemania
C/ebpa Adipogénesis Reverse TGGTTTAGCATAGACGCGCA Biomers,
Forward TGTACTGTATGTCGCCAGCC Alemania
Acaca Lipogénesis Reverse TCTGTTTAGCGTGGGGATGT Biomers,
Forward GCGGCTCTGGAGGTATATGT Alemania
Fasn Lipogénesis Reverse CACCAGTGTTTGTTCCTCGG Biomers,
Forward TAAGCGGTCTGGAAAGCTGA Alemania
Gpat Lipogénesis Reverse GAGGCGTGCATGAATAGCAA Biomers,
Forward GAATACAGCCTTGGCCGATG Alemania
Atgl Lipdlisis Reverse CACATAGCGCACCCCTTGAA Biomers,
Forward GAAGACCCTGCCTGCTGATT Alemania
Hsl Lipdlisis Reverse GCTTGGGGTCAGAGGTTAGT Biomers,
Forward AGTTCCCTCTTTACGGGTGG Alemania
Cptib Lipdlisis Reverse CCTTGAAGAAGCGACCTTTG Biomers,
Forward GCAAACTGGACCGAGAAGAG Alemania
Lep Leptina Reverse CCCGGGAATGAAGTCCAAA Biomers,
Forward ATTTCACACACGCAGTCGGTAT Alemania
Adipoq Adiponectina Reverse CGTCTCCCTTCTCTCCCTTC Biomers,
Forward GTTCCAGGACTCAGGATGCT Alemania

Abreviaciones: Ppia: peptidylpropyl isomerase A (Cyclophilin A); Ppary : peroxisome proliferator-activated receptor
gamma; C/ebpa.: CCAAT/enhancer binding protein alpha; Acaca: Acetyl-CoA carbolylase alpha; Fasn: Fatty acid
synthase; Gpat: Glycerol-3-phosphate acyltransferase; Atgl: Adipose triglyceride lipase; Hsl: Hormone-sensitive lipase;

Cpt1b: Carnitine palmitoyltransferase 1B; Lep: Leptin; Adipog: Adiponectin, C1Q And Collagen Domain Containing.
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4. RESULTADOS

4.1 ANALISIS HISTOLOGICO

En el estudio histolégico realizado, se observd un aumento significativo del drea de los
adipocitos del grupo CAF-VH en comparacidn con el del grupo STD-VH en las ratas expuestas al
L6. No obstante, no hubo diferencias significativas del area de los adipocitos del grupo CAF-GSPE
comparados con el del grupo CAF-VH. Asimismo, a pesar de haber un aumento del nimero de
adipocitos del grupo CAF-VH respecto al grupo STD-VH, no se mostraron diferencias
significativas en el volumen de adipocitos ni en el nimero de adipocitos ni en los depdsitos de
TABI en ninguna de los grupos estudiados. Por el contrario, se observé un aumento significativo
de la frecuencia de adipocitos con superficies superiores a 3000 um? del grupo CAF-VH en
comparacion con el del grupo STD-VH. Sin embargo, no se vieron diferencias significativas en las
ratas con dieta CAF-GSPE respecto a las CAF-VH. Por tanto, hubo un efecto significativo de la
dieta en el drea y frecuencia de area de los adipocitos de TABi en el L6, pero no se observd

ningun efecto significativo del GSPE (Figura 9A).

En referencia a las ratas expuestas al L12, los animales alimentados con una dieta CAF-VH
mostraron un aumento significativo del area y volumen de los adipocitos en comparacién a los
animales con una dieta STD-VH. No obstante, aunque hubo una disminucién del area y volumen
del grupo CAF-GSPE respecto el grupo CAF-VH, no fueron diferencias significativas entre estos
dos grupos. Ademas, no se obtuvieron diferencias significativas en el nimero de adipocitos en
los depésitos de TABi en ninguno de los grupos estudiados.

Por el contrario, se observd un aumento significativo de la frecuencia de adipocitos con
superficies superiores a 3000 um? del grupo CAF-VH en comparacion con la del grupo STD-VH al
igual que pasaba en estos grupos en el L6. No obstante, no hubieron diferencias significativas
en la frecuencia de area del grupo CAF-GSPE respecto a la del grupo CAF-VH. De este modo,
hubo efecto de la dieta en el drea, volumen y frecuencia de area de los adipocitos de TABI, pero

ningun efecto significativo del GSPE en el L12 (Figura 9B).

En cuanto a las ratas expuestas al L18, a diferencia de los fotoperiodos anteriores no se
observaron diferencias significativas del drea, volumen, nimero y frecuencia de area de los
adipocitos de TABi entre las ratas alimentas con dieta CAF-VH respecto a las alimentadas con
dieta STD-VH ni tampoco entre las ratas alimentas con dieta CAF-GSPE y las ratas alimentadas
con CAF-VH (Figura 9C). En el Anexo 5 se encuentran las imagenes representativas de cada uno

de los grupos de estudio.
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4.2 ANALISIS DE LA EXPRESION GENICA

Se llevd a cabo un analisis de la expresion génica en el TABi con la finalidad de evaluar cémo el
GSPE regulaba los genes mas importantes implicados en el metabolismo lipidico del TABI
dependiendo de la dieta administrada y del fotoperiodo al que se encontraban expuestos bajo
condiciones de obesidad. Ademas, destacar que se utilizaron los resultados del grupo STD-VH
como grupo de referencia (control) y fue con el que se hizo la normalizacidn con los grupos CAF-
VH y CAF-GSPE. Asimismo, se analizd la eficiencia de los primers empleados para este estudio

(Anexo 6).

En cuanto a los genes implicados en la adipogénesis, se estudiaron Ppary y C/ebpa. Por un lado,
el gen Ppary del grupo CAF-VH mostré un aumento significativo en su expresion génica
comparada con la del grupo STD-VH. En cambio, Ppary estaba reprimido significativamente en
el grupo CAF-GSPE en comparacién con el grupo CAF-VH en el L6. Es decir, hubo efecto de la
dieta y del GSPE en la expresion del gen Ppary en el L6. En referencia a las ratas expuestas al
L12, el gen Ppary no presentd una expresion génica significativa entre el grupo CAF-VH con el
grupo STD-VH ni tampoco entre el grupo CAF-GSPE con el grupo CAF-VH. Por tanto, en el L12 no
hubo ni efecto de la dieta ni del GSPE en la expresion de Ppary . Mientras que en el L18, los
niveles de ARN de Ppary del grupo CAF-VH no estuvieron alterados significativamente respecto
a los del grupo STD-VH. Sin embargo, el gen Ppary del grupo CAF-GSPE estuvo sobreexpresado
significativamente en comparacién con el del grupo CAF-VH. Es decir, no hubo efecto de la dieta

pero si efecto del GSPE en la expresidon de ARN de Ppary (Figura 10.A1).

Por otro lado, bajo el L6, el gen C/ebpa del grupo CAF-VH no mostré diferencias significativas en
la expresidon génica comparada con la del grupo STD-VH. En cambio, C/ebpa disminuyd
significativamente su expresidn del grupo CAF-GSPE en comparacién con la del grupo CAF-VH
en el L6. En cuanto a los animales expuestos al L12, los niveles de ARN del gen C/ebpa no
estuvieron alterados significativamente entre el grupo CAF-VH con los del grupo STD-VH ni
tampoco entre el grupo CAF-GSPE con el grupo CAF-VH. Asimismo, durante la exposicion al L18,
el gen C/ebpa del grupo CAF-VH no tuvo una expresion significativa respecto al grupo STD-VH.
No obstante, la expresion del gen C/ebpa del grupo CAF-GSPE estuvo elevada significativamente
en comparacion con la del grupo CAF-VH. Finalmente, destacar que no hubo efecto de la dieta
en la expresion del C/ebpa en ninguno de los fotoperiodos estudiados, pero si hubo efecto del

GSPE en el L6 y el L18 (Figura 10.A2).
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En referencia a los genes implicados en la lipogénesis, se evaluaron los genes Acaca, Fasn y
Gpat. Los niveles de expresion de ARN del gen Acaca en el L6 no estuvieron alterados
significativamente entre el grupo CAF-VH con el grupo STD-VH ni tampoco entre el grupo CAF-
GSPE con el grupo CAF-VH. Durante el L12, Acaca del grupo CAF-VH estaba reprimido
significativamente en comparacién con el del grupo STD-VH, mientras que Acaca del grupo CAF-
GSPE tuvo una disminucién de su expresidon génica comparada con la del grupo CAF-VH, las
diferencias no fueron estadisticamente significativas. En cuanto al L18, hubo una represion
significativa del gen Acaca del grupo CAF-VH comparada con la del grupo STD-VH. Sin embargo,
no hubo alteraciones en los niveles de expresidn de ARN del gen Acaca del grupo CAF-GSPE en
comparacion los niveles del grupo CAF-VH. Por tanto, destacar que hubo efecto de la dieta en la
expresion del gen Acacaen el L12 y el L18 a diferencia del L12. Asimismo, tampoco hubo efecto

del GSPE en ninguno de los fotoperiodos estudiados (Figura 10.B1).

Respecto al gen Fasn no se observaron diferencias significativas en la expresién del ARN entre
el grupo CAF-VH y el grupo STD-VH ni tampoco entre el grupo CAF-GSPE vy el grupo CAF-VH en
ninguno de los fotoperiodos estudiados (L6, L12 y L18). Mientras que en el gen Gpat Unicamente
se obtuvieron diferencias significativas en los niveles de ARN de Gpat del grupo CAF-VH respecto
a los niveles del grupo STD-VH en el L6. Por tanto, no hubo efecto de la dieta en la expresion del
Fasn y solamente se detectd efecto de la dieta en la expresidon de Gpat en el L6. Ademas, no
hubo efecto significativo de la administracion del GSPE ni en la expresion del Fasn ni en la del

Gpat en ninguno de los fotoperiodos estudiados (Figuras 10.B2 y 10.B3).

En cuanto a los genes implicados en la lipdlisis, se estudiaron los genes Atgl, Hsl y Cptbl.
Respecto al gen Atgl, no hubo diferencias significativas en la expresiéon del ARN entre el grupo
CAF-VH y el grupo STD-VH ni tampoco entre el grupo CAF-GSPE y el grupo CAF-VH en el L6 y el
L12. En cambio, aunque en el L18 la expresidon de ARN del grupo CAF-VH no se vio alterada en
comparacion con la del grupo STD-VH, el gen Atgl del grupo CAF-GSPE estuvo sobreexpresado
significativamente en comparacién con el del grupo CAF-VH. Por tanto, solamente se detectd

efecto del GSPE en la expresién del gen Atgl en el L18.(Figura 10.C1).

Respecto al gen Hsl, bajo el L6, el gen Hsl del grupo CAF-VH tuvo una expresion significativa mas
elevada que la del grupo STD-VH. Ademas, el gen Hs/ del grupo CAF-GSPE mostré una
disminucidn significativa en su expresién en comparacion con la del grupo CAF-VH. En referencia

a las ratas expuestas al L12, no hubo diferencias significativas de expresion entre el grupo CAF-
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VH con la del grupo STD-VH ni tampoco entre el grupo CAF-GSPE con el grupo CAF-VH. Por otro
lado, en la exposicion al L18, el gen Hs/ disminuyd su expresion aunque no fue significativa. En
cambio, el gen Hs/ mostrd una expresion significativamente mas elevada en el grupo CAF-GSPE
qgue en el grupo CAF-VH. Es por ello, que solo hubo efecto de la dieta en la expresion del gen Hs/

en el L6, mientras que el efecto del GSPE se detectd en el L6 y el L18 (Figura 10.C2).

En cuanto a la expresion del gen Cptlb, en el L6y el L12 el gen Cpt1b tuvo una expresion de ARN
similar a la del gen Hsl en estos dos fotoperiodos. En cambio en la exposicién al L18, a diferencia
del gen Hsl, no se observaron diferencias significativas en la expresion de ARN del gen Cptlb
entre la del grupo CAF-VH con la del grupo STD-VH ni tampoco entre la del grupo CAF-GSPE con
la del grupo CAF-VH. Por tanto, solamente hubo efecto de la dieta y del GSPE en la expresion del

Cptlb en el L6 (Figura 10.C3).

En referencia a la sefializacidén de la leptina, se estudid el gen Lep. Bajo el L6, la expresion de
ARN del gen Lep aumentd significativamente en el grupo CAF-VH comparada con la del grupo
STD-VH. Asimismo, el gen Lep tuvo una disminucion significativa de su expresion en el grupo
CAF-GSPE en comparacion con la del grupo CAF-VH. Tanto en la exposicion de las ratas al L12
como al L18, no se observaron diferencias significativas en la expresidén de ARN del gen Lep entre
el grupo CAF-VH con la del grupo STD-VH ni tampoco entre el grupo CAF-GSPE con el grupo CAF-
VH. Es por ello, que Unicamente se detectd efecto de la dieta y del GSPE en la expresién del

Cptlb en el L6 (Figura 10.D1).

Finalmente, en cuanto a la adiponectina en TABI, se evalué el gen Adipoq. Los niveles de
expresion de ARN del gen Adipog del grupo CAF-VH en el L6 estuvieron elevados en comparacion
con la del grupo STD-VH, pero no significativamente. En cambio el gen Adipog del grupo CAF-
GSPE estuvo reprimido significativamente comparado con el del grupo CAF-VH. Sin embargo,
no se observaron diferencias significativas en la expresién del ARN del gen Adipog entre el grupo
CAF-VH y el grupo STD-VH ni tampoco entre el grupo CAF-GSPE y el grupo CAF-VH en el L12 y el
L18. Ademas, cabe destacar que sélo hubo efecto del GSPE en la expresion del gen Adipog en el
L6 y ningun efecto de la dieta sobre la expresién de Adipog en los fotoperiodos estudiados

(Figura 10.E1).
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Figura 10. Efecto de la suplementacion del extracto de proantocianidinas de semilla de uva (GSPE) en la expresion de genes
relacionados con el metabolismo lipidico en el tejido adiposo blanco inguinal (TABi). Las ratas Fisher 344 fueron alimentadas con una
dieta estdndar (STD) o de cafeteria (CAF) durante 9 semanas y tratadas durante las ultimas 4 semanas con vehiculo (VH) o GSPE (25
mg/kg de peso corporal) en tres fotoperiodos distintos: L18 (18 h de luz y 6 h de oscuridad), L12 (12 h de luz y 12 h de oscuridad) y L6 (6 h
de luz y 18 h de oscuridad). Expresion relativa de ARN de adipogénesis (Ppary, C/ebpa)(A), lipogénesis (Acaca, Fasn, Gpat)(B), lipdlisis
(Atgl, Hsl, Cpt1b)(C), sefializacion de la leptina (Lep) y adiponectina (Adipog). Los niveles de ARN se normalizaron con el gen endégeno
Ppiay luego al grupo de control STD-VH. Los resultados se presentan como la media + S.E.M. Para el andlisis de las diferencias significativas
se utilizé el test T de Student (**P<0,001; *P<0,05). Ppary : peroxisome proliferator-activated receptor gagmma; C/ebpa: CCAAT/enhancer
binding protein alpha; Acaca.: Acetyl-CoA carbolylase alpha; Fasn: Fatty acid synthase; Gpat: Glycerol-3-phosphate acyltransferase; Atgl:
Adipose triglyceride lipase; Hsl: Hormone-sensitive lipase; Cptlb: Carnitine palmitoyltransferase 1B; Lep: Leptin; Adipog: Adiponectin,

C1Q And Collagen Domain Containing; Ppia: peptidylpropyl isomerase A (Cyclophilin A).
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5. DISCUSION

La suplementacién del GSPE a través la dieta puede ser un tratamiento beneficioso para los
pacientes con obesidad. Es mas, estos polifenoles se utilizan para la prevencién y reversién de
enfermedades metabdlicas, como la obesidad, la inflamacién, la resistencia a la insulina y las
alteraciones lipidicas [36][37]. Asimismo, estudios como el de Pascual-serrano et al. [42] han
descrito que el GSPE presenta efectos antihipertréficos que modulan positivamente la
homeostasis de lipidos y glucosa, evitando trastornos metabdlicos, ya que los adipocitos
hipertroéficos estan relacionados con el MetS y la resistencia a la insulina. De este modo, en
estudios anteriores, se ha descrito que la suplementacidon de GSPE en una ingesta elevada en
grasas afecta al metabolismo lipidico del tejido adiposo, ya que el GSPE limita la acumulaciéon de

lipidos y disminuye significativamente el peso de los depdsitos de TAB [17][40].

Por un lado, cada vez se descubren nuevos factores que tienen una evidente influencia en el
riesgo a desarrollar obesidad. De este modo, un factor destacable serian los distintos
fotoperiodos, ya que por ejemplo fotoperiodos cortos de luz como en invierno se han asociado
con una mayor predisposiciéon a padecer obesidad [4][43]. Asimismo, varios estudios han
demostrado que las ratas Fischer 344, utilizadas en este estudio, se adaptan a los cambios de
los fotoperiodos y presentan fuertes respuestas fisioldgicas a los cambios estacionales [4][26]
[42][43]. Estos animales estacionales son sensibles a las variaciones del fotoperiodo, ya que los
ciclos de luz y oscuridad afectan a su desarrollo. En este sentido, es importante destacar que las
ratas consumen la mayor parte de los alimentos diarios durante la fase oscura, por lo que
durante fotoperiodos cortos de luz los animales tenderian a comer mas. Este motivo puede ser
una de las razones por las que no se observd ninguna diferencia significativa del efecto de la
dieta durante el L18, ya que sélo tenian 6 h de oscuridad. Sin embargo, cabe destacar que no
hay muchos estudios centrados en los cambios de los fotoperiodos en el TAB, por lo que se

requiere mas investigacion al respecto [4].

Por otro lado, la hipertrofia y la hiperplasia de los adipocitos contribuyen a la expansién del TAB
en la obesidad [21][42]. En el presente estudio, las ratas que fueron alimentadas con dieta CAF,
se pudo observar que la expansiéon del TABi se produjo por hipertrofia debido a que hubo un
aumento del area, volumen y frecuencia de drea de los adipocitos de TABi en el L6 y el L12.
Asimismo, se produjo hipertrofia del TABi en el L18 inducida por la dieta CAF aunque no fue
significativa. No obstante, cabe destacar que no se origind una hiperplasia de los adipocitos, ya

gue no se alterd significativamente el nimero de adipocitos del depésito de TABi en ninguno de

36



los fotoperiodos analizados. Por tanto, la obesidad originada en los animales de este estudio se
caracterizd por una expansién “no saludable” del TABi a través de la hipertrofia de los
adipocitos, produciéndose infiltraciones de grasa en los adipocitos maduros. Este tipo de
expansién, como se ha mencionado anteriormente, promueve alteraciones metabdlicas
asociadas a la obesidad, como CVD, T2DM vy resistencia a la insulina [21][42]. Sin embargo,
estudios anteriores habian reportado que durante la expansién subcutanea del TAB, como el
TABI, es relevante la hiperplasia, dato que difiere de los resultados obtenidos en el presente
estudio, pero otros estudios sélo han descrito que la expansién es significativa a través de la

hiperplasia en el TABv [16][21][44].

En nuestro estudio histolégico del TABi, no se obtuvo un efecto significativo de la
suplementacion de GSPE en ratas obesas inducidas por la dieta CAF en ninguno de los
fotoperiodos estudiados. Una razén al respecto podria ser la propia concentracion de GSPE
administrada (25 mg/Kg peso corporal), ya que aunque se observd cierta actividad beneficiosa
del GSPE en la fisiologia del TABI, esta no fue significativa. Es por ello que con un aumento de la
dosis de GSPE administrada como en estudios de Pascual-Serrano et al. [5] y Pons et al. [45], se
podrian obtener mayores efectos significativos y beneficiosos del GSPE en el TABi. Ademas, se
ha demostrado que la reduccién de la hipertrofia de los adipocitos es dependiente de la dosis
de GSPE administrada. Este hecho sugiere que dietas ricas en polifenoles pueden ser una
efectiva estrategia para mejorar sus alteraciones metabdlicas en humanos con obesidad [42].
Por tanto, con una dosis dietética mayor de GSPE se podria observar un efecto notable del GSPE
sobre la morfologia de los adipocitos en condiciones de obesidad [5]. No obstante, es necesario
mas estudios al respecto para conseguir una dosis dptima. Otro aspecto a tener en cuenta es el
tiempo de administracidn, ya que con un tiempo de administracién del GSPE mas largo de las 4

semanas de tratamiento, se podria observar un efecto mas significativo del consumo del GSPE.

Aunqgue no se obtuvieron cambios significativos en la morfologia de los adipocitos con la
suplementacion de GSPE, la eficacia del GSPE en la obesidad podria variar dependiendo de la
estacidon de administracidn, ya que en el L12 se obtuvo la mayor reduccién del volumen de
adipocitos y mayor aumento del nimero de adipocitos en los depdsitos de TABi con la
administracién de GSPE a diferencia de los otros dos fotoperiodos estudiados. En este contexto,
se ha demostrado que el consumo de frutas ricas en polifenoles como la cereza y la naranja
afectan a la morfologia y al metabolismo del tejido adiposo de manera diferente dependiendo
del fotoperiodo de consumo. Por lo que la temporada de consumo y la estacion en la que se

cosechan las frutas pueden tener cierta influencia en la funcionalidad del TAB. Asimismo, cabe
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destacar que el L12 que simula el otoio, es la estacién de la temporada de la uva. No obstante,
es necesario mas investigacién al respecto con el fin de desarrollar dietas de prevencién de la

obesidad [25][26][43].

Respecto al estudio de la expresidon de genes relacionados con el metabolismo lipidico, hay
varios procesos implicados que son necesarios para la correcta funcionalidad del tejido adiposo
como la adipogénesis, la lipogénesis vy la lipolisis. La aparicion de alteraciones en estos procesos

aumenta el riesgo a desarrollar trastornos metabélicos como la obesidad [46].

En cuanto a la adipogénesis, el GSPE modulé de diferente manera la expresion de los genes
implicados en la adipogénesis, Ppary y C/ebpa, dependiendo del fotoperiodo. Ambos genes
tienen un papel clave en la adipogénesis, ya que participan en la activacién de vias metabdlicas
implicadas con la acumulacidn de lipidos en el tejido adiposo, que activa el metabolismo lipidico
de los adipocitos y la diferenciacién de los preadipocitos con el fin de originar adipocitos
maduros [21][25][43]. Ademads, Ppary reduce la expresion de genes de la lipdlisis y de la
movilizacién de d4cidos grasos, por lo que desregulaciones en estos dos genes producen
importantes complicaciones en la obesidad [46]. Por otro lado, igual que en estudios como el de
Gibert-Ramos et al. [4] hubo un aumento de la expresidn de los genes de la adipogénesis (Ppary
y C/ebpa) en animales con dieta CAF durante un fotoperiodo corto. No obstante, no hubo
diferencias en la expresidn en los fotoperiodos de duracién de luz mas larga. Asimismo, se ha
demostrado que el GSPE reduce los niveles de ARN de Ppary, inhibiendo la adipogénesis [42].
Resultado que concuerda con los obtenidos en el presente estudio tanto para Ppary y C/ebpa
durante un fotoperiodo corto, L6. Sin embargo, la expresion de estos genes en el L12 no se vio
afectada por la administracion del GSPE. Por el contrario, hay estudios como el de Pascual-
Serrano et al. [42] que contradicen el efecto antiadipogénico del GSPE, ya que este compuesto
bioactivo puede presentar actividades adipogénicas como se observé en el L18
significativamente y ligeramente en el L12, habiendo una sobreexpresidn de Ppary. Por tanto,
dependiendo del fotoperiodo, el GSPE tendria un efecto antiadipogénico o adipogénico en los

adipocitos de TABi.

Respecto a la lipogénesis del TABi, se evaluaron los genes Acaca, Fasn y Gpat. Unicamente hubo
efecto significativo de la dieta debido a una disminucién expresion del gen Acacaen el L12 y el
L18 y un aumento en la expresion del gen Gpat en el L6. La administracidn de GSPE produjo

pequefios cambios en la expresidon de estos genes, pero no hubo diferencias significativas en
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ningun fotoperiodo analizado. Por tanto, el GSPE reduce ligeramente la sintesis de novo de
lipidos, produciendo una menor actividad lipogénica que afecta ligeramente a una disminucién
de la acumulacion de TAG en los adipocitos de TABi [5][41]. Es mds, se ha reportado que los
polifenoles como el resveratrol reducen el aumento de la expresién de Fasn causada por dieta
rica en grasa en el TAB [5]. Resultado que concuerda con el efecto del GSPE sobre estos genes
en el L12 y el L18, provocando una ligera disminucién de la actividad lipogénica [25]. No
obstante, cabe destacar que la eficiencia de los primers del gen Gpat no fue éptima, por lo que

se deberia de volver a comprobar el efecto del GSPE y de la dieta en este gen.

En cuanto ala lipdlisis, dependiendo del fotoperiodo expuesto hubo sobreexpresién o represién
de los genes analizados (Atgl, Hsl y Cptlb). Durante el L6, se observd una sobreexpresion
significativa de los genes Hsly Cpt1b inducido por la dieta CAF, pero una ligera expresion de Atgl,
al igual que en estudio de Gibert-Ramos et al. [4]. El GSPE presenta propiedades lipoliticas y
modulé la expresién génica de manera diferente segin el fotoperiodo, produciendo una
disminucién de la expresién de Atgl, Hsl y Cptlb en las ratas obesas, siendo significativa en los
dos ultimos genes durante el L6, provocando una disminucion en la movilizacion de lipidos y la
oxidacién de acidos grasos beta en los adipocitos de TABi. No obstante, no se observé efecto
alguno del GSPE en el L12 aligual que en el estudio de Pascual-Serrano et al. [5]. Por el contrario,
durante la exposicion a fotoperiodos mas largos, el GSPE provocd una sobreexpresidn de los
genes Atgl y Hsl causando una mayor lipolisis en estas condiciones a diferencia del resto de

fotoperiodos analizados [40].

Estudios como el de Gibert-Ramos et al. [25] han demostrado que el tamafio de los adipocitos
esta relacionado directamente con la funcionalidad de los adipocitos en pacientes obesos. En
concreto, los adipocitos hipertréficos de TAB sufren alteraciones en el almacenamiento y la
movilizacién de lipidos, disminuyendo la expresion de genes implicados en la lipdlisis y la
lipogénesis como se observé en el presente estudio en genes como Acacea, Fasn y Hsl

dependiendo del fotoperiodo expuesto.

Respecto a la seializacidn de la leptina, la administracidn del GSPE disminuyd significativamente
la expresion del gen Lep inducida por la dieta alta en grasas en el L6. Mientras la suplementacién
de GSPE en el L12 y el L18 produjo una ligera sobreexpresién de Lep. No obstante, en varios
estudios se ha demostrado que el GSPE mejora la sefializacion de la leptina que ha sido alterada

por el consumo de dietas altas en grasas [3][40][42]. Por ello, la administraciéon de
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proantocianidinas en la dieta es una buena estrategia para mejorar la sensibilidad de la leptina

periférica y central de individuos obesos [47].

En cuanto a la adiponectina en TABI, la suplementacion de GSPE produjo una represion
significativa del gen Adipog en el L6, restaurando la expresién de la adiponectina que habia sido
aumentada con la dieta CAF [42]. Sin embargo, a medida que aumentaba la duracion de luz en
los fotoperiodos, el efecto del GSPE sobre esta expresién génica fue aumentando, aunque no
fue significativa ni en el L18 ni en el L12. Es mas, se ha sugerido una relacidn entre la secrecion
de adipoquinas proinflamatorias en los depdsitos de TABs y el tamafio de los adipocitos [43]. No
obstante, aunque disminuy¢ significativamente la expresién del gen Adipog en L6, no se obtuvo

una reduccidn significativa del tamafio de los adipocitos de TABi [47].
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6. CONCLUSIONES

- El consumo de la dieta CAF provocé cambios morfoldgicos significativos en TABI, sobre

todo en el L6.

- Aunque se ha descrito que el GSPE presenta propiedades antihipertréficas, en este
estudio, el tratamiento con GSPE no produjo cambios significativos en la morfologia del
TABi en un modelo de rata obesa inducida por la dieta CAF en ninguno de los

fotoperiodos estudiados.

- El GSPE moduléd de manera diferente la expresion de genes implicados en el

metabolismo lipidico del TABi dependiendo del fotoperiodo.

- Losresultados obtenidos en este estudio podrian ser Utiles para futuras investigaciones
relacionadas con los compuestos bioactivos sobre los ritmos estacionales en la

obesidad.
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9. ANEXOS

ANEXO 1: PERSPECTIVAS DE FUTURO

En primer lugar, los estudios de histologia y de expresién génica en el tejido adiposo deben
seguir estudiandose. Entre los experimentos pendientes de este estudio destaca el analisis de
la expresion de genes implicados en el metabolismo de la glucosa (Gépd, Glut4 y Irs2) y en el
reloj biolégico (Bmall, Cryl, Per2, Nampt y Nr1d1). De este modo, al igual que se ha evaluado
el efecto del GSPE, falta por estudiar el efecto de otros compuestos bioactivos. Asimismo, es
necesario realizar una cuantificacidn de las proteinas implicadas en la funcionalidad del TABI
dependiendo del fotoperiodo y del tratamiento administrado. Finalmente, este estudio se
centrd en el TABI, por lo que se deben analizar otros tipos de tejido adiposo, como por ejemplo
el tejido adiposo blanco mesentérico (TABm) o el TAM, siendo interesante en este Ultimo tejido
evaluar la dindmica mitocondrial dependiendo del tratamiento administrado y de los distintos

fotoperiodos.

ANEXO 2: COMPOSICION FENOLICA DEL GSPE

Tabla 2. Composicion fendlica del extracto de proantocianidinas de uva (GSPE), empleado en este ensayo, analizada

mediante HPLC-ESI-MS/MS [41].

Compound Concentration (mg/g)
Galllic acid 31.07 £ 0.08
Protocatechuic acid 1.34 £ 0.02
Vanillic acid 0.77 £0.04
PA dimer B2 33.24 £1.39
PA dimer B1® 88.80 £ 3.46
PA dimer B3? 46.09 £ 2.07
Catechin 121.32+ 3.41
Epicatechin 93.44 +4.27
Dimer gallate® 8.86£0.14
Epicatechin gallate 21.24+£1.08
Epigallocatechin gallate 0.03£0.00
Epigallocatechin® 0.27 +0.03
PA trimer® 490 +047
PA tetramer? 0.05 £ 0.01

Abreviaturas: PA (proantocianidina) Los resultados son
expresados con la media + SD (n = 3). Los resultados de
concentracion se expresan en mg de compuesto fendlico/g
de GSPE. ° Cuantificado usando la curva de calibracidn de
la proantocianidina B2. ° Cuantificado utilizando la curva

de calibracion del galato de epigalocatequina.
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ANEXO 3: REACTIVOS EMPLEADOS DE LA MASTERMIX DE LA RETROTRANSCRIPCION

Tabla 3. Reactivos empleados de la Mastermix de la retrotranscripcion para cada muestra.

RETROTRANSCRIPCION ‘

Reactivos (TagMan RT PreMix) Volumen (pL/pocillo)
Agua ARNasa free 4,2
10x RT buffer 2,0
25x dNTPs Mix 0,8
10x RT Random Primers 2,0
MultiScribe Reverse Transcriptase (50U/plL) 1,0
Volumen total TagMan PreMix 10,0

ANEXO 4: REACTIVOS EMPLEADOS DE LA MASTERMIX DE LA RT-qPCR.

Tabla 4. Reactivos empleados de la MasterMix de la PCR cuantitativa a tiempo real (RT-qPCR) para cada muestra.

RT-qPCR

Reactivos MasterMix Volumen (pL/pocillo)
Agua ARNasa free 1,00
iTag™ Universal SYBR Green Supermix 2,50
Reverse primer 0,25
Forward primer 0,25
Volumen total Mastermix 4,00
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ANEXO 5: ANALISIS HISTOLOGICO

Figura 11. Imdgenes representativas de TABi cada grupo de estudio (microscopia de luz tefiido con hematoxilina y
eosina).

ANEXO 6: EFICIENCIA DE LOS PRIMERS

Tabla 5. Eficiencia de los primers utilizados para cada gen en el andlisis de expresion génica en TABI.

Gen Eficiencia primers

Ppia 2,066
Ppary 1,992
C/ebpa 1,780
Acaca 1,947
Fasn 1,875
Gpat 2,855
Atgl 1,945
Hsl 2,021
Cptlb 1,924
Lep 1,918
Adipoq 1,939
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