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RESUMEN

En las ultimas décadas, el Sindrome Metabdlico (St)e incluye entre otras
patologias la diabetes tipo 2, dislipidemia, intaheia a la glucosa, hipertension y
obesidad central- ha alcanzado proporciones ep@@&men el mundo entero. Estas
enfermedades son la resultante multifactorial depomantes genéticos, fisioldgicos,
nutricionales y el estilo de vida. Dentro de lostdaes nutricionales una elevada ingesta
de nutrientes tales como hidratos de carbono ssnple grasas saturadas han
demostrado tener una gran influencia en el desauel SM.

La resistencia insulinica (RI) es una anomalia gomfpdas las patologias incluidas en
el SM. En este contexto, la funcién de la céful@ancreéatica cumple un rol clave en el
mantenimiento de la homeostasis de la glucosasgnaibilidad insulinica, existiendo
una relacion hiperbdlica entre sensibilidad insaéiny secrecion de insulina en los
individuos normales. Cuando dicha relacion se altga sea por factores genéticos o
adquiridos, se desarrolla intolerancia a la glugosan el tiempo diabetes.

Los mecanismos bioquimicos-moleculares involucraoa secrecion de insulina que
conducen a la disfuncion de la célfilan estados de insensibilidad insulinica, no estan

aun completamente dilucidados.

Experimentalmente se han utilizado diferentes nomleanimales genéticos vy
nutricionales para el estudio fisiopatologico dedtieraciones incluidas en el SM. En la
presente Tesis utilizamos un modelo no genéticodidépidemia, Rl y anormal
homeostasis de la glucosa obtenido mediante laraginaicion de una dieta rica en
sacarosa (DRS) a ratas normales. El perfil meteddlihormonal observado en ratas
alimentadas con DRS en el corto periodo de ing8skasemanas) difiere de aquel que
se observa luego de la administracion prolongadk aketa (15-40 semanas). En el
corto periodo de ingesta se observa normoglucemma [tiperinsulinemia que
evoluciona con la cronicidad de la dieta a modefaigarglucemia acompafnada de
normoinsulinemia, lo que sugiere que una disfunai@n la célulap pancreética
acompafa al deterioro de la sensibilidad insulinicdislipidemia. Dentro de este
contexto, ebrimer objetivode esta Tesis fue estudiar a nivel de la cflydancreatica
de animales alimentados cronicamente con DRS asgamecanismos bioquimicos-
moleculares involucrados en el progresivo deterieola funciéon de la célulf.

Particularmente analizamos en islotes pancreadistados de los animales alimentados

Ferreira Cordoneda M.R. 1
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con DRS durante 22 dias (corto periodo de inges2d0 dias (ingesta cronica): a)
transportador GLUT 2, fosforilacion y oxidaciénldeglucosa, b) los niveles de la masa
proteica de receptores activadores de la prolii@naperoxisomal —PPARY vy - (los
cuales regulan el metabolismo de la glucosa yiadds en el interior de la céluB, c)
los niveles de la masa proteica de la proteinacdptante UCP 2 (proteina que se
relaciona de manera inversa con los niveles de AT& secrecion de insulina), d) el

contenido de Triglicéridos (TG) en el interior decElulay (marcador de lipotoxicidad).

Por otra parte, diferentes estudios epidemioldgic@xperimentales han evaluado la
posibilidad de introducir modificaciones en lastaseque puedan prevenir o mejorar las
alteraciones incluidas en el SM. En este sentigede hace ya varios afios se ha puesto
especial interés en el consumo de acidos grasosngadlirados n-3 (PUFA),
especialmente en aquellos de origen marino: admsapentanoicogPA 20:5, n-3) y
acido docosahexanoic®@KA 22:6, n-3), debido a los efectos beneficiosos egtes
ejercerian sobre diversos procesos fisiologicos ny particular sobre diferentes
componentes del SM. Sin embargo, si bien numerestoslios han evaluado el posible
efecto beneficioso de los n-3 PUFA sobre distiefimlds que son “blanco” de la acciéon
de la insulina, ain no estd completamente dilucigh@decto que tendrian estos acidos
grasos sobre la funcidén de la cél@ly regulacion de la secrecion de insulina. De lo
expuesto, ekegundo objetivale la presente Tesis fue estudiar algunos mecagsism
implicados en el posible efecto beneficioso dediniaistracion de n-3 PUFA dietario
(aceite de higado de bacal@d+B- rico enEPA y DHA sobre la disfuncién de la célula
B inducida por administracion crénica de DRS. Enceto plazo (22 dias de ingesta) se
sustituyo parcialmente el tipo de grasa dietaigai{a de maiz -AM- por AHB) desde el
inicio de la administracion de la DRS, mientras gueel largo plazo (240 dias), la
sustitucién del tipo de grasa dietaria se llevéahocdurante los ultimos 60 dias de

ingesta (una vez que la dislipemia y Rl permaneniestables).

Los resultados obtenidos muestran que el patréhbdeacion de insulina frente al
estimulo de la glucosa se deteriora con la croaitide la dieta en los animales
alimentados con DRS. En los primeros estadios desta (22 dias) el patron de
secrecion de la hormona frente al estimulo de lecogla muestra un primer pico
hipersecretor acompafiado de una segunda fase deciéacnormal. Durante este

periodo en islotes pancreaticos aislados solo se pbdervar un incremento en los

Ferreira Cordoneda M.R. 2
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niveles de la masa proteica de la enzima glucogai(@Q) y del factor de transcripcion
PPARy. Cuando el periodo de administracion de las die¢asxtiende a 240 dias, se
observa una clara disfuncién de la célulearacterizada por un patron de secrecion de
insulina frente al estimulo de la glucosa con atisestel primer pico de secrecion y una
segunda fase hipersecretora. Durante este pergdps islotes pancreaticos, se
observa una disminucion significativa en la actdd niveles de la masa proteica de la
enzima GQ acompafada de una menor oxidacion deidasa (disminuida actividad
del complejo PDHCc), un incremento en el conteniedd & en el interior de la célufay

un significativo incremento en los niveles de lssenproteica del PPARy de la UCP 2

sin cambios en los niveles de la masa proteicdraesportador de glucosa GLUT 2 y

PPARu ni en la actividad y niveles de la masa proteickadazima hexoquinasa (HQ).

La sustitucion parcial de la fuente de grasa dee{@M por AHB) previene o revierte
el anormal patron de liberacion de insulina en argmriodos estudiados (22 dias y 240
dias). A su vez, en los primeros estadios de iadasidicion de aceite de pescado a la
dieta logra prevenir el incremento en los niveledalmasa proteica de la GQ en los
islotes pancreaticos aislados, sin embargo no meadds valores hallados en el PPAR
el cual presenta valores similares al grupo DRS.eEfargo plazo, los principales
hallazgos obtenidos en los islotes pancreaticomsl@nimales alimentados con DRS
luego de la sustitucion parcial de la fuente desadietaria durante los ultimos 60 dias
de la experiencia fueron: a) normalizacion de émiicidos niveles de la masa proteica y
actividad de la enzima GQ, b) normalizacién declesados niveles de la masa proteica
del PPAR vy la proteina desacoplante UCP 2, sin cambioogmiveles de la masa
proteica del PPAR c) la actividad de la enzima HQ y niveles de Esaproteica de la
HQ y transportador de glucosa GLUT 2 no se modificauando el AHB reemplaza al
AM como fuente de grasa dietaria. Ademas, en caolacmia con resultados previos, la
presencia de AHB en la dieta fue capaz de normalzaeducida oxidacion de la
glucosa (estimada a partir de la actividad PDHe) imcrementado contenido de TG en

el interior de los islotes de los animales alimdasacon DRS.

Estos resultados demuestran que la administracion DRS a animales de
experimentacion impacta sobre la secrecion deiiestrente al estimulo de la glucosa
a través de diferentes mecanismos segun el tienypant® el cual la dieta es

administrada. En los primeros estadios (22 dias)algor respuesta de la cél@lérente
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al estado de RI que logra mantener la normoglucessiaria dada en parte por un
incremento en los niveles de la masa proteica denniana clave en la metabolizacién
de la glucosa como es la GQ sumado al incrementoseniveles de la masa proteica
del factor de transcripcion activado por acidossgsaPPAR, el cual regularia los
niveles de expresion de la GQ. La administraci@mnica de la dieta conduce a un
ambiente metabdlico y hormonal diferente en el solreviene la hiperglucemia como
consecuencia de una profunda disfuncién de la a&@ulEntre los mecanismos de
glucolipotoxicidad que podrian estar implicadosathte este periodo se encuentran una
reducida fosforilacion y oxidacién de la glucosacremento en el acimulo de TG
intracelulares y mayor contenido proteico del faatertranscripcion PPARy de la
proteina desacoplante UCP 2.

La adicion de n-3 PUFA impacta de manera positolaes la funcion de la célulay
secrecion de insulina en ambos periodos. El predesttajo de Tesis sugiere algunos
mecanismos implicados en el posible efecto bemnsficdel aceite de pescado sobre la
prevencion y reversion/mejora de la disfunciénaledlulap en ratas alimentadas con
DRS entre los que se incluyen: la normalizacioriodeniveles de la masa proteica y
actividad de la enzima GQ, la reduccién de loslaizde la masa proteica del factor de
transcripcion PPARY de la proteina desacoplante UCP 2. Ademas ébate pescado
reduce el contenido de triglicéridos en el intederlos islotes pancreaticos y normaliza
la deteriorada oxidacion de la glucosa. Estos e$eestarian involucrados, al menos en
parte, en la normalizacion de la secrecion de imsditente al estimulo de la glucosa en
el modelo nutricional de dislipemia y Rl inducidor@dministracion de una dieta rica

en sacarosa.
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SUMMARY

Over the last decades, Metabolic Syndrome (MS) 4clwhncludes among other
pathologies type 2 diabetes, dyslipidemia, gludéns#erance, hypertension and central
obesity — has reached epidemic proportions worldwi@hese diseases are the
multifactorial result of genetics, physiologicaldanutritional components and lifestyle.
Among the nutritional factors, a high intake of nents such as simple carbohydrates
and/or saturated fat have been shown to have a nmdlj@ence in the development of
the MS.

Insulin resistance (IR) is a common abnormalityh® pathologies including in the MS.
In this regard, pancreatip cell function plays a key role in maintaining ghse
homeostasis and insulin sensitivity, and there iByperbolic relationship between
insulin sensitivity and insulin secretion in normglbjects. When this relationship is
altered, either by genetic or acquired factors, etips glucose intolerance and
eventually diabetes.

Biochemical-molecular mechanisms involved in insusecretion leading t@ cell

dysfunction in states of insulin insensitivity aret yet fully elucidated.

Different genetic and nutritional animals modelsiddeen used experimentally to
study the pathophysiologic abnormalities includedhie MS. In this Thesis we used a
non genetic model of dyslipidemia, IR and abnorgiatose homeostasis obtained by
administering a sucrose rich diet (SRD) to nornab.r The metabolic and hormonal
profile observed in rats fed the SRD in the shentiqn of intake (3-5 weeks) differs
from that observed after prolonged administratiothefdiet (15-40 weeks). In the short
period of intake we observed normoglycemia withehipsulinemia that evolve to
moderate hyperglycemia accompanied by normoinsuliaevith the length of time the
diet is consumed, suggesting that pancreddiccell dysfunction accompanying
deterioration of insulin sensitivity and dyslipidem Within this context, thdirst
objectiveof this Thesis was to study some biochemical-mdéagamnechanisms involved
in the progressive deterioration dicell function in pancreatig cells from animals fed
chronically with SRD. Particularly we analize iroliated pancreatic islets of animals
that receive SRD for 22 days (short intake) and @&y (chronic ingestion): a) glucose
transport, phosphorylation and oxidation, b) pesorie proliferator-activated receptors

— PPAR y a — protein mass levels (which regulate the metabobf glucose and lipids
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within the cell), c) UCP 2 protein mass levels (a proteirt thaersely correlates with
ATP levels and insulin secretion), d) triglycerig€G) content within thef cell

(lipotoxicity marker).

Moreover, different epidemiological and experiménstudies have evaluated the
possibility of introducing changes in diets that gaevent or improve the abnormalities
included in the MS. In this regard, for the pastesal years has placed special emphasis
on the consumption of n-3 polyunsaturated fattydaqiPUFA) especially those of
marine origin: eicosapentaenoic aiePA 20:5, n-3)and docosahexaenoic a¢idHA
22:6, n-3) due to these exert beneficial effects on varplugsiological processes and
in particular on different components of MS. Howewathough numerous studies have
evaluated the potential beneficial effects of n{3FR on different tissues that are
"target” of insulin action, the effect of those tyaticids uponp cell function and
regulation of insulin secretion is not yet fullyueidated. From the above, tsecond
objective of this Thesis was to study some mechanisms imeblin the possible
beneficial effect of the administration of dietary\8 PUFA (cod liver oil -CLO- rich in
EPA and DHA) upon thg cell dysfunction induced by chronic administratioha
SRD. In the short term (22 days of intake) the tygedietary fat was partially
substituted (corn 0il-CO-by CLO) from the starttié SRD administration, while in the
long term (240 days), the replacement of dietaryyfae was carried out during the last

60 days of intake (once dyslipidemia and IR renméistable).

The results show that glucose-stimulated insulered@®on pattern deteriorates in SRD
fed animals with the length of time the diet is aangd. In the early stages of intake
(22 days) the pattern of hormone secretion understimulus of glucose shows a
hypersecretory first peak accompanied by a norrealesion in the second phase.
During this period we observed an increase in prateass levels of both glucokinase
(GK) enzyme and PPARtranscription factor in isolated pancreatic islai¢hen the
period of diets administration extends to 240 days, observed a marked§-cell
dysfunction characterized by a glucose-stimulatsdlin secretion pattern with absence
of the first peak and a hypersecretory second pl#gsehis time, in isolated pancreatic
islets, we observed a significant decrease ofa@livity and its protein mass levels
accompanied by a reduced glucose oxidation (desdeRBBHCc activity), an increase in
TG content within thel cell and a significant increase of both PRA&d UCP 2
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protein mass levels without changes in glucosesprarier GLUT 2 and PPARprotein

mass levels or in the activity and protein massleof HK enzyme.

Partial substitution of the source of dietary f@O( by CLO) prevents or reverses the
abnormal pattern of insulin release in both studyqals (22 days and 240 days). In the
early stages of intake the addition of fish oikle diet can prevent the increase in GQ
protein mass levels in the isolated pancreatitsslewever does not change the values
found in the PPARY which shows similar values t® 8RD group. In the long term, the
major findings obtained in pancreatic islets of SiRD animals after partial substitution
of the source of dietary fat in the last 60 dayshefexperiment were: a) normalizing of
both the observed reduced GK activity and the prateass levels, b) normalizing of
elevated protein mass levels of PRA&d uncoupling protein UCP 2, without changes
in protein mass levels of PPARc) The activity of HK and the protein mass levels
both HK and glucose transporter GLUT 2 were not ifiresdi when CLO replaced CO as
a source of dietary fat. In adittion, and confirmprgvious results, the presence of CLO
in the diet was able to both normalize glucose atxioh (estimated by the activity of
PDH complex) and the TG content within the isldtSBD fed animals.

These results demonstrate that SRD administraticexperimental animals impact on
glucose-stimulated insulin secretion by differergamanisms depending on the time on
diet. In the early stage (22 days), the incregsedll response in the setting of IR that
can maintain normoglycemia would be in part theultesf both an increase in protein
mass levels of glucose metabolism key enzyme GKimdotein mass levels of fatty
acids activated transcription factor PPARthat could influence the GK mass
expression-. Chronic administration of the dietdedo a different metabolic and
hormonal environment in which hyperglycemia occudiige to a markedlys-cell
dysfunction. Among the glucolipotoxicity mechanisthst might be involved in this
period we could mention a reduced glucose phospdtary and oxidation, an increase
in TG content within the cells and an increasehim pirotein content of the transcription

factor PPAR and the uncoupling protein UCP 2.

The addition of n-3 PUFA positively impacts prcell function and insulin secretion in
both periods. This thesis work suggests that somehef possible mechanisms

concerning the beneficial effects of fish oil oe fbrevention and reversal/improvement
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of B-cell dysfunction in SRD fed rats involved: a notixetion of the protein mass level
and enzymatic activity of GK and a down regulatafriranscription factor PPARand

uncoupling protein UCP 2 protein mass levels. Initaatd fish oil was able to reduce
triglyceride content within the pancreatic isletsdanormalizes the impaired glucose
oxidation. These effects are at least in part medlin the normalization of glucose-
stimulated insulin secretion in this nutritional deb of dyslipemia and IR induced by

administration of a sucrose-rich diet.
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INTRODUCCION

El estilo de vida actual, caracterizado por reduactevidad fisica y una elevada ingesta
de nutrientes (principalmente excesivo consumo dsdbe conteniendo jarabe de
fructosa o sacarosa, alimentos ricos en carbobglrsimples como la sacarosa y la
fructosa o grasas principalmente saturadas) kadtea un alarmante incremento de
patologias asociadas al denominado “Sindrome Meatabo{SM) entre las que se
incluyen la diabetes mellitus no insulino depenigfidbMNID) o diabetes tipo 2, las
dislipidemias (incremento de triglicéridos y/o iérol), intolerancia a la glucosa,
hipertension, obesidad central, etc. (Cheal y @004). El conjunto de disturbios
metabolicos que constituyen el SM son todos fastate riesgo de enfermedad
cardiovascular y presentan una anomalia comunas teldbs:la resistencia insulinica
(RI).

La funcion de la célul§ pancreatica cumple un rol clave en el mantenitoiele la
homeostasis de la glucosa y sensibilidad insulirioa individuos sanos existe una
relacion hiperbdlica entre sensibilidad insulinjceecrecion de insulina, de manera que
cambios en la sensibilidad insulinica se acompaff@ncambios reciprocos en la
secrecion de insulina (Kahn y col., 1993).

Por ello frente a un estado de resistencia a idinmasla célulg es capaz de generar una
respuesta compensadora caracterizada por unaéipecion de la hormona a fin de
mantener la normoglucemia. Sin embargo, cuandoresfauesta compensadora falla
(debido a factores genéticos o adquiridos) se d@karintolerancia a la glucosa y mas
tarde diabete@~igura 1).

Los mecanismos bioquimicos-moleculares involucradoa secrecion de insulina que
conducen a la disfuncion de la cél@ileen estados de insensibilidad insulinica, como
ocurre en situaciones de anormal homeostasis degll@osa, dislipidemia,

glucolipotoxicidad y diabetes tipo 2 no estan aoimgletamente dilucidados.
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Figura 1. Representacion hipotética de la evoluciérde la célula p desde
compensacion hacia falla frente a un estado de imssbilidad insulinica.*

Compensacion Descompensacion Falla

AGNE ||Glucosa

ISecrecién de insulina |

Masa de células

- Expresion génica de insulina
1 1

|Sensibi|idad insulinica |

v

ANOS

La figura muestra las variaciones en los niveleaspiaticos de glucosa y AGNE (&cidos
grasos no esterificados) y en la masa y funciolad®lulap que caracterizan a los estadios de
compensacion, descompensacion y falla de la cé#luRrente a un estado de insensibilidad
insulinica se generan una serie de cambios a migdh células para hacer frente a la mayor
demanda de la hormona, entre los que se incluyiearemento en la secrecién de insulina, en
la masa de célulag y en la expresion del gen de la insulina (compeidsd. Cuando la
respuesta compensadora falla, los niveles de ghugdasmaticos se elevan por encima del
rango normal los cuales junto con los elevados lavale acidos grasos no esterificados
(AGNE) resultan toxicos para la célyba Este periodo se acompafa de una disminucion de la
secrecion de insulina, de la expresion del gen aeénsulina y de la masa de célulgs
Finalmente se produce la falla de la célyfa la hiperglucemia se hace sostenida y se
acomparfia de un deterioro de los parametros mendimhéodificada de Poitout y col., 2010).
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1. PANCREAS ENDOCRINO: CARACTERISTICAS GENERALES DE LA
BIOSINTESIS Y SECRECION DE INSULINA.

1.1 Islotes pancreaticos

El pancreas cumple un rol clave en el metabolisméoslecarbohidratos, proteinas y
lipidos. La unidad anatomo funcional del pancreadoerino son losislotes de
Langerhanslos cuales constituyen el 1-3 % de la masa paticag®dtal. Se encuentran
distribuidos en todo el pancreas pero son mas antesl en la cola que en el cuerpo y
la cabeza. En los humanos existen 1 a 2 millonessldees y cada uno contiene
aproximadamente unas 1000 células. Las célulasoslaslotes secretan diferentes
hormonas que llegan a la vena porta hepatica. Hatrecélulas insulares de los
mamiferos los cuatro tipos principales son: laalaéh (productoras de glucagon), las

B (productoras de insulina), las(productoras de somatostatina) y las PP (prodastor
de polipéptido pancreatico). Recientemente sedatiftcado una pequefa poblacién de
células en el islote que se han llamado céku(gsoductoras de ghrelina) (Islam, 2010).
Las célulag son las mas comunes y representan 60-75% delldascén los islotes, se
ubican en el centro del islote y estan rodeadasédatas n@ (Figura 2).

Figura 2. Tipos celulares que componen los islotegs d.angerhans’

Tipos celulares Islote

'Figura representativa que muestra los diferentpedide células que conforman los islotes de
Langerhans y su disposion en el interior del islof®odificada de Beta Cell Biology
Consortium (BCBC)-llustracion de Cartellier, 2005).
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En estudios experimentales se ha evidenciado gpehiacion de estas células dentro
del pancreas adulto es dinamica y responde a demametabdlicas con cambios en su
masa y su funcion. La masa celufapuede modificarse mediante la cantidad o el
tamanfo de las células. En este sentido, se haqust@xisten 3 mecanismos mediante
los cuales se puede modificar la cantidad de cglplaneogénesis, replicacion y
apoptosis (Weir y col., 2009).

Las célulasp son las unicas del cuerpo que producen una cdnsigdmificativa de
insulina, hormona vital que ejerce un control catsobre el metabolismo corporal. Los
efectos fisiologicos de la insulina son de largmaate y complejos. Si bien la accion
mas conocida de esta hormona es su efdptmglucémicogxisten efectos adicionales
sobre los transportes de aminoacidos, electroldaosyidades enzimaticas y sobre el

crecimiento.

1.2 Biosintesis de insulina.

La produccién de insulina por parte de las célflael pancreas es un proceso crucial
para el mantenimiento de la normoglucemia y es agelgupor los niveles de glucosa
sanguineos tanto a nivel transcripcional como rastscripcional (Andrali y col.,
2008).

Al igual que otras hormonas polipeptidicas la iimsulse sintetiza como una
preprohormona mas grande (PREPROINSULINA) a pattirla cual se forma la
PROINSULINA que consta de 2 cadenas polipeptidisag B unidas por puentes
disulfuro y por un segmento peptidico (PEPTIDO Garfong, 2000). La proinsulina es
envuelta en granulos inmaduros de fina cubiertalaina y dentro de éstos, por la
accion de endopeptidasas, es procesada a insupgatiglo C los cuales se liberan en
cantidades equimolares. Ademas alrededor de 2-4% demunorreactividad de la
insulina secretada consiste en proinsulina y pégtidlacionados con ésta (Weir y col.,
2009). Los granulos con insulina cristalizada puoegermanecer en un sitio de
almacenamiento, ser degradados por crinofagia eesgetados. Aungque gran parte de
la insulina producida se secreta mediante unaegalada, una pequefia cantidad puede

liberarse en microvesiculas por la via de secremdstitutiva(Figura 3).
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Figura 3. Vias de biosintesis de la insulin.

Sintesis de
preproinsulina

proinsulina

Proinsulina y enzimas
convertidoras

Particula cubierta de
clatrina

Péptido C

Insulina cristalizada

MEMBRANA

PLASMATICA
SECRECION SECRECION
REGULADA CONSTITUTIVA

! Esquema representativo de los eventos involucradda biosintesis de insulina. Mas
detalles se describen en la pagina 12 del texted{ftada de Steiner y col., 2011).

1.3 Regulacion de la secrecion de insulina

Bajo condiciones fisiologicas la concentracion tleegsa sanguinea fluctia dentro de
un rango muy estrecho gracias a un efectivo sisteommonal que actia sobre los
organos encargados del almacenamiento y produdei@ste metabolito. Si bien varias
hormonas contribuyen al mantenimiento de la homasastle la glucosa, la insulina es
la Unica hormona que puede prevenir eficientemetdeaciones exageradas en los
niveles de glucosa sanguineos. Debido a éstoctasén de la hormona por parte de

las célulag} del pancreas es un proceso altamente regulado.

Los factores que pueden afectar la secrecion ddinasson numerosos y han sido

objeto de estudio desde hace varias décddabn y col (1994)dividieron los factores
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en 2 categorias: iniciadores y potenciadores. ihimgadores o estimulo primarison
aguellos capaces de incrementar la secrecién déniasen ausencia de cualquier otro
agente (D-glucosa, D-gliceraldehido, D-manosa, Ucilea, entre otros). Mientras que,
los potenciadores o estimulo secundason aquellos que son inefectivos por si solos
pero en presencia de un iniciador (particularmegiteosa) pueden incrementar la
secrecion de insulina. Entre ellos se encuentomnatidos grasos, ciertos aminoacidos,
hormonas intestinales, neurotransmisores del sistenervioso simpatico vy

parasimpatico.

1.3.1 Secrecion de insulina estimulada por la glusa.

Como mencionamos anteriormente, si bien una anvalieedad de factores pueden
afectar la secrecion de insulina, el control ppatiesta dado por el efecto de
retroalimentacion de la glucosa plasméatica qugeseeedirectamente sobre las células
B del pancreas. Se dice que la glucosa es el prin@galador de la secrecion de la
hormona al punto tal que es considerada el Unic@dor fisioldgico de la secrecion de
insulina en mamiferos. En este sentido, se ha desdosen estudios vitro utilizando
islotes o pancreas perifundidos que la glucosae tiem efecto estimulatorio incluso al
estar presente en concentraciones dentro del fesigidgico. Ademas, se ha visto que
confiere la capacidad de aumentar la secrecioa terinona a aquellos agentes que no
son efectivos por si solos 0 poseen baja efectiyittdes como los aminoacidos, acidos
grasos, entre otros (Joslin y col., 1994).

Las célulasp poseen una diferenciacion Unica que les permiteoular los valores
fisiologicos de glucosa con sefiales metabdlicasisipldgicas que controlan la
liberacion de insulina. Se dice que se comportamoctsensores de glucosa” adaptando
la velocidad de secrecion de la hormona segun leslesi de glucosa plasmaticos

existentes.

Todos aquellos eventos que ocurren en el integda aélulg’ luego de la exposicion a
un estimulo (glucosa) y que conducen finalmentea dideracion de la hormona
(insulina) hacia el medio extracelular se conocema acoplamiento estimulo-
secrecion, y las sefiales que se generan durantesmlo y que son criticas para una
normal liberacion de insulina se denominan en cdaojufactores de acoplamiento

metabdlico”.
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Los mecanismos implicados en este fendmeno hanasigidiamente estudiados desde
hace 50 afios empleando ensayos tamwo/o comoin vitro. Actualmente se sabe que la
glucosa induce la secrecion de insulina a travé3 das diferentes que se resumen en
la Figura 4. Cuando los niveles de glucosa extracelular searlda hexosa es
transportada hacia el interior de la célila través de un transportador facultativo que
permite un rapido equilibrio entre las concentraggode este metabolito en los medios
intra y extracelular. En los roedores el ingresogtiecosa se realiza a traves del
transportador GLUT 2 mientras que en las célulashumanas predomina el
transportador de glucosa GLUT 1 (De Vos y col.,53)9%mediatamente se produce la
fosforilacion de la glucosa, reaccion que es med@ma2 enzimas: glucoquinasa y
hexoquinasa. En extractos de islotes pancreatiposxismadamente un 75% de la
fosforilacion de la glucosa se atribuye a la enzZieeoquinasa, sin embargo en células
intactas la hexoquinasa es severamente inhibideagbucosa-6-fosfato, de manera que
en estas circunstancias la glucoquinasa juega wprepbnderante (Joslin y col., 1994).
La glucoquinasa es estructural y funcionalmenterelifte a la hexoquinasa. Esta enzima
no es inhibida por los niveles de glucosa-6-fosfgte existen en condiciones
fisiol6gicas y ademas posee baja afinidad poruaaga actuando a concentraciones de
glucosa cercanas a 10 mmol/L (rango de las varasidisioldgicas de la glucemia).
Por su especificidad y caracteristicas cinéticagudaoquinasa se dice que actda como
“sensor” de los niveles de glucosa adaptando laciddd de secrecion de insulina
segun la demanda (Matschinsky y col., 1993).

La glucosa es metabolizada hasta llegar a la faémade piruvato, el cual sigue un
destino principalmente mitocondrial ya que las leé&l$} poseen muy baja actividad
lactato dehidrogenasa (LDH). Finalmente el complegmzimatico piruvato
dehidrogenasa (PDHc) actua sobre el piruvato prende la formacion de acetil-CoA
el cual ingresa en el ciclo de Krebs y es oxida@Oay H,O (Nolan y Prentki, 2008)
(Figura 4).

Como consecuencia del metabolismo de la glucogarseran 3 respuestas diferentes:

(1) Aumenta la proporcién ATP/ADP en la cél@ldo que provoca el cierre de canales
de K" sensibles al ATP (i&p) que se encuentran en la membrana de la célula. La
disminucion de la salida de'Klespolariza la membrana de la célpilprovocando la
apertura de canales de *‘Caensibles al voltaje. De ésta manera €I Qagresa a la

célula y el incremento del calcio intracelular desalena la liberacién de insulina
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mediante exocitosis. Esta secuencia de eventoso®rés conocida comovia de

sefalizacion dependiente de canalegrio efectos “ionicos de la glucosa”.

(2) Cuando los niveles de Caestan elevados la glucosa puede ejercer un efecto
insulinotropico  incrementando la  exocitosis desdanada por el Cj
independientemente de su accidén sobre los canalgs Ksta via de sefalizacién es

conocida como viadependiente de canalesai$, dependiente del Ca

(3) Cuando la proteinquinasa C (PKC) y la adenitattasa son activadas, la glucosa es
capaz de estimular la secrecién de insulina a $raeéuna via conocida coméa de
sefializacionindependiente de canalesaf¢ y de C&'. Esta via seria particularmente
operativa en el estado postprandial cuando loslesvde incretinas se encuentran
elevados y activan las proteinquinasas.

Las Ultimas dos respuestas se conocen cbefectos no ibnicos de la glucosa”
(Aizawa y col., 1998) y si bien se ha visto que $am relevantes para una normal
secrecion de insulina como lo son los eventos ¢dsii alun no estdn completamente

esclarecidos los mecanismos implicados en caddeir#as.

Diferentes autores han propuesto que la via ardjg@rjugaria un rol clave en la
amplificacion de la secrecion de insulina estimulpdala glucosa. En este sentido, se
ha visto que la enzima anaplerdtica piruvato catasa (PC) es inusualmente activa en
la célulaB al punto tal que un 50% del piruvato es metabdbtzaor la via de la PDH y
el otro 50% por la via de la PC (Liu y col., 2082acDonald y col., 2005). Siguiendo
esta via, los secretagogos de la insulina, al staibulizados en la célupa proveen no
s6lo energia (ATP) sino que ademas aportan inteamesl del ciclo del acido citrico
(anaplerosis). Si bien el ATP es el Unico factotooundrial que se sabe con certeza
acopla el metabolismo con la exocitosis de insuliferentes estudios han demostrado
en los ultimos afios la existencia de otros factoreocondriales que actuarian
concomitantemente con el ATP para estimular o aatac la secrecion de insulina
(MacDonald y col., 2005MacDonald y col. (2005han propuesto que la mayoria de
los intermediarios del ciclo del acido citrico aariexportados al citosol (cataplerosis)
donde estarian involucrados en las sefales impBcaa las vias de disparo,
potenciacion o sostén de la secrecidon de insulxtlemas, segun estos autores la

formacion y exportacion de los productos de la arapls desde la mitocondria hacia
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el citosol es tan importante para la secrecionndalina como lo es la produccion de
energia.

Si bien los mecanismos de accién de los productda deaplerosis no estan aun del
todo claros, se ha propuesto que la via anaplarqiiede afectar la secrecion de
insulina incrementando los niveles de moléculasef@l derivadas del metabolismo
tales como el NADPH derivado de la actividad déatzadera de malato-piruvato, el
citrato, el glutamato y moléculas lipidicas origina en la via malonil-CoA/acil-CoA

de cadena larga, entre otras (Nolan y col., 2006a).

Figura 4. Mecanismos propuestos de secreciéon de uiga bajo el estimulo de la

glucosa?

Glucosa
Incretinas

Célula p
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Ga/Ha ‘ o o
1—:3:::;: o Exc?zitoC?iDSQ ©©©
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Oxidacién \ T

I ATP/ADP i l

K* izaciS
despolarizacion

Equivalentes
PDHc ‘ reductores

(NADH,FADH,)

Produccion
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Cadena
respiratoria

Canales de K,p Canales de Ca**
mmmmm  Via dependiente de canale s de Karp
mmmsm  Via independiente de canales de K arp, dependiente del Ca **
Via independiente de canales de K arp, independiente del Ca

++

'En la figura se muestra de manera resumida lagefiies vias mediante las cuales la glucosa
conduciria a la liberacion de insulina descriptastalladamente en las paginas 15 a 17 del
texto. GQ: glucoquinasa, HQ: hexoquinasa, PDHc: complejo enzimético piruvato

dehidrogenasa. (Modificada de Aizawa y col., 1998).

1.3.1.2 Patron de secrecion de insulina (Dinamicada secrecion de insulina)
La secrecion de insulina depende no solo de laetracion de glucosa sino también
de la velocidad con que se modifica esa concentra€iuando los niveles de glucosa se

incrementan lentamente, la velocidad de secreala thtormona aumenta en paralelo.
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Sin embargo, cuando la concentracién de glucosaemtande manera abrupta, la
secrecion de insulina muestra patron bifasico La primera faseesta dada por un
aumento rapido y marcado pero transitorio en lacigdd de secrecion mientras que la
segunda fasse caracteriza por un aumento gradual en la \d&daile secrecion o por
una secrecion baja y estable dependiendo de laciespe estudio (ratas o ratones
respectivamente). La duracion de la segunda fasgtemnde hasta tanto permanezca el
estimulo (Joslin y col., 1994).

Actualmente se sabe que las célupapancreaticas contienen diferentes pooles de
granulos secretores de insulina que difieren entousm su capacidad de liberacion de la
hormona, entre los que se encuentran un pool “gerva”, un pool “de liberacion
rapida”, un pool “de liberacion inmediata”, entrerost La activacion de laia
dependiente de canalesit provoca la exocitosis del pool de liberacion inrataliel
cual es responsable de la primera fase de secrégodimsulina estimulada por la
glucosa. Por su parte, la segunda fase de secreeida principalmente como resultado
de la accidon de la viemdependiente de canales# e involucra la liberacién de la
insulina contenida en granulos de reserva (Straulsharp, 2002). Entre los
intermediarios que regularian la segunda fase deed@én se pueden mencionar
incrementos en los niveles de acil-CoA de cademgalaATP, GTP, ciertas
proteinquinasas y proteinas involucradas en la magai de exocitosis (Straub y
Sharp, 2002).

Otra caracteristica normal de la secrecion deims@s su liberacion en forma pulséatil.
En seres humanos, los pulsos tienen lugar cadairiiios. Después de una ingesta de
glucosa se ve un incremento tanto en la amplitudglenismos como en su frecuencia.
Los mecanismos que controlan la secrecion pulsatédstan del todo claros, pero se ha
sugerido que la oscilacion metabdlica de la gledli oscilaciones en la concentracion
de C&" citosdlico podrian jugar un papel clave. Por otaatey el sistema nervioso
autonomo también participaria en la regulaciénadmddalidad pulsétil de la secrecion
de la insulina (Weir y col., 2009).

La liberacion pulsatil aumenta la eficacia de laei@t hipoglucemiante de la hormona,
ya que se ha visto que la cantidad de insulinaemédp para lograr una determinada
hipoglucemia es mayor cuando se la administra emaocontinua que en forma

pulsatil. Esta mayor efectividad se relaciona dogfecto de retroalimentacion negativa
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de la insulina sobre sus receptores, que es mernarmodalidad pulsatil (Gagliardino,
2000).

1.3.2 Accion de factores diferentes a la concentiiéa de glucosa sobre la secrecién
de insulina

Los acidos grasogonstituyen una importante fuente de energia lpan@ayoria de los
tejidos, particularmente durante periodos de aytstos nutrientes, tienen ademas la
capacidad de actuar en vias de sefalizacion imamlas en diferentes procesos
celulares entre los que se incluye la secrecidnsidina estimulada por la glucosa.

Los &cidos grasos que ingresan a la céfjulpueden seguir diferentes vias que
conducirian a una modificacion de la secrecionndalina(Figura 5). EI metabolismo
de los acidos grasos esta regulado por la dispolati de sustrato. En el estado de
ayuno, son convertidos en acil-CoA de cadena largagresan a la mitocondria via
carnitina palmitoil transferasa-1 (CPT-1), alli sexidados siguiendo la via de fa
oxidacion mitocondrial contribuyendo de esta madiproduccion de energia (ATP).
Se ha visto que en el estado de ayuno, los acide®gse convierten en un metabolito
indispensable para mantener la secrecion de insetireus niveles basales (McGarry y
Dobbins, 1999).

Luego de la ingesta, la oxidacién de los &cidosagaes inhibida, en un proceso
mediado por los niveles regulatorios de “malonilACcEl malonil-CoA es sintetizado
a partir de los grupos acetatos derivados deltgjted cual se encuentra elevado bajo
estas circunstancias. Este metabolito inhibe larenZPT-1 bloqueando el transporte
de acil-CoA de cadena larga hacia el interior dmitacondria. El acumulo de acil-CoA
de cadena larga en el citosol conduce a un incremenlos niveles de diacilglicerol
(DAG) y acido fosfatidico. Los elevados nivelesadd-CoA y de moléculas lipidicas
derivadas conllevan a su vez a un aumento en l@desi de CH intracelulares, a la
activacion de enzimas claves como la proteinqui@a@2KC) y provocan cambios en el
estado de acilacién de proteinas involucradas eglaacion de la actividad de canales
ionicos y en la exocitosis. Ademas los acil-CoA gmre actuar directamente sobre el
proceso de exocitosis al facilitar la fusion de gwanulos secretores de insulina a la

membrana plasmatica (Newsholme y Krause, 2012).
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El cambio de sustrato (acidos grasos-glucosa) leaoxidacion permite controlar la
produccion de ATP y es un evento regulado por laaga activada por AMP (AMPK).
Se sugiere que esta quinasa actua como un “seshslogstado energético celular siendo
activada frente a un incremento en la relacion AMIP. Al ser activada, estimula los
procesos involucrados en la produccion celularraggda y a su vez reduce el consumo
de energia, contribuyendo de esta manera a restablizs niveles de ATP (Hardie,
2003). En la célul@ la actividad de la AMPK se correlaciona de manmavarsa con la
concentracion de glucosa (Salt y col., 1998), ZWaeisto que es estimulada en islotes
pancreaticos cultivados en presencia de palmit@sng y col., 2007).

Esta enzima regulatoria inhibe la produccion deomkCoA favoreciendo la oxidacion
de los acidos grasos y, a largo plazo, controkxfaesion de factores de transcripcion

implicados en la regulacion de enzimas glicolitigéipogénicas.

La esterificacion de los acil-CoA de cadena larga produccion de triglicéridos (TG)
es un proceso que también puede ocurrir en laac@IUEn este sentido, Nolan y col.
(2006b) han propuesto la existencia de un ciclo TG/acidesas que jugaria un rol
clave en la amplificacion de la secrecion de imsukstimulada por la glucosa. A su
vez, Mulder, (2004) observé que una reduccion esmleeles de TG enddgenos y/o la
inhibicion de la lipolisis de éstos suprime la se@n de insulina estimulada por la
glucosa, lo que sugiere que a partir de la lipdls® generarian moléculas lipidicas de

sefal que optimizarian la secrecion de insulina.

Finalmente, estudios recientes han demostradoagu&cidos grasos exdgenos también
pueden regular la secrecion de insulina actuandwesan receptor ubicado en la
membrana de la célufpacoplado a proteinas G. El receptor acoplado &ipas G 40
(GPR 40) es activado por acidos grasos de cadedia méarga (Briscoe y col., 2003) y
su activacion causaria un aumento en los nivelesCdé intracelulares lo que

conduciria a un incremento de la secrecion deims@&chnell y col., 2007).
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Figura 5. Posibles vias de metabolizacion de losidas grasos en la célulg

pancreética y su influencia sobre la secrecién dedulina.*
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!La figura muestra las diferentes vias medianteclaaies los acidos grasos podrian regular la
secrecion de insulina. Mas detalles se describelagpaginas 19 y 20 del textéC: piruvato
carboxilasa,PDH: piruvato dehidrogenas®AA: oxalacetatoCS: citrato sintasaCL.: citrato
liasa, ACC: acetil-CoA carboxilasaCPT-1: carnitina palmitoil transferasa-1ACS: acil-CoA
sintasa,PA: acido fosfatidicoDAG: diacilglicerol, TG: triglicéridos, HSL: lipasa sensible a
hormonasPKC: proteinquinsa CGPR 40:receptor de acidos grasos acoplado a proteinas G
40. (Modificada de Poitout, 2003 y Newsholme y, @8l07).

Diferentes estudios han demostrado que la acciérosleacidos grasos sobre la
secrecion de insulina depende del grado de saburat® los mismos y del tiempo
durante el cual la célulf estd expuesta a ellos. Stein y col. (1997) examnia
influencia de acidos grasos individuales sobreelxexion de insulina en pancreas de

ratas perifundidos. Segun estos autores, cuandxgdasicion de la célulg a altos
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niveles de acidos grasos ocurre durante un corfodmede tiempo (exposicién aguda)
se observa un efecto insulinotrépico que se paesicaumentar el largo de la cadena y
el grado de saturacion. Por el contrario, cuandaxpesicion es prolongada (exposicion
cronica) Zhou y Grill, (1994) encontraron en isfotke ratas Sprague-Dawley cultivados
durante 48 horas en presencia de diferentes agidsss y elevados niveles de glucosa
(27mM), que el efecto neto es una inhibicion dsderecion de insulina estimulada por

la glucosa.

Otros factores que pueden tener efecto sobre te@én de insulina y funcién de la
célula B son losaminoacidos En este sentido McClenaghan, (2007) ha descripto
algunos posibles mecanismos mediante los cualesnasoacidos ejercerian su efecto
insulinotrépico entre los que se incluyen la geciérade intermediarios metabdlicos y
la despolarizacion directa o indirecta de la memdalasmatica de la célyta

Por otra parte, las sefiales intracelulares comidvigtc, DAG e inositol 1,4,5-trifosfato
(IP3) generadas pdrormonas 0 neurotransmisoreson también importantes para la
regulacion de la secrecion de insulina (vias de liiogzion/atenuacion
neurohormonal).

Estas moléculas pueden amplificar la secreciomselina que se dispara frente a un
estimulo primario como la glucosa, a través deogamecanismos entre los que se
incluyen el aumento del influjo de Caa través de la membrana y la sensibilizacion de
la maquinaria secretora frente a los niveles dé &dstentes (Joslin y col., 1994).

La Figura 6 muestra de manera resumida los principales mecasipor los cuales los
aminoacidos, las hormonas intestinales y neuratiemwses del sistema nervioso

autonomo regulan la secrecion de insulina frenestinulo de la glucosa.
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Figura 6. Efectos sobre la secrecién de insulinaeggidos por el sistema nervioso

auténomo, las hormonas intestinales y los aminoaaid?
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!La figura muestra las vias de amplificacién/ateriGaceurohormonal y el efecto de algunos
aminodcidos sobre la secrecidn de insulina. Masliiet se describen en la pagina 22 del texto.
AC: adenilato ciclasa,Aco: acetilcolina, DAG: diacilglicerol, GIP: polipéptido inhibidor
gastrico,GLP 1 péptido similar al glucagon tipo Ge: proteina G estimulador&i: proteina

G inhibidora, GDH: glutamato dehidrogenasalPs: inositol 1,4,5-trifosfato, PIP:
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato, PLC: fosfolipasa C, PKC: ptroteinquinasa C, PKA:
proteinquinasa AVIP: péptido intestinal vasoactivo.(Modificado de Weaol., 2009).

2. FACTORES DE TRANSCRIPCION QUE REGULAN EL METABOL ISMO
LIPIDICO Y GLUCIDICO Y SU RELACION CON LA SECRECION DE
INSULINA.

La célulap pancreética contiene una serie de factores dschignion (FT) implicados

en la regulacion de la secrecion de insulina. ESTopueden ejercer su efecto sobre la
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secrecion de insulina ya sea actuando sobre leigelaensibilidad insulinica-secrecion
de insulina o directamente sobre los islotes.

En los dltimos aflos han cobrado gran importanciéicodarmente aquellos FT que
modulan la expresion de genes involucrados en tbuksmo lipidico y glucidico en
la célulaB. A continuacion se mencionan aquellos FT a losesuse les ha asignado un
rol clave en la modulacion de la secrecion de inauianto en situaciones fisioldgicas

como patoldgicas.

2.1. Receptores activadores de la proliferacionpasomal(PPARS)

Los PPARs forman parte de la superfamilia de receptnucleares de hormonas y
regulan la expresion de genes en respuesta a ligaspecificos. Estos FT se unen a
regiones del ADN denominadas elementos de respad®®R (PPRES) y, al igual que
otros receptores nucleares, lo hacen formando duteeros con los receptores
retinoides X (RXR). Ademas, los PPARs forman coijogleproteina-proteina con
diversas proteinas nucleares que actian como @@dates 0 co-represores, activando

o inhibiendo respectivamente la expresion de deteisios genef-igura 7).

Figura 7. Mecanismo de accion de los PPARs en lagidacion de la transcripcion

génica’
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'La figura muestra los mecanismos propuestos deauitin y represion de los genes target de

los PPAR.PPAR: receptores activadores de la proliferacion perorisd, RXR: receptores
retinoides X,PPRE elemento de respuesta a PPARodificado de Venkatachalam y col.,
20009).
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Los PPARs han sido implicados tanto en el contedachomeostasis de la glucosa y los
lipidos como asi también de los procesos de difaeidn y proliferacién celular.

Hasta el momento, se han identificado 3 isofornaes duales han sido designadas
PPARi, PPAR (también llamado PPAR y PPAR/ (Rosen y Spiegelman, 2001). Las

célulasp pancreaticas expresan las 3 isoformas (Zhou y1@288; Ravnskjaer, 2010).

Los PPARs pueden ser activados tanto por liganddsrales como sintéticos. Los
acidos grasos de cadena larga polinosaturados (acatpidonico, acido linoleico,
acido eicosapentanoico, etc.) son los ligandosralatide los PPARS, aunque algunos
acidos grasos saturados y eicosanoides también rpaetiear como ligandos. Por su
parte, los miembros de la familia de las tiazolidineas (TZD) y los fibratos actuan
como ligandos sintéticos del PPAR PPAR: respectivamente (Varga y col., 2011;
Wahli y Michalik, 2012).

Estudios llevados a cabo en islotes pancreaticosdeenostrado que tanto la glucosa
como los acidos grasos son capaces de regulaptaséén del PPAR En este sentido,
se ha visto en islotes pancreaticos de ratas nesncaltivados en presencia de elevados
niveles de acidos grasos, que éstos son capaceslw®r la expresion del PPAR
(Zhou y col., 1998) mientras que una exposiciolegaglos niveles de glucosavitro o

la hiperglucemian vivo (islotes de ratas parcialmente pancreatectomiyadasimen la
expresion de este FT (Roduit y col., 2000; Laybuttol., 2002). La activacion del
PPARy en los islotes se acompafiaria de un incremenenzienas involucradas en la
lipdlisis. De esta manera, se ha sugerido que thurperiodos de ayuno donde los
niveles de glucosa son bajos, los acidos grasamwdatian la expresion del PPAR
favoreciendo laB oxidacion de los lipidos a fin de mantener loselds de ATP
intracelulares y la normal secrecion de insulimaoEas palabras, el PPARugaria un

rol importante en el mantenimiento de la capaciskecretora durante los periodos de
ayuno. Por el contrario, luego de la ingesta, cadas niveles de glucosa se elevan, la
reduccion de la actividad del PPARonduciria a la inhibicion de la oxidacion de los
acidos grasos permitiendo una eficiente secreciénindelina dependiente del
metabolismo de la glucosa ( Fatehi- Hassanabad §,2085).

El PPARy seria también un regulador importante del metaimai en la célulgb

pancreatica. A diferencia de lo expuesto para &IRRP no esta claro si la glucosa o los
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acidos grasos serian quienes inducirian la expreideste FT ya que los resultados
obtenidos son contradictorios. En este sentidobuttyy col., (2002) encontraron un
incremento del ARNm del PPAR en islotes de ratas pancreatectomizadas
hiperglucémicas. Sin embargo, Patané y col., (2002grvaron una sobreexpresion de
los niveles de PPARen islotes cultivados en presencia de altos rsvdle acidos
grasos, mientras que no registraron cambios enivetes del FT en islotes expuestos a
elevados niveles de glucosa.

Se ha propuesto que este subtipo de PPAR cumpflini@ones similares a las que
desarrolla en el tejido adiposo, estimulando ladémesis y el depdsito de grasas
(Ravnskjaer y col., 2005). Por otra parte, se Btowjue el PPARes capaz de regular
la expresion de los componentes del mecanismo sdaggiucosa de la célua GLUT

2 y glucoquinasa. En este sentido, estudios llevadcabo en lineas celulafefan
demostrado que la exposicion a agonistas del RP@Rglitazona, rosiglitazona),
conduce a un incremento de la expresion génica tdet GLUT 2 como de la

glucoquinasa (Kim y col., 2002; Kim y col., 2008).

El PPAR actuaria como un sensor de acidos grasos regulédoxidacion
mitocondrial, proceso clave para el normal funcioigeto de la célul@ y secrecidn de
insulina. Ravnskjaer y col. (2010) encontraron guactivacion del PPARen células
productoras de insulina se asocia a un incrememtta e&apacidad de oxidacion de

acidos grasos y un aumento en la secrecion deriasestimulada por la glucosa.

2.2 Proteinas de unién a elementos reguladores stereles (SREBPs

Los SREBPs son factores de transcripcion que paréena la familia de proteinas cuya
estructura se denomina “dedos de zinc”. Son shaetis en forma de moléculas
precursoras las cuales permanecen ancladas a lararardel reticulo endoplasmatico.
El dominio amino terminal corresponde a la regi@mgcripcionalmente activa de la
molécula la cual debe ser liberada mediante unegmdade clivaje para dirigirse al

nacleo donde activara la expresion de sus gengsttaExisten 3 isoformas de SREBPs
denominadas SREBP-1a, -1c y -2. El SREBP-1 reguiddmentalmente la expresion
de genes involucrados en la sintesis de acidosgragentras que el SREBP-2 activa

preferentemente genes involucrados en la sintesisldsterol (Shimano, 2001).
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El SREBP-1c ha sido detectado en las célgilpancreaticas (Kakuma y col., 2000), sin
embargo su nivel de expresiéon es muy bajo en ciomdis fisiolégicas. Por este motivo,
ha resultado dificultoso establecer el rol del SRER en la funcién de la célufa
pancreatica y su posible implicancia en la secredéninsulina. A pesar de ello,
diferentes estudios proponen que este FT tend@dafwmcion en la regulacién de la
lipogénesis de las célulgs mientras que su posible efecto sobre la expreden
enzimas glucoliticas ha llevado a resultados cditi@ios. Por otra parte, se ha
demostrado que el SREBP-1c actuaria como reguldelda apoptosis de la célupa

pancreatica (Wang y col., 2003; Diraison y colQ4£20

3. ADAPTACION / DISFUNCION DE LA CELULA B FRENTE A ESTADOS DE
INSULINO RESISTENCIA.

En las Ultimas décadas numerosos modelos expeafasrie resistencia insulinica han
sido disefiados en animales con el fin de dilucidar mecanismos bioquimicos -
moleculares involucrados en los procesos de adéptdisfuncion de la célul$

asociados a ese estado de RI. Ademas el cultivisldes pancreaticos y lineas
celulares secretoras de insulina ha contribuidoneamente a ampliar el conocimiento
de los posibles mecanismos que estarian implicadas deterioro de la secrecion de

insulina.

3.1 Adaptacion de la célulg

La célulap pancreatica normalmente posee la capacidad denckspa estados de
insulino resistencia incrementando la velocidaderecion de insulina a través de un
proceso denominado “compensacion”, el cual le germantener la normoglucemia.
Los mecanismos involucrados en la compensaciostdm eel todo claros, sin embargo
diferentes estudios han demostrado que tanto ueraonena masa de célulaé como

un incremento en dunciénson importantes (Steil y col., 2001; Chen y c94a).
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3.1.1 Expansion de la masa de célulfis

La expansion de la masa de céluldsestaria mediada por factores encargados de
promover la neogénesis, proliferacion e hiperplg&kale prevenir la atrofia y apoptosis
(mecanismos implicados en la regulacion de la daszlulag).

Al respecto, existen diferentes modelos animaleRldgue muestran un aumento en la
masa de célulap asociado a un incremento en la secrecion de mesutiomo
mecanismo de compensacion. En este sentido, S&agawa, (2005gencontraron un
aumento en la masa de célytaasociado a un aumento en la proliferacion cekann
modelo nutricional de RI inducido por administracide una dieta rica en grasas
(durante 4 meses) a ratones C56BL/ 6J. Por otta,daick y col., (1998gncontraron

en ratas Zucker obesas (ZF), un modelo genétiabdsidad y RI, un incremento en la
masa de célulaf acompafiado de un aumento en la proliferacion, érexsis e
hipertrofia de estas células.

Entre los factores estimulantes de la respuestapeosadora se incluyen un
incrementado aporte de nutrientes (particularmghieosa y acidos grasos), la insulina
y otros factores de crecimiento y un aumento eselssibilidad y en los niveles de
incretinas (Prentki y Nolan, 2006).

Weir y Bonner-Weir (2007) han propuesto que la gdactendria un rol dominante en la
induccién de la expansion de la masa de céfulsociada a estados de RI, sin embargo
los mecanismo implicados no estan aun completanestlarecidos. En este sentido,
Terauchi y col., (2007) encontraron en ratoneseiiados con una dieta rica en grasa
que tanto la enzima glucoquinasa como el recembsuttrato de la insulina 2 (IRS2)
serian mediadores claves del efecto de la gluadwa $a induccidn de la hiperplasia de
célulasp asociada a este modelo de RI. La importanciaRig2Isobre la regulacion del
crecimiento y supervivencia de las célutaka sido puesta de manifiesto en diferentes

estudios experimentales (Rhodes, 2005).

3.1.2 Cambios en la funcion de las célulgs

Cambios en lafuncién de las célulag como mecanismo compensatorio se han
observado en diferentes modelos animales de instésistencia (Chen y col., 1994a;

Liu y col., 2002; Maiztegui y col., 2009). Entreslalteraciones a nivel funcional se

pueden mencionar: a) aumento del metabolismo yacidd de la glucosa (procesos

claves en la via de disparo de la secrecion deimasektimulada por la glucosa), b)
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sefiales mediadas por &cidos grasos, c) accion Herfaona GLP-1 (incretinas), d)
cambios en la actividad simpéatica y parasimpatearitki y Nolan, 2006).

a) Aumento del metabolismo de la glucosa

Diferentes autores han encontrado un incrementel emetabolismo y oxidacion de la
glucosa como mecanismo compensatorio frente a estddoRIl. En este sentido,
estudios llevados a cabo en islotes pancreaticos ratas Zucker obesas
insulinoresistentes, demostraron un aumento etilizagion y oxidacion de la glucosa.
Esto se acompafio de un incremento de las enzimastabolitos involucrados en la
anaplerosis y de la actividad de las lanzaderaatogiruvato y citrato-piruvato (Liu y
col., 2002). Por otra parte, se han evidenciaddifenentes modelos experimentales de
RI aumentos significativos tanto en la actividad yxpresion de la enzima
glucoquinasa como en el tranportador de glucosaTG2(tomponentes del mecanismo
sensor de glucosa de la cél@)a(Chen y col., 1994a; Chen y col., 1994b; Maiztegu
col., 2009).

b) Sefales mediadas por acidos grasos

Normalmente los estados de Rl se acompafian deremianto en los niveles de acidos
grasos circulantes y de lipoproteinas de muy bajaidad(VLDL-TG), de manera que
la concentracion de acidos grasos en la vecindddsdeélulagl es elevada. Por otra
parte, la célulg3 también puede nutrirse de acidos grasos enddgantvayes de la
lipdlisis de los TG intracelulares. Nolan y col0(Bb) han propuesto que el ciclo TG /
acidos grasos seria particularmente operativo eneglanismo de compensacion. Al
respecto, en ratas ZF se observo un aumento steldfieacion, lipolisis y oxidacion de
acidos grasos como eventos involucrados en el nwmuoanide compensacion en

respuesta a la insulino resistencia (Nolan y 20I06b).

c) Accion de la hormona GLP-1

La incretina GLP-1 no soélo esta involucrada en reen el crecimiento y desarrollo de

las célulag’ sino que ademés es capaz de afectar la funciodaliel@stas células. En

este sentido, Van Citters y col. (2002) encontraomnin modelo canino de RI inducido
por administracion de una dieta grasa, un increotamito de los niveles circulantes de
GLP-1 como de su receptor pancreatico. Estos autoa®m propuesto que en este

modelo la accion de la incretina jugaria un rolelan el proceso de compensacion. Por
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otra parte Nolan y col. (2006Bncontraron que los efectos de los acidos graseEsly
la incretina GLP-1 se sinergizan para aumentaedaesion de insulina estimulada por

la glucosa en situaciones de RI.

d) Cambios en la actividad simpética y parasimgtic

Cambios en la actividad del sistema nervioso auton@® han relacionado con
alteraciones de la secrecion de insulina estimugaatala glucosa en estados de RI.
Cruciani-Guglielmacci y col. (2005)encontraron en ratas insulinoresistentes
alimentadas durante 2 dias con dieta rica en grasacremento en la secrecion de
insulina estimulada por la glucosa que estarieci@iado, al menos en parte, a una
disminucién en el tono simpatico. Por otra partaghbin y col. (1999) estudiaron el rol
del sistema nervioso autdbnomo sobre la secreciomsidina en ratas expuestas a
elevados niveles de acidos grasos libres por ifudurante 48 hs de una emulsion
grasa (Intralipid). Estos animales mostraron ahiéo de la infusion un incremento
notable en la secrecion de insulina estimulada lpoglucosa acompafada de una

reduccion de la actividad nerviosa simpatica.

Los cambios funcionales mencionados se acompafan demento concomitante en la

biosintesis de insulinaecesario para satisfacer la elevada demandaatderhona.

Los mecanismos involucrados en la estimulacionadeidsintesis de insulina en esta
etapa no han sido completamente dilucidados. Ensesitido, se ha visto que tanto la
glucosa como la incretina GLP-1 serian los pridefpastimulos involucrados en la

activacion de la transcripcion génica de la ingukm la etapa compensatoria. Por otra
parte, la regulaciéon de la biosintesis de la hormestaria dada también a nivel

postranslacional (Prentki y Nolan, 2006).

3.2 Disfuncion de la céluldg

En los primeros estadios de la etapa de descongi@mda hiperglucemia posprandial
es la primer evidencia de la existencia de un bgiten la homeostasis de la glucosa.
Si bien los mecanismos que conducirian a la fa#alal célulap no han sido
completamente dilucidados y son actualmente olgjetaumerosos estudios, Prentki y

Nolan (2006) han propuesto que existirian mecarssgqoue tendrian un réiniciador”
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de la disfuncibn mientras que una vez establecalahiperglucemia actuarian
mecanismos adicionales que conducirian a una seligiancion de la célulg y
finalmente al desarrollo de la diabetes tipo 2.

Poitut y Robertson (2008) han propuesto que pequedsodios transitorios de
hiperglucemia serian suficientes para alterar eabwdismo intracelular en la célufa
cuando aumenta el flujo de acidos grasos hacia ella

3.2.1 Rol de la glucosa y los acidos grasos en talegia de la disfuncién de la
célulap: mecanismos de glucolipotoxicidad.

Tanto la glucosa como los &cidos grasos puederceejeefectos beneficiosos
(adaptativos) o perjudiciales (toxicos) sobre lauleé B dependiendo de su
concentracion y el tiempo durante el cual permametsvados.

El término “toxicidad” hace referencia al dafio queducen en ciertas circunstancias la
glucosa y los lipidos que ingresan o son sintetigaeh el interior de los tejidos. En el
caso particular de la célul@ inicialmente se hablaba de *“glucotoxicidad” y
“lipotoxicidad” como fendmenos que ocurrian por sada. Se proponia que el efecto
toxico de la glucosa estaba dado por una contiobeesstimulacion de la célufapor
parte de la hexosa que llevaba a una depleciéasdeservas de insulina conduciendo a
hiperglucemia y deterioro de la funcion de la @fulPor otra parte se proponia que la
exposicion de la célul® pancreéatica a elevados niveles de lipidos tamieien
perjudicial para su funcién (Poitout y Robertsad0&®).

Mas adelante, Prentki y col. (2002) introdujeront@&mino “glucolipotoxicidad”.
Actualmente la teoria de “glucolipotoxicidad” esv@s aceptada para explicar el efecto
deletéreo de la glucosa y los lipidos sobre laiimg/o supervivencia de la célyla
Segun estos autores los elevados niveles de glsimsan aumento concomitante en
los niveles de lipidos) no son muy téxicos paredlalap ya que ésta se adapta a través
de cambios en la expresién de genes (particulaemkrst involucrados en la via
glucolitica y anaplerética) manteniendo una elevad&acion de la glucosa y
anaplerosis/cataplerosis. De igual manera la pceseate elevados niveles de acidos
grasos tampoco resulta téxico ya que estos soradasd En consecuencia, segun la
teoria de glucolipotoxicidad, la presencia de lghsemia es un prerrequisito para que
ocurra una alterada distribucion de lipidos (lipatmlad) en el interior de la célufa
(Prentki y col., 2002).
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El problema surge entonces cuando frente a unced@®|, existen largos episodios de
hiperglucemia posprandial o sostenida junto a eél@evaiveles de TG y acidos grasos
circulantes. En estas circunstancias, en estudio® in vivo comoin vitro, se han
encontrado numerosas alteraciones en la c@lutme podrian formar parte de los
mecanismos bioquimicos-moleculares de glucolipetdad que conducirian a la falla
de la célulaB. Entre las alteraciones halladas podemos menciajazambios en el
transporte, fosforilacion y oxidacion de la glucg$horens y col., 1992; Lee y col.,
1994; Zhou y col., 1996; Man y col., 1997), b) emento en el contenido de TG en el
interior de la célulg (Lee y col., 1997; Man y col., 1997), c) cambiosl& expresion
de factores de transcripcién relacionados con eltr@ordel metabolismo y/o
supervivencia celular (Zhou y col., 1998; Kakumeoy,, 2000; Patane y col., 2002), d)
disfuncion mitocondrial y stress oxidativo (Zhangegl.,, 2001; Patané y col., 2002;
Robertson, 2004), e) O-glicosilacion de proteirfRebertson, 2004), f) activacion de
vias inflamatorias (Ehses y col., 2007; Donath ly, @08), g) depdsito de amiloides
(O’Brien y col., 1993), entre otros.

Estas alteraciones pueden conducir no solo alidadern la secrecion de insulina frente
al estimulo de la glucosa, sino también a la diagidn de la expresiéon del gen de la
insulina y finalmente a la muerte celular por apsy (Poitout y col., 2010).

El efecto permisivo de la glucosa sobre la accidatéleea de los acidos grasos radica
en la capacidad que tiene la hexosa de regulaetholismo intracelular de los lipidos.
Bajo condiciones de glucolipotoxicidad, la glucakage el exceso de &cidos grasos
hacia la lipogénesis y esterificacion (Prentki, 2d02jue resulta en un acumulo de TG
en la célulg3. Si bien numerosos estudios han comprobado qaelebulo de TG en la
célulap tiene efectos negativos sobre su funcion, se tyauessto que es poco problable
gue esto constituya por si mismo un mecanismo deotjpotoxicidad puesto que
representa una forma de almacenamiento de gragavaetente inocua. De este modo

el acimulo de TG seria mas bien un “marcador” 6dBede lipotoxicidad.

Como mencionamos anteriormente un ciclo TG/acidasag acelerado llevaria a la
liberacion de moléculas lipidicas derivadas del @socde esterificacion vy lipdlisis las
que serian en realidad las responsables del dete$» bien la naturaleza de los
derivados lipidicos son mayoritariamente desconscid® ha propuesto que

intermediarios de la via de esterificacion (acidsfdtidico,acido lisofosfatidico, DAG)
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y sintesis de ceramidas podrian estar involucré@antki y col., 2002; Boslem vy col.,
2012).

Por otra parte, algunos autores han propuesto @uebios coordinados en la
sefalizacion metabdlica y en la expresion génicdiani@an la accion de la glucosa
sobre el destino de los acidos grasos y el efaltsid@teo de estos sobre la secreciéon de
insulina. Segun esta teoria estarian involucradapréteina AMPK, los receptores
activadores de la proliferacion peroxisomal (PRAR PPAR1) y la proteina
desacoplante UCP 2, entre otros factores (Poig@4; Prentki et al., 200Z)igura

8).

Diferentes estudios han demostrado que los acids®g son capaces de incrementar la
expresion de la proteina desacoplante UCP 2 egluéa@ (Chan y col., 2001; Patané y
col.,, 2002). La UCP 2 es una proteina transportaddrsicada en la membrana
mitocondrial que desacopla la sintesis de ATP deatiena respiratoria. Si bien su
funcion bioldgica no es bien conocida estudiosergeis llevados a cabo en islotes
aislados de ratas y lineas celulgsdsan sugerido que la UCP 2 modularia la secrecion
de insulina. En este sentido cabe mencionar qbésiel aumento en los niveles de
expresion de esta proteina transportadora se h@adsqarincipalmente a un deterioro
en la secrecion de insulina (Zhang y col., 200JarChcol., 2004), el papel que juega la
UCP 2 en la célul$ es controvertido. Estudios recientes llevados® @n ratones
transgénicos que sobreexpresaban la proteina ghmaim UCP 2 de la célulf
demostraron que un aumento en su expresion narddtda funcion mitocondrial ni la
secrecion de insulina sino que estaria asociadéaadisminucion de especies reactivas
del oxigeno (ROS) (Produit-Zengaffinen y col., 2007
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Figura 8. Mecanismos propuestos que mediarian la eién de la glucosa sobre el
destino de los acidos grasos y el efecto deletérd® estos sobre la secrecidon de
insulina en situaciones de hiperglucemia acompafadade hiperlipidemia

(glucolipotoxicidad).!
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La figura muestra algunos mecanismos propuestoglaeolipotoxicidad de la céluls.
Cuando los niveles de glucosa y acidos grasos [@asaos se elevan simultaneamente y de
forma crénica, la glucosa dirige el exceso de asidpasos hacia la lipogénesis en un
proceso mediado por la AMPK y el SREBP-1c. A sulaggtucosa estimula la lipdlisis de los
TG intracelulares lo que incrementa los nivelesad#-CoA. Puesto que la oxidacion de los
acidos grasos se encuentra bloqueada (debido a&l®gados niveles de malonil-CoA y al
descenso del PPAR el incremento de acil-CoA estimula la expresiéhPPARy y SREBP-
1c los cuales inducen la expresion de la UCP 2oEsinduce a una reduccién en la
produccion de ATP y menor secrecion de insulina.

AMPK: proteina quinasa activada por AMBREBP-1c: proteina de union a elementos
reguladores de esteroles 1RPARs:receptores activadores de la proliferacion peroris,
PA: acido fosfatidicoDAG: diacilglicerol, TG: triglicéridos, UCP 2: proteina desacoplante
2. (Figura adaptada de Prentki y col., 2002; Poita2®04 y Poitout y col., 2010)
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La Tabla 1 muestra algunos de los modelos experimentales deR utilizados para el
estudio de los mecanismos de adaptacion/disfurdeia célula y las principales
alteraciones halladas en cada uno de ellos a pargreatico. Aspectos de algunos de
ellos han sido mencionados previamente. Cabe desgae la mayoria de los estudios
han sido llevados a cabo en islotes cultivados resemcia de elevados niveles de

glucosa y/o acidos grasos.
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Tabla 1. Modelos experimentales de Rl y adaptaciodisfuncion de la célulap.

A) MODELOS EXPERIMENTALES
GENETICOS

Caracteristicas del modelo

Alteraciones halladas a n ivel de célula B

Referencias

1. Ratas Zucker obesas (ZF- ZDF)

2. Ratas OLETF
(Otsuka Long Evans Tokushima Fatty)

3. Ratén ob/ob

4. Raton db/db

5. Ratas espontanemanete hipertensivas
(SHR)

Modelo de Rl asociado a obesidad
Las ratas ZDF desarrollan diabetes

Modelo de diabetes tipo Il

Modelo de RI y diabetes tipo Il

Modelo de diabetes tipo Il

Modelo de RI con normoglucemia

secrecion de insulina estimulada por la glucosa incrementada (ZF)

masa de células B incrementada (ZF)
oxidacion y utilizacion de glucosa incrementadas(ZF)
via anaplerética incrementada(ZF)

lipélisis, esterificacion y oxidacién de acidos grasos incrementada (ZF)

secrecion de insulina estimulada por la glucosa inhibida (ZDF)
transportador de glucosa GLUT 2 disminuido (ZDF)

acumulo de TG (ZDF)

actividad de enzimas lipogénicas incrementada (ZDF)

RNAmM PPARYy incrementado, RNAmM PPARa disminuido (ZDF)
RNAmM SREBP-1c incrementado (ZDF)

masa de células B disminuida (ZDF)

deterioro en la secrecion de insulina estimulada por la glucosa
acumulo de Tg en islotes
actividad de la enzima GQ disminuida

deterioro en la secrecion de insulina estimulada por la glucosa
UCP2 (ARNm y proteina) incrementados

deterioro en la secrecion de insulina estimulada por la glucosa
expresion del transportador de glucosa GLUT2 disminuida
actividad de la enzima PDH disminuida

incremento de células inmunes (macréfagos) en islotes

secrecion de insulina estimulada por la glucosa incrementada
actividad catalitica de la enzima GQ aumentada
expresion del transportador de glucosa GLUT2 aumentada

Pick y col.(1998)
Liu y col. (2002)
Nolan y col. (2006b)

Lee y col. (1994)

Lee y col. (1997)
Zhou y col. (1998)
Kakuma y col. (2000)

Man y col. (1997)

Saleh y col. (2006)
Zhang y col. (2001)

Thorens By col. (1992)

Zhou y col. (1996)
Ehses y col. (2007)

Chen y col. (1994b)

B) MODELOS EXPERIMENTALES
NUTRICIONALES

Caracteristicas del modelo

Alteraciones halladas a n ivel de célula B

Referencias

1. Modelo de dietas ricas
en grasas saturadas
(50-60% de la energia total)

2. Modelo de dietas ricas
en hidratos de carbono

Modelo de hiperglucemia,
hiperinsulinemia, RI

Modelo de RI

deterioro en la secrecion de insulina estimulada por la glucosa
deterioro en la expresién génica de la insulina

hiperinervacion de islotes pancreaticos

incremento del receptor de GLP-1

incremento de células inmunes (macréfagos) en islotes

secrecion de insulina estimulada por la glucosa incrementada*
actividad y expresion de la masa proteica de GQ incrementada*
* Fructosa 10% en agua de bebida-3 semanas

Winzell y col. (2004)
Ahren y col. (1999)

Van Citters y col. (2002)
Ehses y col. (2007)

Maiztegui y col. (2009)
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4. MODELO DE DIETA RICA EN SACAROSA.

La administracion de un dieta rica en sacarosa J¥R$0-65 % de la energia total) a
roedores normales representa un modelo experimaotajenético de dislipidemia,
adiposidad visceral, Rl y disfuncion de la célglgue se asemeja en muchos aspectos
bioquimicos — metabdlicos a los descriptos en gEld®me Metabdlico” en humanos.

En los dltimos afios estudios de nuestro laboratban demostrado que el perfil
metabdlico y hormonal que se observa al administrex DRS a roedores normales
depende de la cantidad y del tiempo durante ellawsgcarosa es administrada (Gutman
y col., 1987; Chicco y col., 1994; Lombardo y c@P96a; Soria y col., 2001). De esta
manera, se ha visto que el modelo evoluciona cenolasicidad de la dieta atravesando
3 periodos secuenciales: Reriodo de induccidii3-5 semanas), caracterizado por la
presencia de dislipidemia (incremento de AGNE vy fl&maticos), normoglucemia
con hiperinsulinemia, intolerancia a la glucos&sgistencia insulinica periférica global;
(i) Periodo de adaptacié(b-8 semanas), donde se constata una normalizdeidos
parametros antes mencionados; (ilPeriodo de recurrencia(13-15 semanas
continuando al menos hasta 40 semanas de ingesta) eual la dislipidemia se
acompafa de moderada hiperglucemia con normoiesaiany un marcado deterioro de
la sensibilidad insulinica y tolerancia a la glucos

El consumo crénico de la DRS conduce a un moderamiemento del peso corporal de

los animales que se asocia a un incremento enieeidd adiposidad visceral.

Las alteraciones mencionadas se acompafnan de caeambia funcionalidad de diversos
tejidos (higado, muasculo esquelético y cardiacjidaeadiposo, pancreas) que son
claves en el mantenimiento de la homeostasis d&usa y los lipidos. Al respecto,
como observamos enfagura 9, la ingesta de una DRS conduce a una clara disfunc
del tejido adiposo caracterizada en los primertadéss por un moderado incremento
de la lipdlisis basal y una reduccion en la accidilipolitica de la insulina que
posteriormente con la cronicidad de la dieta sempedia de un incremento del
contenido de TG, hipertrofia de los adipocitos tgralda distribucion celular (Soria y
col., 2001; Rossi y col., 2010). La disfunciéon tigido adiposo conduce a un aumento
en el flujo de acidos grasos hacia tejidos no aaipoA nivel hepéatico esto provoca un
incremento en el contenido de TG (durante el peridel induccién que se mantiene
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durante el periodo de recurrencia), debido a qestkxificacién de los acidos grasos se
ve relativamente favorecida por sobre la oxidagiRossi y col., 2012). EI mayor
contenido de TG hepaticos conduce a una mayomki@ar de VLDL-TG por parte del
higado lo que conlleva a un incremento en los as/plasmaticos de TG. A su vez, el
consumo crénico de DRS deteriora el metabolismati@pde la glucosa y altera la via
de sefializacion de la insulina en el interior de Hepatocitos (Hein y col., 2012). La
elevada disponibilidad de acidos grasos impactebitamsobre el tejido muscular
(esquelético y cardiaco), siendo el contenido deCaA de cadena larga en musculo y
de acil-CoA y TG en corazon, las manifestaciones te@npranas del disturbio del
metabolismo lipidico en estos tejidos. Con la aiglaid de la dieta ambos tejidos
presentan un incremento en el contenido de TG,Cal de cadena larga y DAG lo
que contribuye a un progresivo deterioro de las widativas y no oxidativas de la

glucosa (Chicco y col., 1994; Chicco y col., 2003).

Anormalidades del metabolismo lipidico pueden t&mla nivel pancreatico modular la
secrecion de insulina. Hemos constatado que lueg®-4l semanas de DRS el patrén
bifasico de secrecién insulina bajo el estimulolalglucosa en islotes perifundidos
mostrdé un primer pico hipersecretor con una segdada normal. La secrecion de
insulina se deteriora con la cronicidad de la dieta las 13-15 semanas de DRS se
observa un primer pico de secrecion de la hormagaifisativamente menor y
retardado en el tiempo y una segunda fase ligeranmeayor. Mas adn, cuando la dieta
se prolonga 30-40 semanas se observa una clawmdd@i de la célul@ con ausencia
del primer pico y una segunda fase hipersecretoné¢o y col., 2003). La pérdida de
la primera fase de la respuesta insulinica preglidesarrollo de la diabetes. Al cabo de
éste tiempo constatamos en el pancreas endocrinsigaificativo incremento del
namero y area de la célylaasi como un alterado perfil de distribucion celdlal islote
(Lombardo y col., 1996a), lo que demuestra que cuémddministracién de la DRS se
realiza durante un corto periodo de tiempo (perideanduccion) la actividad de la
célulap compensa eficientemente la incrementada demangeuaéea manteniendo la
normoglucemia en ayunas. Sin embargo, la ingeétdaaar de DRS falla en mantener la
hiperactividad de la célulg. De hecho los niveles de insulina plasmatica peeten
dentro del valor normal con moderada hiperglucduggo de 20-40 semanas de ingesta
de DRS, decreciendo significativamente cuandoéd#adie prolonga hasta un afio (Del

Zotto y col., 2004). En estos dos periodos de eumu@0-40 semanas y un afio) no se
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observa un incremento de la neogénesis. Sin emhargaumento de las célul@s
apoptéticas pudo constatarse solo al cabo de urdafiegesta con DRS (Del Zotto y
col., 2004). La elevada disponibilidad de AGNE platicos y la moderada
hiperglucemia podrian desensibilizar a la céfjulgancreatica a través de mecanismos
de “glucolipotoxicidad”. En este contexto, recienente hemos demostrado en islotes
aislados que el paulatino deterioro de la cglu|@0-40 semanas de DRS) se acompafia
con un significativo incremento en el contenidoTdg y menor actividad del complejo
enzimatico PDHc (alterada oxidacion de la glucosajue podria constituir uno de los
posibles mecanismos que, al menos en parte, methaanormal secrecion de insulina
frente al estimulo de la glucosa y otros secretagdgrginina, palmitato+glucosa)
(Pighin y col., 2003). Estos resultados nos sugiagee la inhibicion de la PDHc
limitaria la conversion de piruvato derivado dgliacdlisis a acetil-CoA, disminuyendo
la via oxidativa de la glucosa, una sefial parinkasis y secrecion de insulina. En otros
estudios, hemos observado que la adicion de taaglita a la DRS durante 2 meses
normalizé el patrén de secrecion de insulina bdjestimulo de la glucosa y la
resistencia insulinica periférica descendiendonigsles de TG y AGNE plasmaticos
(Chicco y col., 2000). Sin embargo debemos tenercwenta otras posibles vias
metabodlicas ademas de las analizadas ya que erifteentes opiniones sobre el rol de
los lipidos en los mecanismos que contribuyen adjq@sivo deterioro de la célufa

Este importante aspecto del problema forma parta peesente propuesta.
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Figura 9. Efectos del consumo de sacarosa sobre elisos tejidos claves en el

mantenimiento de la homeostasis de la glucosa y kigidos!
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'En la figura se muestran las principales alteragerhalladas a nivel plasmatico y
tisular en el modelo de DRS. Mas detalles se demgren las paginas 37 a 39 del texto.
PPARa: receptores activadores de la proliferacion perorisba, SREBP-1c:proteinas de
unién a elementos reguladores de esteroles T, triglicéridos, AG: acidos grasos,
VLDL: lipoproteinas de muy baja densidd&l, resistencia insulinicalRS-1: sustrato
del receptor de la insulina VIG: velocidad de infusion de glucosAGNE: acidos
grasos no esterificado?DH: complejo enzimatico piruvato dehidrogenas2AG:
diacilglicerol, PKC: proteina quinasa C, Sl: secrecion de insulina (Modificado de
Lombardo y Chicco, 2008).

Como describimos, este modelo mimetiza en varipeass bioquimicos-metabolicos
aquellas alteraciones observadas en el SM en humanos

Puesto que la prevalencia del SM ha alcanzado priopes pandémicas en el mundo
entero (Cameron y col., 2004), numerosos investigasdee han enfocado en evaluar la

posibilidad de introducir modificaciones en la diejue puedan prevenir y/o mejorar
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las alteraciones de este sindrome. Al respecteretiifes estudios han demostrado que
dietas con bajo contenido de carbohidratos simpkgs, contenido de grasas saturadas,
dietas ricas en fibras, dietas mediterraneas, gietas en fitoquimicos (flavonoides,
acidos fendlicos), dietas con proteinas de origagetal, dietas ricas en acidos grasos
polinosaturados n-3 (n-3 PUFA) entre otras, soraca® de reducir algunas de las
alteraciones comprendidas en el SM (Kris-Ethertonol, 2002; Minich y Bland,
2008).

En este sentido, desde hace ya varios afios seestomspecial interés en el consumo
de n-3 PUFA, especialmente en aquellos de origerinmaacido eicosapentanoico
(EPA 20:5, n-3) y acido docosahexanoiddHA 22:6, n-3), debido a los efectos
beneficiosos que estos ejercerian sobre diversmsegos fisiologicos y en particular
sobre diferentes componentes del SM. Al respectoenosos estudios han sido
llevados a cabo tanto en humanos como en animeleggkrimentacion (ratas, ratones)
con el objeto de evaluar los efectos de los n-3 AER la prevencion, reversion o
mejora de las alteraciones incluidas en el SM.rBifies autores han demostrado que
los n-3 PUFA: EPA y DHA administrados de maneraviddial 0 conjunta son capaces
de prevenir y revertir la Rl inducida por manipudecnutricional (dietas ricas en grasa
0 sacarosa/fructosa) en animales de experimentg€iédor y Kelley, 2009). Al
respecto, Perez-Matute y col. (20@ncontraron en ratas alimentadas con una dieta rica
en grasa a las cuales se les administr6 EPA (Jugkg corporal) durante 5 semanas,
una reduccion de la RI sin cambios en los nivetegldcemia. Por otra partepombardo

y col. (2007)demostraron en animales insulinoresistentes algxest cronicamente con
DRS (8 meses), que la sustitucion parcial del tipograsa dietaria (aceite de maiz por
aceite de higado de bacalao -rico en EPA y DHAgacle las 8 Ultimas semanas de
experimentacion fue capaz de revertir la RI.

Los mecanismos mediante los cuales los n-3 PUFAdwdran a la
prevencion/reversion de la Rl son diversos. Ensstéido, se ha visto que la ingesta de
n-3 PUFA de origen marino puede mejorar defectosaevia de sefializacion de la
insulina en tejidos sensibles a la hormona y priexateraciones en la homeostasis de
la glucosa. Al respecto, Taouis y col. (2002) em@yon en ratas alimentadas con una
dieta rica en grasa con alto contenido de n-3 Pgi&la misma era capaz de mantener
la sensibilidad insulinica y de prevenir los dafscén los primeros pasos de la via de

sefalizacion de la insulina y en el transporte ldeaga (contenido de GLUT 4) en el
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musculo esquelético de estos animales. Por otte, pgstudios de nuestro grupo han
demostrado que la administracion de aceite de gesaaratas insulino resistentes
alimentadas cronicamente con DRS, corrige el alteteansporte de glucosa y el efecto
inhibitorio de la DRS sobre la abundancia relatied IRS-1 en el masculo esquelético
de estos animales (D"Alessandro y col., 2013). &e enodelo Hein y col. (2012)

demostraron efectos beneficiosos parciales delteact® pescado sobre la via de
sefalizacion de la insulina a nivel hepatico. Be ssntido, se ha demostrado que los
n-3 PUFA afectarian la via de sefalizacion de lalims de manera diferencial,

dependiendo del tejido target de la insulina seboeial actian (Taouis y col., 2002).

Otro efecto beneficioso atribuido a los acidos gsas-3 es su capacidad de mejorar el
perfil lipoproteico (Carpentier y col., 2006). Edims llevados a cabo tanto en humanos
como en animales de experimentacion demostrarotagagministracion de n-3 PUFA
es capaz de reducir los niveles de TG plasmatidesa fraccién aterogénica LDL
pequeiia densa y de incrementar moderadamente Vefesnide HDL-colesterol
(Poudyal y col., 2011(Tabla 2).

Los mecanismos mediante los cuales los n-3 PUFA/oparian estos cambios
incluirian la activacion y/o represion de factows transcripcion que controlan la
expresion de genes involucrados en el metabolipidi¢io y glucidico (Jump, 2002).

En particular se ha visto que reducen el contedeld@G hepaticos lo que conlleva a
una normalizacion de la secrecion de VLDL-TG heaaty por ende de los niveles de
TG plasmaticos, todo esto como consecuencia depl@sion de genes lipogénicos y la
induccion de genes involucrados en la oxidaciénadelos grasos (Clarke, 2004;
Lombardo y Chicco, 2008). En el tejido adiposo,ne3 PUFA activarian la expresion
del PPAR, un factor de transcripcion clave involucrado@&adipogénesis y regulaciéon
del tamafio de los adipocitos. La activacion de fest®r de transcripcion se traduciria
en la aparicion de adipocitos de menor tamafio cayomsensibilidad a la insulina,
como consecuencia de esto una menor liberaci@cides grasos desde los depdsitos
grasos conllevaria a una menor disponibilidad steséen los tejidos no adiposos
(Rossi y col., 2010(Figura 10).

Otros efectos importantes de los n-3 PUFA sobprdaencion/reversion de la insulino

resistencia incluyen su capacidad de modular losgsos inflamatorios (Calder, 2006)
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y de alterar la fluidez de las membranas celulfiesjue repercute en las vias de
transduccion de sefiales) (Jump, 2002). Sumadooa eitctos los n-3 PUFA pueden
también provocar una reduccion (moderada) de Iai@resanguinea, disminuir la

activacion plaquetaria y mejorar la funcién endatéCarpentier y col., 2006).

Como describimos en detalle, numerosos estudios evatuado el posible efecto
beneficioso de los n-3 PUFA sobre distinto tejidos son “blanco” de la accion de la
insulina 'y a la vez son claves en el mantenimidetta homeostasis de la glucosa.

Sin embargo, aun no esta completamente dilucidadfeeto que tendrian estos acidos
grasos sobre la funcion de la célfly regulacion de la secrecidon de insulina, lo que
resulta de gran importancia teniendo en cuentaugaenormal funcion de la célutaes
también indispensable para mantener la homeostasasglucosa.

Hasta la fecha existen algunos pocos estudios\@iéam el posible efecto que tendrian
los n-3 PUFA sobre la funcion de la célfla Al respecto, Holness y col. (2004)
demostraron que la hipersecrecion de insulina ddkata en ratas insulino resistentes
alimentadas con una dieta rica en grasa puedeapglamente revertida mediante el
aporte de pequeias cantidades (~7%) de n-3 PUlAgEn marino. Por otra parte, en
ratones diabéticos KK-Ay la administracion de ER#grb6 mejorar la deteriorada
secrecion de insulina que presentaban sus isl&@® (y col., 2008) y estudios de
nuestro laboratorio demostraron que la adminigirade aceite de pescado durante 2
meses a ratas alimentadas cronicamente con DR®1f&has) normaliza el deteriorado
patrén de secrecion de insulina bajo el estimuladgucosa (Pighin y col., 2003).
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Tabla 2. Principales efectos de los n-3 PUFA sobréerentes componentes del SM.

RESISTENCIA INSULINICA 'Y HOMEOSTASIS DE LA GLUCOSA
¥ Rl en musculo > tejido adiposo > higado
1 Posiblemente la secrecion de insulina
PERFIL LIPIDICO Y LIPOPROTEICO
Y TG plasmaticos
T HDL colesterol (moderado)
l fraccion aterogénica LDL pequefia densa
REDUCEN LA PRESION SANGUINEA
MEJORAN LA FUNCION ENDOTELIAL

POSEEN EFECTO ANTIINFLAMATARIO

(Modificada de Carpentier y col., 2006)
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Figura 10. Posibles mecanismos mediante los cuales n-3 PUFA mejorarian las
anormalidades metabdlicas inducidas por la ingestaeduna DRS!
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'En la figura se muestran los principales efectoslal@dministraciéon de n-3 PUFA
(aceite de pescado) sobre las alteraciones hallaaasvel plasmatico y tisular en el
modelo de DRSPAR: receptores activadores de la proliferacién perorisd SREBP-1c:
proteinas de unién a elementos reguladores de asterl-c, TG: triglicéridos, AG:
acidos grasosYLDL: lipoproteinas de muy baja densiddRll: resistencia insulinica,
IRS-1: sustrato del receptor de la insulina Y|G: velocidad de infusion de glucosa,
AGNE: &cidos grasos no esterificadod?DH: complejo enzimatico piruvato
dehidrogenasa,DAG: diacilglicerol, secrecion de

insulina (Modificado de Lombardo y Chicco, 2008).

PKC: proteina quinasa CSI:

La caracteristica evolutiva del modelo de DRS pménte descripto, permite
adecuadamente analizar en sus etapas de induBcg@m@nas) y de recurrencia (30-40
semanas) si la normalizaciéon de los lipidos plasosty tisulares (luego de la

administracion de n-3 PUFA) logra mejorar o reveldi disfuncion de la célul@
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previamente descripta. Esto contribuiria en el coniento de las vias y/o mecanismos

de conexion que relacionan lipotoxicidad, Rl y difion de la célulg.
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OBJETIVOS GENERALES:

Teniendo en cuenta el rol clave que juega la célulen el mantenimiento de la
homeostasis de la glucosa, resulta interesantaresel algunos mecanismos que
podrian estar involucrados en los procesos de acléptdisfuncion de la célulf
observados frente a un estado de insensibilidadlimsa y dislipidemia. En este
contexto, utilizamos el modelo no genético de pliidémia y RI obtenido mediante la
administracion de DRS a ratas normales para llecabo los siguientes objetivos

generales:

[) Analizar a nivel pancreatico algunos mecanisnigquimicos — moleculares
involucrados en el progresivo deterioro de la fanae la célul$ en ratas dislipémicas

insulino resistentes alimentadas con DRS duranti&?y 240 dias.
II) Estudiar algunos mecanismos implicados en elbtmsefecto beneficioso de la
administracion de n-3 PUFA dietaridHB rico enEPA y DHA sobre la disfuncion de

la célula inducida por administracion de DRS durante 22 ¢i240 dias.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

I) Evaluar los componentes del mecanismo sensgiut®sa (GLUT-2, glucoquinasa-
hexoquinasa) y la actividad del complejo PDHc coma medida de la estimacion de la

oxidacion de glucosa.

II) Analizar los niveles de la masa proteica derbxeptores nucleares PPARY y los

niveles de la masa proteica de la proteina desauepUCP 2.

[l) Ademas se determinara el contenido de TG eningbrior de los islotes
(lipotoxicidad) y la secrecidon de insulina en iskipancreaticos perifundidos bajo el

estimulo de la glucosa.
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MATERIALES Y METODOS

1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION Y DIETAS

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar prevees de la Comisién Nacional de
Energia Atémica (CNEA), Buenos Aires, Argentinan em peso inicial de 180 — 200 g
(adultos jovenes). Durante todo el periodo expeartaidos animales se mantuvieron en
bioterio estandarizado bajo condiciones controlad@astemperatura (22 £+ 1 °C) y
humedad, con un ciclo de luz — oscuridad de 12sh{f&00 — 19:00 hs). Desde su
llegada al bioterio, los animales tuvieron libreesn al agua y a una dieta estandar
comercial de laboratorio (Ralston, Purina, St. EpMO, USA). Luego de una semana
de aclimatacién los animales fueron asignados aleatente a uno de los dos

protocolos experimentales que se detallan a corttidiia

Protocolo Experimental 1.os animales fueron divididos al azar en 3 grupp$srupo
control: recibio una dieta semisintética en la cual lanfeede hidratos de carbono fue
almidon (62,5% p/p) y la fuente de grasa aceitendéz - AM - (8% p/p) PC). b)
Grupo dieta rica en sacarosarecibio la misma dieta semisintética pero en ésta s
modifico la fuente de hidratos de carbono: la ssamreemplazo isocaléricamente al
almidon (62,5% p/p)RS). c) Grupo dieta rica en sacarosa + aceite de higadie
bacalao: recibi6 la misma dieta semisintética que el grRS pero en ésta la fuente
de grasa se sustituyd parcialmente: 8% AM por 7éttecle higado de bacalao (AHB)
mas 1% aceite de maiPRS + AHB). Los 3 grupos recibieron sus respectivas dietas

durante 22 dias como se muestra en el disefio engrgal. Figura 11A).

Protocolo Experimental 2.0s animales fueron divididos al azar en 2 grupd€rupo
control (DC): recibidé la misma dieta semisintética que el grij@ descripta en el
protocolo 1 durante 240 diaB) Grupo dieta rica en sacarosa (DRS)recibid la
misma dieta semisintética que el grupo DRS descept el protocolo 1 durante 180
dias. Al cabo de este tiempo, el grupo se dividi@ esubgrupos: uno de ellos continu6
con la DRS hasta los 240 dias mientras que en rel sibgrupo se sustituyod
parcialmente la fuente de grasa de la dieta, 8%paM7% aceite de higado de bacalao
(AHB) mas 1% aceite de maibRS + AHB) durante 60 dias. El disefio experimental
se observa en Bigura 11B.
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Figura 11. Disefio experimentdl

A. Protocolo Experimental 1

D] @
DRS
DRS+AHB DRS+AHB
: DIAS
inicio 22

B. Protocolo Experimental 2

DC

DRS I
DRS+AHB
| | |
I 1 | DIAS
inicio 180 240

Disefio experimental de la administracion de lagmdifites dietas a lo largo del periodo de
ingesta correspondiente al protocolo experimentgl 2 respectivamente. DC: dieta control,
DRS: dieta rica en sacarosa, DRS + AHB: dieta rima sacarosa + aceite de higado de

bacalao.

Las dietas fueron preparadas semanalmente sigulaadecomendaciones de la dieta
AIN 93-M del Instituto Americano de Nutricion (FinReport of the American Institute
of Nutrition Ad Hoc Writing Committee on the Refouhation of the AIN-76 A Rodent
Diet) y se conservaron a 4 °C hasta el momentoatedumo (Reeves y col., 1993).

Las dietas DC y DRS fueron balanceadas en coléstiaomina A y D presentes en el
AHB de la dieta DRS + AHB durante 22 dias en etqmolo experimental 1 y durante

los dltimos 60 dias de ingesta en el protocolo exntal 2.
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La composicion de las dietas se describe éralda 3. Las dietas fueron isocaldricas,
aportaron aproximadamente 16,24 kJ/g de comidaesofuadministradaad libitum
durante todo el periodo experimental. El AHB fupasado en alicuotas bajo corriente
de nitrégeno y almacenado a -20°C. Diariamentenserporé el mismo a la dieta
descongelando las alicuotas necesarias de acuetdmafio del lote de animales de
experimentacion.

Mas detalles sobre la preparacion, contenido y joathe las dietas se han descripto

previamente por nuestro grupo (Pighin y col., 2003)

La composicion centesimal de los acidos grasososleateites de maiz e higado de
bacalao y la respectiva mezcla utilizada fuerorizados por cromatografia gaseosa
con columna D.E.G.S (Dietilen glicol succinato) 1S&bre Chromosorbw AW 80/100
(detector de ionizacion de llama — Hewlett Packidfl 5890 A). La misma puede
observarse en laTabla 4. Las muestras fueron previamente derivatizadas
(transesterificadas a esteres metilicos mediamémteaiento a reflujo durante 8 horas
en una solucion de 5% de HCI(g) en metanol anhidcoy acidos grasos fueron
identificados por el tiempo de retencion en comgéra con estandares conocidos.
Estas determinaciones fueron realizadas en el Bapanto de Quimica Organica de la
Facultad de Ingenieria Quimica de la Universidadiddeal del Litoral (Santa Fe,

Argentina).

En laTabla 5 se muestra la composicion de los acidos grasq¥§yde las diferentes

dietas que recibieron los animales durante togerbdo experimental.

Durante el periodo experimental se registro el plesoada animal 2 veces por semana.
En un experimento en paralelo, se determin6 dossveor semana la ingesta energética
y la ganancia de peso individual en 8 animales af#a dote pertenecientes a los

diferentes protocolos experimentales.

El protocolo experimental fue aprobado por el Cémie Etica y Seguridad de la
Investigacion de la Facultad de Bioquimica y CiasdBiol6gicas de la Universidad

Nacional del Litoral (Santa Fe, Argentina).
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Tabla 3. Composicién de las dietas experimentales.

COMPONENTES DIETAS

DC DRS DRS + AHB
(oen (en (en (Yen (Yen (e
peso) kJ) peso) kJ) peso) kJ

D
>

Almidon 625 641 - -
Sacarosa - 62,5 64,1 62,5 64,1
Aceite de maiz 8 18,5 8 18,5 1 2,3
AHB - - 7 16,2

Caseina libre de vitaminas 17 17,4 17 17,4 17 17,4

Celulosa 7,5 7,5 7,5
Mezcla de sale$ 3,5 3,5 3,5
Mezcla de vitaminas® 1 1 1
Metionina 0,3 0,3 0,3
Cloruro de colina 0,2 0,2 0,2

! Las dietas estan basadas en las recomendacioriesmdas por el Comité ad hoc del
“American Institute of Nutrition”. DC: dieta conftdDRS: dieta rica en sacarosa, DRS + AHB:

dieta rica en sacarosa + aceite de higado de bacala

*Mezcla de sales basadas en la mezcla AIN-93M-MXg(gle mezcla): Carbonato de calcio,
357,0; fosfato monobasico de potasio, 250,0; ctode sodio, 74,0; sulfato de potasio, 46,6;
citrato de potasio monohidrato, 28,0; 6xido de reagn 24,0; citrato férrico, 6,06; carbonato
de zinc, 1,65; carbonato de manganeso, 0,63; carbadprico, 0,30; yodato de potasio, 0,01;

selenato de sodio, 0,01025; para-molibdato de amo6r®0795; cromato de potasio, 0,275.

® Mezcla de vitaminas basadas en la mezcla AIN-93%¢g/kg de mezcla): Niacina, 3,000;
pantotenato de calcio, 1,600; piridoxina-HCI, 0,768Bmina-HCI, 0,600; riboflavina, 0,600;

acido félico, 0,200; D- biotina, 0,020; vitaminaB12,500 (0,1% en manitol); vitamina E (500
Ul/g), 15,00; vitamina A (500.000 Ul/g), 0,800;ashina 3 (400.000 Ul/g), 0,250; vitamina K,

0,075.
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Tabla 4. Composicion de acidos grasos (% del total de agjdasos) de las diferentes

fuentes de grasa.

ACIDOS GRASOS AM?® AM + AHB *
14:0 trazas 4,1
16:0 10,4 12,8
16:1 n-7 - 9,5
18:0 2,6 2,8
18:1 n-9 32,1 26,0
18:2 n-6 51,5 9,0
18:3 n-3 0,4 -
20:0 0,4 0,9
20:1 n-9 1,6 12,0
20:4 n-3 - 3,1
20:5 n-3 - 9,0
22:5n-3 - 0,5
22:6 n-3 - 8,1
Total
Saturados 13,4 20,6
Monoinsaturados 33,7 47,5
Poliinsaturados
n-6 51,5 9,0
n-3 0,4 20,7
Relacion Poliinsat. / Saturados 3,87 1,44
Relacion n-3/n-6 0,008 2,30

! Composicién de acidos grasos del aceite de higad@achlao (% total de acidos grasos): 14:0
4,7; 16:0 12,8; 16:1 n-7 10,8; 18:0 3,0; 18:1 n590218:2 n-6 2,6; 18:3 n-3 trazas; 20:0 0,9;
20:1 n-9 13,7, 20:4 n-3 3,5; 20:55 n-3 10,3; 22:8 M,6; 22:6 n-3 9,3. Relacion

Poliinsaturados/Saturados: 1,23. Relacion n-38ht.
2Otros &cidos grasos menores se han excluido.
*Aceite de maiz (AM) Mazola (Best Foods, Canadéac8taviontreal, Quebec, Canada).

“*Incluye 1% p/p AM y 7% p/p aceite de higado dealsz (AHB) (MP Biomedicals, Inc. Ohio,
USA)
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Tabla 5. Composicion de acidos grasos (g/100g de dieta)adediferentes dietas

administradas a los animales durante todo el pedgggderimental.

ACIDOS GRASOS DCyDRS DRS + AHB

14:0 trazas 0,328

16:0 0,832 1,000

16:1 n-7 - 0,760

18:0 0,208 0,236

18:1 n-9 2,568 2,071

18:2 n-6 4,120 0,697
18:3 n-3 0,032

20:0 0,032 0,067

20:1 n-9 0,128 0,975

20:4 n-3 - 0,245

20:5n-3 - 0,720

22:5n-3 - 0,042

22:6 n-3 - 0,651

Total
Saturados 1,072 1,633
Monoinsaturados 2,696 3,806

Poliinsaturados

n-6 4,120 0,697

n-3 0,032 1,658

Relacion Poliinsat. / Saturados 3,870 1,444
Relacién n-3/n-6 0,008 2,378
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2. OBTENCION DE MUESTRAS DE SANGRE Y TEJIDOS

Finalizados los distintos periodos experimenta®sdias y 240 dias) el alimento fue
removido al finalizar el periodo de oscuridad (7H3) y los diferentes ensayos fueron
llevados a cabo entre las 7:00 y las 9:00 hs apekie de ensayos especificos que se

describiran posteriormente.

Los animales de cada grupo dietario fueron pesadoanestesiados en forma
intraperitoneal con pentobarbital s6dico (60 mgikgo).

Las muestras de sangre obtenidas fueron centrifaga8800 x g durante 15 minutos a
4°C y el suero se proceso inmediatamente o fuecainaalo a -20°C hasta su utilizacion
dentro de los 3 dias posteriores a la toma de maudst las mismas se cuantificaron los

niveles de glucosa, insulina, triglicéridos y acidossos no esterificados.

Al momento del sacrificio, el pancreas de cada deolos animales fue removido
rapidamente y los islotes pancreaticos fueron doslgor digestion con colagenasa y
colectados bajo microscopio estereoscépico conueseribe posteriormente. Muestras
de tejido hepatico fueron congeladas a la temperake nieve carbonica utilizando una
pinza de Wollenberger (Wollenberger y col.,, 1960¢viamente enfriada a dicha
temperatura. Las muestras fueron pulverizadasrasiaa temperatura y conservadas en
criotubos a la temperatura dej INjuido hasta su procesamiento. Finalmente se @lesé
tejido adiposo epididimal.

3. PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES: METODOS ANALITICO S

3.1 DETERMINACIONES SERICAS

3.1.1Glucosa

La glucosa presente en el suero de ratas fue dpsadsl método espectrofotométrico

basado en el sistema enzimatico glucosa oxidaseidesa de acuerdo a Bergmeyer

(1974). Los resultados se expresaron cmol/mL.
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3.1.2Insulina

La insulina inmunoreactiva (IRI1) fue dosada poméitodo propuesto por Herbert y col.
(1965) utilizando como estandar insulina de ratav(N Nordisk Dinamarca). La

sensibilidad fue de 0,5uU/mL, con un coeficientevdeacion (CV) intraensayo de

8,7%, 6,2% y 5,1% para los rangos de determinad&ri-5, 5-10 y 10-50 uU de

insulina /mL respectivamente y coeficientes deacdin interensayo de 6,6%, 5,0% y

5,2% para dichos rangos. Los resultados se expresamopU/mL.

3.1.3Triglicéridos (TG)
Los TG se cuantificaron espectrofotométricamenileeando kit enzimatico comercial
de Wienner SA (Santa Fe, Argentina) basado en undoénzimatico colorimétrico.

Los resultados se expresaromemol/L .

3.1.4Acidos grasos no esterificados (AGNE)

Los AGNE se cuantificaron a través del método eation colorimétrico acil-CoA
sintetasa / acil-CoA oxidasa utilizando el kit enatico comercial WACO NEFA-C
(Waco Chemicals USA Inc., Richmond, Virginia, USAps resultados se expresaron

comopmol/L.

3.2 DETERMINACION DE TRIGLICERIDOS HEPATICOS

Alicuotas de tejido hepatico diluidas 1/10 con emln fisioldgica, fueron
homogeneizadas a alta velocidad utilizando un hemeigador con vastago de teflon
previamente enfriado y mantenido entre 0 y 4°C.uNanes adecuados de dichos
homogeneizados fueron utilizados para la deterntinadel contenido de TG por
meétodo espectrofotométrico de acuerdo a la técdescripta por Laurell (Laurell,
1966). Brevemente, se extraen los lipidos utilipatmimo solvente no polar una mezcla
de éter isopropilico/etanol (95:5 v/v) al tiempage extraen los fosfolipidos con &cido
silicico. Los TG contenidos en el sobrenadanteosgeten a hidrolisis alcalina con una
mezcla de KOH/etanol (0,5/9,5 v/v). El glicerolditado se recoge por adicion de una
solucion acuosa — 480, 0,6 N — eliminandose los &cidos grasos liberadas po
aspiracion de la capa organica. Finalmente el glidioerado se oxida a formaldehido
al reaccionar con acido peryoddico. El exceso de @simo se elimina con arsenito de
sodio. El formaldehido reacciona con el acido crimdpeco en medio sulfdrico y en

caliente para dar un cromoforo violeta cuya inadise mide a 570 nm. Se utilizé
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como estandar trioleina (SIGMA — 99% pureza). Lesultados se expresaron en
pumol/g de tejido humedo (umol/g TH)

3.3 ESTUDIOS IN VIVO

3.3.1 Capacidad de utilizacion de la glucosa por los tejos “in vivo”. Clamp
euglucémica — hiperinsulinémica.

Esta técnica fue realizada con la finalidad de rdetear la sensibilidad insulinica
periférica global, siguiendo la metodologia propaiggor De Fronzo y col. (1979) y
utilizada en trabajos previos del grupo (D"Alessandcol., 2000; Chicco y col., 2003).
Brevemente, luego de un periodo de ayuno de 5 tesastas fueron anestesiadas. La
vena yugular izquierda se canalizo con canula dedentrada, infundiéndole por una
de ellas insulina (0,8 U/kg/hora) a velocidad cantd durante 2 horas, mientras que por
la segunda entrada se realizo la infusidn de uhaciséa de glucosa 20% (p/v) a
velocidad variable con el fin de mantener la glueemn su nivel basal (5,6-6,0
mmol/L). La infusidon de glucosa comenzé a los 5utos posteriores a la iniciacion de
la infusion de insulina.

Previo a comenzar la infusion se extrajo sangréadeena yugular derecha (tiempo
cero), continuando con extracciones a intervalo3-Beninutos durante la primera hora
y entre 5-7 minutos en la segunda hora de la expaéd, determinandose la glucemia
utilizando el equipo Accu-Chek Sensor Confort (R®ch

La velocidad de insfusion de glucosa (VIG) en dh@s estacionario (durante la
segunda hora de la clamp) fue considerada comoldaigad de utilizacion periférica
global de glucosa y fue expresada comg glucosa/(kg.minuto) ElI hematocrito

medido al comienzo y final de la experiencia se mnamtonstante.

3.4 DETERMINACIONES EN ISLOTES PANCREATICOS

3.4.1Aislamiento de islotes pancreaticos

Los islotes pancreaticos se aislaron por digesta@m colagenasa y se colectaron bajo
microscopio estereoscoépico (Lacy y Kostianovskyg7domo se describid en trabajos
previos (Chicco y col. 2003). Brevemente, el paasrextraido del animal se sumergio
en un pequefio volumen de Buffer Krebs-Ringer Bimaato (KRB) pH: 7,4 (gaseado
durante 10 minutos con una mezcla 5%,C¥%% Q) conteniendo: NaCl 118 mmol/L,
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NaHCQ; 29,8 mmol/L, KCI 4,7 mmol/L, KHPO, 0,9 mmol/L, MgSQ 1,2 mmol/L,
CaCk 3,3 mmol/L, glucosa 3,4 mmol/L; y se procedidalddo trabajando en frio (0—
4°C). Luego de cortar el pancreas en trozos pegusgi@gregd una solucion fresca de
colagenasa (Sigma C-9263 tipo V para aislamientsldées pancreéticos) y el tejido
fue digerido aproximadamente durante 20 minutog 2C3con agitacion. El proceso de
digestidn se siguid bajo lupa. Cuando la digess®rcompletd, se procedié a detener la
misma con el agregado de buffer frio (4°C) y ldstés se separaron por decantacion.
El sobrenadante fue descartado y el sedimento ient#o los islotes fue resuspendido
en buffer KRB. Esta operacion se repiti6 3 vecagabte el procedimiento los fléculos
presentes en la suspension se dispersaron a tlelvgasaje de la misma por una jeringa
de grueso calibre. El sedimento final obtenidoraasfirio a una placa de petri y fue
examinado bajo microscopio estereoscoépico. Aprodansente 200 — 300 islotes

fueron aislados de cada animal.

3.4.2 Secrecion de insulina en perifusion de islotes pareaticos aislados frente al
estimulo de la glucosa.

Para llevar a cabo esta prueba los animales fusyonados durante un periodo de 12
horas y luego fueron sacrificados. El pancreaseswovid rapidamente y los islotes
aislados, segun se describio en el item antenmroh lavados 2 veces con buffer
Krebs-Ringer bicarbonato (KRB). Grupos de 30-40oted de cada rata fueron
colocados en una camara de 13 mm contenienddttonde membrana de nylon de
5um. Los islotes fueron perifundidos de acuerda &étnica de Burr y col. (1969)
utilizada en trabajos previos (Chicco y col., 2088 KRB conteniendo: glucosa 3
mmol/L, albumina sérica bovina libre de acidos gsa®50mg/L, dextran-70 40 mg/L a
pH: 7,4 y 37°C (gaseado constantemente con 95%6% CQ) con una velocidad de
flujo de 0,9-1,2 mL/min. Luego de un prelavado d& rBinutos se obtuvieron 2
muestras basales. Posteriormente se utilizo KRBeogrTido una alta concentracion de
glucosa (16,5 mmol/L) hasta el final de la peridmsi(40 minutos). Alicuotas del
efluente fueron recolectadas cada minuto hastd3osminutos y luego cada 5 minutos
hasta el minuto 40. Las alicuotas basales y pasugst fueron almacenadas a -20°C
hasta ser utilizadas para el dosaje de insulinairsdg metodologia descripta
anteriormente (iten3.1.2. La secrecion total de insulina fue expresadaccemarea

bajo la curva obtenida al integrar los puntos elatseminutos 3-40 de la experiencia y
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la insulina liberada durante la primer fase deex®én fue expresada como el area bajo

la curva obtenida al integrar los puntos entreaiosutos 3-7.

3.4.3Determinaciones tisulares

[) Triglicéridos (TG)

La extraccion de lipidos en islotes aislados dea @udipo experimental fue llevada a
cabo de acuerdo a la metodologia descripta pouryacol. (2001) como se describio
en trabajos previos (Pighin y col., 2003). Brevetegrentre 75-100 islotes fueron
lavados con buffer fosfato frio (4°C), el pellet fuesuspendido con una mezcla
cloroformo-metanol (2:1 vol/vol) y se dej6é reposrrante toda la noche a 4°C bajo
corriente de Bl Luego de un lavado con agua destilada, la fasgianffue evaporada
bajo corriente de NLas muestras fueron resuspendidas en cloroformapigamente se
transfirid por duplicado una alicuota de las mismaasn tubo de ensayo donde se
dejaron secar completamente. Los lipidos fueroteposmente resuspendidos en éter
laurilico polioxietilenado (Thesit) y se llevaronsaquedad nuevamente bajo corriente
de aire. Finalmente se agregaron 50uL de aguadatissta cada tubo, los cuales se
incubaron en bafio de agua a 37°C con agitaciomtiui®) minutos (Van Veldhoven y
col., 1997). El contenido de triglicéridos en logractos fue determinado utilizando un
kit de triglicéridos enzimatico (Sigma, GPO-trind&igma Chemical) y empleando
curvas de calibrado con estandar de trioleina (8ign®9% pureza; 1 a 50 pg). Los
resultados se expresaronrggiislote.

II) Actividades enzimaticas

a) Glucoquinasa (GQ) y Hexoquinasa (HQ)

La fosforilacién de la glucosa fue determinadastotés pancreaticos segun el método
descripto por Liang y col. (1990). AproximadameB®® islotes de cada animal en los
distintos grupos en experimentacion (aislados ceendescribié en el iteG14.1) fueron
lavados 2 veces y homogeneizados a 4°C con 30Ceduffier (pH: 7,4) conteniendo:
K>HPO, 20 mmol/L, ditiotreitol (DTT) 5 mmol/L, EDTA 1mmAl y KCI 110 mmol/L.

El homogenato fue centrifugado a 12 000 x g durdi@eminutos a 4°C y el
sobrenadante (fraccion citosolica) fue utilizadoaga determinacion de las actividades

glucoquinasa y hexoquinasa de acuerdo al métodawdey col. (1981). La velocidad
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de fosforilacion de la glucosa fue determinada emdo la velocidad de formacion de
glucosa-6-fosfato en un ensayo fluorométrico @iido en una reaccién acoplada final
glucosa-6-fosfato dehidrogenasa como enzima auxilMAD* como cofactor.
Brevemente, 1 volumen de sobrenadante fue adiaioaa2b volumenes de buffer de
reaccion conteniendo: acido 2-[4-(2-hidroxietiliperacinil-etanosulfénico] (Hepes)
/HCI 50 mmol/L pH: 7,6, KCl 100 mmol/L, Mg€&l7,4 mmol/L,B-mercaptoetanol 15
mmol/L, NAD" 0,5 mmol/L, albimina sérica bovina 0,05%, glucédasfato
dehidrogenasa 0,7 U/mlLéuconostoc mesenteroigdedTP 5 mmol/L y glucosa 0,5 o
100 mmol/L. Luego de 90 minutos de incubacion a 30 Creaccién se detuvo
mediante el agregado de 250 volumenes de NaHB0DO mmol/L pH: 9,0 y se midio la
fluorescencia (excitacion 350 nm / emisidbn 460 nribds muestras para cada
concentracion de glucosa se procesaron por duplieadparalelo con un blanco de
reactivos (buffer de reaccién sin homogenato) planco de muestra (homogenato en
buffer de reaccidn sin glucosa). Tanto el blancoedetivos como el blanco de muestra
fueron sustraidos de la fluorescencia total comedignte a cada muestra adicionada al
buffer de reaccidbn completo. La curva estandarosestouyd mediante la adicion de
glucosa-6-fosfato (0,4-8,3 mmol/L) al buffer de agén conteniendo glucosa 100
mmol/L. La actividad glucoquinasa se determindrsiysindo la actividad hexoquinasa
cuantificada a una concentracién de glucosa 0,5Impde la actividad medida a una
concentracion de glucosa 100 mmol/L. Las actividaglezimaticas se extrapolaron a
los valores que corresponderian a 37°C asumiend@urde 2. Los resultados se
expresaron comamol glucosa-6-fosfato/(ug proteina.hora)La cuantificacion de

proteinas en el sobrenadante se realiz6 por el méwdowry y col. (1951).

Dado que ambas enzimas GQ y HQ participan en usenanreaccion, se realizd en
primer lugar la identificacion de la actividad dela una de ellas por separado mediante
la determinacién de los parametros cinéticos Vmayaprovechando las diferentes
caracteristicas cinéticas que presentan. Los estuthéticos fueron llevados a cabo en
pooles de islotes de animales alimentados con Dizaando el mismo procedimiento
descripto pero empleando un rango de concentracidaglucosa mas amplio (0,075 —
100 mmol/L). Para la GQ se tomaron 4 puntos coalesvde Glucosa de 0,075 mmol/L
a 0,5 mmol/L y para la HQ 4 puntos con niveles dec@a de 15 mmol/L a 100
mmol/L. Luego, los parametros cinéticos se determamacon el ploteo de Eadie-

Hofstee que relaciona la velocidad de la reaccidm la concentracion de sustrato
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segun la siguiente ecuaciom:= -Km x V/[S] + Vmax, donde V' representa la
velocidad de la reaccion, “Km” es la constante déhilelis-Menten, “[S]” la
concentracion de sustrato y “VYmax” la maxima velad de reaccion. Para la
determinacion de los parametros cinéticos Km y Viéta GQ se sustrajo en primer
lugar la Vméax de la HQ a cada una de las activislad@enidas a concentraciones de
glucosa entre 15 y 100 mmol/L (rango de determéradi la GQ).

b) Complejo piruvato dehidrogenasa (PDHc)

Aislamiento de la enzima fosfoproteina-fosfatasa

El aislamiento se realizdé con el fin de obteneremima fosfoproteina — fosfatasa
inespecifica para ser posteriormente utilizada arddterminacion de la actividad
enzimética piruvato dehidrogenasa (PDHc). Esta atas& interviene en la
defosforilacion y, por ende, activacion covalenteladéraccion inactiva del complejo
enzimatico PDHc.

Para la obtencion de la enzima se utilizaron higddastas adultas. Los mismos fueron
homogeneizados en 3-4 volimenes de buffer IED: @amod 50 mmol/L, EDTA 5
mmol/L, DTT 0,5 mmol/L (pH: 7,45) y centrifugadosl@ 000 x g durante 20 minutos,
de acuerdo a la técnica descripta por Brandt y(&0I74). Brevemente, el extracto de
tejido fue precipitado por adicion de (WEBO, a una concentracion final del 70%. El
precipitado de sulfato de amonio fue recogido pamtrifugacion, disuelto en buffer
Tris-HCI (Tris-HCI 20 mmol/L, MgCGl 1 mmol/L, pH: 8,0) y tratado con etanol (5
volumenes). El precipitado obtenido por centrifugaa 5000 x g durante 10 minutos,
fue extraido con buffer IED y dializado (16-18 mMraontra el mismo buffer. La
actividad fosforilasa-fosfatasa se cuantificdé erespncia de p-Ng&Xfenil-fosfato,
midiendo la velocidad de cambio de absorbancia m&odsustrato a 405 nm
(Bergmeyer, 1974). La actividad fosforilasa fosfat@s directamente proporcional a la

cantidad de p-nitrofenol liberado por unidad denpe.

Extraccién y determinacion de la actividad PDHc

La extraccion del complejo piruvato dehidrogenasaresaliz6 segun la metodologia

descripta por Zhou y col. (1996) utilizada previateepor nuestro grupo (Pighin y col.,

2003). Brevemente, 300 islotes de cada animal neientes a cada uno de los lotes

experimentales y aislados como se describid preangn fueron homogeneizados en
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300 pL de un buffer de homogeneizacion conteniehtbpes 50 mmol/L (pH: 7,5),
KCI 0,2 mmol/L, N- p-tosil- L-lisina clorometil cetona (TLCK) 3 mriib, inhibidor
de tripsina 0,1 g/L, aprotinin 200 000 KIU/L, suete rata 2% y Triton X-100 0,25%
(vol/vol). Para la extraccion del complejo PDHc lbmogenato se congeld y
descongelé en 3 ciclos sucesivos (nitrbgeno ligteédgderatura ambiente) y
posteriormente fue pasado a través de una jeriagasdlina de 0,5 mL 10 veces. Las
muestras fueron centrifugadas a 5000 x g durantmibQtos a 4°C y mantenidas en
frio. A una alicuota de la muestra se le adiciasjato de potasio y NaF frios en una
concentracion final de 25 mmol/L, y fue utilizadarg determinar la actividad
enzimética de la forma activa (PDHa) del PDHc. tavadad PDH total (PDHt) fue
ensayada luego de la conversion de la forma ireelvactiva utilizando una proteina
fosfatasa especifica como se describio en trabgj@vios de nuestro grupo
(D’Alessandro y col., 2000). Para este fin lasualias (150 pL) de los extractos
obtenidos fueron incubadas con Mg@bmmol/L, CaCi 1 mmol/L y fosfoproteina
fosfatasa durante 20 minutos a 30°C e inmediateanea ensayd la actividad del
complejo piruvato dehidrogenasa. Las actividadebl@) PDHt fueron determinadas
espectrofotométricamente a 30°C midiendo la rédncde NAD™ como se describio
detalladamente en trabajos previos (D"Alessandrooly, 2000). Las actividades

enzimaticas fueron expresadaspéat/islote.

[II) Determinacion de la masa proteica por la técnta de Western Blot.

a) Extraccion de proteinas

a.l) Transportador de glucosa GLUT 2 y enzimas glaguinasa (GQ) y
hexoquinasa (HQ).

La extraccion de proteinas a partir de los islatistados para la cuantificacion del
GLUT 2, GQ y HQ se realiz6 siguiendo la técnicacdesa por Shao y col. (2004).
Brevemente, aproximadamente 200 islotes de cadaahperteneciente a cada uno de
los lotes experimentales (aislados como se deéoeibiel itenB.4.1) fueron lavados 2
veces con buffer fosfato salino (PBS) frio y pastenente lisados a 4°C en un buffer
de lisis conteniendo: Igepal 1%, NaCl 150 mmol/LDTA 1 mmol/L, NaVO,
1mmol/L, NaF 1 mmol/L, Tris 50 mmol/L pH: 7,4, PM3Fnmol/L, aprotinin 1pug/mL,
leupeptin 1 pg/mL y pepstatin 1pg/mL. El lisado éemtrifugado durante 15 minutos a
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4°C a 12 000 x g. El sobrenadante obtenido fudeetarlo y almacenado a -80°C hasta
su procesamiento. El contenido de proteinas enolktesadante fue determinado

utilizando un kit para ensayo de proteinas de Bid-R

a.2) Receptores activadores de la proliferacién pexisomal : PPARy y PPARw.

La preparacién del extracto proteico se realizdised método descripto por Welters y
col. (2004). Aproximadamente 200 islotes de cadmalnperteneciente a cada uno de
los lotes experimentales (aislados como se deéceibiel itenB.4.1) fueron lavados 2
veces con buffer fosfato salino (PBS) frio y pdstenente lisados durante 10 minutos a
4°C en un buffer de lisis conteniendo: Tris 20 mingdH: 7,4, NaCl 150 mmol/L,
EDTA 1 mmol/L, Triton X-100 1% y cocktail inhibidate proteasas 1pL/mL. El lisado
fue centrifugado durante 10 minutos a 4°C a 13X000y el sobrenadante obtenido fue
recolectado y almacenado a -80°C hasta su procestomEl contenido de proteinas en
el sobrenadante fue determinado segun se despridiamente.

a.3) Proteina desacoplante UCP 2.

La preparacion del extracto proteico se realizdisety método descripto por Lameloise
y col. (2001). Aproximadamente 200 islotes de cateal perteneciente a cada uno de
los lotes experimentales (aislados como se de&crdn el item3.4.]) fueron
homogeneizados en un buffer conteniendo: sacardsan@tol/L, EGTA 0,5 mmol/L,
Hepes 5 mmol/L y cocktail inhibidor de proteasagtl/mL. EI homogenato fue
centrifugado a 800 x g durante 3 minutos a 4 °Cl gabrenadante obtenido fue
recolectado y almacenado a -80°C hasta su utifima&l contenido de proteinas en el

sobrenadante fue determinado segun se descrihitaprente.

b) Analisis por Western Blot

b.1) Transportador de glucosa GLUT 2 y enzimas glumuinasa (GQ) y
hexoquinasa (HQ).

Las muestras (50 pg de proteina/calle para GLUBQ@ yg de proteina/calle para GQ y
HQ) se desnaturalizaron durante 3 minutos a ebdlien un buffer de muestra
Laemmli y fueron resueltas por electroforesis emgeinde poliacrilamida (al 10% para
GLUT 2 y 9% para GQ y HQ) conteniendo dodecil dolfeddico (SDS-PAGE). Las
proteinas del gel se electro-transfirieron (50 sralbnstantes) a una membrana de
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fluoruro de polivinilideno (PVDF) durante toda lache a 4°C empleando un buffer de
transferencia (pH: 8,8) que contenia: Tris 20 minalicina 150 mmol/L, SDS 0,01%
y metanol 20%. Las membranas fueron bloqueadad gsrbuffer conteniendo Tween
20 0,1% y leche descremada 5% durante 6 horas agff@gitacion.

Para el inmunobloting las membranas se expusidrantauerpo primario especifico
policlonal: anti-GLUT 2 (dilucién: 1/2000) (H-67c9117, Santa Cruz Biotechnology,
Inc., Santa Cruz, CA, USA), anti-glucoquinasa (clim: 1/400)(H-88: sc-7908, Santa
Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA) o tidwexoquinasa
(dilucién:1/800)(N-19: sc-6517, Santa Cruz Biotedogy, Inc., Santa Cruz, CA, USA)
durante toda la noche a 4°C con agitacion. Lueginsebaron con el anticuerpo
secundario (dilucion: 1/2000) (Santa Cruz Biotecbgy] Inc., Santa Cruz, CA, USA)
conjugado con horseradish-peroxidasa durante Zshoom agitacion y a temperatura
ambiente. Las bandas fueron visualizadas por quimiioiscencia de acuerdo a las
instrucciones del fabricante (Super Signal Westo Rzhemiluminiscent Substrate,
Pierce Biotechnology, Rockford, IL). La intensida® las bandas se cuantifico
utilizando el software para capturar imagenes deiddal Institute of Health (Bethesa,
MD).

La relacion entre la cantidad de muestra procesadd inmunoblotting y la intensidad
de sefal observada fue lineal bajo las condicigmesiamente descriptas. Estudios
preliminares mostraron una linealidad en el enshydVestern blot entre 20 y 100 pg
de proteina. El coeficiente de correlacion entrealatidad de proteina y la intensidad de
la sefial observada fue de 0,96 (GLUT 2); 0,95 (¢QpP8 (HQ).

Los niveles de la masa proteica de las protein@&stiio fueron normalizados con los
niveles de la masa proteica del marcaforactina (C4: sc-47778, Santa Cruz
Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA). Comotecoinpositivo de las proteinas en

estudio se empled un extracto de tejido hepatico.

b.2) Receptores activadores de la proliferacion pekisomal : PPARy y PPARa.

Para la cuantificaciéon del PPARIO ug de proteina/calle fueron resueltas por SDS-
PAGE en un gel al 10%, mientras que para la cueatibn del PPAR 50 ug de
proteina/calle fueron resueltas por SDS-PAGE erelialdl2%.

Las proteinas del gel se electro-transfirieron \(6lis constantes) a una membrana de

PVDF durante toda la noche a 4°C siguiendo la médgé descripta en el item
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lll.b.1. Para el inmunobloting las membranas se expusialcanticuerpo primario
especifico policlonal: anti-PPAR (dilucién: 1/300) (H-100: sc-7196, Santa Cruz
Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA) o antidRe (dilucion: 1/300) (H-98: sc
9000, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruk, TSA) durante toda la noche a
4°C con agitacion. Luego de la incubacion con dicaarpo secundario como se
describié en el itemlll.b.1 ., las bandas fueron visualizadas y cuantificadgsirs se
describié previamente.

La relacion entre la cantidad de muestra procesadd inmunoblotting y la intensidad
de sefnal observada fue lineal bajo las condicigmesiamente descriptas. Estudios
preliminares mostraron una linealidad en el enskyWestern blot entre 20y 80 pg de
proteina para las proteina en estudio. El coefieide correlacion entre la cantidad de
proteina y la intensidad de la sefal observadad&u®,93 para PPARy 0,95 para
PPARu.

Los niveles de la masa proteica de las proteindzadas fueron normalizados con los
niveles de la masa proteica del marcdtiactina. Como control positivo de PPARe
utilizé un extracto de musculo gastronemio y comsotml| positivo de PPA& un

extracto de tejido hepatico.

b.3) Proteina desacoplante UCP 2.

Las muestras (80 pg de proteina/calle) fueron hesupor SDS-PAGE en un gel al
14%. Las proteinas del gel se electro-transfiri¢id® mA constantes) a una membrana
de nitrocelulosa durante toda la noche a 4°C emgtean buffer de transferencia (pH:
8,8) que contenia: Tris 20 mmol/L, glicina 150 mfpEDS 0,1% y metanol 20%. Las
membranas fueron blogueadas como se describiGapnenite en el iterl.b.1 . Para el
inmunobloting las membranas se expusieron al ampouerimario especifico
policlonal: anti-UCP 2 (dilucion: 1/300) (N-19: §&626, Santa Cruz Biotechnology,
Inc., Santa Cruz, CA, USA) durante toda la noch#@ con agitacion. Luego de la
incubacion con el anticuerpo secundario como seritdé® en el item Ill.b.1 ., las
bandas fueron visualizadas y cuantificadas segdesgibid previamente.

La relacion entre la cantidad de muestra procesadd inmunoblotting y la intensidad
de sefal observada fue lineal bajo las condicigmesiamente descriptas. Estudios

preliminares mostraron una linealidad en el enshydVestern blot entre 20 y 100 pg
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de proteina. El coeficiente de correlacion entrealatidad de proteina y la intensidad de
la sefial observada fue de 0,92.

Los niveles de la masa proteica de la proteina BCRueron normalizados con los
niveles de la masa proteica del marcegtlactina. Como control positivo de la proteina

en estudio se empled un extracto de bazo.

4) REACTIVOS UTILIZADOS

El aceite de higado de bacalao fue provisto por [CHhsta Mesa, CA, USA). Los
anticuerpos primarios y secundarios utilizadosasntécnicas de western blot para las
determinaciones de las masas proteicas fuerongbosvpor Santa Cruz Biotechnology
(Santa Cruz, CA, USA). Enzimas, sustratos y coeagimmpleados en las técnicas
previamente detalladas fueron provistos por SIGMA (ouis, Mo., USA). Los demas

reactivos son de grado analitico (maxima purezzodible comercialmente).

5) ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS EXPERIMENTALES .

El tamafio de las muestras fue calculado en basasamilediciones realizadas
previamente en nuestro laboratorio con ratas aliagast tanto con dieta control (DC)
como con dieta rica en sacarosa (DRS) considerandpoder del 80% (Gutman y
col.,1987; Lombardo y col., 1996a; Soria y col.Q20Rossi y col., 2005).

Los resultados experimentales se expresan comoamedtEM. Las diferencias
estadisticas entre los grupos pertenecientes atemunado protocolo experimental se
determinaron por ANOVA (andlisis de la varianzay cin factor (dieta), seguidas de la
inspeccion de las diferencias entre pares de meugasante test de Newman - Keuls.
Valores de p<0,05 fueron considerados estadistit@msgnificativos. En todos los
casos lo coeficientes de correlacion intraclaseofuee al menos 0,73. Para el analisis

de los datos se utiliz6 el programa estadisticoSSRSsion 17.0.
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RESULTADOS

Como mencionaramos en el capitulo “ Introducci@studios previos de nuestro grupo
han demostrado que el perfil metabdlico y hormobakrvado en ratas alimentadas con
DRS por un corto periodo de tiempo (3-5 semand®relide aquel que se observa
luego de la administraciéon prolongada de la didta-40 semanas). En términos
generales luego de 3-5 semanas de ingesta se absepambios en la secrecion de
insulina frente al estimulo de la glucosa con preisede hiperinsulinemia que logran
compensar el estado de RI global manteniendo Imaogiucemia &daptacionde la
célulap). Sin embargo el consumo crénico de DRS (15-4(asas) deteriora el patron

de secrecion de la hormordisfuncionde la célulgf) con moderada hiperglucemia.

Ademas, los n-3 PUFA de origen marino (EPA 20:8,\nDHA 22:6, n-3) dietario son
capaces de prevenir y/o revertir la Rl inducida @oministracion de dietas ricas en
hidratos de carbono simples. En este contextofureion de los antecedentes del tema

previamente mencionados en el capitulo “Introducgianalizamos:

[) A nivel pancreético algunos mecanismos bioquasiie moleculares involucrados en
la adaptacion/disfuncion de la célulap en ratas dislipémicas insulino resistentes

alimentadas con DRS durante 22 o 240 dias.

II) Si las alteraciones funcionales de la céfulgue se desarrollan con la administracion
de DRS durante 22 o 240 dias puedenpservenidas y/o revertidasmediante la
sustitucion parcial del tipo de acidos grasos dietaAM (rico en acidos grasos n-6) por
AHB (rico en n-3 PUFA: EPA y DHA).

Para lograr estos objetivo disefiamos 2 protocolpsranentales como se mencioné en
la seccién “MATERIALES Y METODOS".

Los animales pertenecientesPabtocolo Experimental e dividieron en 3 grupos: DC
(dieta control), DRS (dieta rica en sacarosa) y DRSHB (dieta rica en sacarosa +
aceite de higado de bacalao) y consumieron susatdss dietas durante un periodo de
22 dias. Los animales incluidos en Rfotocolo Experimental 2se dividieron
inicialmente en 2 grupos: DC y DRS y consumieros @spectivas dietas durante un

periodo de 180 dias. Al cabo de éste tiempo lamades alimentados con DRS se
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dividieron en 2 subgrupos: DRS y DRS + AHB. Losr@pgps DC, DRS y DRS + AHB

continuaron con sus respectivas dietas hastaaldala experiencia (240 dias).
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PARTE 1

En primer lugar evaluamos algunos aspectos geseyake caracterizan el modelo DRS
previamente descripto en los periodos menciona2@sd{as y 240 dias de ingesta):
incremento de peso corporal, eficiencia caléricataimolitos plasmaticos (glucosa,
insulina, triglicéridos y AGNE) y el efecto de lassitucion parcial de la fuente de grasa

dietaria (AM por AHB) sobre estos parametros.

1.1 INCREMENTO DE PESO CORPORAL, INGESTA CALORICA Y
ADIPOSIDAD.

El peso corporal y la ingesta caldrica fueron cdidd@mente monitoreados en los
animales pertenecientes a los diferentes gruposaride de cada protocolo
experimental. El peso corporal se expresa en grgrteosgesta calérica en kJ/dia.
Como puede observarse en Taablas 6A (protocolo experimental 1y 6B (protocolo
experimental 2) las diferentes dietas fueron adegsty asimiladas por los animales en

forma adecuada.

Los animales de los diferentes grupos dietarios , (RS y DRS + AHB)
pertenecientes al protocolo experimental 1 (22)ddassentaron valores similares de
peso corporal, ganancia de peso, ingesta calorigeesps de los tejidos adiposos
epididimal y retroperitoneal al final del periodgerimental Tabla 6A).

Sin embargo, como se observa effddla 6B, cuando el periodo de administracion de
las dietas se extendidé a 180 dias los animalesmalados con DRS presentaron un
incremento significativo (p<0,05) del peso corpdffl — 18 %), de la ganancia de peso
y de la ingesta caldrica-20%) al compararlos con los animales alimentadosDfon
Estas diferencias entre ambos grupos se mantuviexsta alcanzar el final del periodo
experimental (240 dias). La sustitucion de la faat# grasa dietaria AM por AHB en el
grupo DRS condujo a una moderada reduccion denlangéa de peso en estos animales

(DRS + AHB) aunque la ingesta calorica fue similaaenbos grupos.

Mas aun, el incremento de peso e ingesta calérisaroddo con la ingesta cronica de
sacarosa se acompafio de un incremento en el pesejide adiposo epididimal y
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retroperitoneal expresado como peso total (g) ativel al peso corporal (g/100g rata)
(Tabla 6B). EI cambio parcial en la fuente de grasa de dtadilurante los ultimos 60

dias logro disminuir el peso de los tejidos menadosaaunque no se alcanzaron los
valores obtenidos en el grupo control. Estos dabmeuerdan con hallazgos obtenidos

previamente en nuestro grupo (Rossi y col., 20@ssRy col., 2010).

Tabla 6A. Peso corporal, ganancia de peso, ingesta calonesg del tejido adiposo
epididimal y retroperitoneal en ratas alimentadas dieta control (DC), dieta rica en
sacarosa (DRS) y DRS + aceite de higado de ba@al#®) durante 22 dias (Protocolo

experimental 1J.

PROTOCOLO EXPERIMENTAL 1

DC DRS DRS + AHB
8 8 8
PESO CORPORAL (g)
Inicial 189,2+2,6 1949+ 3,5 197,0+2,6
Final 285,7+45 297,4+6,4 299,3+5,5
GANANCIA DE PESO (g) 96,5+5,4 102,4+4,1 102,3 45,
INGESTA CALORICA (kJ/dia) 295,0+9,0 299,0+ 13,0 290 +10,0
TEJIDO ADIPOSO EPIDIDIMAL
Peso total (g) 2,78 +0,11 3,05+0,13 2,90+£0,15
Peso relativo (g/100g peso corporal) 1,19+ 0,06 1,24 + 0,03 1,12 £ 0,07
TEJIDO ADIPOSO RETROPERITONEAL
Peso total (g) 2,66 +0,12 2,98+0,14 2,87 +0,13
Peso relativo (g/100g peso corporal) 1,16 + 0,04 1,12 + 0,05 1,07+ 0,05

! Los valores se expresan como media + SEM. Los emlen cada fila que no comparten la
misma letra superescrita son estadisticamenteedifess (p<0,05) cuando cada variable es
comparada por el test de Newman - Keuls. Los nisnentre paréntesis indican el nimero de

animales utilizados en cada grupo experimental.
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Tabla 6B. Peso corporal, ganancia de peso, ingesta calénesy del tejido adiposo
epididimal y retroperitoneal en ratas alimentadas dieta control (DC), dieta rica en
sacarosa (DRS) y DRS + aceite de higado de bad@Bi®) durante 240 dias

(Protocolo experimental 2).

PROTOCOLO EXPERIMENTAL 2

DC DRS DRS + AHB
(8) (16)

PESO CORPORAL (g)

Inicial 1925+57  196,9+3,6

180 dias 4437+9,% 501,7+81

240 dias 473,1+98 5359+133 5143+97

GANANCIA DE PESO (g)

0 - 180 dias 251,3+98 317,9+151

180 - 240 dias 29,3+4,1 31,4 +4,1 16,4 + 3,8

INGESTA CALORICA (kJ/dia)

0 - 180 dias 283,7+120 351,0+11,8

180 - 240 dias 281,3+6,2 347,0+11,8 333465

TEJIDO ADIPOSO EPIDIDIMAL

Peso total (g) 7,65+0,65 14,10+0,88 10,76 +0,51

Peso relativo (g/100g rata) 1,59+0,07 2,80+0,16 2,14+0,08

TEJIDO ADIPOSO RETROPERITONEAL

Peso total (g) 6,20+0,45 12,75+0,43 10,10 +0,57

Peso relativo (g/100g rata) 1,300,106 2,60+0,08 2,01+0,18

! Los valores se expresan como media + SEM. Los esmlen cada fila que no comparten la
misma letra superescrita son estadisticamenteedifes (p<0,05) cuando cada variable es
comparada por el test de Newman - Keuls. Los nisnentre paréntesis indican el numero de
animales utilizados en cada grupo experimental. drusales alimentados con DRS (n=16)
consumieron dicha dieta durante 180 dias y lueggubdividieron en los grupos DRS (n=8) y
DRS + AHB (n=8). (para mas detalles del disefio emmmntal ver Figura 11 , seccion
Materiales y Métodos)
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1.2 METABOLITOS Y NIVELES DE INSULINA EN SUERO, SE NSIBILIDAD
INSULINICA PERIFERICA GLOBAL (Clamp Euglucémica-Hip erinsulinémica)
Y CONTENIDO DE TRIGLICERIDOS HEPATICOS.

Las Tablas 7A y 7Bmuestran que los animales alimentados con DRSrezse, al
final de cada periodo experimental (22 dias y 248)dhiveles séricos de TG y AGNE
significativamente superiores (p<0,05) a los olm@pg en animales de igual sexo y
edad alimentados con DC. A su vez, cuando la DR&ds&nistré en forma cronica
(240 dias), ambos parametros fueron significativaengp<0,05) superiores a los
observados en el corto plazo (22 dias).

Al sustituir parcialmente la fuente de grasa diat&M por AHB en el grupo DRS en
ambos protocolos experimentales en estudio, losremlhallados en los parametros
mencionados fueron similares a los observados eaniosales controles de igual edad,

en concordancia con resultados previos (Rossi.y 2005; Hein y col., 2012).

A los 22 dias de ingesta la dislipidemia presemela DRS se acompafié de
normoglucemia, hiperinsulinemia y mayor relaciérulma/glucosa. Cuando la ingesta
se extendid6 a 240 dias un patron diferente acompafdislipidemia: moderada
hiperglucemia con normoinsulinemia y menor rela@n&ulina/glucosa.

Cuando el AHB estuvo presente en la dieta de lamaes pertenecientes a ambos
protocolos experimentales, los valores séricos ldeoga e insulina y la relacién
insulina/glucosa fueron similares a los del grugd d2 igual sexo y edad.

El conjunto de estos hallazgos confirma datos atidsnen trabajos previos de nuestro
grupo (Lombardo y col., 1996b; Chicco y col., 20ghin y col., 2003).

Finalmente en laJablas 7A y 7B se muestra la velocidad de infusion de glucosa
(VIG), determinada por la clamp euglucémica-hipedin@mica, como una medida de
la sensibilidad insulinica periférica global. La G/Ifue significativamente menor
(p<0,05) en ratas alimentadas con DRS al finaladia@eriodo experimental (22 dias y
240 dias) cuando se compard con los respectivasotes de igual edad. Un deterioro
mas significativo de la sensibilidad insulinicaifggica global se observa cuando la
ingesta se prolongd durante 240 dias, lo que coafiel progresivo deterioro en la

sensibilidad insulinica.
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Confirmando hallazgos previos (Rossi y col., 20D5%Alessandro y col., 2012), una
normalizacion de la VIG se observa al sustituici@mente la fuente de grasa dietaria
(AM por AHB) en ambos protocolos experimentales.b&alestacar que no se
observaron cambios significativos en el hematocu® los diferentes grupos

experimentales durante el transcurso de la clantpgde mostrados).

La dislipidemia observada en ambos periodos expetaites (22 dias y 240 dias) se
acompafia de un incremento en el contenido de TGtihep. Por su parte, la
administracion de AHB normaliza estos parametr@sajcanzan valores similares a los
correspondientes controles etarios. Los valordad@d fueron los siguientes: (media *
SEM, n=6) (umol/g THR2 dias,DC: 10,08 + 0,47DRS 17,40 + 1,00*DRS + AHB
11,1 + 0,65; *p<0,05 DRS vs DC y DRS + AHB40 dias,DC: 12,02 + 0,66 DRS
21,12 + 1,24*DRS + AHB 13,4 + 0,50; *p<0,05 DRS vs DC y DRS + AHB.
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Tabla 7A. Metabolitos y niveles de insulina en suero, rélacinsulina/glucosa y
sensibilidad insulinica periférica global (VIG) eatas alimentadas con dieta control
(DC), dieta rica en sacarosa (DRS) y DRS + aceitkigado de bacalao (AHB) durante

22 dias (Protocolo Experimentaf1).

PROTOCOLO EXPERIMENTAL 1

DC DRS DRS + AHB
TG (mmol/L) 0,77+0,07 169+008  0,82+0,08
AGNE (umol/L) 257,4+6,8  486,0+30,4 275,0+20,0
Glucosa (umol/mL) 6,75+0,13 6,54 +0,14 6,90 + 0,30
Insulina (MU/mL) 53,70+ 2,78 83,08 +1,47 43,20+5,4%

Relacién Ins/Glu (uU/umol)  8,05+0,48  12,65+098  7,40+0,60

VIG [mg glucosa/(kg.min)] 11,50 +0,76  8,95+0,56  11,20+0,67

! Los valores se expresan como media + SEM (al méraxsimales fueron utilizados en cada
grupo experimental). Los valores en cada fila queamparten la misma letra superescrita son
estadisticamente diferentes (p<0,05) cuando catkbl@es comparada por el test de Newman

— Keuls en cada protocolo experimental.
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Tabla 7B. Metabolitos y niveles de insulina en suero, réacinsulina/glucosa y
sensibilidad insulinica periférica global (VIG) eatas alimentadas con dieta control
(DC), dieta rica en sacarosa (DRS) y DRS + aceitkigado de bacalao (AHB) durante
240 dias (Protocolo Experimental’2).

PROTOCOLO EXPERIMENTAL 2

DC DRS DRS + AHB
TG (mmol/L) 0,90+0,07 260+0,18  1,00+0,07
AGNE (umol/L) 2756+82 8376+322 289,0+6,30
Glucosa (umol/mL) 6,36+0,18 828+0,20  6,62+0,13
Insulina (MU/mL) 53,28 + 2,38 52,42+ 3,46 51,55 + 3,26

Relacion Ins/Glu (uU/umol) 8,57 + 0,64 6,53 + 0,40 8,24 + 0,30

VIG [mg glucosa/(kg.min)] 10,78 +0,38  4,92+0,46  11,81+0,48

! Los valores se expresan como media + SEM (al méraxsimales fueron utilizados en cada
grupo experimental). Los valores en cada fila queamparten la misma letra superescrita son
estadisticamente diferentes (p<0,05) cuando catkbl@es comparada por el test de Newman

— Keuls en cada protocolo experimental.
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1.3 SECRECION DE INSULINA FRENTE AL ESTIMULO DE LA GLUCOSA

La Figura 12 muestra la secrecion total de insulina (3-40 nusuy la insulina liberada
durante la primer fase de secrecion (3-7 minutasistes perifundidos de animales
alimentados con DC, DRS y DRS + AHB durante 22 ¢pmstocolo experimental 1)
(Figura 12A) y 240 dias (protocolo experimental(E)gura 12B).

En laFigura 12A, observamos que el total de insulina liberadalpg®rslotes de los
animales alimentados con DRS durante 22 dias @@iat@xperimental 1) fue similar al
observado en los islotes de los animales alimenteoloC de igual sexo y edad. Sin
embargo, los valores de insulina liberada en langrifase de secrecion fueron
superiores (p<0,05) a los valores hallados en epayrcontrol. Los islotes de los
animales alimentados con DRS + AHB presentaronoamportamiento similar al grupo
DC.

Cuando el periodo de administracion de las dietaex$endié a 240 dias (protocolo
experimental 2) la liberacién de insulina por patéelos islotes perifundidos de los
animales alimentados con DRS fue claramente difer@matron observado en el grupo
DC de igual sexo y edad. Si bien la secrecion ddilmescrecio sostenidamente durante
el transcurso de la perifusion (40 minutos) el grimico de secrecién de la hormona
estuvo practicamente ausente, puesto que los salmatados en esta fase fueron
inferiores alcanzando apenas el 10% de los halladdss animales alimentados con
DC; mientras que el total de insulina liberada s$ignificativamente mayor (p<0,05)

gue sus respectivos controles etarios. El camhioigdaen la fuente de grasa dietaria
(AM por AHB) logré normalizar el patron de secratithsulina siendo los valores

hallados similares a los obtenidos en el grupo D& resultados en éste periodo

experimental concuerdan con los obtenidos previasramt Pighin y col. (2003).
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Figura 12. Secrecion de insulina bajo el estimulo de la glac@s6,5 mmol/L) en
islotes aislados de ratas alimentadas con diet&ratofDC), dieta rica en sacarosa
(DRS) y DRS + aceite de higado de bacalao (AHBpter(A) 22 dias (Protocolo
Experimental 1) ¢B) 240 diagProtocolo Experimental 2).
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! Los valores se expresan como media + SEM. (6 amsnaé utilizaron en cada grupo

experimental). Los valores que no comparten la miggtra son estadisticamente diferentes
(p<0,05) cuando la variable es comparada con éldesNewman- Keuls en cada fase de

secrecion correspondiente a cada protocolo expetanlll DC Il DRS M DRS + AHB.
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Los resultados hasta aqui expuestos, sumado abfEsvados en trabajos previos de
nuestro grupo (Chicco y col., 2003; Lombardo y,c®007) nos permiten corroborar
que la administracion de DRS a ratas normales &dcambios metabdlicos y
hormonales que dependen del tiempo durante el &stal es administrada. Asi, el
modelo evoluciona desde normoglucemia con hipdimamia (22 dias de ingesta) a
moderada hiperglucemia con normoinsulinemia (248 de ingesta). Con la cronicidad
de la dieta el patrén de secrecion de insulinasgfesibilidad insulinica periférica global
se deterioran, la dislipidemia se hace mas proadac{aumento de triglicéridos y
AGNE) y se acomparfa de un aumento en el peso @rmsrciado a un incremento en

la adiposidad visceral.

La sustitucion parcial de la fuente de grasa deet@M rico en acidos grasos n-6, por
AHB rico en acidos grasos n-3) fue capaz de prevaraparicion de las alteraciones
mencionadas en los animales alimentados con DR&duun corto periodo de tiempo
(22 dias). Por otra parte, cuando el AHB fue adstiadlo durante los ultimos 60 dias de
ingesta en los animales alimentados cronicamemeDd®S (240 dias) fue capaz de
normalizar el perfil lipidico, la moderada hipergmia, la sensibilidad insulinica y la
secrecion de insulina, sin modificar los niveleasptaticos de la hormona. Ademas,

logrd reducir la ganancia de peso corporal y mejaradiposidad visceral.

Los mecanismos bioquimicos-moleculares involucraota adaptacién/disfuncion de
la célulap observada en el modelo DRS no han sido completamditucidados.
Teniendo en cuenta los numerosos eventos mencisnadoda “Introduccion” que
podrian estar involucrados en los procesos de aciaptdisfuncion de la célufafrente

a estados de insensibilidad insulinica, es posioke entre los mecanismos pudieran
estar implicados: a) cambios en el transporte y&abolizacion de la glucosa en la
célulap, b) cambios en los niveles de PPARs (los cualgslaa el metabolismo de la
glucosa y los lipidos en el interior de la célfijac) alteraciones en los niveles de la
proteina desacoplante UCP2 (proteina que se reldie manera inversa con los
niveles de ATP y la secrecidon de insulina), d) casmken el contenido de TG en el

interior de la célul.

En este contexto, el siguiente propdsito del pitesgabajo de tesis fue evaluar en ratas
macho Wistar el efecto del consumo de una DRS stibezsas vias metabdlicas de la
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célulap pancreética que impactan sobre la secrecidn dériadrente al estimulo de la
glucosa, a fin de dilucidar los posibles mecanismoe conducirian al progresivo
deterioro de la liberacion de la hormona obsenadeste modelo de dislipemia y RI.
Ademas analizamos el efecto de la sustitucion glade la grasa dietaria AM por AHB

sobre los mismos pardmetros.
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PARTE 2: ANALISIS DE ALGUNOS MECANISMOS INVOLUCRADS EN LA
ADAPTACION/DISFUNCION DE LA CELULA g EN ISLOTES PANCREATICOS
DE ANIMALES ALIMENTADOS CON DRS DURANTE 22 DIAS V240 DIAS.
EFECTO DE LOSNn-3 PUFA.

De lo expuesto, consideramos importante extendsr donocimientos previos
analizando en islotes pancreaticos de animalesatados con DRS durante 22 o 240
dias:

1. El contenido de TG

2. Los niveles de la masa proteica del transportdd@lucosa GLUT 2.

3. La actividad de las enzimas fosforilantes dgllecosa GQ y HQ y del complejo

PDHc como estimacién de la via oxidativa de la gbac

4. Los niveles de la masa proteica de las enzin@ay GQ.

5. Los niveles de la masa proteica del PRARPAR.

6. Los niveles de la masa proteica de la UCP2.

Considerando que la sustitucion parcial de la fignasa dietaria (AM por AHB) en los
animales alimentados con DRS fue capaz de preyprotocolo experimental 1) y
revertir (protocolo experimental 2) los cambiosetpatron de secrecidén de insulina

evaluamos el efecto de tal sustitucion sobre logmpetros antes mencionados.

Los resultados alcanzados se exponen a continuacion
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2.1 CONTENIDO DE TRIGLICERIDOS

El contenido de TG en islotes pancreaticos aislatio$os animales alimentados con
DRS durante 22 dias (protocolo experimental 1nostré diferencias estadisticamente
significativas al ser comparado con los valoregiibs en islotes aislados de animales
controles de igual sexo y edad. Por su parte telde animales alimentados con DRS +
AHB mostré valores similares a los hallados enrapg DC. Los valores obtenidos
fueron los siguientes: (media £ SEM, n=6) (ng/s)®@C: 65,2 + 6,1,DRS 58,2 + 5,4;
DRS + AHB 62,0 £5,7.

Cuando el periodo de administracion de las dietaextendié a 240 dias (protocolo
experimental 2) observamos un incremento (p<0,0bklecontenido de TG en los
islotes de los animales alimentados con DRS al eoanips con los controles etarios.
El cambio en la fuente de grasa dietaria durardellobmos 60 dias de la experiencia

(grupo DRS + AHB) logr6 normalizar este paramékigura 13).

Figura 13. Contenido de TG en islotes aislados de ratas atadeas con dieta control
(DC), dieta rica en sacarosa (DRS) y DRS + acaithigado de bacalao (AHB) final
del periodo experimental (240 dids).

a
150 -
. 1254
kS
0
S 100 1
o9
= o
82 75-
S £
15 50 -
[
(@]
@)
25 -
0-

! Los valores se expresan como media + SEM. (6 amsnaé utilizaron en cada grupo
experimental). Los valores que no comparten la miggtra son estadisticamente diferentes
(p<0,05) cuando la variable es comparada con etieellewman- Keuls.

B Dc B DRSM DRS + AHB.
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2.2 NIVELES DE LA MASA PROTEICA DEL TRANSPORTADOR D E
GLUCOSA GLUT 2.

El inmunoblot de islotes pancreéticos aislados ate dnimales pertenecientes a los
diferentes grupos dietarios de cada protocolo éxyetal reveld una Unica banda de 60
kDa consistente con el transportador de glucoséad=lulap GLUT 2. Luego del
analisis densitométrico de los inmunoblots el coidie de GLUT 2 de los grupos DC
correspondientes a cada protocolo experimentahéumalizado al 100% vy los valores
obtenidos en los grupos DRS y DRS + AHB fueron esados como el porcentaje

relativo al grupo DC correspondiente a cada peréeg@rimental.

Los niveles de la masa proteica del transportadagldcosa GLUT 2 fueron similares
en los 3 grupos dietarios (DC, DRS y DRS + AHB)ada periodo experimental (22 y
240 dias) analizado. Los valores hallados fuerensiguientes: (media + SEM, n=6)
(Unidades densitométricas relativas a 2@)dias,DC: 100,0 + 3,5DRS 103,7 + 5,0;
DRS+AHB 112,4 + 6,0 240 dias,DC: 100,0 + 3,2,DRS 96,0 + 4,5; DRS + AHB
96,1 £ 6,0.

La Figura 14 muestra una representacion del inmunobRangl superioy y analisis

densitométricoRanel inferio) de ambos periodos experimentales.
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Figura 14. Niveles de la masa proteica del GLUT 2 en islotestados de ratas
alimentadas con dieta control (DC), dieta rica acasosa (DRS) y DRS + aceite de
higado de bacalao (AHB) incluidas en el ProtocolpeEimental 1 (22 dias).
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! Panel superiarinmunoblot del GLUT 2 B actina de islotes aislados de ratas alimentadas co
DC, DRS y DRS + AHB durante 22 dias. El marcadotesuar se muestra a la izquierda.
Linea 1 extracto de tejido hepatico, utilizado como cohpositivo; Linea 2 DC; Linea 3
DRS Linea 4 DRS + AHB.

? Panel Inferior Andlisis densitométrico de la masa proteica ddUG 2 en islotes pancreaticos
aislados. Los valores se expresan como media + SHafivos a DC y corregidos por los
niveles dep actina presentes en cada una de las mue@rasimales se utilizaron en cada
grupo experimental). Los valores que no compargemmisma letra son significativamente
diferentes (p<0,05) cuando la variable es compgradal test de Newman-Keuls .

B Dc M DRsSM DRS + AHB.
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2.3 ACTIVIDAD DE LAS ENZIMAS FOSFORILANTES DE LA GL UCOSA:
GLUCOQUINASA Y HEXOQUINASA.

a) Caracterizacion cinética de las enzimas GQ y HQ.

En las células de mamiferos la fosforilacion dglleosa es catalizada por una familia
de enzimas denominadas hexoquinasas, cada unasdeuddes posee propiedades
cinéticas Unicas y un patron de distribucion difieze

Como mencionamos en el capitulo “Introduccion” &uta p posee 2 tipos de
hexoquinasas: HQ y GQ. La HQ es una enzima coraliaaafinidad por la glucosa y
presenta una constante de Michaelis-Menten (Kmy @02-0,13 mM, por lo que se
denomina tambiéfienzima de bajo Km” La GQ o hexoquinasa IV en cambio, tiene
menor afinidad por la glucosa lo que se reflejaerlevado valor de Km (~ 5-12 mM)
y es denominada tambiéenzima de alto Km{Printz y col., 1993).

En nuestro estudio caracterizamos ambas enzimémifastes de la glucosa segun se
describié en detalle en la seccién “Materiales ytddés”. Para ello evaluamos la
velocidad de fosforilacion de la glucosa a con@abnes crecientes de glucosa (0,075-
100 mM) en pooles de islotes aislados de ratasealiglas con DC. Los parametros
cinéticos obtenidos mediante el ploteo de Eadiestdef( vs V/[S]) (Figuras 15 Ay B)
fueron (media £ SEM, n=6 pooles de islote): Km: 0,047 + 0,006 mmol/L, Vmax:
1,612 *+ 0,137 nmol glucosa-6-fosfato/(ug proteinaa); GQ: Km: 12,36 + 0,97
mmol/L, Vmax: 0,260 + 0,028 nmol glucosa-6-fosfatg/proteina.hora).
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Figura 15. Analisis cinético de las actividades GQ y HQ erréacién citosélica de

islotes pancreéticos aislados de ratas alimentzmtadieta control (DC).
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! Los valores aproximados de Km y Vmax para las eagikhQ y GQ fueron determinados por
el ploteo de Eadie — Hofstee que relaciona la veééacde la reaccion con la concentracion de
sustrato segun la siguiente ecuacidr:-Km xV/[S] + Vmax, siendo la pendiente de la grafica
el valor de Km y la ordenada al origen el valor\leax. Los graficos muestran la curva
promedio obtenida para cada una de las enzimae hleegealizar 6 experimentos por separado

(6 pooles de islotes).
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b) Actividades GQ y HQ

Una vez caracterizadas las enzimas en la fracdifsotica de los islotes de los
animales controles, evaluamos la actividad de cedade las enzimas en los islotes
aislados de los animales pertenecientes a losedifess grupos dietarios de los

protocolos experimentales en estudio.

La Figura 16 muestra la actividad de la enzima GQ de la fraccitosdlica de islotes
aislados de los animales alimentados con DC, DR3R$ + AHB al final de los
periodos experimentales evaluados (22 dias y 2&).di

Los animales alimentados con las diferentes dietascionadas pertenecientes al
protocolo experimental 1 presentaron valores smsl&n la actividad glucoquinasa. Sin
embargo, cuando el periodo de administracion deligtas se extendié a 240 dias se
observé una disminucién estadisticamente signifiaafp<0,05) en la actividad de la
GQ en el grupo DRS al ser comparado con el grupo@fndo el AHB reemplazé al
AM como fuente de grasa dietaria la actividad deefzima GQ se normalizé

alcanzando valores semejantes al grupo control.

El analisis de la actividad de la enzima HQ no mioskiferencias estadisticamente
significativas entre los diferentes grupos diemrorrespondientes a cada protocolo
experimental. Los resultados expresados en nmaobgai6-fosfatof(g proteina. hora)
fueron: (media + SEM, n=@)2 dias,DC: 1,52 + 0,06DRS 1,33 + 0,07DRS + AHB
1,30 + 0,08240 diasDC: 1,63 + 0,07DRS 1,40 + 0,09DRS + AHB 1,35 + 0,06.

Como consecuencia de los resultados obtenidos orauns la relacion HQ/GQ no se
modificé a los 22 dias (datos no mostrados) misrgtee se encontro significativamente
incrementada (p<0,05) en los animales alimentado<DRS durante un periodo de 240
dias al ser comparados con los animales alimentawodieta control. El grupo DRS +

AHB mostro una relaciéon HQ/GQ similar a la hallaatael grupo DC(Figura 17)
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Figura 16. Actividad de la enzima glucoquinasa (GQ) en la di@t citosélica de

islotes aislados de ratas alimentadas con diet&ratofDC), dieta rica en sacarosa
(DRS) y DRS + aceite de higado de bacalao (AHB)uidas en el Protocolo
experimental 1 o 2 (22 dias 0 240 dias).
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! Los valores se expresan como media = SEM. (6 amsnak utilizaron en cada grupo
experimental). Los valores que no comparten la miggira son estadisticamente diferentes
(p<0,05) cuando la variable es comparada con eldedNewman- Keuls en cada protocolo
experimentalll DC M DRS M DRS + AHB.
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Figura 17. Relacion HQ/GQ en islotes aislados de ratas aliatst con dieta control
(DC), dieta rica en sacarosa (DRS) y DRS + ace#tehijado de bacalao (AHB)

incluidas en el Protocolo experimental 2 (240 dfas)

Relacion HQ/GQ

! Los valores se expresan como media + SEM. (6 amsnaé utilizaron en cada grupo
experimental). Los valores que no comparten la miggtra son estadisticamente diferentes
(p<0,05) cuando la variable es comparada con etieeslewman- Keuls.

B Dc M DRS M DRS + AHB.

Ferreira Cordoneda M.R. 87



Facultad de Bioquimica y Cs. Biolégicas — UNL
Doctorado en Ciencias Bioldgicas

2.4 NIVELES DE LA MASA PROTEICA DE LAS ENZIMAS GLUC OQUINASA
Y HEXOQUINASA.

A fin de evaluar si podrian existir alteracionedaantidad disponible de las enzimas
fosforilantes de la glucosa GQ y HQ, cuantificarpos la técnica de Western blot la
masa proteica de las enzimas mencionadas en istogésdos de los animales
pertenecientes a los diferentes grupos dietarioS, (DRS y DRS+AHB) de los

protocolos experimentales en estudio.

Los inmunoblots de islotes pancreaticos aisladeslaeon una banda de 50 kDa y una
banda de 109 kDa consistentes con las enzimas BQ respectivamenteF{guras 18

y 19 Panel superioy. Luego del analisis densitométrico de los inmuoisb el
contenido de GQ y HQ del grupo DC fue normalizadd0®% y los valores obtenidos
en los grupos DRS y DRS + AHB fueron expresadosoceimporcentaje relativo al
grupo DC correspondiente de igual edad y tiempgesta (22 o 240 diasFiQuras

18 y 19 Panel inferio)

El andlisis cualitativo y cuantitativo de los innolfot mostré que la abundancia

relativa de la enzima GQ esta significativamentmentada (p<0,05) en la fraccidén

citosdlica de los islotes aislados de los animalesentados con DRS durante 22 dias
al ser comparados con sus respectivos controlegudd edad. Por otro lado, los

animales alimentados con DRS + AHB por el mismdagaer de tiempo presentaron

valores similares al grupo control.

Cuando el periodo de administracion de las dietaesxtendié a 240 dias, encontramos
una disminucién estadisticamente significativa (PSP en los niveles de la masa
proteica de la enzima GQ en los islotes de los aesnalimentados con DRS al

compararlos con sus respectivos controles etdfiosambio en la fuente de grasa AM

por AHB logré normalizar el parametro estudiaddlamalose valores similares al grupo
DC (Figura 18, Panel inferio).

Al analizar los niveles de la masa proteica denlamea HQ no observamos cambios en
este parametro entre ninguno de los grupos dist@eotenecientes a cada uno de los

periodos experimentales evaluadeg(ra 19, Panel inferio)
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Figura 18. Niveles dela masa proteica de la enzima GQ en islotes aisldéoratas
alimentadas con dieta control (DC), dieta rica acasosa (DRS) y DRS + aceite de
higado de bacalao (AHB) incluidas en el Protocotpdfimental 1 o 2 (22 dias o 240

dias)*
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! Panel superiar Inmunoblot de la enzima GQ y de actina de islotes aislados de ratas
alimentadas con DC, DRS y DRS + AHB durante 22 gia40 dias. El marcador molecular se
muestra a la izquierdd.iinea 1 extracto de tejido hepatico, utilizado como cohositivo;
Linea 2 DC 22 diasLinea 3 DRS 22 diasLinea 4 DRS + AHB 22 diaskinea 5 DC 240
dias;Linea 6 DRS 240 diad.inea 7 DRS + AHB 240 dias.

? Panel Inferior Analisis densitométrico de la masa proteica d&@ en islotes pancreaticos
aislados. Los valores se expresan como media + SHifivos a DC y corregidos por los
niveles dep actina presentes en cada una de las mue@rasimales se utilizaron en cada
grupo experimental). Los valores que no compargemisma letra son significativamente
diferentes (p<0,05) cuando la variable es compapatael test de Newman-Keuls en cada
protocolo experimentalll DC Il DRS M DRS + AHB.
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Figura 19. Niveles dela masa proteica de la enzima HQ en islotes aisla#oratas
alimentadas con dieta control (DC), dieta rica acasosa (DRS) y DRS + aceite de
higado de bacalao (AHB) incluidas en el Protocotpdfimental 1 o 2 (22 dias o 240
dias)*
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! Panel superiar Inmunoblot de la enzima HQ y de actina de islotes aislados de ratas
alimentadas con DC, DRS y DRS + AHB durante 22 gia40 dias. El marcador molecular se
muestra a la izquierddiinea 1 extracto de tejido hepatico, utilizado como cohositivo;
Linea 2 DC 22 diasLinea 3 DRS 22 diasLinea 4 DRS + AHB 22 diaskinea 5 DC 240
dias;Linea 6 DRS 240 diad.inea 7 DRS + AHB 240 dias.
2 Panel Inferior Andlisis densitométrico de la masa proteica del@aen islotes pancreaticos
aislados. Los valores se expresan como media + SHoivos a DC y corregidos por los
niveles dep actina presentes en cada una de las mue@rasimales se utilizaron en cada
grupo experimental). Los valores que no comparéemisma letra son significativamente
diferentes (p<0,05) cuando la variable es compapamtael test de Newman-Keuls en cada
protocolo experimentalll DC Il DRS M DRS + AHB.
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2.5 ACTIVIDAD DEL COMPLEJO PIRUVATO DEHIDROGENASA ( PDHc).

El complejo enzimatico piruvato dehidrogenasa cemypi rol clave en la oxidacién de
la glucosa y por consiguiente en la secrecién delima. No se observaron cambios en
la actividad PDHa (forma activa del complejo PDH) em la actividad total del
complejo al finalizar los 22 dias de ingesta. Cwaladdieta fue administrada durante
240 dias un significativo decrecimiento de la adéd PDHa fue observado en los
animales del grupo DRS. La sustitucion parcial aléuente de grasa dietaria AM por
AHB condujo a una normalizacion de este complemreatico. Los valores hallados
fueron los siguientes?DHa (media £+ SEM, n=6) (% de PDHDC: 70,0 = 5,3,.DRS
38,0 + 3,65;DRS + AHB 72,0 + 4,0. *p<0,05 DRS vs DC y DRS + AHBDHt
(media £ SEM, n=6) (pkat/islot&)C: 0,142 + 0,007DRS 0,165 + 0,009DRS + AHB
0,135 + 0,012.

2.6 NIVELES DE LA MASA PROTEICA DEL PPAR v Y PPARa.

Los inmunoblots de islotes pancreaticos aisladeslaeon una banda de 67 kDa y una
banda de 55 kDa consistentes con el PPRRPAR respectivamenteF{guras 20 y
21, Panel superio). Luego del analisis densitométrico de los inmuatsbél contenido
de PPAR de los grupos DC correspondientes a cada protoexperimental fue
normalizado al 100% vy los valores obtenidos erglopos DRS y DRS + AHB fueron
expresados como el porcentaje relativo al grupocD@espondiente de igual sexo en
los periodos de 22 o 240 dias de ingesta. De lananimanera se procedid para el

analisis densitométrico del PPAR

El andlisis cualitativo y cuantitativo de los innoltot mostré que la abundancia
relativa del PPAR esta significativamente aumentada (p<0,05) en doBnales
alimentados con DRS durante 22 dias y 240 diasralsnparados con sus respectivos
controles etarios. En los animales que consumiBi®s + AHB por un periodo de 22
dias el pardmetro presentd valores similares als®rvados en el grupo DRS. Sin
embargo, cuando la fuente de grasa dietaria sgusdstiurante los ultimos 60 dias de
ingesta en los animales alimentados cronicamente BRS durante 240 dias,
encontramos una normalizacion de la masa proteitaPBAR, siendo los valores
hallados similares a los del grupo DC correspondi@ngura 20, Panel inferiol).
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En laFigura 21 (Panel inferio) se muestran los niveles de la masa proteicaRl&RR

en islotes aislados de animales alimentados co8 thstas en estudio pertenecientes a
ambos protocolos experimentales (22 dias y 240).dias este caso no observamos
diferencias estadisticamente significativas emtsegkupos DRS y DC en ninguno de los
periodos evaluados. La sustitucién parcial de ¢t de grasa dietaria AM por AHB
no modificé los valores del pardmetro medido cuasdocompard con los animales

controles de igual edad.
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Figura 20. Niveles de la masa proteica del PBARBN islotes aislados de ratas
alimentadas con dieta control (DC), dieta rica acasosa (DRS) y DRS + aceite de
higado de bacalao (AHB) incluidas en el Protocotpdtimental 1 o 2 (22 dias o 240
dias)*
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! Panel superiarInmunoblot del PPARYy de lap actina de islotes aislados de ratas alimentadas
con DC, DRS y DRS + AHB durante 22 dias y 240 dghsnarcador molecular se muestra a la
izquierda.Linea 1 extracto de musculo grastronemio, utilizado camiotrol positivo;Linea 2
DC 22 diasLinea 3 DRS 22 diasLinea 4 DRS + AHB 22 diast.inea 5 DC 240 diaslLinea
6: DRS 240 diad;inea 7 DRS + AHB 240 dias.
2 Panel Inferior Anélisis densitométrico del PPARen islotes pancreéaticos aislados. Los
valores se expresan como media + SEM relativos & D@regidos por los niveles @eactina
presentes en cada una de las muegtBaanimales se utilizaron en cada grupo experinjenta
Los valores que no comparten la misma letra sarfsigtivamente diferentes (p<0,05) cuando
la variable es comparada por el test de Newmanskerutada protocolo experimental.
B DCc M DRsSM DRS + AHB.
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Figura 21. Niveles de la masa proteica del PRARN islotes aislados de ratas
alimentadas con dieta control (DC), dieta rica acasosa (DRS) y DRS + aceite de
higado de bacalao (AHB) incluidas en el Protocotpdtimental 1 o 2 (22 dias o 240
dias)*
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! Panel superioriInmunoblot del PPARY de lap actina de islotes aislados de ratas alimentadas
con DC, DRS y DRS + AHB durante 22 dias y 240 dehsnarcador molecular se muestra a la
izquierda.Linea 1 extracto de tejido hepatico, utilizado como cohpositivo; Linea 2 DC 22
dias;Linea 3 DRS 22 diasLinea 4 DRS + AHB 22 diast.inea 5 DC 240 diast.inea 6 DRS
240 diasLinea 7 DRS + AHB 240 dias.

2 Panel Inferior Andlisis densitométrico del PPARen islotes pancreéticos aislados. Los
valores se expresan como media + SEM relativos & D@regidos por los niveles @eactina
presentes en cada una de las muediagnimales se utilizaron en cada grupo experinjenta
Los valores que no comparten la misma letra sarfsigtivamente diferentes (p<0,05) cuando
la variable es comparada por el test de Newmanskerutada protocolo experimental.

B DCc M DRsSM DRS + AHB.
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2.7 NIVELES DE LA MASA PROTEICA DE LA PROTEINA DESA COPLANTE
UCP 2.

El inmunoblot de islotes pancreaticos aisladosléevga banda de 29 kDa consistente
con la proteina desacoplante UCHRy(ra 22, Panel superioy.

Luego del andlisis densitométrico de los inmunabhlotalizado segun se describio en
detalle en eltem 2.2,no observamos cambios en los niveles de la maseigaale la
proteina desacoplante UCP 2 en los islotes aisldeldss animales alimentados con las
diferentes dietas experimentales (DRS y DRS + AHiBante un periodo de 22 dias al
ser comparados con los del grupo alimentado condD@nte el mismo periodo de
tiempo. Los valores hallados fueron los siguienfesedia £+ SEM, n=6) (Unidades
densitométricas relativas a DOC: 100,0 + 3,5DRS 98,7 + 6,1,DRS+AHB 96,0 +
5,5.

Sin embargo, encontramos que la abundancia reldéva proteina desacoplante UCP
2 estaba significativamente aumentada (p<0,05pegrslotes aislados de los animales
alimentados con DRS durante 240 dias al ser comi@am@on sus respectivos controles
etarios. Los animales alimentados con DRS duradiled?as en los cuales se sustituyd
parcialmente la fuente de grasa dietaria (AM pbiBA durante los dltimos 60 dias de
la experiencia mostraron valores similares en lesl@s de la masa proteica de la UCP

2 alos hallados en el grupo DEdura 22, Panel Inferio).
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Figura 22. Niveles de la masa proteica de la proteina desaictgplJCP 2 en islotes
aislados de ratas alimentadas con dieta control),(Qi€ta rica en sacarosa (DRS) y
DRS + aceite de higado de bacalao (AHB) incluidagleProtocolo Experimental 2
(240 dias).
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aislados de ratas alimentadas con DC, DRS y DR&IB. &I marcador molecular se muestra a
la izquierdalLinea 1 extracto de bazo, utilizado como control positivinea 2 DC; Linea 3
DRS Linea 4 DRS + AHB.

2 Panel Inferior Anélisis densitométrico de la proteina desacdplddCP 2 en islotes
pancreaticos aislados. Los valores se expresan nwd@ + SEM relativos a DC y corregidos
por los niveles d@ actina presentes en cada una de las mue@rasimales se utilizaron en
cada grupo experimental). Los valores que no campda misma letra son significativamente
diferentes (p<0,05) cuando la variable es compagpadel test de Newman-Keuls.

B DC M DRSM DRS + AHB.
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DISCUSION

La administracién de una dieta rica en sacaroséSjRratas Wistar normales induce
dislipidemia (incremento en los niveles de TG y AEN resistencia insulinica (RI),

asociadas a normoglucemia con hiperinsulinemia o enaold hiperglucemia con

normoinsulinemia, dependiendo del tiempo duranteuel la dieta es administrada. El
presente trabajo de tesis aporta nuevos datos @meloespecta al progresivo deterioro
de la secrecion de insulina y funcion de la célulan ratas alimentadas con DRS
durante 22 o 240 dias y el posible efecto benebaitesla administracion de n-3 PUFA

dietario de origen marino en la prevencion/reversi@mstas anormalidades.

La convergencia de los efectos de una hiperglucerbizica e hiperlipidemia afectarian
adversamente la funcién de la cél@laconduciendo a un inexorable deterioro de la
secrecion de insulina. Los mecanismos que poddaducir a este progresivo deterioro
no han sido completamente dilucidados, por ellstmagorimer objetivo fue analizar a
nivel pancreédtico algunos mecanismos bioquimicosecotdres (cambios en el
transporte, fosforilacion y/o oxidacion de la glumomcremento en el contenido de TG
en el interior de la célulg, regulacion de factores de transcripcion que otanirel
metabolismo glucidico y lipidico — PPARs-, disfurtimitocondrial) que podrian estar
involucrados en el progresivo deterioro de la fanaile la célulgd en un modelo de
dislipemia y RI descripto previamente. Ademas, mwrando que los n-3 PUFA
normalizan la dislipidemia y RI, analizamos el é&dede la administracion dietaria de

los mismos sobre dichos mecanismos bioquimicosaulaees.

Los principales hallazgos del presente estudimfuts siguientes:

1. En islotes pancreaticos aislados de ratas aladas con DRS durante 22 dias solo se
pudo observar un incremento en los niveles de Isam@roteica de la enzima
glucoquinasa (GQ) y del factor de transcripcion RiPACuando el periodo de
administracion de las dietas se extendid a 240 déabservo una disminucion
significativa en la actividad y niveles de la masateica de la enzima GQ que se
acompafd de una menor oxidacién de la glucosa ifuisda actividad del complejo
PDHc), un incremento en el contenido de TG en @rior de la célula y un
significativo incremento en los niveles de la mpsateica del PPARY de la UCP 2.

No se registraron cambios en los niveles de la npasteica del transportador de
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glucosa GLUT 2 y PPA&NI en la actividad y niveles de la masa proteedadenzima

hexoquinasa (HQ).

2. La adicion de aceite de pescado a la dietaedesdprimeros estadios de ingesta de
DRS (inicio - 22 dias) logré prevenir el incremeatolos niveles de la masa proteica de
la enzima GQ en los islotes pancreaticos aislalnsgmbargo no modifico los valores
hallados en el PPARel cual presentd valores similares al grupo DRBelHargo plazo
(240 dias), los islotes pancreaticos aislados slammales alimentados con DRS en los
cuales se sustituyo parcialmente la fuente de gietaria (aceite de maiz -AM- por
aceite de higado de bacalao -AHB-) durante losnoki 60 dias de dieta mostraron: a)
normalizacion de los reducidos niveles de la maseejoa y actividad de la enzima GQ,
b) los elevados niveles de la masa proteica deRRBAa proteina desacoplante UCP 2
alcanzan niveles semejantes al control, sin maiftmes en los niveles de la masa
proteica del PPAR c) la actividad de la enzima HQ y los niveledalenasa proteica
de la HQ y del transportador de glucosa GLUT 2 @o modificaron. Ademas, en
concordancia con resultados previos, la presenciAHi® en la dieta fue capaz de
normalizar la reducida oxidacion de la glucosairtesda a partir de la actividad PDHc)
y el incrementado contenido de TG en los islotelwsl@nimales alimentados con DRS.

Confirmando resultados previos de nuestro grupac@®ly col., 2003), en los primeros
estadios de administracion de la DRS (22 digsriodo de induccidnla célulap fue
capaz de incrementar su respuesta secretora fkagtimulo de la glucosa para hacer
frente a la mayor demanda de insulina debida allpré&sente en este periodo. La
respuesta hipersecretora de la céfulagra mantener los niveles de glucemia basales
dentro del rango normal, sin embargo la sensildliohesulinica periférica global a la
hormona esta alterada.

La mayor liberacion de insulina podria deberse amayor capacidad de secrecion de
la hormona por las célulgs y/o a un incremento en la masa de cél@lagstudios
previos de nuestro grupo demostraron qgue no exisignos morfolégicos de
reactividad de la célulf cuando la administracion de la DRS se realizaymocorto
periodo de tiempo (22 dias) (Lombardo y col., 1996% esta manera, la mayor
respuesta secretora observada en los animalesntdidos con DRS durante este
periodo de tiempo podria deberse a cambios funei®maanivel de la célul
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Diferentes autores han propuesto que un incremamta velocidad de metabolizacion
de la glucosa en el interior de la cél@laontribuiria a una mayor secrecion de insulina.
En este sentido, actualmente se conoce que laidatbde fosforilacion de la glucosa
seria un factor determinante en la velocidad deesgm de insulina (Burch y col.,
1981; Trus y col., 1981). Las enzimas involucradaseste proceso son la GQ y HQ
pancreaticas. El principal regulador de la actidiglaexpresion de la GQ es la glucosa
(Matschinsky, 1996) y numerosos autores han deadmstque la GQ tendria un rol
clave al actuar como un “glucorreceptor” relacioratubs niveles de glucosa externos
con la velocidad de secrecion de insulina (Burcbly, 1981; Trus y col., 1981; Liang y
col.,, 1990). Al respecto, diferentes investigadotes demostrado que cambios
minimos en la actividad y/o masa proteica de lacd3 la sensibilidad de la misma a la
glucosa, podrian repercutir en la velocidad deesé@n de insulina frente al estimulo de
la glucosa. En este sentido, Chen y col. (1994bdmnaron en islotes aislados de ratas
espontaneamente hipertensas, las cuales presentae Riperinsulinemia con
normoglucemia, una mayor liberacion de insulina ancentraciones de glucosa
plasmatica dentro del rango fisioldgico, asociada ancremento en la actividad de la
enzima GQ. En este modelo no se observaron cangmo®s niveles de la masa
proteica de la GQ ni en la actividad y conteniddalenzima HQ. Por otra parte, un
incremento en la actividad y niveles de la masaematde la enzima GQ acompafiado
de una mayor secrecion de insulina e hiperinsuliadoe observado en islotes aislados
de ratas que recibieron una infusiébn de glucosalemadas concentraciones (50%)
durante 48 hs. En estos animales se observo tambigicremento en la actividad de la
enzima HQ (Chen y col., 1994a). A su vez, en isladslados de ratas obesas
hiperinsulinémicas Zuckefa/fa si bien no se encontraron cambios en la actividad
catalitica de la enzima GQ, se observo un incresnaoinque no estadisticamente
significativo en la sensibilidad de esta enzimatiea los niveles de glucosa (Chan,
1993). Mas recientemente, Maiztegui y col. (2009naistraron que la administracion
de fructosa al 10% en el agua de bebida a ratasahes durante 3 semanas indujo un
incremento tanto en la actividad como en los ni/ele la masa proteica de la enzima
GQ. En estos animales se observd ademas, un int@rae la liberacién de insulina
tanto ‘in vivd’ como “in vitro” y niveles de glucemia dentro del rango normal.eSte
modelo los animales presentaron intolerancia alldaoga, por lo que los autores
sugieren que si bien los niveles basales de glicean normales no se descarta que la

glucemia postprandial se encuentre leve pero pemt@mente alterada pudiendo
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influenciar la secrecién de insulina. Por otragabmbardo y col. (1983) encontraron
en animales alimentados con DRS durante 22 diasnayar liberacién de insulina
tanto “in vitro”, trabajando con piezas de pancreasubadas en presencia de
concentraciones de glucosa dentro del rango fismdogcomo “in vivo” (test de
tolerancia endovenoso a la glucosa). La mayoriasiestudios mencionados evaluaron
la secrecion de insulina en islotes incubados der@® minutos frente al estimulo de la
glucosa. En el presente trabajo de tesis analizdangscrecion de insulina frente al
estimulo de la glucosa en islotes perifundidosoBsgtas condiciones experimentales,
corroborando estudios previos (Chicco y col., 200Bservamos una mayor liberacion
de insulina durante la primer fase de secreciom fl@) sin un incremento en la
liberacion total de insulina en los animales alitadns con DRS durante 22 dias. Las
discrepancias entre nuestros resultados y los idioepor otros autores en relacion a la

secrecion total de insulina podria deberse a &aatlite metodologia utilizada.

La actividad de las enzimas implicadas en la fdsfwon de la glucosa en islotes
aislados de animales alimentados con DRS durantedi2® no presentaron
modificaciones. Sin embargo, hallamos un incremsigoificativo en los niveles de la
masa proteica de la enzima GQ. Puesto que dursiggeriodo los animales presentan
normoglucemia con hiperinsulinemia acompafiadastiderancia a la glucosa y RI
periférica global, no podemos descartar que bajasesondiciones los animales
presenten un incremento en los niveles de glucpostprandial suficiente para inducir
un incremento en los niveles de la masa proteida @€ lo que podria repercutir en el
patron de secrecion de insulina observado.

Por otra parte, diferentes estudios han demostjadda expresion génica de la enzima
GQ seria regulada por varios factores de transéripentre los que se encuentra el
PPARy (Bae y col.,, 2010). En el presente estudio deraogis un significativo
incremento en los niveles de la masa proteica 88R en los islotes aislados de
animales alimentados con DRS durante este cortindmerde tiempo. Esto podria
contribuir al incremento en los niveles de la m@agdeica de la enzima GQ y conducir
a una modificacion de la liberacion de insulinar Bora parte, Kim y col. (2013)
demostraron recientemente en células INS-1 quetiaaaion del PPAR conduciria a
una mayor liberacion de insulina a través de lacotn del receptor de membrana de
acidos grasos GPR 40 y del transportador de gluGo&HA 2. En nuestro estudio, no se

observaron cambios en el contenido proteico de GRUAdemas hasta el presente no
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conocemos estudios que analicen el comportamieetareteptor de acidos grasos
GPR40 en animales alimentados con dietas ricasaesrasa y/o fructosa. Por otra
parte, se ha postulado que el PRAES capaz de regular la expresion del GLUT 2
(Wang y col., 1998). Sin embargo, en este periadoislotes pancreaticos de los
animales alimentados con DRS no mostraron difeasnen los niveles de la masa
proteica del PPARY GLUT 2 comparados con sus respectivos contmeti@sos. Mas
aun, durante éste periodo la célgilasta expuesta a elevados niveles de AGNE puesto
que la dislipidemia es una caracteristica que sefiesta de manera temprana en estos
animales. Nolan y col. (2006b) han propuesto qaAlBNE jugarian un rol clave en el
mecanismo de compensacion que pone en marchaula gérente al estado de Rl a
fines de mantener la normoglucemia. Ellos observaonislotes de ratas obesas
hiperinsulinémicas Zuckda/fa las cuales presentan normoglucemia y dislipidema,
incremento en los procesos de esterificacion, i@l(ciclo TG/ acidos grasos) y
oxidacion de acidos grasos bajo estas condiciosmsaalos a una mayor liberacién de
insulina.

Nuestros datos sefialan que el contenido de TG dantaxior de los islotes y la
oxidacion de la glucosa, estimada a partir de lavidad del complejo enzimatico
PDHc, no sufrieron modificaciones en los animalésentados con DRS durante 22
dias al ser comparados con el grupo control. Aleet®, Nolan y col. (2006lsugieren
que un ciclo TG/acidos grasos acelerado seria wamno de proteccion contra la
lipotoxicidad al prevenir la esteatosis, a la vez quntribuiria a incrementar la
secrecion de insulina en estados de RI. De acues$tos autores, es posible que en el
modelo experimental de DRS la mayor disponibilidadAGNE contribuya a potenciar
la secrecion de insulina en presencia de normoglizca través de mecanismos que
incluirian un incremento en los procesos de egtacion, lipdlisis (ciclo TG/ acidos

grasos) y oxidacion de acidos grasos.

Cuando la DRS es administrada por un periodo daepteprolongado (240 dias) se
observa un profundo deterioro en la sensibilidadlinica periférica global y tolerancia
a la glucosa que acompafan a la dislipidemia. &lgso de compensacién que operaba
en la célulgh a los 22 dias de ingesta falla y sobreviene undenada hiperglucemia.
Mas aun, la céluldd muestra una clara disfuncidn caracterizada pompatnon de
secrecion de insulina frente al estimulo de la agacque difiere ampliamente del

observado a los 22 dias de ingesta. En este pecdatamos en islotes perifundidos

Ferreira Cordoneda M.R 101



Facultad de Bioquimica y Cs. Biolégicas — UNL
Doctorado en Ciencias Bioldgicas

gue si bien la secrecion de insulina incrementées@amente durante el transcurso de
la perifusion (40 minutos) ya a partir de los pricgeminutos el clasico patron bifasico
de liberacion de la hormona no pudo ser claramaifdeenciado, aunque la liberacion
total de la hormona fue superior a la observadasanimales controles. La pérdida de
la primer fase de secrecion de insulina seria urtadar temprano de disfuncion de la
célulap. Al respecto, numerosos estudios en humanos yadesnude experimentacion
sugieren la importancia de la primer fase de sé&wrede la hormona en el

mantenimiento de la homeostasis de la glucosaREab, 2003).

La pérdida de la relacion hiperbdlica entre sehddd insulinica y secrecion de
insulina observada con el consumo cronico de DRfnoc consecuencia de la
incapacidad de la célula de responder al estado de insensibilidad insaljmodria
estar dada por cambios en la masa y/o funcion déllap.

En estos animales, la exposicion prolongada délida3 a moderada hiperglucemia y
elevados niveles de AGNE y TG afectaria de manegativa el funcionamiento de la
célulap conduciendo al alterado patron de secrecion ddimasobservado durante este
periodo (Poitout y Robertson, 2002; Prentki y c002). En este sentido cabe destacar
gue si bien se observa una mayor liberacion tataindulina frente al estimulo de la
glucosa fn vitro”, los animales presentan normoinsulinemia. Pighicol. (2003)
demostraron en islotes perifundidos de ratas aladas cronicamente con DRS una
disminucién tanto del primer pico como de la seguiada de secrecion de la hormona
cuando estos se incubaron en presencia de elevagtesrde glucosa y palmitato.

Los mecanismos de glucolipotoxicidad implicadoslamlisfuncion de la célulf no
estan aun completamente dilucidados. Algunos aato@@ propuesto que alteraciones
en la captacion y fosforilacion de la glucosa endmlaf podrian estar implicadas. Al
respecto, Gremlich y col. (1997) encontraron eptésl pancreaticos cultivados en
presencia de acido palmitico y elevados nivelegjldeosa una disminucién en los
niveles tanto de ARNm como de la masa proteicdrdesportador de glucosa GLUT 2
y de la enzima GQ. Por otra parte, Jorns y col0Z26bservaron en ratas Psammomys
obesus (rata del desierto), un modelo de diabgtetinducido nutricionalmente, una
reduccion en la inmunoreactividad del GLUT 2 y IQ €n las célula asociadas a una
pérdida de la capacidad de secrecion de insulerddral estimulo de la glucosa. A su
vez, Kooptiwut y col. (2005)lemostraron en islotes de ratones DBA/2 susceptibla

disfuncion de la célul@, una reduccion en los niveles de la masa protEca GQ
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asociado a una disminucion en la liberacion de imgutuando fueron cultivados en
presencia de elevados niveles de glucosa. En sémie trabajo de tesis no hallamos
modificaciones en la masa proteica del transportddaylucosa GLUT 2 en los islotes
de los animales dislipémicos con moderada hipeeghie, sin embargo observamos
una disminucién tanto en la actividad como en etemido de la masa proteica de la
enzima GQ fosforilante de la glucosa. Esto ultinodrfa contribuir al alterado patrén

de secrecidn de insulina observado durante esiedoer

La oxidacion de la glucosa en la célfiguega también un rol clave en la via de
secrecion de insulina estimulada por la glucosamndaeera que una reducciéon de la
misma podria constituir también un mecanismo dedjjlootoxicidad. En este sentido,
Patane y col. (2000) observaron en islotes pancosatle rata cultivados en presencia
de elevados niveles de glucosa o acidos grasogedhgcion en la oxidacion de la
glucosa asociada a una menor liberacion de insfrimée al estimulo de la glucosa. Por
otra parte, Zhou y Grill (1995) demostraron entedade ratas cultivados durante 48 hs
en presencia de palmitato un deterioro en la sécrele insulina frente al estimulo de
la glucosa asociado a una disminucién en laidetivdel complejo enzimatico PDHc
y un incremento de la actividad PDH quinasa. Al igjee estos autores, en el presente
estudio hallamos una reduccion en la actividacaderma activa de la PDH (PDHa) en
los islotes aislados luego de la administraciomicad de la DRS. De ésta forma, una
reduccion en la conversion del piruvato hacia &GstA podria contribuir también al
deterioro en el patrén de secrecién de insulinemslo.

La administracion cronica de la DRS provoco ademméisicremento en el contenido de
TG en el interior de los islotes pancreaticos.dtlnaulo de TG en el interior de la célula
B ha sido observado en numerosos modelos de disfudei la célul® asociandose no

solo a un deterioro en la secrecion de insulinatdéreal estimulo de la glucosa sino
también a la inhibicion de la expresion génica alénkulina y la muerte celular por
apoptosis (Man y col., 1997; Poitout y col., 20BYjaud y col. (2001han demostrado

que la exposicion de los islotes a elevados nivdesacidos grasos resulta en un
incremento en el contenido intracelular de TG sgilda concentracién de glucosa
también se encuentra elevada. La hiperglucemiapte®n los islotes de los animales
alimentados con DRS podria entonces dirigir el sxcde acidos grasos hacia la

esterificacion promoviendo la lipogénesis por sdarexidacion segun los mecanismos
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propuestos por Poitout (2004) que incluyen camhlbiosrdinados en las vias de
sefalizacion metabdlicas y en la expresion géniza. acuerdo a este autor la
hiperglucemia inhibiria la actividad de la protenanasa activada por AMP (AMPK),
lo que conduciria a un incremento en los nivelesndéonil-CoA e inhibicion de la
enzima carnitina palmitoil transferasa-1 (CPT-1h da consecuente reduccion de la

oxidacion de los acidos grasos.

En relacion a la induccion de la lipogénesis, Poit(1004) ha propuesto que la
activacion del SREBP-1c en la cél@lastaria involucrada en este proceso. El SREBP-
1c es un factor de transcripcion lipogénico quetrotm la sintesis de acidos grasos y
TG en la célul® de la misma manera que lo hace en el higado. Misoeutores han
demostrado que la activacion del SREBP-1c en ldaglpromueve el acimulo de TG
y deterioro de la secrecion de insulina frenteséineulo de la glucosa (Wang vy col.,
2003; Takahashi y col., 2005). Por otra parte, destude Diraison y col. (2004)
demostraron que la activacion del SREBP-1c induceexpresion del factor de
transcripcion PPAR En el presente estudio no evaluamos el SREBBHL@mbargo
analizamos el comportamiento del PRAEh los animales alimentados crénicamente
con DRS. En este sentido debemos mencionar queshkoslios llevados a cabo en
relacion a los efectos de la activacion del PPARBbre la funcion de la célufay
secrecion de insulina son contradictorios. Alguraagores han propuesto que la
activacion del PPARse asociaria a una reduccion del contenido denT& iaterior de

la célulap y una mejora en la secrecion de insulina (Shimatmui col., 1998; Matsui y
col., 2004). Sin embargo, otros estudios han radortjue la induccion del PPARN la
célulap estimularia la captacion de acidos grasos y ebsiepde TG y afectaria de
manera adversa la secrecion de insulina (Ito y 2004; Ravnskjaer y col., 2005). En el
presente trabajo observamos un incremento en lesi de la masa proteica del
PPARy en los animales alimentados cronicamente con [ERSste modelo el PPAR
podria conducir el exceso de acidos grasos haciipdgénesis y esterificacion
contribuyendo al deterioro del patron de secred@nnsulina. Mas aun, la activacion
del PPAR estaria dada no soélo por el exceso de acidos gdasosgen exdgeno que
llegan a la célul® sino también por aquellos de origen enddgeno gseltan de la

lipdlisis intracelular de los TG, proceso que tagnbes estimulado por la hiperglucemia.
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Dado que el acumulo de TG resulta una forma de cdrmaamiento de lipidos
relativamente inerte, numerosos autores se han addoen evaluar los mecanismos
mediante los cuales el incremento en el contenedd@@ en el interior de la célufa
conduciria a un deterioro en la secrecion de inaulAl respecto, Poitout (2004) ha
propuesto que los acidos grasos liberados por lEdrdle estos TG serian quienes
ejercerian un efecto negativo sobre la liberacéindulina a través de la induccién de
la proteina desacoplante UCP 2 la cual se relacdermaanera inversa con la produccion
de ATP y por ende con la secrecion de insulinatéreal estimulo de la glucosa.
Numerosos estudios han demostrado que un increraerits niveles de la UCP 2 en la
célula B se asocia a un deterioro en la secrecion de masyChan y col., 2001;
Lameloise y col., 2001; Zhang y col., 2001; Chasol, 2004). Mas aun, Patane y col.
(2002) demostraron en cultivo de islotes de ratpresencia de elevados niveles de
acidos grasos que la activacién del PRARediaria el efecto negativo de los acidos
grasos sobre la secrecidn de insulina al inducixfaesion de la proteina desacoplante
UCP 2, lo cual provoca una reduccion en los nivae&TP de la célulf impactando
directamente sobre la secrecion de la hormona. diicocdancia con estos autores
nosotros hallamos en nuestro trabajo un incrememtms niveles de la masa proteica
de la UCP 2 que se asocia al mayor contenido deaka proteica del PPARESsto se
acompafa de un significativo aumento en el conted& TG en el interior de los islotes

y alterada secrecion de insulina.

Otro posible modulador de la secrecion de inswdmal factor de transcripcion PPAR
Este factor de transcripcion se encuentra invotlecraen el control de genes
relacionados con el metabolismo lipidico, partiomente regulando la captacion y
oxidacion de acidos grasos (Ravnskjaer y col., R0BB los islotes pancreaticos los
elevados niveles de acidos grasos inducen la egprdel ARNm del PPAR, mientras
gue la hiperglucemiaiti vivd’ y los elevados niveles de glucosa Vitro” suprimen su
expresion (Sugden y Holness, 2004). Al respect@edy Zhou (2001) reportaron una
menor expresion del ARNm del PPARde la acil-CoA oxidasa y de la CPT-1 en
islotes de ratas Zucker diabéticas con hiperlipidesronica. Por otra parte, Kim y col.
(2003)observaron en ratones diabéticos a los que saliemiatro W14,1643 dietario,
un agonista del PPAR una normalizacién de los lipidos séricos y dederecion de
insulina frente al estimulo de la glucosa asociadasa reduccion de la proliferacion y

masa de célulap cuando los compararon con los animales contrd\asestros
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resultados no muestran ningln cambio en los nivdeda masa proteica del PPARN

los islotes aislados de los animales alimentad@micamente con DRS al ser
comparados con los animales del grupo control. EHstoun hallazgo no esperado
debido a los elevados niveles de acidos grasompta®ms y alterada homeostasis de la
glucosa presente en estos animales. Al presentposeemos datos acerca de la
expresion de las enzimas CPT-1 y acil-CoA oxidas@has enzimas target del PRAR
en los islotes de los animales pertenecientes ea ggspo dietario. Por lo tanto, no
podemos descartar la posibilidad de que la modengurglucemia y los elevados
niveles de acidos grasos plasmaticos puedan jugawlen el comportamiento de las

enzimas oxidativas en estos animales.

En conclusidén, la administracion de una DRS ersréfestar normales impacta sobre la
secrecion de insulina frente al estimulo de laagaca través de diferentes mecanismos
segun el tiempo durante el cual la dieta es adtrawia. En los primeros estadios (22
dias) la mayor respuesta de la célgilfrente al estado de RI que logra mantener la
normoglucemia estaria dada en parte por un incrememtlos niveles de la masa
proteica de la GQ y del factor de transcripcionivado por &cidos grasos PPARel
cual regularia los niveles de expresion de la GQadministracion cronica de la dieta
conduce a un ambiente metabdlico y hormonal diferem el cual sobreviene la
hiperglucemia como consecuencia de una profundandi®n de la célul. Entre los
mecanismos de glucolipotoxicidad que podrian éstplicados durante este periodo se
encuentran una reducida fosforilacién y oxidaci@n la glucosa, incremento en el
acumulo de TG intracelulares y mayor contenido alenasa proteica del factor de

transcripcion PPARY de la proteina desacoplante UCP 2.

Estos resultados fueron publicados en Islets 23337- (2010), “p cell

adaptation/dysfunction in an animal model of dydigmia and insulin resistance
induced by the chronic administration of a sucrosé- diet.” Ferreira, M.R.;
Lombardo, Y.B.; Chicco A.

Los resultados hasta aqui expuestos muestran goegosicion de macronutrientes de
la dieta juega un rol clave en el control de lacfan de la célulg. Particularmente,
hemos demostrado que la ingesta de una DRS repateuanera negativa sobre la

funcion de la célulgd debido, al menos en parte, al impacto negativo tipre el
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consumo de esta dieta sobre la sensibilidad insaljperiférica global y los niveles de
lipidos y glucosa plasméticos los cuales alteraglarormal funcionamiento de la célula
. De ésta manera, considerando que el disturbionugabolismo lipidico a nivel
plasmatico y tisular podria ser uno de los factamegortantes involucrados en la
glucolipotoxicidad, nos propusimos evaluar la pdsiad de utilizar manipulaciones
nutricionales que logren prevenir/normalizar laipidemia, acumulacidon ectopica de
lipidos y puedan mejorar y/o revertir la Rl y disfion de la célulg. Al respecto,
estudios previos de nuestro grupo (Lombardo y d@l96b) han demostrado que la
administracion de n-3 PUFA dietario de origen mafexeite de pescado: rico en EPA
y DHA) es capaz de revertir la dislipidemia, Ralyerada homeostasis de la glucosa
presentes en animales alimentados cronicamenteD&® Mas aun, Pighin y col.,
(2003) observaron en estos animales que la sustitygarcial de la fuente de grasa
dietaria (AM por AHB) durante los ultimos 60 dide la experiencia logra normalizar
el patron de liberacion de insulina frente al esténde la glucosa. Sin embargo los
mecanismos involucrados han sido solo parcialmamaézados.

De lo expuesto, el segundo objetivo del preseatmjo de tesis fue evaluar el efecto de
los n-3 PUFA dietarios de origen marino sobre lgyaciones funcionales de la célula
B que se desarrollaron con la administracion de BRBs periodos estudiados.

Con respecto a la célupapancreatica, el efecto de los n-3 PUFA sobre lesamismos
relacionados con la secrecion de insulina no estampletamente dilucidados. En el
presente trabajo hemos constatado que la sustitpedrial de n-6 por n-3 dietario
durante 22 dias previno el incremento de la masteipa de la GQ. Sin embargo un
resultado inesperado fue constatar que la DRSesepcia de AHB incremento la masa
proteica del PPARde manera similar a lo observado en la DRS emaisee AHB.
No conocemos al presente los mecanismos bioquirmodsculares que puedan
explicar este hallazgo.

Por otra parte, en los animales donde el tiempaddanistracion de DRS condujo a una
dislipidemia estable, Rl y alterada homeostasitadglucosa (240 dias de ingesta), la
sustitucion de la fuente de grasa dietaria (AM ABIB) revirtio la dislipidemia y la

anormal homeostasis de la glucosa lo cual fue aabago por un patrén de secrecion
de insulina frente al estimulo de la glucosa simdhencontrado en los animales

controles de igual edad. Holness y col. (2004) g#ramn en ratas alimentadas con una
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dieta rica en grasa que el reemplazo de una pequeparcion de los &cidos grasos
totales (7%) por n-3 PUFA de origen marino (aceégescado) es capaz de revertir la
hipersecrecion de insulina, sin embargo estos @site0 encontraron una mejora de la
sensibilidad insulinica periférica global. A su yBtellouk y col. (2012a) observaron en
ratas hembras alimentadas durante 8 semanas catiet@aica en fructosa (64 % p/p)
conteniendo 5 % de aceite de girasol, que la sgsiit parcial de la fuente de grasa
dietaria (1,6 % del total de grasa) por aceiteati®én (rico en n-3 PUFA: EPA y DHA)
logré reducir los valores de glucosa plasmatica lyinidice HOMA, el cual evalla
indirectamente la funcién de la célutay sensibilidad insulinica. Ademas, en este
modelo la administracion de n-3 PUFA dietario logrévenir la alterada secreciéon de

insulina frente al estimulo de la glucosa (Mellgutol., 2012b).

Estudios recientes han demostrado en diferentes eloodanimales que la
administracion de n-3 PUFA (EPA y DHA) podria pgee a la célulaf de la
glucolipotoxicidad (Pighin y col., 2003; Kato y ca2008; Perez-Martinez y col., 2010).
Sin embargo, los mecanismos involucrados han sido garcialmente analizados
(Pighin y col., 2003; Kato y col., 2008; Fedor yll€g, 2009; Wei y col., 2010). Al
respecto, algunos estudios han demostrado un dfentdicioso de los n-3 PUFA sobre
la captacion y utilizacion de la glucosa en la keély procesos claves en la via de
secrecion de insulina frente al estimulo de la bax&n este sentido, Mellouk y col.
(2012c) demostraroen ratas hembra alimentadas con fructosa, quéeladh respuesta
secretora observada en los islotes se asocia ananar utilizacién de la glucosa que
mejora con la administracion de aceite de salmoéo én EPA y DHA).

Los resultados obtenidos en nuestro estudio muegjtee el AHB normalizo la
actividad y niveles de la masa proteica de la eaZ8®. De ésta manera, la deteriorada
fosforilacion de la glucosa que se asocia al consgmnico de DRS se revirtié al
incrementar la relacién de acidos grasos n-3/retado de 0,008 en el AM a 2, 300 en
el AHB, contribuyendo a restablecer la normal Ewgdn de insulina.

Nascimento y col.,, (2010) observaron en islotesratenes C57BL/6 alimentados
durante 2 mesasonuna dieta rica en sacarosa y grasa una reduccitos eiveles del
transportador de glucosa GLUT 2. En estos aninlaleslicion de aceite de pescado
(1,5 o/ kg peso/ dia) durante el altimo mes dexf@egencia produjo un incremento en
la expresion del GLUT 2 a la vez que redujo los lewede TG plasmaticos y la

hipertrofia del tejido adiposo. A diferencia deossautores, los datos obtenidos en el
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presente trabajo de tesis muestran que la adi@dcdite de pescado no modifica los
niveles de la masa proteica del GLUT 2, sin embagacapaz de normalizar los
elevados niveles de glucosa, TG y AGNE plasmatitmss,cuales registran valores
similares a los del grupo DC. De esta manera, daa@on de la glucolipotoxicidad
debida a la menor disponibilidad de lipidos plastoét y la normalizacion de la
homeostasis de la glucosa observadas con la adraods de AHB dietario podrian

contribuir a restablecer la fosforilacion de |la gis& en la célulf pancreatica.

La normalizacion de los niveles de lipidos plasou&tiobservada en el grupo DRS +
AHB impacta ademas sobre el contenido de TG y idagon de la glucosa en el

interior de los islotes pancreéticos. Los elevadesles de TG en el interior de la célula
B y la menor actividad PDHc presentes en los ansnaliementados crénicamente con
DRS retornan a valores normales similares a ldadad en el grupo DC luego de la
administracion del aceite de pescado, lo que auoafiresultados previos obtenidos por
Pighin y col. (2003). De esta manera, la adiciom&PUFA dietario restableceria la
reducida oxidacion de la glucosa lo que, sumadoraduccion del contenido de TG en
el interior de la célul@, contribuiria en parte a restablecer la secred&imsulina en el

modelo de dislipemia y RI utilizado.

Como mencionamos anteriormente, se ha demostraglcelqtactor de transcripcion
SREBP-1c regula la actividad de enzimas lipogérecakas célulaf pancreaticas y su
activacion promueve el acimulo de TG (Takahaslhily 2005). El presente estudio no
aporta datos acerca del efecto del aceite de pesieirio sobre la expresion y niveles
de la masa proteica del SREBP-1c en ratas alimasntawnicamente con DRS, lo que
podria contribuir a la reduccion en los nivelesTd& en el interior de los islotes

observada en el grupo DRS + AHB.

La proteina desacoplante UCP 2 juega también urtlaske en la regulacion de la
funcién de la célul@, puesto que bajo condiciones de glucolipotoxicit@dementa su
expresion y esto se asocia a una reduccion eniletes de ATP intracelulares y
deterioro de la secrecién de insulina (Chan y @ilQ1; Chan y col., 2004). Nuestros
resultados muestran que la adicion de AHB dietdu@nte los ultimos 60 dias de la
experiencia es capaz de reducir los elevados sividda masa proteica de la proteina

desacoplante UCP 2 hallados en los animales aladestcronicamente con DRS. Esto
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impactaria sobre la sintesis de ATP y a su turndriboiria a normalizar la secrecion
de insulina. Al respecto, Kato y col. (2008) demarsin en islotes de ratones C57BL/6
cultivados en presencia de palmitato que la adid@rEPA al medio de cultivo era
capaz de restablecer los elevados niveles de ARNmasa proteica de la UCP 2 y
mejorar la liberacion de insulina. Mas aun, en esmo estudio los autores inhibieron
la expresion de la UCP 2 utilizando un ARN pequefio interferencia (ARNSI)
especifico y observaron que esto conferia protaamiditra el deterioro en la secrecion
de insulina inducido por el palmitato a la vez gaacelaba el efecto protector mediado

por la adicién de EPA.

Como discutimos previamente, el efecto negativolake acidos grasos sobre la
expresion de la UCP 2 estaria mediado, al menoarés, ppor el factor de transcripcion
PPARy. EI PPAR constituye ademas otro factor de transcripcion icapgb en la
distribucion de los lipidos en el interior de lduw#p. En el presente estudio, cuando el
AHB reemplaz6 parcialmente al AM como fuente desgrdietaria en los animales
alimentados con DRS por un periodo prolongadoatago, los elevados niveles de la
masa proteica del PPARetornaron a los valores normales observados euplo
control. Puesto que el AHB redujo ademas el codtede TG en el interior del islote y
logro corregir la dislipidemia es posible que unenor liberacion de acidos grasos de
origen endogeno sumada a la menor disponibilidaéicais grasos de origen exdgeno
puedan contribuir a restablecer los niveles dedaaproteica del PPARy la proteina
desacoplante UCP 2 a sus valores normales y arso twrmalizar la liberacion de
insulina.

Paraddjicamente, la normalizacion de la dislipideni los niveles plasmaticos de
glucosa observadas con la administracion de AHBade no se acompafaron de
cambios en los niveles de la masa proteica del BPARual se ha postulado que
regularia la distribucion de lipidos en la célfilsg modularia la secrecion de insulina.
Sin embargo, en el mismo modelo experimental, Kaiol. (2010) demostraron que la
administracion de AHB dietario incrementa significamente los niveles de la masa

proteica del PPARhepatico y reduce la esteatosis hepatica.

Finalmente, teniendo en cuenta el efecto antiirdlamo que poseen los n-3 PUFA
(Poudyal y col., 2011), no podemos descartar quadtainistracion de AHB a los

animales dislipémicos insulino resistentes alingodacon DRS, pueda inhibir la
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generacion de precursores proinflamatorios contgbdo de esa manera a restablecer
el normal funcionamiento de la célflaPor otra parte, existe suficiente evidencia que
demuestra que la composicion de acidos grasossdmdtolipidos de las membranas
celulares tanto de los tejidos target de la acd@rla insulina (musculo esquelético,
higado, tejido adiposo) como de las célligsoductoras de la hormona, constituyen un
factor critico en la secrecidn y accion biologieala hormona. En este sentido, estudios
previos de nuestro grupo (D’Alessandro y col., 20han demostrado que la
administracion de AHB dietario a ratas alimentact@sicamente con DRS incrementa
el contenido de n-3 PUFA en los fosfolipidos denkembrana del musculo esquelético.
Esto ultimo se asocia a una mejora en la sengldilidsulinica. De esta manera, es
posible que la administracion de AHB dietario pugo@vocar cambios en la
composicion de los fosfolipidos de la membrana aledlulap lo que a su turno
contribuiria a restablecer la secrecion de insuléra los animales alimentados

créonicamente con DRS.

En conclusion, los resultados obtenidos en estansiegobjetivo demuestran que la
sustitucion parcial de la fuente de grasa dietAlid por AHB impacta de manera
positiva sobre la funcion de la célllay secrecion de insulina frente al estimulo de la
glucosa en animales dislipémicos insulino resisen€uando el AHB se administra
como fuente de grasa dietaria durante 22 diasgre\gl incremento en los niveles de la
masa proteica de la enzima GQ en los islotes patwos aislados. Cuando la
sustitucion de la fuente de grasa dietaria (AM AldB) se realiza una vez alcanzada la
dislipidemia y RI (durante los ultimos 60 dias @eédxperiencia) en los animales
alimentados cronicamente (240 dias) con DRS senabsa) normalizacion de la
actividad y niveles de la masa proteica de la eaz(a@, sin cambios en la masa
proteica del GLUT 2. Esto a su turno contribuiriarestablecer la deteriorada
fosforilaciéon de la glucosa., b) reduccién de ln®les de la masa proteica del PBAR

la proteina desacoplante UCP 2. A su vez, la adidénrAHB dietario revierte la
dislipidemia y el acumulo de lipidos en el interide la célulaf y normaliza la
deteriorada oxidacién de la glucosa. Estos efdotoeficiosos del aceite de pescado
sobre la funcion de la célulf estarian implicados al menos en parte en la
prevencion/reversion del alterado patron de semnete insulina frente al estimulo de la
glucosa observado en el modelo nutricional de piistia y resistencia insulinica

obtenido mediante la administracion de una DRSas rrormalegFigura 23).

Ferreira Cordoneda M.R 111



Facultad de Bioquimica y Cs. Biolégicas — UNL
Doctorado en Ciencias Bioldgicas

Figura 23. Posibles mecanismos implicados en la filiacion de la célulap en

animales alimentados créonicamente con DRS. Efecteeda administracién de n-3
PUFA.!
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L a figura muestra los resultados obtenidos acereaas posibles mecanismos mediante los
cuales la hiperglucemia y los elevados niveles ddog grasos libres pueden contribuir a la
disfuncion de la célulg en un modelo de dislipemia y resistencia insuinmziucido en ratas
normales por ingesta cronica de una dieta rica acasosa (DRS)(en rojo). En lineas verdes se
observan los efectos beneficiosos inducidos peeeshplazo isocalérico de aceite de maiz por
aceite de higado de bacalao (AHB) cono fuente gdéstaria que conllevan a la normalizacion
de la secrecioén de insulina “in vitro”.

Mecanismos adicionales que podrian contribuir gedero se muestran en linea de puntos.
GQ: glucoquinasa,HQ: hexoquinasaPDHc: complejo enzimético piruvato dehidrogenasa,
AMPK: proteina quinasa activada por AMRBREBP-1c: proteina de union a elementos
reguladores de esteroles 1PARs:receptores activadores de la proliferacion peroxkisl,
TG: triglicéridos,UCP 2: proteina desacoplante 2.

(Figura adaptada de Prentki y col., 2002; Poita2®04 y Poitout y col., 2010)

Estos resultados fueron publicados en Prostaglandeukotrienes and Essential Fatty
Acids 89:31-38, (2013),Dietary fish oil normalized glucose-stimulated uis
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secretion in isolated pancreatic islets of dyslipenats through mechanisms involving
glucose phosphorylation, peroxisome proliferatactivated receptoy and uncoupling
protein 2.” Ferreira, M.R.; Chicco A.; Lombardo, Y.B.

Por lo expuesto, si bien la extrapolacion de losultados obtenidos en modelos
animales hacia el humano debe ser muy cuidadosarabsiajo pretende contribuir al
conocimiento de algunos mecanismos que podrianiegtducrados en los procesos de
adaptacion y disfuncion de la célupa pancreatica frente a estados de resistencia
insulinica y la posibilidad de prevenir y/o reveniejorar las alteraciones halladas
mediante la administracion de acidos grasos n-3APUE& origen marino a fin de

mejorar la funcion de la célupay secrecion de insulina.
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CONCLUSIONES

Dada la elevada incidencia de las patologias adasial Sindrome Metabdlico, tanto en
nuestra poblacién como a nivel mundial, la prev@mgi el tratamiento de las mismas
resultan de gran interés para la Salud Publica.reSpecto, diferentes estudios
epidemioldgicos y experimentales sugieren que aasnbin la composicion de los

macronutrientes de las dietas constituyen impatadeterminantes medioambientales
tanto en el desarrollo como en la prevencion y/qoramiento de los numerosos

desordenes metabolicos incluidos en el Sindromalddéco.

Teniendo en cuenta el rol clave que juega la célulen el mantenimiento de la

homeostasis de la glucosa, resulta interesanteresel algunos mecanismos que
podrian estar involucrados en la disfuncion deélalay observada frente a un estado

de insensibilidad insulinica.

El presente trabajo de tesis aporta nuevos datok eque respecta al progresivo
deterioro de la funcidén de la célylaen un modelo animal de dislipemia y resistencia
insulinica obtenido por administracion de una di&ta en sacarosa, que se asemeja en
muchos aspectos bioguimicos-metabdlicos al SindMeatabdlico del humano.

Los resultados obtenidos demuestran que la admnaicidh de una DRS a animales de
experimentacion impacta sobre la secrecion deinesiiiente al estimulo de la glucosa
a través de diferentes mecanismos segun el tiempantd el cual la dieta es
administrada. En los primeros estadios (22 dias)algor respuesta de la cél@lérente

al estado de RI que logra mantener la normoglucessiaria dada en parte por un
incremento tanto en los niveles de la masa protdeauna enzima clave en la
metabolizacion de la glucosa como es la glucogaicasno en los niveles de la masa
proteica del factor de transcripcion activado pod@s grasos PPARel cual regularia
los niveles de expresion de la glucoquinasa. Lairdiracion crénica de la dieta
conduce a un ambiente metabdlico y hormonal diferemm el cual sobreviene la
hiperglucemia como consecuencia de una profundangi®n de la célul. Entre los
mecanismos de glucolipotoxicidad que podrian éstplicados durante este periodo se
encuentran una reducida fosforilacién y oxidacid@n la glucosa, incremento en el
acumulo de triglicéridos intracelulares y mayor eordo proteico del factor de

transcripcion PPARY de la proteina desacoplante UCP 2.
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La sustitucion parcial de la fuente de grasa detdM por AHB (rico en n-3 PUFA
EPA y DHA) impacta de manera positiva sobre la iiimcle la célulg y secrecion de
insulina frente al estimulo de la glucosa en angeréodos. En el corto plazo (22 dias
de ingesta) la administraciéon de AHB dietario peeei el incremento en los niveles de
la masa proteica de la enzima glucoquinasa lo qué&ibuye a restablecer la normal
liberacion de insulina. Cuando la sustitucion ddulente de grasa se realiza en los
animales que han alcanzado una dislipidemia y Ribts (240 dias de ingesta) se
observa un patréon de secrecion de insulina noroeakg asocia a la normalizacion de la
fosforilacion y oxidacién de la glucosa, reduccitei contenido de triglicéridos en el
interior de los islotes y reduccion de los nivaliesla masa proteica del PPAR la

proteina desacoplante UCP 2.

Si bien la extrapolacion de los resultados obtenielosmodelos animales hacia el
humano debe ser muy cuidadosa este trabajo pretamdebuir al conocimiento de
algunos mecanismos que podrian estar involucraddeseprocesos de adaptacion y
disfuncion de la célul pancreatica frente a estados de resistencia misaly la
posibilidad de prevenir y/o revertirymejorar lageedciones halladas mediante la
administracion de acidos grasos n-3 PUFA de onmgarino a fin de mejorar la funcion

de la céluld y secrecion de insulina.
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by the chronic administration of a sucrose-richtdidslets, 2 (6):367 — 373.

* Ferreira, M.R.; Chicco, A.G. y Lombardo, Y.B. (2010daptacion de la célulg
en dislipemia e insulinoresistencia inducida poetdi rica en sacarosa. Rol de la
glucoquinasa’” FABICIB, 14: 138-147.

* Ferreira, M.R.; Chicco, A. y Lombardo, Y.B. (2013pietary fish oil normalized
glucose-stimulated insulin secretion in isolatech@aatic islets of dyslipemic rats
through mechanisms involving glucose phosphorytatiperoxisome proliferator —
activated receptoy and uncoupling protein 2.Prostaglandins Leukot. Essent. Fatty
Acids, 89: 31-38.

PRESENTACIONES A CONGRESOS Y REUNIONES CIENTIFICAS

CONGRESOS INTERNACIONALES

* XV Congreso Latinoamericano de Nutricion — SLAN 200. XVI Jornadas de la
Sociedad Chilena de Nutricion.Santiago de Chile, Chile. 15 al 19 de noviembre de
2009. Revista Chilena de Nutricion vol: 36 p: 32009. ‘Efectos de los acidos grasos
polinosaturados n-3 de origen marino sobre la gisinia y disfuncion de la célula beta
en ratas insulino resistentesLombardo, Y.B.; Ferreira, M.R.; Chicco A.G.

* 70th Scientific Sessions — American Diabetes Assaion. Orlando, Florida,
EEUU.25 al 29 de junio de 2010. Diabetes Vol: 58l:su.p: A456 - 457. 2010°Role

of Uncoupling Protein 2 (UCP-2) and Peroxisome Heohtion Activated- Receptor
(PPAR)) in thep cell dysfunction of dyslipemic insulin resistaats: Effect of fish oil”.
Lombardo, Y.B.; Ferreira, M.R.; Chicco A.G.
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« 29" International Symposium on Diabetes and Nutrition of the Nutrition
Study Group (DNSG) of the EASD Roma, Italia. 30 de junio al 2 de Julio de 2011.
“Mechanisms involved in thg cell dysfunction of dyslipemic, insulin resistaats.
Effect of dietary n-3 polyunsaturated fatty acidsn fish oil (FO)”. Lombardo, Y.B.;
Ferreira, M.R.; Chicco A.G.

CONGRESOS NACIONALES

* Undécimo Encuentro Jovenes Investigadores Universad Nacional del Litoral.
Segundo Encuentro Jovenes Investigadores Universidies de Santa FeSanta Fe,
Argentina. 10 y 11 de octubre de 200Mecanismos de glucolipotoxicidad de la célula
B pancreatica: rol de las enzimas fosforilantes &@e dlucosa.” Ferreira, M.R.;
Lombardo, Y.B.

» LIl Reunién Cientifica de la Sociedad Argentina @ Investigacion Clinica. LV
Reunion Cientifica de la Sociedad Argentina de Innmologia y Sociedad Argentina
de Fisiologia.Mar del Plata, Argentina. 21 al 24 de noviembr@d@7. Medicina, Vol
67 supl: 3 p: 121. 2007. Attividades glucoquinasa y hexoquinasa en islotes d
Langerhans de ratas alimentadas cronicamente ¢eta dica en sacarosa.Ferreira,
M.R.; Chicco, A.G.; Lombardo, Y.B.

e LII Reunién Anual de la Sociedad Argentina de Investigacion Clinica.
Reunion de la Sociedad Argentina de FisiologiaMar del Plata, Argentina. 19 al 22
de noviembre de 2008. Medicina, Vol 68 supl: 2 2.12008.“Rol de la glucoquinasa
y PPARy en la disfuncién de la céluld pancreatica de ratas dislipémicas insulino
resistentes. Efectos de los acidos grasos polimadbs n-3.” Ferreira, M.R.; Chicco,
A.G.; Lombardo, Y.B.

e XVII Congreso Argentino de Diabetes — Dialogo entrdo basico y lo clinico.

Mar del Plata, Argentina. 21 al 23 de octubre dE02®Revista de la Sociedad Argentina
de Diabetes.Vol 44 N°4 p: 311.201Posibles mecanismos involucrados en la
evolucion de la disfuncion de la célylaen un modelo de dislipemia y resistencia

insulinica.” Ferreira, M.R.; Lombardo, Y.B.; Chicco, A.G.
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Adicionalmente dentro del area tematica:

Publicaciones

* Rossi, A.; Oliva, M.E.; Ferreira, M.R.; Chicco,. \Lombardo, Y.B. (2011)La
semilla de Salba (Salvia hispanica L) dietaria peee la esteatosis hepatica y
dislipidemia inducida en ratas normales por unatdirica en sacarosa’FABICIB,
15: 47-59.

* D’Alessandro, M.E.; Oliva, M.E.; Ferreira, M.R.;I8escig, D.; Lombardo, Y.B. y
Chicco, A.(2012).“Sucrose-rich feeding during rat pregnancy-lactatiand/or after
weaning alters glucose and lipid metabolism in &ddfispring”. Clin. Exp. Pharmacol.
Physiol. (CEPP), 39: 623-629.

* Rossi, A.; Oliva, M.E.; Ferreira, M.R.; Chicco, A. Lombardo, Y.B. (2013).
“Dietary Chia Seed induced changes in hepatic tcaupgion factors and their target
lipogenic and oxidative enzyme activities in dydi@mic insulin-resistant rats”.
British J. of Nutr., 109: 1617-1627.

e Ferreira, M.R.; Camberos, M. del C.; Selenscig, @artucci, L.C.; Chicco, A,;
Lombardo, Y.B. y Cresto, J.C. (2013Changes in hepatic lipogenic and oxidative
enzymes and glucose homeostasis induced by an-bea=ynitine and nicotinamide
treatment in dyslipidaemic insulin resistant ratsClin. Exp. Pharmacol. Physiol.
(CEPP), 40: 205-211.

e Oliva, M.E.; Ferreira, M.R.; Chicco, A. y Lombardé,B. “Dietary Salba (Salvia
hispanica L) seed rich in-linolenic acid improves adipose tissue dysfuncaod the
altered skeletal muscle glucose and lipid metabolis dyslipidemic insulin-resistant
rats.” Prostaglandins Leukot. Essent. Fatty Acids. (efuaeion).
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Presentaciones a Congresos y Reuniones Cientificas

Congresos Internacionales

« 31% International Symposium on Diabetes and Nutrition & the Diabetes and
Nutrition Study Group (DNSG) of the EASD. Dubrovnik, Croacia. 27 al 30 de Junio
de 2013. “Dietary Salba seed (Salvia hispanica L) amelioratee metabolic
abnormalities of dysfunctional adipose tissue o$liggmic insulin-resistant rats”.
Lombardo, Y.B.; Ferreira, M.R.; Chicco, A.

Congresos Nacionales

* V Jornadas de Bioquimica y Biologia Molecular de lgidos y Lipoproteinas.
Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universide®uenos Aires. 10 y 11 de Julio
de 2012. Enzimas lipogénicas — oxidativas hepaticas y masdefma de PPAR y
SREBP-1 en ratas dislipémicas insulino resistenkfecto de la semilla de Salvia
hispanica L (chia)” Oliva, ME.; Ferreira, M.R.; Chicco, A.; Lombard6.,B.

* V Jornadas de Bioquimica y Biologia Molecular de lgidos y Lipoproteinas.
Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidia@®uenos Aires. 10 y 11 de Julio
de 2012 “Importancia de la dieta durante la prefiez, lact@mg post-lactancia sobre
aspectos del metabolismo lipidico e hidrocarbonadda vida adulta”.D"Alessandro,
M.E.; Oliva, M.E.; Ferreira, M.R.; Selenscig, D hi€co, A.

* XVIII Congreso Argentino de Diabetes — De las evideias al tratamiento
personalizado.Buenos Aires, Argentina. 8 al 10 de noviembre de22®&evista de la
Sociedad Argentina de diabetes. Vol 46 N° 4 p: 21%- 2012. Influencia de la
composicion de la dieta durante los primeros estadie vida sobre el metabolismo
lipidico y glucidico en la adultezF-erreira, M.R.; D"Alessandro, M.E.; Fortino, M.A_;
Chicco, A.
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