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RESUMEN

El sindrome metabdlico se define por la asociacion de patologias comunes que
incluyen la obesidad abdominal, la hiperglucemia, entre otras. Tanto la diabetes como la
obesidad fueron reconocidas como epidemia por la Organizacién Mundial de la Salud.
Nuestro objetivo fue estudiar el rol de la proteina Kir6.2/K-ATP en el metabolismo
glucidico del raton alimentado con una dieta rica en grasas (HFD) durante 10 semanas.
Luego de la HFD, los ratones control mantuvieron una glicemia normal, con un
marcado incremento compensador de la concentracion de insulina plasmética. En
marcado contraste, los animales Kir6.2” ya se mostraron levemente intolerantes a la
glucosa bajo un régimen dietario normal, y al cabo de 10 semanas de HFD se volvieron
levemente mas intolerantes a la glucosa. Luego de la HFD, los animales carentes de
Kir6.2 mantuvieron esa sensibilidad, aparentemente inalterada. Por lo que podemos
explicar que la intolerancia a la glucosa que presentan los animales Kir6.2"" puede
deberse a una capacidad secretoria reducida. Los resultados demuestran que los
animales Kir6.2” presentan niveles de insulina inalterables con la dieta. La via de
sefializacion de la insulina en el higado también se mostro inalterada en estos animales.
También, observamos a marcada caida en los niveles de glucogeno hepético en los
animales Kir6.2”. Estos resultados estan en linea con resultados previos en donde
demuestran que estos animales son muy sensibles al agotamiento, debido a la falta de
reservas energéticas. Estos resultados representan los primeros pasos en la investigacion
del rol que cumple Kir6.2 en el metabolismo de manera global. Es importante destacar
que abrir nuevos caminos para entender la funcionalidad hepética y comprender asi su
fisiopatologia, redundara en el aumento de posibilidades para el desarrollo de nuevos
blancos terapéuticos que eviten el desarrollo de obesidad, la diabetes y de sus

complicaciones asociadas.



ABREVIATURAS

OMS: Organizacién Mundial de la salud

CONICET: Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas
UAI: Universidad Abierta Interamericana

IMC: Indice de Masa Corporal

MM: Masa Magra

PC: Pliegue Cutaneo

EMSE: Encuesta Mundial de Salud Escolar

ENFR: Encuesta Mundial de Factores de Riesgo

SME: Sindrome

SM: Sindrome Metabdlico

SAHS: Sindrome de Apneas Hipopneas del Suefio
HTA: Hipertension Arterial.

EHNA: Enfermedad Hepatica no Alcohdlica

PCOS: Polycystic Ovary Syndrome

ATP: Adenosin Trifosfato

K- ATP: Canal de potasio sensible a ATP
Kir6.2/K-ATP: Canal de potasio sensible a ATP Kir6.2
WT: Wild Type

HFD: High Fat Diet

CICUAL.: Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio
LDH: Lactato deshidorgenasa

AST: Aspartato aminotransferasa

ALT: Alanina aminotransferasa

IRS-1-IRS4: Proteina Sustrato de Receptores de Insulina.



INTRODUCCION

La obesidad es una condicion caracterizada por la acumulacién excesiva de grasa en
el cuerpo como resultado de un consumo de energia de manera cronica y excesiva en
comparacién con el gasto de energia (Wang & Beydoun, 2007). La obesidad se define
como un aumento del peso corporal debido a su exceso de grasa que hace peligrar
seriamente la salud. Es por lo tanto una enfermedad metabdlica multifactorial, influido
por elementos sociales, fisioldgicos, metabdlicos, moleculares y genéticos. La obesidad
es una enfermedad con repercusiones negativas para la salud y existe una asociacién
clara y directa entre el grado de obesidad y la morbimortalidad. De hecho, esta
vinculada al 60% de las defunciones debidas a enfermedades no contagiosas.
La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) considera que un individuo es obeso
cuando el indice de su masa corporal (IMC, cociente entre el peso y la estatura de un
individuo al cuadrado) es igual o superior a 30 kg/m? (Seidell & Halberstadt, 2015).
También se considera signo de obesidad un perimetro abdominal en hombres mayor o
igual a 102 cm y en mujeres mayor o igual a 88 cm.

Segln la Sociedad Espafiola para el Estudio de la Obesidad, la misma es una
enfermedad crénica que se caracteriza por un aumento de la masa grasa. Si el porcentaje
normal de grasa (MG) corporal oscila entre el 12% y 20% en los hombres y entre el
20% y 30% en las mujeres, hablamos de obesidad cuando este porcentaje supera el 25%
en los hombres y el 33% en las mujeres. (https://www.seedo.es/images/site
/POSICIONAMIENTO_SEEDO2016_ VC.pdf).

La OMS ha propuesto una clasificacion del grado de obesidad utilizando el indice
ponderal como criterio:

« Normopeso: IMC 18,5 - 24,9 Kg/m?

o Sobrepeso: IMC 25 -29 Kg/m?:

« Obesidad grado | con IMC 30-34 Kg/m?

« Obesidad grado Il con IMC 35-39,9 Obesidad grado I con IMC 30-34 Kg/m?

« Obesidad grado 111 con IMC >= 40 Obesidad grado | con IMC 30-34 Kg/m?
Posteriormente, en el afio 2007 la SEEDO ademas de la clasificacion anterior afiadio:

e Obesidad de tipo IV (extrema) con IMC >50

(http://www.who.int/es/news-room/fact-sheets/detail/obesity-and-overweight.)

(https://www.seedo.es/images/site/POSICIONAMIENTO_SEEDO02016_VC.pdf)


https://es.wikipedia.org/wiki/Organizaci%C3%B3n_Mundial_de_la_Salud
https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%8Dndice_de_masa_corporal
https://www.seedo.es/images/site
http://www.who.int/es/news-room/fact-sheets/detail/obesity-and-overweight

Aunque el IMC no es un excelente indicador de adiposidad especialmente en
individuos musculados como deportistas, asi como en ancianos, es el indice utilizado
por la mayoria de estudios epidemioldgicos y el recomendado por diversas sociedades
medicas y organizaciones de salud internacionales para el uso clinico, dadas su
reproducibilidad, facilidad de utilizacion y capacidad de reflejar la adiposidad en la
mayoria de la poblacién.

Cuando se emplea el IMC en la préactica clinica debemos ser conscientes de sus
limitaciones. Asi, el IMC no informa de la distribucion de la grasa corporal, no
diferencia entre masa magra (MM) y MG, no se relaciona de forma lineal con el
porcentaje de grasa corporal y es un mal indicador pronostico de las comorbilidades de
la obesidad en sujetos de baja estatura. Tampoco es un buen indicador pronéstico en
sujetos de edad avanzada. De la misma manera, su exactitud diagndstica varia en
diferentes razas y etnias. Ademas, no existe un acuerdo unanime sobre la importancia
clinica de estas diferencias interraciales y tampoco, sobre los puntos de corte que se
deberian adoptar en funcion de la raza o la etnia. (Carmienke et al., 2013; Consultation,
2004).

Debido a las anteriores limitaciones, el IMC tampoco es valido para el diagnostico
de obesidad en algunas situaciones, como pueden ser pacientes con retencién
hidrosalina y gestantes. Es por todo lo anterior que, para refinar el diagnostico de la
obesidad y del riesgo asociado, se han estudiado otras medidas antropométricas como el
pliegue cutaneo (PC), el indice cintura-cadera y el indice cintura-estatura. De ellos, la
mas utilizada es el PC.

El PC es la segunda medicion obligatoria en la préactica clinica cuando evaluamos a
un sujeto obeso, asi como en todo su seguimiento. Este perimetro permite estimar la
obesidad visceral y el riesgo cardiometabolico, por lo que debe recogerse en la historia
clinica. Se determina con una cinta métrica flexible, milimetrada, con el sujeto en
bipedestacion, sin ropa y en estado relajado. Aparentemente es una determinacion
sencilla, pero en la préctica requiere un buen adiestramiento por parte del explorador.

Las tasas de obesidad, como minimo, se han triplicado desde 1980 en algunas partes
de América del Norte, Europa del Este, Oriente Medio, las Islas del Pacifico, Australia y
China.



La regidn latinoamericana no esta ajena a esta tendencia y el aumento en las cifras
de obesidad se ha hecho més evidente a medida que los paises mejoran su ingreso
econémico. La evolucion de la obesidad ha sido observada en paises como Chile,
México, Brasil, Argentina, Perl, Colombia, Guatemala y Bolivia (Jimenez-Cruz &
Bacardi-Gascon, 2015; Kain et al., 2014; Popkin & Reardon, 2018; Pratt, Charvel
Orozco, Hernandez-Avila, Reis, & Sarmiento, 2014). En Brasil, por ejemplo, estudios
nacionales realizados en los afios 1974-1975 y 1989 indicaron un aumento en las
prevalencias de obesidad de 2% a 5% y de 7% a 12%, en hombres y mujeres,
respectivamente (Diniz Mde et al., 2016; Pinto, Griep, Rotenberg, Almeida, et al., 2018;
Pinto, Griep, Rotenberg, da Conceicao Chagas Almeida, et al., 2018).

Los estudios realizados en Chile también apuntan un aumento alarmante en las
cifras de obesidad. Los datos nacionales, utilizando como indicador el IMC, muestran
un aumento en las prevalencias que pasaron de 6% en 1987 a 18% en el 2000 (Castriota
et al., 2018; Vio, Albala, & Kain, 2008).

En el afio 2008, 1.500 millones de adultos tenian exceso de peso. Dentro de este
grupo, mas de 200 millones de hombres y cerca de 300 millones de mujeres eran
obesos, por lo cual la OMS ha declarado a la obesidad y al sobrepeso con el caracter de
epidemia mundial (http://www.who.int/es/news-room/fact-sheets/detail/obesity-and-

overweight).

Obesidad en Argentina

Segln datos de 2010 de la Base de Datos Global sobre Crecimiento Infantil y
Malnutricion de la OMS, Argentina presenta el mayor porcentaje de obesidad infantil en
nifios y nifias menores de cinco afios en la regién de América Latina con un 7,3% de
prevalencia (http://lwww.who.int/es/news-room/fact-sheets/detail/obesity-and-over-
weight).

La prevalencia de sobrepeso en estudiantes de 13 a 15 afios, segun lo relevado por la
Encuesta Mundial de Salud Escolar (EMSE) en 2012 (Silberman et al., 2017), fue de
22,7% mientras que la de prevalencia de obesidad fue de 5,9%, sin cambios con
respecto a la encuesta anterior. Esto significa que un 28,6% de los estudiantes
evidencio, al momento del relevamiento, exceso de peso. Tanto el exceso de peso como
la obesidad fueron mayores en varones (35,9% y 8,3% respectivamente) que en mujeres
(21,8% y 3,6% respectivamente).


http://www.who.int/es/news-room/fact-sheets/detail

En relacion con otros paises de la region es posible notar que, luego de Chile,
Argentina es el pais con uno de los niveles mas altos de obesidad y de exceso de peso;
asimismo se encuentra tercero en el consumo de bebidas azucaradas entre estudiantes,
luego de Uruguay y Chile. Es posible observar también que ningin pais de los
analizados tiene menos de 20% de prevalencia de exceso de peso, lo cual demuestra el
caracter regional y global de los problemas de peso corporal.

Con relacion a la poblacion de 18 afios y mas, y de acuerdo a datos de la 3era
Encuesta Nacional de Factores de Riesgo (ENFR) 2013, la prevalencia de exceso de
peso fue de 57,9%, mientras que en 2009 el valor habia sido de 53,5% y de 49,1% en
2005. Este indicador se compone de un 37,1% de personas con sobrepeso y un 20,8%
de personas con obesidad.

A continuacion se muestran los resultados para ambos indicadores de manera
diferenciada. La prevalencia de sobrepeso se ubico en 37,1%. No evidencio diferencias
con respecto a la edicion 2009 pero si respecto de la edicion 2005 (34,4%). El valor fue
mayor entre varones (43,3%) que entre mujeres (31,3%) y entre los de mayor edad (con
un maximo de 42,6% en el grupo de 65 afios y mas) con respecto al grupo de 18 a 24
anos (25,4%).

Causas de la obesidad

Diversos autores coinciden en que la patogenia de la obesidad es de caracter
multifactorial ya que en ella participan factores bioldgicos, de comportamiento,
culturales, sociales, medioambientales y economicos que establecen una red de
interaccion maltiple y compleja.

El acto de alimentarse en los individuos cumple una funcién bioldgica vital como
también una funcion social esencial.

Es el resultado de la interaccion de diversos factores condicionantes: a) bioldgicos,
que responden a las necesidades y capacidades del organismo; b) ecologicos-
demogréficos, que son aquellos factores que refieren a la cantidad y la calidad de los
alimentos que se pueden producir; c¢) tecnoldgicos-econdmicos, aquellos que refieren a
los circuitos de produccién y distribucion de los alimentos; d) sociopoliticos, aquellos
que condicionan el acceso a los alimentos segun clases, sectores o grupos sociales; y e)
culturales: aquellos sistemas de representaciones sociales que determinan con quien,
como y qué se debe comer segun sectores, edades, géneros (Bennett, Probst, &
Pumkam, 2011; Levine, 2011; Santos, 2013).
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Nuevos protagonistas en la etiopatogenia de la obesidad

La obesidad es una enfermedad en la cual confluyen distintos factores genéticos y
ambientales, entre los factores ambientales relacionados con la epidemia mundial de
obesidad, destacan la mayor disponibilidad de alimentos y el aumento progresivo en la
conducta sedentaria. (Environmental contributions to the obesity epidernic Science, 280
(1998), pp. 1371-1374). La teoria de los genes ahorradores (“Thrifty genes”) establece
que durante la evolucion del ser humano se fueron seleccionando, en forma natural,
ciertas variantes genéticas que permitian lograr un mayor almacenamiento de energia en
el tejido adiposo y un bajo gasto energético ante condiciones de vida caracterizadas por
la escasez o dificultad en la obtencion de los alimentos y/o exposicién a largos periodos
de hambruna ( When some fine old genes meet a “new” environment World Rev Nut
Diet, 84 (1999), pp. 1-18).

Esta carga genética enfrentada a un estilo de vida sedentario y alta ingesta de

calorias constituye el principal factor de riesgo de obesidad.

e Cronodisrupcion: circunstancias como el desfase horario, cambios del ciclo
suefiovigilia, la deprivacion de suefio, o el desorden en la alimentacion se
asocian al desarrollo de obesidad (Garaulet & Gomez-Abellan, 2013).

e Epigenética y programacion fetal: tanto la desnutricion como la
sobrealimentacion y la salud metabdlica de la madre, incluso en periodo
preconcepcional, se asocian con el desarrollo de obesidad (Ozanne, 2015).

e Enfermedad psiquiatrica: depresién mayor, esquizofrenia y trastorno bipolar se
asocian con una mayor prevalencia de obesidad visceral respecto a la poblacién
general, hecho que se desarrolla de forma independiente al tratamiento.

o Disruptores endocrinos: Bisfenol A, ftalatos, pesticidas e insecticidas tienen
potencial para alterar funciones hormonales, favorecer el desarrollo de diabetes
y promover la obesidad.

e Estrés: existe una asociacion significativa entre eventos de estrés incontrolado y
estrés cronico con el aumento de grasa corporal e IMC (Sinha & Jastreboff,
2013).

e Microbiota intestinal: el predominio de firmicutes sobre bacteroidetes, asi como
la escasa diversidad de la microbiota, se asocia con la obesidad (Moran &
Shanahan, 2014).
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e Patron alimentario: asociacion entre obesidad y la elevada ingesta de azucares
refinados, un exceso de grasas (>35% de las calorias diarias) y un consumo
insuficiente de frutas y verduras (Singh et al., 2015).

e Ambiente obesogénico: la suma de influencias que el entorno (dispersion
urbana, industria alimentaria), las oportunidades (disponibilidad de comida con
alta densidad energética) y condiciones de vida (practicar actividad fisica)

ejercen sobre la promocién de la obesidad (Mackenbach et al., 2014).

En Argentina, como en el resto de los paises de la region, el desarrollo de la
industria de los alimentos favorecid la segmentacion del mercado de acuerdo con el
nivel de ingresos, ofreciendo productos masivos, de baja calidad y con mayor contenido
en grasa y azUcares, a la vez que siguio ofertando alimentos artesanales y de alta calidad
para los sectores de ingresos altos.

La oferta de productos agroindustriales ricos en carbohidratos refinados y grasas
saturadas no beneficia la salud de la poblacion ya que producen un mayor aporte
calorico que el requerido, a expensas de calorias pobres nutricionalmente. Estos
condicionantes de la dieta junto con el desarrollo de habitos poco saludables producto
de la creciente urbanizacion (como una baja o nula actividad fisica), factores genéticos,
y aspectos socio-ambientales (como la ausencia de instalaciones deportivas y de
recreacion en espacios publicos, entre otros) influyen y condicionan la presencia y el
grado del sobrepeso y/o de la obesidad (Silberman et al., 2017).

Cabe sefalar la gran influencia del marketing para generar necesidades y habitos de
consumo en las sociedades actuales tan mediatizadas, como producto del aumento de las
redes de comunicacion y del desarrollo de tecnologias cada vez mas complejas,
efectivas y baratas. A traves de las publicidades se crean representaciones generalmente
asociadas a una imagen ideal que moldea los comportamientos de las personas (de
Sereday et al., 2004).

Una gran problematica de las sociedades actuales es que los mensajes que las
publicidades reflejan, generalmente no se corresponden con las recomendaciones
elaboradas desde la salud publica. Si bien la ingesta de productos ultraprocesados en
pequefias cantidades no es dafiino para la salud, su sabor intensificado (a través de sal,
azucares libres, grasas y otros aditivos) y las estrategias de marketing agresivas y

sostenidas, hacen que el consumo modesto sea improbable (Cullin & Fernandez, 2017).
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Consecuencias de la obesidad

La obesidad es considerada como un factor de riesgo para el desarrollo de patologias
tales como: enfermedad cardiovascular, diabetes tipo 2, diversos tipos de cancer,
problemas respiratorios y artritis (D'Adamo & Caprio, 2011; Kim & Caprio, 2011). En
funcion de los distintos grados de asociacion con estas y otras condiciones, actualmente
la obesidad puede considerarse no so6lo como un factor de riesgo cardiovascular sino
también como una enfermedad severa, particularmente en su forma morbida y en
algunos casos especiales de asociacion con otras enfermedades.

Por otra parte, se sabe que la obesidad genera una carga socioeconémica y de
enfermedad muy alta, que compromete tanto la salud de la poblacion como las finanzas
publicas y privadas actuales y futuras. En este sentido, existen diversas estimaciones
provenientes de paises desarrollados, pero muy pocas de Latinoamérica en general, y de
la Argentina en particular, que permitan determinar el impacto de la obesidad en
términos epidemioldgicos y socioeconomicos (Garrett, Brasure, Schmitz, Schultz, &
Huber, 2004).

Vision adipocentrica del sindrome metabolico (SM)

No es hasta que se supera la capacidad del tejido adiposo para almacenar grasa y
expandirse, cuando la obesidad produce modificaciones morfoldgicas y funcionales en
el adipocito. En ese momento, el acimulo de grasa ectdpica en érganos distintos al
tejido adiposo (tales como el higado, el muasculo, la célula beta pancreatica o el
miocardio) producira un efecto toxico, desarrollando la Ilamada lipotoxicidad periférica.
Este tejido adiposo ectopico y disfuncional serad el responsable de la aparicion de la
resistencia a la insulina y del estado crénico de inflamacion sistémica de bajo grado, con
un perfil predominante de citoquinas proinflamatorias (como leptina, resistina, IL-6 y
TNFa), acompanado de la elevacion de acidos grasos libres, y la disminucion en la
secrecion y actividad de adiponectina. EI SM de define por la asociacién de patologias
comunes que incluyen la obesidad abdominal, la hipertension arterial, la dislipemia
aterogénica y la hiperglucemia. Considerada la resistencia a la insulina como nexo de
unién entre ellas, también se ha sugerido la inclusion dentro de esta definicion de
patologias como el higado graso, el sindrome de apneas hipopneas del suefio (SAHS), e
incluso patologias psiquiatricas y hasta algunas formas especificas de cancer. La alta
prevalencia de esta asociacion sugiere que estas patologias aparentemente diversas,

compartan algunos mecanismos etiopatogenicos comunes, que podrian explicarse desde
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una visién adipocéntrica del SM. Identificar los mecanismos tempranos que estresan los
sistemas homeostaticos, las adaptaciones alostaticas precoces y la vulnerabilidad de los
organos afectados que condicionan diferentes fenotipos dentro del espectro del SM,
proporcionard la base para un diagnéstico y un tratamiento individualizados (Rhee,
Vela, & Chung, 2016).

Obesidad e HTA

El estudio Framingham demostrd que el 79% de la hipertension arterial HTA en
varones y el 65% en mujeres fue el resultado directo del exceso de peso. Mas alla de la
insulinoresistencia y la hiperinsulinemia, la aparicion de HTA en la obesidad se
relaciona también con otros mecanismos diferentes, como el incremento de la actividad
del sistema nervioso simpaético, la produccion de angiotensinégeno por parte del tejido
adiposo visceral, y el incremento de actividad del sistema renina-angiotensina-
aldosterona. La prevalencia de HTA en individuos obesos es del 25 al 40%, mas alta
que la de la poblacion general, siendo el riesgo de HTA 5 veces mayor. Segun se
desprende de los datos del estudio NHANES-II1, sabemos también que la prevalencia de
hipertension arterial ajustada por la edad se incrementa progresivamente con el IMC. De
forma similar, en el estudio INTERSALT se observd que un exceso de 10 kg de peso
suponia un incremento de 3 mm de Hg en la presion arterial sistolica y de 2,3 mm en la
diastdlica. Estas diferencias en presion arterial suponen un incremento del 12% en el

riesgo de enfermedad coronaria y del 24% en el riesgo de ictus (Segula, 2014).

Obesidad y cancer

Por otro lado, se conoce que la obesidad es una de las principales causas prevenibles
de céncer, por lo que una de las medidas més efectivas para reducir el riesgo de cancer
es evitar el sobrepeso y la obesidad. Numerosos estudios prospectivos han demostrado
una asociacion clara entre la obesidad y los canceres de colon y recto, de mama en
mujeres postmenopausicas, de endometrio, rifion, eséfago y pancreas (Goday et al.,
2015).

Obesidad y enfermedad psiquiatrica
En un estudio epidemioldgico transversal, con una muestra de 9.125 adultos
representativa de la poblacion americana, realizado mediante entrevista personal y

obteniendo una tasa de respuesta del 70.9%, se observé como la obesidad se asociaba
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con un 25% mas de posibilidades de trastornos del estado de animo y ansiedad, aunque
factores sociales y culturales juegan un importante papel y pueden moderar 0 mediar
esta asociacion (Simon et al., 2006). Por su parte, un estudio longitudinal a 8 afios
realizado en poblacion infantil entre 9 y 16 afios, asocia Unicamente la obesidad crénica
con la presencia de psicopatologia (Mustillo et al., 2003).

Obesidad y enfermedades metabdlicas

La enfermedad hepatica no alcohélica por depoésito de grasa (EHNA) comprende un
espectro de trastornos del higado desde la esteatosis simple hasta la esteatohepatitis y
cirrosis. En todos ellos la lipotoxicidad hepatocelular es el factor patogénico
fundamental, y la obesidad estd claramente implicada en la progresion de la
enfermedad. La prevalencia de EHNA entre las personas con obesidad es del 76%, y en
pacientes con obesidad morbida, de casi el 100%. La pérdida de peso mantenida en el
tiempo es la mejor estrategia terapéutica para revertir la EHNA. En este sentido, tras un
afio de consejo dietético intensivo, se objetivd una mejoria histoldgica asociada a la
mayor pérdida de peso en 9 de 15 pacientes con biopsia previa de esteatohepatitis no
alcohdlica (Huang et al., 2005).

Obesidad y osteoartrosis

Conjuntamente con la edad, la obesidad es el factor més claramente implicado en el
desarrollo de la artrosis, tanto de cadera como de rodilla, pero también en articulaciones
que no son de carga como las manos. Esta asociacion se observa tanto en varones como
en mujeres. Sobre el cartilago articular no solo influye el efecto negativo directo del
exceso de peso, sino también la accion lesiva directa de las citoquinas provenientes del
tejido adiposo (Berenbaum, Eymard, & Houard, 2013).

Asimismo, el desarrollo de alteraciones ginecoldgicas esta altamente relacionado
con la obesidad. El sindrome de ovario poliquistico (PCOS) es el trastorno endocrino
mas frecuente en mujeres en edad reproductiva (Yildiz, Knochenhauer, & Azziz, 2008).
Se mantiene como la causa mas frecuente de infertilidad, y afecta entre el 4 y el 8 % de
las mujeres premenopausicas y hasta el 28 % de las féminas obesas o con sobrepeso

antes de la menopausia (Thomann et al., 2008).
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Obesidad y metabolismo de hidratos de carbono

La obesidad es responsable del 44% de la carga de diabetes tipo 2, constituyendo,
por tanto, el principal factor de riesgo modificable de esta enfermedad. Ademas, en los
sujetos con diabetes tipo 2, la prevalencia de obesidad (segun IMC) y obesidad
abdominal (segun PC) es practicamente el doble que en la poblacion general. Asi, segun
los datos del estudio Di@bet.es, la prevalencia de obesidad y de obesidad abdominal en
los espafioles con diabetes conocida alcanza el 50% y el 68%, respectivamente
(Soriguer et al., 2012). Se ha establecido un paralelismo entre el incremento de obesidad
y el de diabetes tipo 2 en los Gltimos 40 afios. En el Nurses Health Study, que incluyé a
114.281 enfermeras de Estados Unidos con un seguimiento de 14 afios, el riesgo mas
bajo de diabetes se asocié a un IMC inferior a 22 kg/m?, incrementandose gradualmente
con el aumento de IMC. De manera que el riesgo relativo de diabetes ajustado por la
edad se increment6 40 veces en mujeres con un IMC entre 31y 32,9 kg/m?, y hasta 93,2
veces en mujeres con un IMC superior o igual a 35 kg/m? De forma similar, en el
Health Professionals Follow-up Study, el riesgo mas bajo se asocio con un IMC menor
a 24 kg/m?, y el riesgo relativo de diabetes con un IMC superior o igual a 35 kg/m? fue
42 veces superior (Chan, Rimm, Colditz, Stampfer, & Willett, 1994).

La asociacion fisiopatologica entre la obesidad y la diabetes mellitus tipo Il surge
cuando la obesidad visceral genera un estado de hiperinsulinemia e hiperglicemia, tanto
en estado de alimentacion como en ayuno. Los adipocitos de la grasa visceral tienen
incrementada la actividad del receptor b-3-adrenérgico, por lo que la lipolisis
dependiente de catecolaminas se estimula, liberando cantidades elevadas de acidos
grasos libres (AGL) a la circulacién, ademas los adipocitos de pacientes obesos
producen TNF-a, citocina que incrementa la lipdlisis de tejido adiposo y musculo,
liberando més AGL la circulacion generando resistencia a insulina periférica y hepatica
(McGarry, Dobbins, & Stein, 1998) lo que se trata de compensar con un incremento en
la secrecion de insulina dependiente de glucosa. La mayoria de los obesos cursan con
niveles elevados de AGL vy esta disponibilidad de AGL en sangre produce un aumento
intramuscular de acetil-CoA y citrato. El exceso de acetil-CoA la oxidacién de la
glucosa, mientras el citrato inhibe a la fosfofructocinasa-1 y por tanto la glucolisis,
propiciando con esto la hiperglucemia al inhibir la incorporacion y utilizacion de
glucosa (Randle, Garland, Hales, & Newsholme, 1963). Otro mecanismo involucrado
en la hiperglucemia inducido por AGL, es una actividad disminuida de la glucgeno

sintetasa y un aumento en la concentracién de la glucosa 6-fosfato que llevan a
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hierglicemia (Long & Pekala, 1996). Los mecanismos moleculares para estos
fendmenos no estan establecidos pero se cree tienen que ver con la acumulacion de los
metabolitos de la via de la glucosamina y con la interferencia de los AGL en la
transcripcion y haciendo mas susceptible de degradacion el RNAm de GLUT4 (Kelley,
Mokan, Simoneau, & Mandarino, 1993). Los AGL ademas inducen la gluconeogénesis
hepatica, a traveés de la elevacion de ATP y NADH, y con la activacion de la piruvato
decarboxilasa por el acetil-CoA proveniente de la oxidacion de las grasas,

contribuyendo a la hiperglucemia (Krotkiewski, Bjorntorp, Sjostrom, & Smith, 1983).

En busca de nuevos blancos terapéuticos para combatir la obesidad

No hay medicamentos aprobados para la pérdida de peso que promuevan la
termogénesis a largo plazo. Estos medicamentos promueven la pérdida de peso a través
de los efectos sobre el apetito, el aumento de la saciedad y la disminucion del apetito, tal
vez al ayudar a resistir las sefiales de los alimentos o al reducir la absorcion caldrica.
Las drogas pueden amplificar la adherencia al cambio de comportamiento y pueden
mejorar el funcionamiento fisico de tal manera que el aumento de la actividad fisica es
mas facil en aquellos que no pueden hacer ejercicio inicialmente. Los pacientes que
tienen un historial de no poder perder y mantener el peso con éxito y que cumplen con
las indicaciones de la etiqueta son candidatos para medicamentos para bajar de peso
(Sumithran et al., 2011).

Los medicamentos para perder peso refuerzan las estrategias de comportamiento
para crear un balance energético negativo. La mayoria de los medicamentos para bajar
de peso afectan el apetito y, como resultado, promueven la adherencia a la dieta. La
medicacion que bloquea la absorcion de grasa refuerza la evitacion de alimentos con
alto contenido de grasa (de alta densidad energética), ademas de promover la
malabsorcion de calorias de grasa. Los medicamentos actdan para amplificar el efecto
de los cambios de comportamiento para consumir menos calorias. No "funcionan
solos". Para obtener la maxima eficacia, los medicamentos contra la obesidad se deben
usar como complementos de la terapia de cambio de estilo de vida y, en algunos casos,
la pérdida de peso es limitada sin un cambio en el estilo de vida. Independientemente
del tratamiento conductual inicial, el efecto del farmaco serd estatico (Wadden,
Berkowitz, Sarwer, Prus-Wisniewski, & Steinberg, 2001).

Actualmente existen seis medicamentos aprobados por la Administracion de Drogas

y Alimentos (FDA, del inglés, Food and Drug Administration) de los Estados Unidos:
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orlistat (Van Gaal, Broom, Enzi, & Toplak, 1998) (James, Avenell, Broom, &
Whitehead, 1997), fentermina (Apovian et al.,, 2015; Weintraub et al., 1992),
fentermina/topiramato de liberacidn prolongada (L. J. Aronne et al., 2013), lorcaserin
(L. Aronne et al., 2014; Fidler et al., 2011), naltrexona/bupropion de liberacion
sostenida (Davies et al., 2016), y liraglutida 3 mg (Davies et al., 2016; Davies et al.,
2015; Wadden et al., 2015). Aunque luego de los ensayos clinicos la administracion de
estos medicamentos arrojo valores estadisticos favorables sobre la pérdida de peso, el
valor promedio real en los pacientes tratados fue de tan solo de 3-7% de pérdida de peso
desde el inicio de la terapia (Srivastava & Apovian, 2018).

El tratamiento farmacoldgico en la obesidad debe indicarse en los pacientes con
IMC >30 kg/m2 o0 >27 kg/m2 en asociacion a comorbilidades mayores, y cuando no se
han alcanzado los objetivos de pérdida de peso >5 % al cabo de 3-6 meses de un
programa estructurado de cambios en el estilo de vida. Es importante recordar que la
indicacion debe hacerse en sujetos “motivados para perder peso”, remarcando la
importancia 36 de la participacion activa del paciente en el control de su enfermedad, y
que el farmaco debe incrementar la adherencia del paciente a la dieta hipocal6rica y
cambios de vida y conductuales (Yanovski & Yanovski, 2014). Del mismo modo, se
recomienda suspender la medicacion si transcurridos 3 meses no se alcanza una péerdida
de peso >5 %.

La principal limitacién para el empleo de los farmacos en la obesidad es que no
seran susceptibles de financiacién por el sistema publico, lo que reducird su
accesibilidad a los estratos socioeconomicos mas desfavorables, que es donde la
prevalencia de obesidad es mas elevada. Los efectos secundarios de ambos farmacos
son transitorios y no suponen una causa principal de abandono del tratamiento
(Yanovski & Yanovski, 2014).

Aun teniendo en cuenta que la farmacoterapia no es la piedra angular del
tratamiento de la obesidad, hay que valorarla y reivindicarla como una herramienta
terapéutica valiosa para aquellos pacientes que no hayan sido beneficiados con las
intervenciones de estilo de vida o que presenten dificultades para mantener la pérdida de
peso inicial durante largos periodos; por lo que el hallazgo de nuevos blancos
moleculares para contrarrestar el desarrollo de obesidad y/o de sus complicaciones
asociadas, se ha convertido en una tarea en creciente auge. Aunque todos estos
medicamentos y otros han demostrado ser efectivos como tratamiento complementario,

ninguno ha demostrado ser efectivo por si solo (Jensen et al., 2014).
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Al respecto, en los ultimos afios se han reportado numerosas moléculas como
posibles mediadores de la obesidad y/o sus complicaciones asociadas, y se ha
especulado ampliamente sobre el posible desarrollo de farmacos que modulen dichos
mediadores (Bhat & Sharma, 2017; Coleman & Mashek, 2011; Gluchowski, Becuwe,
Walther, & Farese, 2017; Lehner, Lian, & Quiroga, 2012; Martinussen, Bojsen-Moller,
Svane, Dejgaard, & Madsbad, 2017; Quiroga & Lehner, 2012; Valsamakis,
Konstantakou, & Mastorakos, 2017; Yang & Nickels, 2015). Sin embargo, la busqueda
sigue debido a las bajas eficiencias de respuesta o, principalmente, a los efectos
secundarios asociados al uso de tales drogas.

Los canales de potasio sensibles a ATP (K-ATP)

Los canales de potasio sensibles a ATP (K-ATP) son heteroctameros compuestos por
4 subunidades proteicas Kir6.x (6.1 o 6.2) que forman el poro y 4 subunidades
sulfonilurea (SUR1 o SUR2), reguladas por las concentraciones intracelulares de ATP y
ADP. La regulacion de la secrecion de insulina desde las células  pancreaticas depende
criticamente de las actividades de sus canales i6nicos de la membrana plasmatica. Los
canales de K" sensibles al ATP estan presentes en muchas células y regulan una
variedad de funciones celulares mediante el acoplamiento del metabolismo celular con
el potencial de membrana. La actividad de los canales (K-ATP) en las células beta
pancredticas esta regulada por cambios en las concentraciones de ATP y ADP (relacion
ATP/ADP) causadas por el metabolismo de la glucosa. Por lo tanto, los canales (K-
ATP) son los sensores ATP y ADP en la regulacion de la secrecion de insulina inducida
por la glucosa. Los canales (K-ATP) también son el objetivo de las sulfonilureas, que se
usan ampliamente en el tratamiento de la diabetes tipo 2. La clonacion molecular de las
dos subunidades del canal de células beta pancreaticas K (ATP), Kir6. 2 (un miembro
del canal K" rectificador hacia adentro) y SUR1 (un receptor para sulfonilureas), ha
proporcionado una gran comprension de su estructura y funcion. Las subunidades
Kir6.2 forman el poro permeable a los iones K* y confieren principalmente inhibicion
de los canales por ATP, mientras que las subunidades SUR1 confieren activacion de los
canales mediante los abridores de canales MgADP y K, tales como diazoxido, asi
como la inhibicion por sulfonilureas. Las subunidades SUR1 también mejoran la
sensibilidad de los canales al ATP (Seino, Iwanaga, Nagashima, & Miki, 2000).

Ademaés de acoplar al metabolismo con el potencial de membrana celular, los canales

Kir6.2/K-ATP pueden regular muchas actividades celulares actuando como sensores
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metabdlicos, especialmente en respuesta a situaciones de estrés metabdlico celular tales
como hiper o hipoglicemia, isquemia e hipoxia.

Regulando el estado de apertura del canal (abierto o cerrado), es posible afectar el
potencial de membrana celular y por lo tanto su respuesta. Compuestos bloqueadores de
los canales celulares Kir6.2/K-ATP (por ejemplo, repaglinida, tolbutamida y
glibenclamida) estimulan la liberacién de insulina y se usan en tratamiento de la
diabetes mellitus tipo 2. Compuestos abridores de canales Kir6.2/K-ATP (por ejemplo,
diazdxido, pinacidil y cromakalim), en cambio, han sido evaluados como farmacos para
el tratamiento de enfermedades cardiovasculares, asma y urinaria incontinencia y han
sido objeto de varias revisiones (Hansen, 2006). El tratamiento experimental con
compuestos que reducen la liberacion de insulina (por ejemplo, diazdxido) parecen
promover la pérdida de peso en algunos grupos de pacientes (Alemzadeh, Langley,
Upchurch, Smith, & Slonim, 1998). También ha sido demostrado que tratamientos con
diazoxido reducen la ingesta de alimentos y el aumento de peso en varios diferentes
estudios preclinicos (Alemzadeh, Jacobs, & Pitukcheewanont, 1996; Ohta, Nelson,
Nelson, Meglasson, & Erecinska, 1993). Al tratar individuos hiperinsulinémicos y
obesos con diazdxido y bajo una dieta restringida durante diez semanas, se observé una
pérdida de peso muy significativa (Hansen, 2006).

El mecanismo por el cual la hiperinsulinemia podria iniciar o potenciar el desarrollo
de obesidad ha sido investigado en estudios preclinicos. En ratas genéticamente obesas
de la linea Zucker se vio que la hipersecrecion de insulina precede a la obesidad y
demuestra ser un factor patogénico clave para el desarrollo de obesidad (Rohner-
Jeanrenaud & Jeanrenaud, 1985). Por ello, cuando ratas Zucker obesas se trataron con
diazoxido durante 4 semanas, se observo una reduccion en la ingesta de alimentos y una
disminucion del peso corporal, mejorando notoriamente la sensibilidad a la insulina
(Alemzadeh et al., 1996). Todo esto en su conjunto indica que los canales Kir6.2/K-
ATP cumplen un rol en la produccion y liberacion de insulina, lo que conlleva a un
sobrepeso marcado. Sin embargo el mecanismo por el cual dichos canales participarian

en el desarrollo de la obesidad y/o en la diabetes tipo 2 no ha sido demostrado adn.
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PROBLEMA

En base a lo expuesto, y conociendo que Kir6.2/ATP es un canal iénico presente en
las membranas celulares que cumple mdaltiples funciones, surgen las siguientes
preguntas: dado que el canal Kir6.2/ATP es importante en la liberaciéon de insulina,
¢cumple Kir6.2/ATP algun rol en el metabolismo glucidico mas alla de la liberacion de
insulina? De ser asi, ¢es directo o indirecto? En los ultimos afios ha sido demostrado
que el canal Kir6.2/ATP afecta la funcion pancreética ¢afecta de algin modo también la
funcion metabdlica del higado desde el punto de vista de los hidratos de carbono?

Conocer las respuestas a estos interrogantes abrira nuevos caminos para entender la
funcionalidad hepatica y poder asi comprender su fisiopatologia. Sobre todo, estos
estudios sientan las bases moleculares para el desarrollo de nuevos blancos terapéuticos

que eviten el desarrollo de obesidad y/o de sus complicaciones asociadas.
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OBJETIVOS

De lo expuesto anteriormente, surge el objetivo de esta tesis que es estudiar el rol de la proteina

Kir6.2/K-ATP en el metabolismo glucidico del raton. Especificamente, nos focalizaremos en:

1) Evaluar los niveles plasmaticos basales de glucosa en ratones previamente y después de
una dieta rica en grasas

2) Evaluar los niveles hepaticos de glucogeno en ratones previamente y después de una
dieta rica en grasas, antes y después de un ayuno de 12 hs

3) Evaluar la capacidad de respuesta a un estimulo oral de glucosa en ratones previamente

y después de una dieta rica en grasa
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MATERIALES Y METODOS

Para el desarrollo completo de esta tesis, utilizamos ratones de la cepa C57BI/6 de
tipo salvaje (WT, del inglés wild-type) de 60 dias de edad, los cuales fueron utilizados
como animales control, y ratones Kir6.2", los cuales fueron utilizados para evaluar el
rol de la proteina Kir6.2 en el metabolismo lipidico. Los animales fueron mantenidos en
el bioterio de la Universidad Abierta Interamericana (UAI). Se mantuvieron bajo un
ciclo de luz-oscuridad de 12 hs y fueron alimentados con comida regular para ratones
(chow) o una dieta especial conteniendo un 60% de grasa (HFD, del inglés high fat
diet). Todos los protocolos experimentales fueron realizados segun el Protocolo para el
cuidado y uso de animales de laboratorio aprobado por el Comité Institucional para el
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la UAI.

Preparacion de la dieta rica en grasas, HFD: las dietas regulares presentan un 5% de

grasa, por lo que se suplementd la dieta regular con grasa bovina comercial de modo de
alcanzar un 60% de grasa. Para ello, se pulverizd 1 Kg de dieta regular y se adicion0
con un 55% de grasa bovina comercial a temperatura ambiente. Una vez mezcladas
profusamente, se formaron trozos de mezcla de 20 cm de largo que a su vez se cortaron
y almacenaron en trozos de aproximadamente 3 cm® cada uno. Estos fueron
almacenados a temperatura -20°C y se retiraron del freezer 30 minutos antes de ser
administrada a los ratones. Los animales recibieron esta comida ad libitum, junto con
agua. Cada animal ingiri6 aproximadamente 15 g de HFD por semana.

El peso de los animales y el consumo de alimento se registraron semanalmente
durante las 10 semanas que durd la ingesta rica en grasas.

Antes del comienzo de la HFD, los animales se ayunaron durante toda la noche y
luego se extrajo sangre de la cola, se prepard plasma y se almacend a -20°C hasta su
utilizacion para la realizacion de las determinaciones bioguimicas.

Finalizada la HDF, los animales fueron anestesiados y el método de eutanasia
elegido para nuestros posteriores experimentos fue por exceso de anestesia y posterior
apertura de la caja toracica.

Los animales se anestesiaron con dosis de ketamina, 100 mg/kg y xilacina, 3 mg/kg.
Luego se abrio el abdomen y se extrajo el mayor volumen de sangre posible por

puncion cardiaca (con estos procedimientos se alcanza el punto final del animal).
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Cabe destacar que para evitar el sufrimiento de los animales se observo a los
mismos tres veces por semana. Se evalué movilidad, comportamiento y peso corporal.
No se observé ninguna alteracion en estos parametros, de haberlo hecho, se hubiera

sometido al animal a eutanasia como se describid previamente.

Una vez alcanzado el punto final, se extrajo el higado y se guardd un trozo a -20°C
para estudios bioquimicos y otro trozo se guardé en formol al 10% para los estudios
histoldgicos.

Determinaciones biogquimicas: se trabajara con plasma y/o con homogenados

hepaticos al 20%.

-en plasma se determinaron los valores de glucosa e insulina utilizando Kkits
comerciales disponibles.

Las determinaciones plasmaticas de las enzimas lactato deshidrogenasa (LDH),
aspartato aminotransferasa (AST) y alanina aminotrasnferasa (ALT) se realizaron como
medida de dafio hepatico. Para ello se utilizaron kits comerciales disponibles (Weiner
lab, Rosario, Arg).

-en tejido hepético de animales ayunados se midieron los valores de glucogeno
mediante el metodo descrito por van de Vies (Van Der Vies, 1954). Brevemente, se
tomaran trozos de higado fresco y se realizara un homogenado, del cual se extraeran las
proteinas mediante el uso de &cido tricloroacético. El glucgeno soluble se determinara
espectrofotométricamente a 650 nm mediante reaccion con I,.

Determinacién del contenido de glucégeno hepéatico mediante tincidn histologica:

partimos de muestras que han sido previamente fijadas e incluidas en parafina. Estas
muestras hepaticas cortaron en secciones de unas 8 um y fueron adheridas a
portaobjetos recubiertos con gelatina. Una vez deshidratada la muestra, los cortes se
incubaron con &cido peryodico al 0.5 % durante 5 min. Luego los cortes se lavaron con
agua seguido de una incubacion por 30 minutos con el Reactivo de Schiff (Solt,
Medline, & Farber, 1977).

Prueba de tolerancia a la glucosa (PTG): esta prueba se realizd antes y después del

inicio y finalizacion de la HFD, respectivamente. Los ratones fueron ayunados toda la
noche. La concentracion de glucosa se midié antes y a los 15, 30, 60, y 120 minutos
después de la administracién oral de glucosa (2 g/Kg de peso corporal) (Quiroga et al.,
2012).
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Preparacion de homogenados hepéticos al 20%: los homogenados se prepararon

pesando 0,5 g de tejido hepatico seguido del agregado de 950 pL de buffer de
homogeneizacién (250 mM sacarosa, 20 mM Tris, 5 mM EDTA, pH 7,4) conteniendo
inhibidores de proteasas. La mezcla se disgregd mediante el uso de un homogeneizador
de pie. Luego se centrifugd a 500 rpm y el sobrenadante se sonicé y se determiné la
concentracion de proteinas del mismo mediante el método de Lowry (Lowry,
Rosebrough, Farr, & Randall, 1951).

Electroforesis e inmunotransferencia: la presencia y niveles de las diferentes

proteinas en estudio se evaluaron por electroforesis seguida de inmunotransferencia
(Quiroga et al., 2007). En todos los casos donde se utilizo esta técnica, las corridas
electroforéticas se realizaron en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE) con una concentracion de poliacrilamida de 10% (p/v)
en los geles de separacion.

Las muestras fueron disueltas en solucion amortiguadora de muestra (Tris-HCI
1M, SDS 10% (v/v), azul de bromofenol 0,005% (p/v), glicerol 10% (v/v); pH=6,8), a
la que se le agreg6 ditiotreitol hasta llegar a una concentracién de 10% (v/v) en
solucion amortiguadora.

Se sembraron cantidades iguales de proteinas (30 pg por muestra) y los geles se
sometieron a electroforesis a un voltaje de 110 V durante 15 min, luego el voltaje se
elevd a 150 V hasta completar la corrida. Los geles se prepararon y corrieron
utilizando un equipo comercial (Mini-PROTEAN 3 Cell; Bio-Rad, Hercules, CA,
USA).

Posteriormente a la corrida electroforética, se realizd la transferencia de las
proteinas a membranas de polivinildifluoruro (PerkinElmer Life Sciences, Boston,
MA, USA). La transferencia se realiz6 durante 70 min a 4°C a un amperaje constante
de 0,3 A que se corresponde con un voltaje variable de entre 80 y 110 V, utilizando un
equipo comercial (Mini Trans-Blot Cell; Bio-Rad). Una vez finalizada la transferencia,
las membranas se bloquearon durante 1 hora en solucion amortiguadora de lavado
(PBS - Tween 20 0,3% (v/v)) conteniendo 10% (p/v) de leche baja en grasa, a
temperatura ambiente. Finalizada la etapa de blogqueo de las membranas, las mismas se
lavaron con solucion amortiguadora y se incubaron toda la noche a 4°C con una
solucion de anticuerpo primario correspondiente a la proteina que se estaba

cuantificando. Para ello, se utiliz6 una dilucién del anticuerpo (anti p-AKT o anti
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AKT) en solucion amortiguadora de lavado con azida 0,02% (p/v) y albdmina 3%
(p/v).

El plan de trabajo se llevo a cabo dentro del convenio existente entre la Universidad
Abierta Interamericana y el CONICET (expediente N° 5698/17). La mayor parte del
trabajo se llevo a cabo en el bioterio de la UALI, sin embargo, algunas determinaciones
bioquimicas se llevaron a cabo en el Instituto de Fisiologia Experimental perteneciente
al CONICET.

El estudio se enmarcé dentro de un proyecto del investigador Ariel D. Quiroga y

correspondid en un 100% a investigacion basica.

Anélisis estadisticos: en cada caso se aplicaron los estudios estadisticos adecuados.

Cada grupo de animales cont6 con un n > 7. Los resultados se expresaron como valor de
la media + SE. La significancia de las diferencias halladas se puso a prueba mediante un
test ANOVA de una via. Cuando al realizar la prueba ANOVA obtuvimos una
significancia baja (menor a 0,05) utilizamos una prueba post-hoc, (teniendo en cuenta
que para aplicar este tipo de test las diferencias entre grupos deberan ser grandes). La
prueba de la Diferencia Honestamente Significativa de Tukey (HSD de Tukey) fue

nuestra primera opcion, que nos permitié comparar cada grupo con todos los demas.
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RESULTADOS

Los animales fueron monitoreados diariamente durante todo el proceso experimental
para descartar signos de sufrimiento animal. Tanto antes como durante y después de la
dieta rica en grasa, los animales no mostraron ningin signo de sufrimiento y su
comportamiento fue acorde con lo esperado (Poole & Morgan, 1975). Lo mismo se
evalué durante los procedimientos experimentales, no halldandose ninguna alteracién

visible de sufrimiento animal.

Evolucion del peso corporal

Se espera que luego de una dieta rica en grasa los ratones wild-type (control)
aumenten, en promedio, alrededor de 1.5 gramos por semana (este crecimiento no es
lineal dado que generalmente los ratones muestran un gran incremento de peso las 2
primeras semanas luego dela dieta rica en grasa y luego los aumentos se estabilizan)
(Langford et al., 2010; Park et al., 2011).

Nuestros animales control aumentaron de peso como se esperaba. Sin embargo, los
animales Kir6.2” no reflejaron el mismo indice de aumento que los ratones control
(Figura 1). Este resultado esta en linea con publicaciones previas en donde demostraron
que los ratones Kir6.2”" son resistentes al aumento de peso luego de una dieta rica en
grasa (Park et al., 2011).

3199
33+ .
-0~ wild-type
304 - Ki6.2"
Cl
S 27
5 239¢g
o
5 24
o
2 214
[}
o
184
15 T T T T
0 2 4 6 8 10

Tiempo (semanas)

Figura 1. Evolucion del peso corporal. Los ratones fueron pesados y sometidos a una dieta
rica en grasa por 10 semanas. Los pesos corporales fueron monitoreados semanalmente. En el
inserto se observa la diferencia de peso corporal al final del estudio.

Determinacion del dafio hepatico
Antes vy al finalizar el tratamiento de dieta rica en grasa se realizd la determinacion
de las actividades plasmaticas de las enzimas LDH, ALT y AST, cuyos valores elevados

respecto de un control indican cierto grado de dafio tisular hepatico. No se observaron
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cambios en la actividad plasmatica de ninguna de estas enzimas entre los distintos
genotipos, sin embargo, cabe destacar que la actividad de todas las enzimas fue
levemente mas elevada en todos los animales después de la dieta rica en grasa (Figura
2).
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Figura 2. Marcadores plasmaticos de dafio hepatico. Los ratones fueron
ayunados durante 12 h, luego se recogié sangre, se preparé plasma y los
niveles de actividad de LDH, ALT y AST se midieron utilizando Kkits
comerciales.

Concentracion basal de glucosa plasmatica

Tal como muestra la figura 3, la concentracion plasmatica de glucosa basal de los
animales Kir6.2" fue significativamente menor respecto de los animales control antes y
después de la dieta rica en grasa. Sin embargo, la dieta no tuvo ningun efecto en los
niveles basales de glucosa plasmatica dado que las diferencias observadas entre los

genotipos antes de la dieta rica en grasa, se mantuvieron hasta finalizado el tratamiento.
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Figura 3. Niveles basales de glucosa plasmatica. Los ratones fueron
ayunados durante 12 h, luego se midié la concentracion de glucosa mediante la

utilizaciéon del medidor FreeStyle Optium (Abbott Laboratories Argentina
S.A)
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Niveles basales de insulina

Dadas estas caracteristicas presentes en los animales Kir6.2”~ decidimos medir los
niveles de insulina plasmatica en las mismas muestras de sangre utilizadas para medir
los niveles plasmaticos de glucosa. La figura 4 muestra los resultados. Como puede
observarse, los niveles de insulina se encontraron levemente disminuidos en los
animales Kir6.2” respecto de los animales wild-type bajo la dieta chow (Figura 4A).
Por otro lado, la dieta rica en grasa indujo un aumento de casi el triple en la
concentracion plasmatica de insulina los animales control (Figura 4B y 4A). Sin
embargo, no se vio efecto alguno de la dieta sobre los niveles de insulina en los
animales Kir6.2". Este fenémeno llevé a que la diferencia en los valores de insulina

entre ambos genotipos sea considerablemente mayor bajo este régimen dietario.
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Figura 4. Niveles basales de insulina plasmatica. Los ratones fueron
ayunados durante 12 h, luego se midié la concentracién de insulina en plasma

mediante la utilizacion de un kit de ELISA (Milipore-Sigma, Darmstadt,
Alemania).
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Prueba de tolerancia oral a la glucosa

Los resultados anteriores nos condujeron a la realizacion de la prueba de tolerancia
oral a la glucosa. Esta prueba es una delos procedimientos mas utilizados tanto en
animales de experimentacion como en humanos para determinar cuan sensible es un
individuo a una sobrecarga de glucosa, o dicho de otra manera, ayuda a determinar
como un organismo regula los niveles altos de glucosa luego de una sobrecarga forzada.
Esta prueba se puede usar como prueba de deteccion para la diabetes de tipo 2.

Para la realizacion de esta prueba los animales deben ayunarse durante un
determinado tiempo y luego ser sometidos a una sobrecarga oral de glucosa
concentrada. Las concentraciones de glucosa se miden antes y a distintos tiempos
después del bolo de glucosa. Los resultados obtenidos en nuestra experiencia se
muestran en la figura 5. Los animales control, sometidos a una dieta regular chow,
mostraron la tipica curva de utilizacion de la glucosa, con un pico méximo a los 15
minutos de administrada la glucosa, con una rapida caida hacia los 30 minutos,
alcanzando los valores basales antes de las 2 horas (Figura 5A).

Los animales Kir6.2”~ sin embargo, mostraron una curva de depuracién plasmatica
de glucosa muy alterada con respecto a los animales control bajo la dieta regular. La
curva de los animales Kir6.2”" presenta un pico més retrasado que el de los animales
control (30 min) y la depuracién total se alcanza hacia las dos horas luego de
administrada la glucosa, sin embargo en este punto, los valores de glucosa fueron
inferiores a los valores de partida (Figura 5A). La forma de visualizar estos cambios de
manera global y certera, es a traves del andlisis del area bajo la curva, dado que las
curvas pueden parecer diferentes por la disposicion de los puntos luego de realizado el
analisis estadistico, sin embargo, cada animal por separado puede presentar curvas muy
variadas, que llevadas al conjunto no muestran (o si) cambios. En la figura 5B puede
verse que efectivamente los animales presentan diferencias en la depuracion de la

glucosa administrada por via oral.
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Interesantemente, la dieta rica en grasas tuvo los efectos esperados sobre los
animales control, llevandolos a una depuracion mas lenta de la glucosa plasmatica
(figura 5C). Notar que la curva de los animales control es muy similar a la curva de los
animales Kir6.2” bajo la dieta chow. Sin embargo, la dieta parecié no tener efectos
sobre la velocidad de depuracién de la glucosa plasmatica en los animales Kir6.2™"
(Figura 5C). El analisis del area bajo la curva mostré cémo los animales control se
acercaban al modo de depurar la glucosa plasméatica de los animales Kir6.2"~ (Figura
5D).
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Figura 5. Niveles basales de insulina plasmatica. Los ratones se mantuvieron en ayunas durante 12 h 'y
se midieron los niveles de glucosa. Luego se administré una solucion de glucosa por sonda gastrica de 2 g
glucosa/g peso corporal y se midieron los niveles de glucosa en plasma en diferentes momentos.

Via de sefializacion de AKT

Dados estos resultados, nos parecié interesante indagar en el estado de activacion de
la via de sefializacion mas comun de la insulina en el higado: la via de sefializacion de
AKT. Como se muestra en la figura 6, no se vieron diferencias en los niveles basales de
activacion de AKT hepatico (fosforilacion de AKT). Sin embargo, la dieta rica en grasa,

indujo un gran aumento de la activacion de dicha proteina Ilevando probablemente a la
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transcripcion de numerosos genes implicados en la utilizacion de la glucosa a nivel
hepatico. Interesantemente, no se vio ningun efecto de la dieta sobre la activacion de
AKT en los animales Kir6.2". La figura 6B muestra la cuantificacién de las bandas

observadas en la inmunotransferencia.
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Figura 6. Evaluacion del estado de la via de sefializacion de AKT. Finalizada la
dieta, ratones ayunados por 12 h se sacrificaron y los higados fueron removidos
cuidadosa y rapidamente. Una parte fue utilizada para histologia y otra parte fue
mantenida a -20 °C para la realizaciébn de homogenados al 20% y posterior
determinacion de los niveles proteicos de AKT y p-AKT mediante la técnica de
electroforesis seguida de inmunotransferencia.

Determinacion del contenido de glucégeno hepético

El resultado anterior, nos indican que en los animales Kir6.2”" no habria una
regulacién de la utilizacion de glucosa por parte del higado, mientras que en los
animales control si (como se explico anteriormente, si AKT se activa induce
transcripcion de genes para regular los niveles plasmaticos de glucosa. Por tal motivo,
decidimos medir los niveles hepéaticos de glucdgeno, que es el primer nivel de
utilizacion de glucosa. La figura 7 muestra el contenido hepatico de glucdgeno
determinado por la técnica de PAS. En los paneles A y B puede observarse la diferencia
en el contenido de glucogeno entre los animales de los diferentes genotipos. Claramente
los animales Kir6.2" acumulan menores cantidades de glucogeno que los animales
control. Los paneles C y D muestran las diferencias luego de la dieta rica en grasa.
Como puede observarse, los animales control acumulan grandes cantidades de
glucégeno en lo hepatocitos, mientras que los animales Kir6.2” se manifiestan
resistentes a la acumulacion de glucdgeno. Este resultado esta en linea con los niveles

de insulina plasmatica observados.
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wild-type Kir6.2"

Figura 7. Determinacion del contenido hepatico de glucdgeno. Finalizada la dieta, ratones ayunados por
12 h se sacrificaron y los higados fueron removidos cuidadosa y rapidamente. Una parte fue utilizada para
histologia y otra parte fue mantenida a -20 °C para técnicas bioguimicas. La tincidon de PAS permite ver
acumulaciones celulares de glucdgeno.

La figura 8 muestra la cuantificacion del contenido de glucégeno hepéatico mediante
una técnica bioquimica. Como se observa, la determinacion bioquimica de glucdgeno

hepatico coincide perfectamente con la determinacion histoldgica.

A B
Chow HFD
=) =)
._S 150+ [ witd-type __E 150+ ° [ wild-type
g W «is2" £ ':E H «is.2"
= o2o . = *
g 810 .
® o u
Qo o
2 2
5 50 o 50
c =
a [}
[)] [)]
0 Re)
O (3]
2 0 3 0
) 0]

Figura 8. Determinacion del contenido hepatico de glucégeno. Finalizada la
dieta, ratones ayunados por 12 h se sacrificaron y los higados fueron removidos
cuidadosa y rapidamente. Una parte fue utilizada para histologia y otra parte fue
mantenida a -20 °C para técnicas bioquimicas. La determinacién del contenido
celular hepatico de glucégeno se determiné mediante colorimetria.
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DISCUSION

Tanto la diabetes como la obesidad fueron recientemente reconocidas como
epidemia por la Organizacién Mundial de la Salud debido a su creciente incidencia.
Paraddjicamente y en retroalimentacion la obesidad es considerada el factor ambiental
mas importante involucrado no s6lo en la etiopatogenia del tipo de diabetes mas
frecuente en todo el mundo: la diabetes tipo 2, sino también en el desarrollo de sus
complicaciones. La creciente evidencia cientifica apunta también al papel de la obesidad
y sobrepeso en el desarrollo de la diabetes tipo 1.

El sobrepeso y la obesidad estan muy correlacionados con la diabetes tipo 2. La
obesidad es la responsable mas importante en el desarrollo de la resistencia a la insulina,
gue aparece como un componente temprano en la enfermedad, y es manifestado
principalmente por hiperinsulinemia (D'Adamo & Caprio, 2011; Kim & Caprio, 2011;
Reinehr, 2013). La resistencia a la insulina es mas frecuente en nifios obesos con alto
peso, altura y circunferencia de la cintura. El desarrollo de obesidad esta altamente
relacionada con el desarrollo temprano de la adiposidad en los nifios menores de 3 afos,
lo cual ha sido demostrado que conduce a un aumento de la masa corporal durante la
adolescencia (Pulgaron & Delamater, 2014). La obesidad combinada con una
deficiencia plasmética de insulina conduce indefectiblemente al desarrollo de la diabetes
tipo 2 (D'Adamo & Caprio, 2011; Pulgaron & Delamater, 2014).

En 2002, una encuesta mundial organizada por la OMS demostr6 una prevalencia de
21.5% de diabetes tipo 2 y un 54,8% de obesidad. La misma encuesta realizada en 2013
reveld una prevalencia de diabetes tipo 2 del 45,8% (Lin et al., 2017). Se estima que en
2030 552 millones de personas en el mundo podrian sufrir diabetes tipo 2 (Colosia,
Palencia, & Khan, 2013). Todos estos valores estan intimamente relacionados con la
obesidad.

Interesantemente, un estudio a nivel mundial de la enfermedad en 2010 destaco que
la mortalidad de las personas con diabetes (todos los tipos) aument6 entre 1990 y 2010
de 16.3 a 19.5 por 100.000 pacientes (Lin et al., 2017). En personas con diabetes tipo 2,
el aumento de peso corporal se asocié con una mayor probabilidad de desarrollar
complicaciones cardiovasculares como infarto de miocardio, accidente cerebrovascular
e insuficiencia renal (Reinehr, 2013).

Como el principal factor de riesgo para el desarrollo de diabetes tipo 2 es la
obesidad, torna crucial la prevencion de esta Ultima para asi contrarrestar el aumento de

peso excesivo (Colosia et al., 2013). Idealmente, esta prevencion deberia iniciarse
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incluso antes del nacimiento. El ser consciente sobre la importancia de la dieta, la
actividad fisica y el estilo de vida sedentario son muy importantes factores de
prevencién y se comprobd que los adolescentes obesos que cumplen con esas pautas
tenian menor resistencia a la insulina, mejor control glucémico, y mayor indice de
prevencion de diabetes tipo 2 (D'Adamo & Caprio, 2011; Pulgaron & Delamater, 2014).
Surge asi la concepcion de que la prevencion a partir de la realizacion de cambios en el
estilo de vida del paciente obeso es el mejor tratamiento posible contra la enfermedad.

Sin embargo, la prevencién es extremadamente dificil de llevar a cabo por el modo
en el que vivimos las sociedades modernas. En la actualidad hay una gran variedad de
modalidades que son usadas para tratar el sobrepeso y la obesidad y evitar asi el
desarrollo de diabetes tipo 2, entre las que podemos considerar distintos tipos de dietas,
terapias de ejercicio fisico, terapias del comportamiento, la farmacoterapia, cirugias y
terapias combinadas, aunque todas estas requieran una gran dosis de voluntad por parte
del paciente.

Las pruebas farmacoterapéuticas para mitigar la obesidad y el desarrollo de diabetes
tipo 2 se han incrementado considerablemente en los ultimos tiempos debido a la
presion que ejercen las sociedades consumistas sobre los gobiernos para que inviertan
en investigaciones focalizadas al desarrollo de terapias que permitan “comer sin
engordar”. Asimismo, la farmacoterapia se ha convertido en una herramienta terapéutica
importante para aquellos pacientes que no obtuvieron beneficios con las intervenciones
de estilo de vida o que no puedan mantener la pérdida de peso inicial durante largos
periodos. Sin embargo, la efectividad de la misma no logra superar las expectativas
considerando los gastos que conlleva el desarrollo de un farmaco para uso humano. Es
por ello que surge la importancia vital de hallar nuevos blancos moleculares para
contrarrestar el desarrollo de obesidad y/o de sus complicaciones asociadas.

Durante los ultimos afios se han reportado numerosas moléculas como posibles
mediadores de la obesidad y/o sus complicaciones asociadas, y se ha especulado
ampliamente sobre el posible desarrollo de farmacos que los modulen (Bhat & Sharma,
2017; Coleman & Mashek, 2011; Lehner et al., 2012; Martinussen et al., 2017; Quiroga
& Lehner, 2012). Sin embargo, la busqueda sigue en curso debido a las bajas eficiencias
de respuesta o, principalmente, a los efectos secundarios asociados al uso de tales
drogas, ya que con los farmacos disponibles hay limitaciones tanto por la eficacia como

por la tolerabilidad (Sweeting, Hocking, & Markovic, 2015).
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Por ello, los canales de potasio sensibles a ATP (K-ATP) han comenzado a llamar la
atencion de los investigadores, debido a que se comprobd que estan involucrados de
manera muy activa en la regulacion del metabolismo corporal (Tinker, Aziz, Li, &
Specterman, 2018). En este trabajo de Tesis, nos focalizamos en evaluar el efecto de la
deficiencia de la proteina Kir6.2, componente clave del canal de potasio, en el
metabolismo de la glucosa en un modelo de obesidad inducida por la dieta.

Vimos que luego de la dieta rica en grasa los animales control (wild-type) aumentan
de peso de acuerdo a los publicado previamente (Alekseev et al., 2010; Park et al.,
2011), sin embargo, hacia el final de la dieta rica en grasa, los animales carentes de la
proteina Kir6.2 aumentaron de peso aproximadamente un 25% menos que los control.
Llamativamente, estos animales consumieron mas comida que los animales control, tal
como fue demostrado previamente por (Park et al., 2011), en dnde observaron que los
animales carentes de la proteina Kir6.2 resultaban refractarios al aumento de peso con
marcada hiperfagia.

Se sabe que, dependiendo del tiempo de administracion y de la composicion, las
dietas ricas en grasa pueden conducir a dafio hepatico (Duan et al., 2018). En nuestro
estudio comprobamos que la dieta no tuvo ningin efecto en el dafio hepatico entre los
grupos control y Kir6.2”", sin embargo, pudimos observar una tendencia a mayor
liberacion de enzimas hepaticas, marcadores del dafio hepatico, en todos los animales
bajo la dieta rica en grasas comparada con los animales bajo dieta regular. Lo cual nos
hace deducir que quizaés si prolongamos el tiempo de la dieta, quizés se observen dafios
hepaticos considerables.

Es interesante lo observado en los estudios de glucosa e insulina en estos animales,
que para poder explicarlo, deben considerarse como un todo. Basicamente, vimos que
los animales control mantuvieron sus concentraciones basales de glucosa respecto de la
dieta, asi como los animales Kir6.2”". Sin embargo, cuando evaluamos los niveles de
insulina, vimos que los animales control presentaban casi el triple de insulina en plasma
gue los mismos bajo dieta chow. Esto indica que los animales control, para poder
regular la concentracién plasmatica de glucosa, deben hipersecretar insulina, debido a la
inminente resistencia a la misma inducida por la dieta. Los animales carentes de Kir6.2,
sin embargo, carecieron de reaccion a la dieta. Se sabe que una dieta rica en grasa
generalmente resulta en resistencia periférica a la insulina e hiperinsulinemia inducida
como respuesta compensatoria (Saltiel, 2001). Ha sido demostrado tanto in vivo como

in vitro que los &cidos grasos pueden aumentar agudamente la sensibilidad celular a la
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insulina estimulada por glucosa (Polonsky, 1999; Warnotte, Gilon, Nenquin, &
Henquin, 1994). Cuando fueron sometidos a la dieta rica en grasa, los ratones control
mantuvieron una glicemia normal, con un marcado incremento compensador de la
concentracion de insulina plasmética. En marcado contraste, los animales Kir6.2" ya se
mostraron levemente intolerantes a la glucosa bajo un régimen dietario normal, y al
cabo de 10 semanas de dieta rica en grasa se volvieron levemente mas intolerantes a la
glucosa. Esto pareciera correlacionarse con resultados de estudios previos en donde se
demuestra que los animales Kir6.2” presentan una hipersensibildad a la insulina bajo
una dieta regular (Miki et al., 2002). Luego de la dieta rica en grasa, los animales
carentes de Kir6.2 mantienen esa sensibilidad, aparentemente inalterada. Por lo que
podemos explicar que la intolerancia a la glucosa que presentan los animales Kir6.2”
puede deberse a una capacidad secretoria reducida. Cabe destacar que Park et al,
demostraron previamente que los ratones Kir6.2” muestran una respuesta hipotalamica
casi nula luego de una sobrecarga de glucosa (Park et al., 2011).

Esto nos llevo a evaluar la via de sefializacion de la insulina en el higado, que es el
principal 6rgano donde se lleva a cabo la depuracién de la glucosa plasmatica. Cuando
la insulina se une a su receptor desencadena la autofosforilacién del mismo que genera
sitios de anclaje para las proteinas sustrato del receptor de insulina (IRS-1-1RS4). Estas
proteinas, a su vez, desencadenan la activacion de una amplia gama de proteinas
transductoras de sefial entre las que se encuentra AKT. AKT activada, fosforilada,
ejerce efectos sobre numerosos caminos que finalmente regulan la homeostasis de
lipidos y carbohidratos (Hennessy, Smith, Ram, Lu, & Mills, 2005). Nuestros
resultados, mostraron una vez mas que los animales Kir6.2” debido a que presentan
niveles de insulina inalterables con la dieta, también se muestran no reactivos respecto
de la accion de la misma en el higado.

Esto nos llevé a evaluar los niveles de reservas energéticas relacionadas con el
metabolismo de hidratos de carbono. EI metabolismo del glucdgeno esta altamente
regulado por las hormonas pancreéticas glucagén e insulina. La insulina que se libera
del pancreas en respuesta a una elevacion de la glicemia, desencadena una cascada de
activacion de la fosfoproteina fosfatasa. Esta fosfatasa cataliza la hidrolisis de los
grupos fosfato de todas las enzimas implicados en el metabolismo del glucdgeno
(fosforilasa, fosforilasa quinasa, sintetasa). El resultado es la inactivacion de la
glucogendlisis y la activacion de la glucogenogénesis. Por ello, medimos los niveles de

glucdgeno en el higado por dos métodos distintos (dado que los niveles de glucdgeno
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varian enormemente dependiendo de la hora del dia). Tal como esperdbamos,
observamos a marcada caida en los niveles de glucdgeno hepético en los animales
Kir6.2". Estos resultados estan en linea con resultados previos en donde demuestran
que estos animales son muy sensibles al agotamiento, debido a la falta de reservas
energeéticas.

38



CONCLUSIONES

Nuestros resultados son interesantes de muchas maneras, dado que son el
complemento necesario para el estudio del rol de la proteina Kir6.2 en el metabolismo
lipidico (Tesis del estudiante Ignacio Baez-Rosés). Pero ademas, estamos convencidos
de que la resistencia observada a la ganancia de peso corporal bajo una dieta rica en
grasa, inducida por la deficiencia de la proteina Kir6.2, proporciona una base para un
posible tratamiento antiobesidad. Por ello, debemos observar y entender la imagen
completa. La relacion entre el metabolismo glucidico y la proeina Kir6.2 quizas sea lo
mas estudiado hasta ahora, sin embargo, poco se sabe sobre los efectos que pueda
causar la proteina Kir6.2 (o la falta de la misma) sobre el metabolismo hepatico en
general. Lo cierto es que en la Universidad Abierta Interamericana contamos con la
mejor herramienta para realizar este tipo de estudios que es el raton carente de la
proteina Kir6.2.

Nuestros resultados representan los primeros pasos en la investigacion del rol que
cumple esta proteina en el metabolismo de manera global. Queda mucho por hacer y
muchos interrogantes por responder, como por ejemplo ¢cuél es la relacion entre las
alteraciones del metabolismo glucidico con las del metabolismo lipidico? ¢Hay un nexo
entre ambos metabolismos? Estamos convencidos de que nos paramos en el camino
correcto para aportar cierta luz a estos interrogantes.

Es importante destacar que abrir nuevos caminos para entender la funcionalidad
hepatica y comprender asi su fisiopatologia, redundara en el aumento de posibilidades
para el desarrollo de nuevos blancos terapéuticos que eviten el desarrollo de obesidad,

la diabetes y de sus complicaciones asociadas.
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