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RESUMEN
Introduccion: La obesidad es considerada un problema de salud publica por su

impacto en la calidad de vida y se presenta como una consecuencia de la ingesta
crénica de dietas hipercaléricas. En un estado de obesidad las células beta
pancreaticas sufren dafo asociado a estrés oxidativo, alteracion en la permeabilidad
de la membrana, ademas de problemas para sintetizar y liberar insulina.

Objetivo: Evaluar el efecto de la obesidad inducida por dos dietas, una dieta alta en
sacarosa y otra alta en grasa, sobre la produccion, liberaciéon de insulina y en la
funcién mitocondrial de las células beta pancreaticas en ratas.

Métodos: Se utilizaron ratas Wistar macho recién destetadas, divididas en tres
grupos y alimentadas_ spor 12 meses con dieta estandar (Control), alta en
carbohidratos (Sacarosa)-y alta en lipidos (Grasa). Se registro el peso, IMC,
consumo caldrico, niveles de=glucosa, insulina, tolerancia a la glucosa (GTT) y
presion arterial. Se evalud la_concentracion de especies reactivas de oxigeno
(ROS), potencial de membrana mitocondrial y apertura del poro de transicién de la
permeabilidad mitocondrial A(PTPm) con sondas fluorescentes en islotes de
Langerhans. Finalmente se.evalué por.western Blot la expresion de proteinas
involucradas en la sintesis y liberacion desinsulina en homogenizados de pancreas.

Resultados: El peso corporal y el consumo’calorico fueron similares entre los tres
grupos, con IMC mayor en Sacarosa. Ambas dietas indujeron acumulacion de grasa
abdominal, hiperglucemia, hiperinsulinemia, valores.alterados en la GTT y la presién
arterial. En los islotes aislados, la presencia de especiesreactivas de oxigeno (ERO)
fue mayor en Sacarosa, sin cambios en el potencial de membrana y la apertura del
PTPm. De las proteinas involucradas en la sintesis.y liberacién de insulina
evaluadas, GLUT-2 y SNAP-25 disminuyeron en ambas dietas y Sintaxina solo en
Sacarosa,; contrario a Maf-A qué aumento su expresion en el grapo Grasa.

Conclusiones: Ambas dietas hipercaléricas indujeron obesidad abdominal,
hiperglucemia e hiperinsulinemia; sin embargo, la dieta de sacaroSa“mostro una
mayor severidad en el metabolismo de la glucosa, aumenta el estrés oxidativo, la
presion arterial y ademas modifica la expresion de proteinas implicadas en la
sintesis y liberacion de insulina en los islotes de Langerhans.



SUMMARY
Introduction: Obesity is considered the leading public health issue because of its

impact on quality and life’s. Obesity is mainly a consequence of chronic hypercaloric
diets» ingestion. The beta-pancreatic cells suffer oxidative stress-associated
damage; mitochondrial dysfunction with altered membrane potential and opening in
the mitechondrial permeability transition pore (mPTP) among disruption in insulin
synthesis andyrelease.

Objective: T0_evaluate the effects of high sucrose- and high fat diet-consumption
induced obesity_on insulin production and release; moreover, the mitochondrial
function in the betaspancreatic cells of rats.

Methods: Male just weaned Wistar rats were divided into three groups and feed with
different diets along 12 mionths: Control group (standard chow); Sucrose group (feed
with standard chow and 30%, sucrose solution), and Fat diet group (feed with 30%
of lard in the chow and tap water). Bodyweight was recorded monthly. At the end of
12 months, the BMI, caloric capsumption, serum glucose, insulin levels, besides a
glucose tolerance test (GFT), were. determined. The oxidative stress, mitochondrial
membrane potential, and mPIP. opening by using fluorescent dyes. Finally, the
expression of proteins involved in insuling production and release of insulin were
evaluated in pancreas homogenate

Results: Body weight and caloric‘consumption were similar between groups with
slightly higher BMI in the Sucrose group. Both hypercaloric diets induced abdominal
fat accumulation, fasting hyperglycemia and hyperinsulinemia. The serum glucose
levels were higher for the two obese groups along the 120 minutes of the GTT. The
oxidative stress was slightly higher only in the Sucrosé group, whereas the mPTP
and membrane potential were similar between the three grotps. The expression of
GLUT-2 and SNAP-25 was reduced in Sucrose and Fat diet'groups; the expression
of Sintaxina 1a was reduced only on Sucrose, whereas Maf A inereases only in the
Fat diet group.

Conclusion: Both hypercaloric diets induced abdominal obesityy hyperglycemia,
and hyperinsulinemia; however, the high sucrose diet shows a greater severity in
metabolic disruption, worsens the glucose metabolism, increasing oxidative stress
and disturbing the insulin production-associated proteins expression in pancreas.



1.- INTRODUCCION

Elconstante aumento en la prevalencia de obesidad a nivel global ha
deSernicadenado un gran interés debido a los multiples factores de riesgo que éste
genera:_Ademas de ser un gran problema de salud publica, representa un

importantesiesgo para el deterioro de la salud.

Se ha sefalado que el sobrepeso y la obesidad son los principales factores para
desarrollar enfermedad cronica, tales como diabetes, enfermedades hepaticas,
cardiovascularesy sindrome metabdlico (SM); y su aparicidén esta relacionada con

la ingesta excesiva de dietas hipercaldricas (Gonzalez et al, 2008).

Estudios previos han deserito que la obesidad inducida por el consumo de dietas
altas en grasas o altas encarbohidratos presenta diferentes caracteristicas. Un
estudio en ratones mostré que’la dieta alta en carbohidratos aumenta la tasa de
lipogénesis y la actividad desla lipasa en ayunas; por su parte la dieta alta en grasa
no promueve la lipogénesisniincrementa la captacion de glucosa por los adipocitos
(L6pez de Fez et al 2004; Lafontan, 2042), ademas se ha reportado que en dietas
altas en sacarosa se propicia un estado deshiperglucemia acompafnado de oxidacion
elevada de &cidos grasos, mayor biosinteSis#de colesterol, hiperpolarizacion de la
membrana mitocondrial y un reduccién’de intercambio de ATP/ADP; acompafiada
de una reduccion de la proteina quinasa que reduce la lipolisis y la sefializacién de
la liberacion de insulina en el pancreas (Matos et al,.2014; Gomez-Criséstomo et al,
2018)

Otros estudios en ratas relacionan el consumo de dietastaltas en grasa con el
desarrollo de hiperglucemia, con resistencia a la insulina y disfungion de las células
beta, o un estado de prediabetes semejante al de los humanes (Arias-Diaz &
Balibrea, 2007; Rodriguez et al, 2009). En breve, los estudios indican-que una dieta
con alto contenido en lipidos es dafiina para la funcion mitocondrialy, ademas de
promover la inflamacion metabdlica o citotoxicidad (Pepin et al, 2016;.Sergi et al,
2019). Por otra parte, las dietas ricas en carbohidratos se caracterizan por-propiciar

patologias como hipertrigliceridémia, hiperglucemia y enfermedad cardiovascular;



con desarrollo de obesidad y resistencia a la insulina lo que en conjunto deriva en
la formacion de metabolitos téxicos causando lipotoxicidad. De manera particular el
aumento de triglicéridos dafa a las células 3 afectando la funcion de los receptores

de insulina y causando muerte celular (Burgeiro et al, 2017).

Frente @‘este panorama es importante analizar el impacto que la obesidad tiene
sobre el metabolismo, asi como el dafio que esta condicion podria inducir en la
funcion de los sistemas bioldgicos en el organismo. Para fines de este proyecto se
evaluo la funcion de las células beta pancreéticas y de sus mitocondrias en dos
modelos de obesidad\inducida por el consumo de dietas hipercaldricas, con el
objetivo de comparar principalmente las modificaciones en el metabolismo de la

glucosa, la sintesis de ifisulina y la funcion mitocondrial.



2.- MARCO TEORICO
2.1,- OBESIDAD Y DIABETES

La obesidad es considerada un estado inflamatorio cronico, donde la sobrecarga de
lipidoes, depositados en el higado, musculo, corazon y otras visceras provoca
lipotoxicidad, con la presencia de estrés oxidativo como principal inductor de un
estado inflamatorio crénico y dafio celular (Higdon & Frei, 2003; Argente et al., 2006;
Gonzalez et'al,*2008; De Tursi et al., 2013). La obesidad también es considerada
el principal factorde riesgo para desarrollar Diabetes Mellitus tipo 2 (DM 2) siendo
la lipotoxicidad y‘elestrés oxidativo algunas de las posibles causas (Gonzalez et al.,
2008, Murray, 2013y Allagnar et al., 2016; Bensella et al., 2018). La diabetes
comprende un conjunte_de trastornos cronicos que se caracteriza por el aumento
de la concentracion de glucosa en sangre o hiperglucemia, debido principalmente
al mal funcionamiento o destruccion de las células beta pancreaticas, encargadas
de sintetizar insulina, la hormona-fesponsable en la regulacién de glucosa (Santiago
et al., 2012; Bensella et al7,/2018).

2.2.- SINTESIS Y LIBERACION DE INSULINA

Para la regulaciéon de las concéentraciones-glucosa es necesario mantener niveles
de insulina optimos, por esta razonglas células betas dirigen su sintesis y liberacion
de insulina de dos formas, la primera es independiente de las concentraciones de

glucosa en sangre, es la liberada en estado basal-6.de manera constitutiva.

Este proceso de sintesis inicia con la activacion de.genes para la preproinsulina,
que es un precursor formado en los ribosomas con la‘desfosforilacion del factor de
iniciacion eucariota 2 (elF2a) por la Proteina fosfatasa 1+(PR1) o por la cinasa del
reticulo plasmatico pancreatico (PERK) y la participaciony de factores de
transcripcion, como PDX-1, Maf a y Isl-1. La preproinsulina“pasa por el reticulo
endoplasmico rugoso de las células beta pancreéticas y es convertida a proinsulina,
finalmente se escinde en insulina y péptido C, ambos son empaguetados en
granulos secretores en el aparato de Golgi y posteriormente liherados por
emiocitosis de manera continua y en concentraciones basales, este proceso.se da

con la participacion de calcio como activador de los microtubulos. En general;todos



los agentes que activan el AMPc intracelular estimulan la secrecion de insulina
(Myers, 2002; Olivares, 2008; Saltiel et al., 2008; Ebina et al., 2018).

La segunda forma de produccién de insulina se estimula en respuesta a un aumento
de nutrientes. Al existir un aumento en los niveles de glucosa extracelular se activa
el proceso de liberacion de insulina iniciando con el censo de los niveles de glucosa
y su transporte a través de los transportadores de la glucosa 2 (GLUT2) ,
posteriormente.es fosforilada por la Hexoquinasa | (Glucoquinasa) que aumentan el
flujo de piruvate_hacia la mitocondria con un aumento en el indice ATP/ADP que
permite tanto la despolarizacion de la membrana plasmatica, apertura de canales
de calcio dependientes de voltaje, la fusion de las vesiculas y la liberacién de

insulina.

La sefializacion para la liberacion de insulina a través de la glucdlisis puede ser
regulada negativamente por [a accion de la Lactato deshidrogenasa A (LDHA) que
limita el flujo de piruvato asla mitocondria (Figura 1). Asi como las concentraciones
de calcio regulan la correctafusion de-las vesiculas portadoras de insulina con la
membrana plasmatica, esto ocurre con lacformacion de un complejo de proteinas
vesiculares como VAMP-2 con otras membranales como la Sintaxina 1a y SNAP25
(Fu Z et al., 2013).
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Figura 1. Mecanismo de Liberacion de insulina en la célula B. La figuras-muestra
la liberacion a través de la glucdlisis, el ciclo de Krebs, con un aumento ‘del.indice
ATP/ADP que despolariza la membrana, y abre los canales Ca?* activando la
sefalizacion para la fusion de las vesiculas y liberacion de insulinas al exterior
celular.




Este proceso de sintesis y liberacidon de insulina puede ser alterado, llevando a las
células a producir insulina de manera excesiva, esto ocurre cuando hay fallos en el
reconocimiento de esta hormona por su receptor, lo que conduce a una acumulacién

de la'misma provocando un estado de hiperinsulinemia por resistencia a la insulina.

La resistencia a la insulina es la condicion en la que la respuesta de las células a la
hormona esgmenor a la esperada; o que conduce a un aumento de insulina sérica
como mecaniSmo compensatorio, que a su vez provoca una desregulacion de los
nutrientes, del metabolismo y de la homeostasis en general (Santiago et al., 2012).
Cabe sefalar que para.dentificar la resistencia a la insulina se recurren a modelos
como es el indice HOMA-IR que es una estimacion de la sensibilidad insulinica
(Afez, et al., 2014).

Una de las principales causas.de la resistencia a la insulina es el deterioro de la
funcién mitocondrial que tambien'se asocia con la formacion de especies reactivas
de oxigeno (ERO) y estrés oxidativo., Dicho hallazgo es importante en patologias
como diabetes y sindrome metabdlico; por ello actualmente su determinacion es

imprescindible.

2.3. - PAPEL DE LA MITOCONDRIA\EN'LA HOMEOSTASIS DE INSULINA

CARACTERISTICAS GENERALES DE LA“MITOCONDRIA
Las mitocondrias son organelos de gran importancia, presentes practicamente en
todas las células. Su estructura esta constituida por dos'membranas, una membrana
externa, que se caracteriza por ser altamente permeable gracias a su alto contenido
en porinas y una membrana interna, mas grande, mas selectiva y menos permeable,
incluso a iones y moléculas pequefas, lo que le permite mantener el gradiente de

protones en la sintesis de ATP (Koopman, 2012; Stiles, 2012; Osellame, 2012).

La membrana interna forma pliegues conocidos como crestas mitocondriales y entre
las dos membranas se forma un espacio intermembranal y un espacio interno
delimitado por la membrana interna denominado matriz mitocondrial (Figura 2)
(Friedman,2014; Gordaliza,2019).



Membrana externa

/ " Matriz mitocondrial YWYy
\ Y A A _ /| Crestas mitocondriales
~C ( Membranainterna’ |

EPacin =" =

ihtermembranal =

Figura 2. Estructura de las mitocondrias. La figura muestra la morfologia de las
mitocondrias, constituidas por una membrana externa, membrana interna y las
cavidades que se forman, llamados matriz mitocondrial y espacio intermembranal.

La morfologia de las mitoeondrias es muy cambiante, su mecanismo dinamico de
remodelacion mediante los procesos de fision y fusién provocan cambios en su
forma y tamafo; en este sentido, se pueden observar desde mitocondrias con
estructuras ramificadas alargadas, ‘hasta otras que parecen pequefios elipsoides.
Por otra parte, la distribucion/de las mitocondrias dentro de las células depende de
la demanda de energia o calcio;éstas se pueden encontrar de manera individual o
formar parte de una compleja red”llamada red mitocondrial, cuya estructura es
regulada por el ciclo celular, por procesos de mitogénesis y mitofagia, ademas de la
ya mencionada dinamica mitocondrial, para mantener constante su niumero y el
funcionamiento correcto de sus componentes (Oséllame, 2012; Koliaki, 2016; Diaz-
Vegas, 2020).

Las mitocondrias se caracterizan por ser estructuras muydinamicas donde se llevan
a cabo diversos procesos metabdlicos como: el ciclo de acido tricarboxilico o ciclo
de Krebs, la B-oxidacion de acidos grasos y la respiracion<celular. Esta ultima
depende de la cadena transportadora de electores y su objetivo es generar energia
en forma de ATP para las actividades celulares, ademas de la“generacion de
especies reactivas de oxigeno (ERO), la activacion de la via intrinseca'de muerte
celular o apoptosis y también es importante su participacion en la regulacion de las
concentraciones intracelulares de calcio (O'Rourke, 2010; D’Ortencio, 2016);-por tal

motivo su correcto funcionamiento es de gran importancia.



Otro fendbmeno mitocondrial muy estudiado es el poro de transicion de la
permeabilidad mitocondrial (PTPm), se trata de un canal inespecifico que se forma
en las membranas de la mitocondria y permite la liberacion de sustancias
intraCelulares; aunque aun no se sabe a ciencia cierta como esta constituido, cémo
se regulani bajo qué condiciones es asociado con patologias participa activamente
en la regualacion de calcio y en la activacion de apoptosis con la liberacion de

citocromo G-y _eftros factores proapoptéticas al citosol (Baines et al., 2018).

SINTESIS.MITOCONDRIAL DE ATP.

La funcibn mas comunmente asociada con la mitocondria es la produccion de
energia en forma de ATP. Este proceso deriva del metabolismo de los azucares,
gue inicia con la glucdlisis, seguida de la participacion de las mitocondrias para
producir acetil coenzima A (Acetil-CoA), o a través del metabolismo de acidos
grasos, en la via mitocondrial_.eonocida como la beta oxidacion, donde también se
obtiene Acetil-CoA (Stiles, 2012; Gordaliza, 2019). Esta molécula integra las rutas
del metabolismo energético-de'carbohidratos y lipidos que finalmente convergen en
el ciclo de Krebs o ciclo de los‘acidos.tricarboxilicos (Figura 3). El ciclo de Krebs es
una via integrada por varias reacciones secuenciales en donde se obtienen como
productos citrato, NADH y FADHz{ Estos dos:ultimos son equivalentes reductores
que acarrean electrones para activar.un impresionante grupo de cinco complejos
proteicos integrados en la membrana interna de la mitocondria, que en su conjunto
se conocen como cadena de transporte de eleetrones o cadena respiratoria
mitocondrial (CRM).

La funcion que desempefia la CRM es dual: por una parté transporta electrones de
un complejo a otro con potenciales de energia redox descendientes que dan como
resultado la liberacién de energia; por otra parte, esa energia-es utilizada por
algunos de estos complejos para bombear protones de la matrizsmitocondrial al
espacio intermembranal, con lo que se genera un gradiente y al mismo tiempo un
potencial de membrana con una mayor concentracion de protones en el espacio
intermembranal y una menor concentracion en la matriz mitocondrial, acompafiado

de un elevado consumo de oxigeno, molécula que funciona como aceptor final de



los electrones para reducirse y formar agua, una reaccion realizada por el complejo
IV o citocromo oxidasa. Debido a la desaparicion de oxigeno para la formacion de

agua, es que este proceso se conoce comunmente como respiracién mitocondrial.

Finalmente, ese gradiente de protones generado por los complejos I, lll 'y IV es
utilizado\por el complejo V, la ATP sintetasa, que funciona como un canal de
protones cuya flujo de retorno a la matriz mitocondrial impulsa un rotor molecular,
generando energia mecanica que sera utilizada para la sintesis de ATP a partir de
ADP vy fosfato“(Eiguras 3 y 4). Debido a estos procesos las mitocondrias son
conocidas como las"Centrales energéticas de las células (Hollozsy, 1960; Granata,
2017).
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Figura 3. Rutas metabodlicas en la célula. Se muestra de manera resumida las
rutas metabodlicas que alimentan a la cadena de transporte de electrones
mitocondrial o cadena respiratoria mitocondrial (CRM), asi como su ubicacion en la
célula.



LAS MITOCONDRIAS COMO GENERADORES DE ESPECIES

REACTIVAS DE OXIGENO.
L.as especies reactivas de oxigeno (ERO) son moléculas conocidas como radicales
libres debido a que poseen electrones desapareados en su ultimo orbital energético,
gue las/ace inestables y altamente reactivas. Dentro de las ERO mas abundantes
se encuentran el radical superoxido (O2™) que se genera como un subproducto en
el paso del'eomplejo | al lll en la cadena respiratoria mitocondrial (Figura 4), y de él
se derivan el peréxido de hidrogeno (H203), el radical hidroxilo (OH"), y el oxigeno
singlete (*O2) éstas’ consideradas como ERO de importancia biol6gica (Mittal, 2014;
Le, 2014). Estas meoléculas actian como potentes agentes oxidantes y se pueden
generar, ademas de laSsmitocondrias, en el citosol, la membrana plasmética y el

reticulo endoplasmico (De-Tursi, 2013; Carvajal, 2019).

Existen situaciones en las cuales la cantidad de ERO aumenta significativamente y
se crea un desbalance con_respecto a los mecanismos antioxidantes que da lugar
a un estado llamado estres‘oexidativo (EOXx), un estado toxico que se caracteriza por
la oxidacion de componentes eelulares.como lipidos, proteinas y acidos nucleicos
afectando su funcién biologica/ 0" incluse~hacerlas disfuncionales (Aroor, 2012;
Mikhed, 2015).
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Figura 4. Cadena respiratoria. Se muestra el flujo de electrones artravés de la
cadena respiratoria, la translocacion de protones por los complejos I, NV hacia

el espacio intermembranal; ademas de la sintesis de ATP por la ATP-sintetasa a
partir de ADP vy fosfato y los sitios que se han identificado como formadores de
radical superoxido: el complejo | y el ciclo Q de la ubiquinona (Tomado de Martinez-
Abundis et al., 2005).



LA MITOCONDRIA COMO REGULADOR DE LA APOPTOSIS.
La.apoptosis es una via de destruccion o muerte celular programada altamente
regulada, que depende de la activacion de sefiales intracelulares y ocurre de
manéra normal con la finalidad de lograr la destruccion de células dafiadas o

infectadas y evitar el desarrollo de enfermedades.

La via de sefializacién apoptdtica en la que participan las mitocondrias se conoce
como la via intrinseca. La activacion de este proceso puede darse por dafio a los
acidos nucleicos, por aumento en la concentracion de calcio en el citosol, por estrés
celular o aumento de‘especies reactivas de oxigeno, entre otras (Martinou, 2011) y

esta sujeta a una estrictaregulacion.

Existe toda una familia de‘preteinas conocida como Bcl-2 que media la participacion
de la mitocondria en la apoptosis y su funcién se centra en regular el aumento de la
permeabilidad de la membrana externa, lo que permite la liberacion de factores pro-
apoptoéticos como el Factorinductor de Apoptosis (FIA), la proteina SMAC/Diablo y
el citocromo C, que una vez fuera/de la mitocondria favorecen la activacion de

caspasas efectoras como la Caspasa 3.

La familia de Bcl-2 esta integrada por preteinas de tres categorias (Figura 5): las
antiapoptoticas, que incluyen a Bcl2 )y Bcl-XL y estan constituidas por cuatro
dominios; las proapoptoticas multidominio come-Bax y Bak que contienen solo tres
dominios y, finalmente las proapoptéticas de un solo dominio como son Bid, PUMA,
Bad, y Noxa (Orrenius, 2003; Varadi, 2004; MacAskill, 2010).

El proceso apoptotico mediado por la mitocondria se puede iniciar de diferentes
formas; por ejemplo, se puede dar como respuesta a dafio'al ADN o como parte de
la via extrinseca mediada por receptores de muerte, en la cualda mitocondria es un

amplificador de la sefal.

Cualquiera que sea la razon que provoque su activacion, se trata de un proceso
altamente energético y genéticamente determinado que cuenta con un‘aumento en
la expresion del gen p53, la proteina producida activa el sistema de proteinas

proapoptoticas de la familia Bcl-2 aumentando la expresion de PUMA, Noxa, Bax,
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y Bak; con el objetivo de aumentar la permeabilidad de la membrana externa, ya
sea por la formacion de canales inespecificos o que alteren la funcion de canales o
transportadores preexistentes, permitiendo el paso desregulado de solutos y agua
hacia la matriz mitocondrial, que a su vez genera el hinchamiento de la mitocondria

y la consecuente ruptura de la membrana externa.

i & ' Bcl-2, Bel-XL, Bel-W,
anti-apoptéticas_+ |BH4 BH3 BH1 BH2 TM || MCLet, BCL2AL BCL-B
pro-apoptoticas : BH3 BH1 I BH2 TM | Bax, Bak, Bok.
pro-apoptéticas BH3 ™ gﬁf;:'a'oﬁ('k" %',';'F"’L",}k

Figura 5. Estructuras dedas subfamilias Bcl-2. La figura muestra los dominios
que conforman la estructura‘de las proteinas de la familia Bcl-2 asi como los
integrantes de cada categoria=Dominios de homologia caracteristicos en las
estructuras de las subfamilias de las proteinas Bcl-2. BH (Bcl-2 homology domain),
BH1, BH2, BH3, BH4, TM..(Domnio transmembrana, transmembrane domain).
[Imagen], GMOT-UINICS 2012-(http://[gmot.uib.es/moleculas/bclbax/bclbax.html).

Por cualquiera de estos dos mecanismos, el resultado sera la liberacion de las
moléculas proapoptéticas intramitocondriales al"eitosol, dando paso a la apoptosis
con el desmantelamiento de organelos y destrucciémde proteinas (Armstrong, 2006;
Luo, 2007; Xie, 2007; Montessuit, 2010; Moreau, 2010).

La activacion de las caspasas por proteinas que se liberan de la mitocondria, son
considerados eventos amplificadores de la sefial apoptética que la vuelven

practicamente irreversible.
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2.4.- EL PANCREAS Y SU FUNCION.

El.pancreas es un 6rgano dual con funciones tanto exocrinas como enddcrinas
encargado de la obtencién y utilizacién de la energia, por lo que desempefia un
papel /muy relevante como centro regulador del metabolismo. Dentro de su
estructura) contiene células especializadas en la sintesis y liberacion de hormonas
reguladoras,tales como insulina, glucagon, polipéptido pancreatico y somatostatina,
ademas desusfuncidn digestiva como productor de enzimas digestivas como lipasa
y amilasa panecreaticas. Una caracteristica relevante asociada a sus funciones es
su conformaciongcelular con arreglos acinares encargados de las funciones
digestivas y la organizacion de otros tipos de células en forma de islotes (islotes de
Langerhans) que estan,conformados por diferentes tipos de células, dentro de las
que destacan las células beta (B), ademas de las células alfa y delta, que son las

encargadas de la produccion’y, liberacion de hormonas.

Las células beta, ademas de ser las mas abundantes en los islotes (alrededor del
70% de la poblacion celular:total que integra el islote) son las encargadas de la
sintesis y liberacién de insulinaypor lo.gde.gobiernan la regulacion del metabolismo
de la glucosa. En porcentaje le siguen lag'Células alfa, encargadas de la liberacién
de glucagén, hormona que favoreéce un aumento de los niveles de glucosa en
sangre, y en menor proporcion se“encuentranylas células delta, épsilon y las
liberadoras de polipéptido pancreatico; estas ultimas participan principalmente en

procesos digestivos (Figura 6).

Debido a la abundancia de células beta, éstas se agrupan, principalmente hacia el
centro de los islotes, interconectados estratégicamente formando una red con el

tejido vascular.

Para cumplir correctamente con su funcion, las células beta presentan algunas
particularidades en comparacion con la mayoria de las otras células.del organismo;
por ejemplo, expresan de manera casi exclusiva una isoforma de transpertador de
glucosa (GLUTZ2) que tiene una alta afinidad por la glucosa, por lo que permite el
paso de glucosa al interior de la célula aun a niveles muy bajos haciéndolas' muy

sensibles a cambios en las concentraciones circulantes de esta molécula.
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Figura 6. Representacion esquematica del pancreas y los islotes de
Langerhans. La figura muestra la estructura del pancreas (lado izquierdo) y la
conformacion de lineas celulares que integran los islotes de Langerhans (derecha).
Los 6valos en color rojo/guinda representan los vasos sanguineos.

Otra particularidad de las celulas beta es la presencia de una isoforma de la enzima
Hexoquinasa | (Glucoquinasa).que regula la entrada de la glucosa a la via de la
glucdlisis y que integra loshiveles de.glucosa en sangre con la liberacion de insulina
(Roder, 2016).

Por otra parte, se ha descrito que-las, células beta son ricas en mitocondrias, con el
fin de cubrir la importante demandarde energia en forma de ATP que requieren para
la sintesis, produccion vy liberacion de insulina; debido a que es un proceso con un
alto gasto energético (Fu, 2013; Hasnain, 2016)._En las células beta pancreaticas,
las mitocondrias son encargadas de acoplar el estimulo de la glucosa y la secrecion
de insulina. Esto ocurre cuando el piruvato generado durante la glucdlisis se
transporta a la mitocondria y proporciona &tomos de carbone’al ciclo de Krebs para
producir ATP; de tal forma que un incremento en la coneentracion de glucosa
extracelular se traduce en un aumento de ATP en el citoplasma, esto a su vez
bloquea los canales de potasio, despolarizando la membrana(y, activando a los
canales de calcio dependientes de voltaje. Finalmente, el increménte de calcio en
el citoplasma activa la maquinaria secretora granular por exocitosis.-(Tebar et al.,
2009; Corro et al., 2017). Esta bien establecido que el buen funcionamiente de un
organo depende del buen estado de la red mitocondrial en una célula, en este /caso

el pancreas no es la excepcion.
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2.5.- ESTRES OXIDATIVO Y DISFUNCION MITOCONDRIAL EN EL
PANCREAS.
El'pancreas es un 6rgano susceptible de presentar situaciones disfuncionales que

desencadenan una variedad de enfermedades agudas o crénicas relacionadas con
patolegias endocrinas, cardiovasculares, neurodegenerativas y neoplasicas. La
presencia’de alteraciones en la funcion pancreatica puede deberse a un aumento
en el estrés(oxidativo, una respuesta inflamatoria exacerbada que dafia el érgano,
asi como alteraeiones en los mecanismos de regulacién de la funcion y la dinamica
mitocondrial (Ylihallio, 2012).

Las células beta, regulan los niveles de glucosa en sangre a través de la sintesis y
liberacion de insulinaly;por lo tanto, cualquier alteracion en su funcionamiento
puede afectar la homeostasis de esta molécula, ademas de originar las condiciones
para desarrollar diversas patologias (Villamayor, 2018). Dentro de las principales
causas de dafio en las células_se encuentran el estrés oxidativo general y del
reticulo endoplasmico debido a la_producciéon en exceso de radicales libres, que
puede activar el sistema inmune.y provocar a su vez la activacion de linfocitos T y
macréfagos, asi como fomentar la libefacion de citocinas proinflamatorias que
potencializan la formacion de mas radicales libres, aumentando el nivel de dafo

celular.

El estrés oxidativo representa una forma de dafiosque evoluciona gradualmente y
se traduce en hiperplasia de las células, lo que_interrumpe principalmente la
biosintesis y secrecion de insulina; este fendmenog“junto con la sefalizacion
inflamatoria de las citocinas liberadas, dirigen a las(celulas a un proceso de
apoptosis. Finalmente, las células sufren una disfuncién,/que condicionara el
desarrollo de resistencia a la insulina y generara las condiciones para la instauracion
de diabetes tipo 2 (Walker, 2011).

Como se menciono antes la fosforilacién oxidativa es un proceso donde\se generan
especies reactivas de oxigeno (ROS) como productos secundarios. Estas
moléculas estan directamente relacionadas con la disfuncion mitocondrial debido a
que su produccion puede volverse excesiva bajo ciertas condiciones, causando

degeneracion de las vias de sefalizacion homeostética para la proliferacion y
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diferenciacion celular, ademas de que producen estrés oxidativo y afectan las rutas
biosintéticas de lipidos, acidos nucleicos y proteinas, que son componentes
impaortantes de las células. Toda esta secuencia de eventos puede estar relacionada
consel establecimiento de un estado citotoxico en el pancreas (Muller, 2004,
Hamanaka, 2010). Las alteraciones en cualquiera de las funciones que cumple la
mitocondria pueden afectar la funcion del 6rgano al que pertenezcan y manifestarse
como enfermedad a cualquier edad, por lo tanto, la naturaleza de la enfermedad
estard asociada con el nivel de alteracién que sufra la mitocondria (Vaquero-Raya,
2005).

El estado inflamatorio del pancreas resulta ser un ciclo vicioso de generacion de
ERO que provoca estrés_oxidativo, ya sea por el aumento mismo de especies
reactivas o por una sobrecarga en la concentracion de calcio en las mitocondrias, lo
gue afecta finalmente la funcion mitocondrial, provoca una reduccion en la sintesis

de ATP, asi como la despolarizacion y fragmentacion mitocondrial aumentada.

El estrés pancreatico resultante, estd acompafiado de una mitofagia alterada por la
desregulacion del metabolismo de lipidosy lo que se refleja en la pérdida de masa
pancreética y en una disminucion.del tamano de las células, ademas de que se ve
comprometida la regeneracion celular. (Raffaelo, 2016; Biczo, 2018). A nivel del
organo, se establece un estado de enfermedad; donde existe una menor generacion
o reciclado de mitocondrias y la disminucion en la produccion de insulina,

propiciando de esta manera el establecimiento de |a diabetes (Soleimanpur, 2014).
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3.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
La obesidad es considerada uno de los principales problemas de salud publica a

nivel mundial debido al descontrolado aumento de su prevalencia, asi como a los
mdltiples factores de riesgo para desarrollar diversas enfermedades; es por esto
gue ha desencadenado un gran interés tanto para los servicios de salud como para
la comunidad cientifica.

La obesidad es causada por multiples factores, sin embargo, el descontrol de una
dieta es el prinCipal motivo de su aparicion, un excesivo consumo de alimentos ricos
en carbohidratos.yylipidos es la principal causa de la aparicion de este padecimiento
(Versiani et al.,, 2014). En México este problema de salud se ha incrementado
desmesuradamente ebh-las Ultimas décadas principalmente por el estilo de vida
sedentaria y el consumo«de-dietas hipercaldricas.

Los dafios que provoca el estado inflamatorio de la obesidad repercuten en diversos
organos y sistemas entre ellos.el pancreas (De Tursi et al., 2013); que desempefia
su papel principal en la regulacion de.glucosa y otras funciones vitales a través de
la sintesis y liberacion de insulina, por le que su fallo compromete el estado de salud
del organismo (Saltiel et al., 2008). Frenteta este panorama es importante analizar
el efecto que tiene la obesidad inducida porjel consumo de dietas hipercaléricas a
base de carbohidratos o lipidos sobre-la preduccion, liberaciéon de insulina y sobre

la funcidn mitocondrial de las células B-pancreéticas.
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4.- HIPOTESIS
Las dietas hipercaldricas produciran dafio a nivel de las células B-pancreaticas
afectando negativamente la funcion mitocondrial, la sintesis y liberacion de insulina,
esto se observara con mayor severidad en el grupo sacarosa, debido a sus
caractefisticas bioquimicas, metabdlicas y su relacion directa con el funcionamiento

del pancreas.
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5.- JUSTIFICACION

Elsobrepeso y la obesidad estan vinculados a un gran niumero de muertes y gastos
excesivos en salud en todo el mundo. Los datos registrados por la Organisation for
Economic Co-operation and Development (OECD), mostraron que, en el 2018, el
72.5 % de)los adultos en México, tuvieron sobrepeso u obesidad cuando el promedio
de la OECD fue del 55.6%.

La obesidad albdominal constituye el principal componente del sindrome metabdlico,
gue ademas se.integra con hiperglicemia, dislipidemias, alteracion en la tolerancia
a la glucosa y la.resistencia a insulina. En esta condicidén, las células beta
pancreaticas sufren”un severo dafio fisiolégico asociado con estrés oxidativo que
puede conducir a una“disfuncion mitocondrial, generando diversas patologias
asociadas con alteraciones’en la sintesis y liberacion de insulina (Myers et al., 2002;
Argente et al, 2006). La obesgidad es causada por multiples factores; sin embargo,
el consumo excesivo de dietaS hipercaldricas (un excesivo consumo de alimentos
ricos en carbohidratos Yy’ lipidos)~€S /considerado como la principal causa de su
aparicion (Versiani et al., 2044)." ES¢por, esto que la generacion de conocimiento
especifico sobre el efecto que-puede tener el consumo de dietas hipercaléricas a
base de lipidos o carbohidratos Sobre las.c€lulas beta del pancreas es de suma
importancia, ya que puede impactar en la generacion de mejores tratamientos
dietéticos y farmacoldgicos en pacientes obeses_eon riesgo de alteraciones en el
metabolismo de la glucosa asociado con defectos en la liberacidon de insulina y la

funcidén mitocondrial.
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6.- OBJETIVOS
6.1.- OBJETIVO GENERAL

Evaluar los efectos de la obesidad inducida por dietas alta en sacarosa o grasa
sobreda produccion, liberacion de insulina y la funcién mitocondrial de las células B-

pancreéticas en ratas.

6.2.- OBJETIVOS.ESPECIFICOS

1.- Determinar lapresencia de obesidad con el célculo del IMC y de alteraciones
metabdlicas inducidas en los animales por el consumo crénico de una dieta alta en
sacarosa y una dieta alta’en grasa.

2.- Comparar la concentracion de especies reactivas de oxigeno en ambas dietas.
3.- Evaluar la funcion mitocendrial de las células B pancreaticas (potencial de
membrana, apertura del poro de-transicion de la permeabilidad mitocondrial).

4.- Analizar las alteraciones en la-produccion y secrecion de insulina en las células

beta de los islotes de Langerhans en.ambas dietas.
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7.- METODOLOGIA

7.1.- ANIMALES Y DIETAS

Se €mplearon ratas macho de la cepa Wistar recién destetadas, con un peso
aproximado de 70 g, adquiridas de la Unidad de Produccion, Cuidado y
Experimentacion Animal (UPCEA) de la Universidad Autonoma Juarez de Tabasco.
Los animales fuéron mantenidos en cajas de acrilico, con ciclos de luz-oscuridad de
12 horas y temperatura controlada (24+1 °C). Para el cuidado de los animales se
siguid la normativa’ mexicana para el uso de animales en investigacion (NORMA
Oficial Mexicana “NOM-062-Z00-1999, “Especificaciones técnicas para la
produccion, uso y cuidado de animales de experimentacion”) y el protocolo fue
aprobado por el Comité Institucional de Etica en Investigacion (CIEI) de la UJAT,
con numero de registro 0423;

Los animales fueron distribuides aleatoriamente en tres grupos, destinados al
consumo de dos dietas hipercaldrieas y a un grupo con dieta control durante 12

meses (Tabla 1).

Grupo control Dieta alta ens€arbohidratos Dieta alta en grasa

(Control) (Sacarosa) (Grasa)

Agua potable + alimento
Agua potable+ alimento | Agua con azlcar refinada’(30%) + con 30% de grasa
comercial con 5% grasa* | alimento comercial con 5%.grasa* |(25% de manteca de cerdo

adicionada)
Tabla 1. Caracteristicas de las dietas consumidas duranté“los 12 meses.

*Alimento para uso en animales de laboratorio LabDiet 5001

7.2.- SEGUIMIENTO

Peso corporal: De manera mensual se llevd el seguimiento de peso_corporal de
cada rata, la determinacion se realizé colocando al animal en un centenedor de
plastico con tapa para inmovilizarlo, posteriormente se coloco el recipiente’en una
balanza granataria de la marca OHANUS y se procedié a determinar €l _peso,

restando el peso del contenedor.
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Ingesta caldrica: Para calcular las calorias consumidas en cada dieta, se considero
la informacién nutrimental del alimento comercial Lab Diet 5001 (4.07 Kcal/g), de la
azucar refinada comercial (20 Kcal/5g) y de la manteca de cerdo (135Kcal/15 Q).
Con“estos valores se calculo el contenido caldrico de cada dieta, obteniendo los
siguientes, valores:

- Solucion de sacarosa al 30% contiene 1.2 Kcal/ mL.

- Alimento enriquecido con manteca cerdo contiene 5.75 Kcal/g.
La determinacionfinal fue el resultado de medir el consumo de solucion de sacarosa
y gramos de alimento estandar o alto en grasa durante tres dias consecutivos por
cada caja. Por ultimo, se multiplicé el total de gramos de alimento y mililitros de
solucion consumidas parel contenido calorico y se dividio por los tres dias y por las
ratas contenidas en cada-caja para obtener las calorias consumidas por rata por
dia.
Presion arterial: Al término deda-fase de induccidn de obesidad se midié la presion
arterial utilizando un sistéma no-.invasivo (Small Animal Tail Noninvassive blood
Pressure System, Biopac Systems, Anc.). Para ello se coloc6é al animal en un
restrictor de movimiento que permitia dejar la cola libre para hacer las mediciones
con ayuda de un transductor cireular (9.5 mm) conectado a una consola para el
registro en una computadora.
El procedimiento se realiz6 con una fase de habituacion durante tres dias previos a
la determinacién definitiva, con la finalidad de minimizar el estrés de los animales y
obtener resultados mas consistentes. El procedimiento,se inicio calentando a 30 °C
una caja grande de carton con ayuda de dos focos incandescentes; posteriormente
se colocaron dentro las ratas en su caja de acrilico y se/mantuvieron asi por 20
minutos, posterior a este tiempo se realizé la medicion tomando 10registros de cada
animal.
Al cuarto dia se realiz6 la medicién definitiva con el proceso «descrito para la
habituacion. Se tomaron los 10 registros de cada animal y con estos'valores se
obtuvieron las medias de presion sistélica y diastélica por animal y posteriormente
por grupo; se calculé también la presién arterial media (PAM) y se realizé la
comparacion entre grupos de los valores obtenidos.
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7.3.- DETERMINACION DE OBESIDAD

Para la determinacién de la obesidad se realizo el calculo de IMC midiendo el peso
corporal de cada rata al final de los 12 meses de consumo de las dietas y su longitud
de nariz a la base de la cola de acuerdo con un reporte previo (Novelli et al., 2006).
Adicionalmente se cuantifico el porcentaje de grasa retroperitoneal y abdominal total
(visceralsretroperitoneal y epididimal) de cada rata, con el fin de obtener un
indicador de‘obesidad central.

Las ratas sef sacrificaron por decapitacion, se disecd y peso el tejido graso
retroperitoneal selo y en adicién de la grasa visceral y epididimal, utilizando una
balanza analitica.

Los porcentajes de grasa‘retroperitoneal y abdominal total se calcularon dividiendo
el peso de la grasa entre-el peso total de la rata y multiplicando por 100 el valor

obtenido.

7.4.- CURVA DE TOLERANCIA A'LA GLUCOSA

Al finalizar los 12 meses, se dej0 a lasratas en ayuno de toda la noche. A la mafiana
siguiente se determind la concentracion’de glucosa basal, para lo cual se colocé a
la rata en un restrictor de movimiento dejando solo la cola libre, ésta se atemperé
sumergiéndola en agua tibia y posteriormentesse hizo una incision en la punta. Se
obtuvo una muestra de 0.5 mL de la sangre por-geteo y una de las gotas se utilizd
para determinar la concentraciébn de glucosa con/’la ayuda de un glucometro
comercial (AccuCheck).

Una vez obtenida la muestra y determinada la glucosa en ayuno, se realizo la
administracion oral de una solucién de dextrosa (glucosa) @'una dosis de 2g/Kg de
peso; y se realizo la determinacion de las concentraciones de glucosa a los 15, 30,
60, 90 y 120 minutos, tomando una gota de sangre de la mismaringision en la cola
(Pighin et al., 2003).

7.5.- DETERMINACION DE INSULINA EN SANGRE.

La concentracion de insulina en sangre se midio en las muestras obtenidas.de los

animales con ayuno de toda la noche, de manera simultanea a la determinacién de
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glucosa. Se colocé al animal en un restrictor de movimiento dejando la cola
expuesta, se calentd con agua tibia (37°C), se sec6 con una toalla de papel y se
realizé una incision en la punta, se recolecté 0.5 mL de sangre por goteo. Se realizé
el mismo procedimiento para la obtencion de otra muestra de sangre de la misma
incisions@a los 15 minutos posteriores a la ingesta via oral de la solucién de glucosa
a una deSis de 2¢g/Kg de peso. De estas muestras se obtuvo el suero por
centrifugaciongsa 3500 rpm/Smin y se utilizd una alicuota de 100 pL para la
determinacién _de”insulina con un kit comercial de Elisa (Rat insulin ELISA Kit,
ThermoScientific).

Por otra parte, se emple6 el modelo homeostéatico para evaluar la resistencia a la
insulina (HOMA-IR) a'partir de los datos obtenidos de glucosa e insulina en ayuno
(Pepin et al., 2016; Pan,2018).

7.6.- AISLAMIENTO DE ISLOTES DE LANGERHANS

Se empled una adaptacién/del método de digestion con colagenasa. Una vez que
la rata fue sacrificada, se le‘realiz6 tpa laparotomia con una incision en V desde la
region pélvica al torax, ya expuesta la cavidad abdominal, se localizé el pancreas y
se procedié a distenderlo con una.inyeceién de 5 mL de solucion de colagenasa
(Img/mL en buffer HBSS, Hank’s BalanceadsSalt Solution, Ver anexo 1) que se
aplico a través del conducto biliar comun, ingresando la aguja a la altura de la
ampolla de Vater (Gotoh, 1985). Una vez insuflado, se recupero todo el pancreas
separandolo de los érganos anexos; y se incubo a 37° € por 13 minutos en bafio de
agua con la adicion de otros 5 mL de la misma soluciénde)colagenasa. El proceso
de digestién se detuvo con la adicion de 10 mL de buffefrHBSS completo (Buffer
Hank’s, BSA al 4% disuelta en sales de spinner a pH 7.4, con 500,uL de mezcla de
antibiéticos. Ver anexo 2) frio a 4° C (Li et al., 2009).

Posteriormente se emple6 un método de centrifugacion en gradienté discontinuo de
densidad con Lymphoprep (densidad 1.077 g/MIl, Sigma-Aldrich).\ Para ello se
resuspendio el tejido en 10 mL de buffer HBSS completo con agitaciép~manual
vigorosa hasta que la solucion se torné de color meldn; la suspension se lavg con

10 mL del mismo buffer en tres ocasiones, centrifugando a 1400 rpm por 2 minutos.
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Posteriormente, el boton obtenido de la centrifugacién se resuspendié en 5 mL de
Lymphoprep y se formé el gradiente afiadiendo 5 mL de buffer HBSS completo; se
centrifugo a 3500 rpm por 25 minutos quitando el freno y aceleracion. Los islotes se
recuperaron en la fase superior e intermedia que se form6 como resultado de la
centrifugacion (Villarreal, 2019).

Se tomaron: aproximadamente 5 mL de la fase superior y de la interfase que
contenian les islotes, se lavo la suspension de islotes en tres ocasiones con 10 mL
de buffer HBSS completo y finalmente se resuspendieron en 10 mL de buffer HBSS
completo para ser atrapados individualmente con ayuda de una micropipeta y
observando a travessde un estereoscopio.

Los islotes de Langerhans se depositaron en medio DMEM (Dulbecco Modified
Eagle Minimal Essential médium complementado con 10% de suero fetal bovino y
una mezcla de antibiético/antimicotico) donde se mantuvieron por 24 h para su

estabilizacion antes de ser utilizados en determinaciones posteriores.

7.7.- DETERMINACION DELA\CONCENTRACION DE ESPECIES REACTIVAS
DE OXIGENO

Para este fin, los islotes en cultivofueron lavados en 3 ocasiones con 4 mL de buffer
HBSS sin complementar, se recuperaron por centrifugacion a 1400 rpm durante dos
minutos. Después del dltimo lavado, elbotén sexresuspendié en 1 mL de buffer y se
incub6 con 2 Mm de la sonda 2',7'-Diacetato de Diclorofluoresceina (DCFH-DA) a
37°C durante 30 minutos. Posteriormente, se lavaron en tres ocasiones con buffer
HBSS sin complementar.

Finalmente, el boton se resuspendié en 100 uL del mismo(buffer y se colocaron 40
ML de la suspension de islotes en la tapa de una placa de 40 pozos invertida, se
cubrieron con cubreobjetos y se obtuvieron imagenes de los islotes'con la ayuda de
un microscopio de fluorescencia a 10X y 40X usando un filtro paraffluerescencia.
Se midi6 la intensidad de la fluorescencia y el tamafio de cada islote con‘el software
ImageJ (Martinez-Abundis et al., 2012).
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7.8.- POTENCIAL DE MEMBRANA MITOCONDRIAL

Los islotes fueron lavados en tres ocasiones con 4 mL de buffer HBSS sin completar
ystecuperados por centrifugacion a 1400 rpm por dos minutos, posteriormente se
incubaron con 1 Mm de rodamina 123 (Rh123, Sigma-Aldrich) durante 30 minutos
a 37°Cfueron lavados en tres ocasiones y se resuspendieron en 100 yL de buffer
HBSS sin‘completar (Pighin et al., 2003; Pepin et al., 2016).

Se colocaron 40'uL de la suspension de islotes en la tapa de una placa de 40 pozos
invertida, se cubrieron con cubreobjetos y se obtuvieron imagenes de los islotes con
un microscopio de'fluorescencia a 10X y 40X usando el filtro correspondiente para
fluorescencia. De las'imagenes se midieron la intensidad de la fluorescencia y el

tamafio de cada islotecon el software ImageJ (Martinez-Abundis et al., 2012).

7.9.- APERTURA DEL POR®@DE TRANSICION DE LA PERMEABILIDAD
MITOCONDRIAL

Se lavaron los islotes en/tres eeasiones con buffer HBSS sin complementar,
posteriormente se incubaronscen ImM de calceina acetoximetil éster (Calceina-
AMT) y 5mM de cloruro de eebalto ddrante 30 minutos a 37°C en oscuridad.
Después de lavarse 3 veces, fuerop-resuspendidos en 100 pL del mismo buffer sin
fluoréforo.

Se colocaron 40 pL de la suspension de islotes‘en la tapa de una placa de 40 pozos
invertida, se cubrieron con cubreobjetos y se obtuvieron imagenes de los islotes con
un microscopio de fluorescencia a 10X y 40X usando el filtro indicado para la
fluorescencia. De las imagenes obtenidas se midierons la intensidad de la
fluorescencia y el tamafio de cada islote con el software ImageJ (Martinez-Abundis
et al., 2012).

7.10.- WESTERN BLOT
Se evalud el contenido de algunas de las principales proteinas involucradas en la
sintesis, transporte y liberacion de insulina en homogeneizados de- péancreas,

utilizando la técnica de Western Blot.
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Las muestras de pancreas fueron procesadas en frio; se tomo en su totalidad el
pancreas y se homogeneizdé en buffer de lisis (Ver anexo 3) adicionado con
imhibidores de proteasas, se empled un homogeneizador con pistilo tipo Potter,
postériormente se centrifugé cada muestra a 10 000 rpm por 10 minutos. Se
recuper@-el sobrenadante y se realiz6 la cuantificacion de proteinas totales en cada
muestra €on la técnica de Bradford, realizando una curva estandar con albumina
sérica bovina (BSA) como estandar, midiendo la absorbancia con la ayuda de un
espectrofotometro’EPOCH a 495 nm.

Las muestras se-prepararon a una concentracion de 4 pg/uL de proteina utilizando
como diluyente buffer de lisis sin inhibidores de proteasas y buffer Laemmli 5X (Ver
anexo 4). Estas mezclaSsse incubaron a 100 °C por 10 minutos para desnaturalizar
completamente las proteinas, se dejaron enfriar a temperatura ambiente y se
conservaron a -20 °C para ser utilizadas posteriormente.

Una cantidad de 60 pg de proteinas de cada muestra fueron separadas por
electroforesis en geles de“poliacrilamigda al 12% a 100 V y transferidas a membrana
de Fluoruro de polivinilideno”(PVDF) por transferencia himeda a 100 V durante dos
horas, cuidando siempre de mantener fria la camara de transferencia en un bafio
de hielo.

Las membranas fueron lavadas tres yeces con'buffer de lavado TTNS (ver anexo)
durante 10 minutos, posteriormente sebloquearon durante dos horas con 10 mL de
leche descremada al 5% en el mismo buffers/pasado el tiempo se lavaron
nuevamente en tres ocasiones durante 10 minutos.

Una vez lavadas, las membranas se incubaron con antietierpos primarios (1:1000)
por una noche, con agitacion constante y a 4 °C: los antictierpos utilizados fueron
Anti-GLUT-2 (Abcam), Anti-Sintaxina (Abcam), Anti-Vamp-2 (Abeam), Anti- Snap-
25 (Abcam), Anti- GCK (Santa cruz), Anti-HK (Abcam), Anti- insulina,(Abcam) y Anti-
Maf A (Santa Cruz) diluidos en una solucién de 3% de albumina sérica bovina en
TTNS. Se utilizo la proteina B-actina como control interno de carga (Sigma).

A la mafana siguiente, las membranas fueron lavadas tres veces con buffer TTNS
e incubadas por dos horas con el anticuerpo secundario correspondiente diltido 1.
10 000 en TTNS con 5% de leche descremada; posterior a la incubacién, se lavaron
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en tres ocasiones por 10 minutos con TTNS, finalmente se revelaron utilizando un
sustrato quimioluminiscente de peréxido de hidrogeno y luminol. La sefial se capturo
conun fotodocumentador (Image quant LAS500); las imagenes obtenidas fueron

analizadas con el software ImageJ para hacer el andlisis densimétrico.

7.11.- ANALISIS ESTADISTICO

El valor estadistico de las diferencias se determind mediante un ANOVA de una via,
seguido de la prueba pos hoc de Dunnet para las comparaciones multiples entre los
tres grupos. Para€elle-se utilizé el programa GraphPad Prism 7 (GraphPad Software,

San Diego.). Se considerg a las diferencias significativas con un valor de p < 0.05.
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8.- RESULTADOS
8.4.- SEGUIMIENTO DE PESO Y DETERMINACION DE OBESIDAD.

La ganancia de peso durante la fase de induccion de la obesidad fue similar en los
grupos Sacarosa (SAC) y Grasa (GRA) en comparacién con el grupo Control
(CTRL): En la Figura 7 panel A se presenta el seguimiento del peso corporal durante
los 12 meses,que durd el consumo de las dietas hipercaléricas. No se observaron
diferencias sighificativas en ningun punto de la curva, teniendo como peso corporal
final alrededor'de 600g.

En el panel B de lasmisma Figura se muestra el peso final a los 12 meses de
consumo de las dietas, sin diferencias entre los grupos.

Este mismo comportamiénto se observo en la ingesta calérica medida al final de los
12 meses siendo ésta similar (89.03 cal/dia) para los tres grupos (Figura 7, panel
C) aun teniendo fuentes de alimentacién enriquecidos en azucar (30% de azUcar en
el agua de beber) o grasa (30%,de grasa en el alimento); sin embargo, al realizar el
calculo de las calorias consumidas; se observo diferencia en el consumo de
alimento y agua; es decir, que’los animales del grupo Sacarosa consumieron menos
alimento pero una mayor cantidad-de solucion de sacarosa y el grupo Grasa tuvo
un menor consumo de alimento que‘ehgrupeControl, pero mayor al grupo Sacarosa;
por lo que, existi6 una sustitucion de la fuente’ de alimentacion dependiendo de la
dieta administrada en cada grupo, esto se reflejoeénda cantidad de calorias ingeridas
y el peso final de los animales que resultaron con valores muy parecidos.

Por otro lado, en la evaluacion del indice de Masa Cerporal (IMC), se observo que
el grupo Sacarosa presentd un aumento ligero, pero significativo con respecto al
Control (Figura 7, panel D; *p<0.05), dicha diferencia no ‘se/aprecié con el grupo
Grasa.

En el calculo del indice se percatdé que la longitud de la cabeza.a la cola de los
animales del grupo Sacarosa eran inferiores al resto de loS_animales que
corresponden a los grupos Control y Grasa, esto permitio que al haeer.el calculo
existiera esa ligera variacion, considerando que el peso fue similar enlos tres

grupos.
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Figura 7. Determinacion.de obesidad. La figura muestra los valores de A) Peso
corporal de ratas medido/durante los 12 meses de consumo de la dieta alta en
sacarosa (SAC) o alta en grasa (GRA) y dieta control (CTRL); B) Peso corporal al
término de los 12 meses de-dieta; C) Ingesta calérica a los 12 meses (calorias
consumidas por rata cada 24h); /D).indicesde-Masa Corporal (IMC) a los 12 meses
de dieta. Comparacion usando ANOVA con.poshoc de Dunnet vs grupo CTRL; *p <
0.05; las barras representan la media.+ DE#Para todos los experimentos n=12 por

grupo.

Para analizar la composicién corporal, se cuantificé\la cantidad de tejido graso
retroperitoneal y abdominal total (grasa retroperitoneal, visceral y epididimal) y fue
reportado como porcentaje con respecto al peso corporal dela rata.

A diferencia del peso corporal y la ingesta caldricas, los porcentajes de grasa tanto
abdominal total y retroperitoneal fueron significativamente mayaores en los grupos
con dietas hipercaldricas con respecto al grupo Control, conservando entre estas
dietas porcentajes similares tal y como se observa en la Figura 8.

Los valores fueron hasta 6% para la grasa retroperitoneal y por arriba'\del.10% en
grasa abdominal total como se aprecia en el panel Ay B de la figura 8, ambas con

un valor de p < 0.05.
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Figura 8. Determinacion de porcentaje de grasa. La figura muestra los valores
obtenidos a los 12,meses de consumo de las dietas alta en sacarosa (SAC) o alta
en grasa (GRA) y dietarcontrol (CTRL) para A) Porcentaje de grasa retroperitoneal
y B) Porcentaje de grasa total. Comparacién usando ANOVA con poshoc de Dunnet
vs grupo CTRL; *p <©0:05; las barras representan la media + DE. Para todos los
experimentos n=12 por'grupo.

8.2.- DETERMINACION DE LA'PRESION ARTERIAL.

Otro parametro evaluado como‘parte del seguimiento fue la presion arterial; uno de
los factores de riesgos #elacionados principalmente con la obesidad, es un
componente del sindrome metabdlica y.causante a su vez de graves problemas de
salud como los infartos.

La determinacion de la presion arterial a 10s'dece meses del consumo de las dietas
tuvo la finalidad de establecer si la hipertension-se encuentra entre los trastornos
metabolicos asociados con el consumo de las dietas.

En la Figura 9, en el panel A se presentan los resultados de la presion diastélica y
en el panel B la presion sistolica, siendo en esta Ultimaidonde se aprecia un aumento
significativo para ambas dietas y podemos observar que_el valor medio del grupo
Sacarosa es mayor que el del grupo Grasa, por lo que se observa en la grafica una
mayor diferencia de Sacarosa contra Control con valores de p_<0.05.
Adicionalmente se determiné la presion arterial media (PAM), que’'es el promedio
entre la presion sistdlica y diastolica de cada animal, este parameétro refleja la
presién de las arterias durante el ciclo cardiaco, con lo que se obtienen’unestimado
sobre la presion de perfusion sanguinea que reciben los diferentes 6rganos; en el
panel C de la Figura 9 se observa la PAM con una diferencia significativa en‘eLgrupo

Sacarosa contra el grupo Control, lo que no sucede en el caso del grupo Grasa.
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Figura 9. Detegpminacion de presion arterial. Se muestran los valores obtenidos
para A) Presion‘arterial diastdlica. B) Presion arterial sistélica. C) Presion Arterial
Media (PAM) a los 42 meses de consumo de dietas alta en grasa y alta en sacarosa.
ANOVA con poshoc de Dunnet vs grupo CTRL; *p <0.05; las barras representan la
media + DE. Para todos’les experimentos n=12 por grupo.

8.3.- EVALUACION DE NIVELES DE GLUCOSA E INSULINA.

Se determinaron los niveles de_glucemia en estado basal (ayuno) en sangre a los
12 meses de induccién de-0besidad.

Los resultados obtenidos indican que: las ratas que consumieron ambas dietas
hipercaldricas tienen mayor cencentracion:de glucosa con respecto a los animales
con dieta control; como se observa en el panel A de la Figura 10; los valores del
grupo Control oscilan en 90mg/dl= mientras gue para los otros dos grupos se
obtuvieron concentraciones superiores a (110 mg/dL, con una diferencia
estadisticamente significativa (valor de *p <0.05)./Rara evaluar la capacidad de
estos animales para asimilar la glucosa, se les suministré un bolo de glucosa por
via oral (2mg/kg de peso) y se midi6é su concentraciéon sanguinea los 15, 30, 60, 90
y 120 minutos después de la administracion, lo que se_.eenoce como curva de
tolerancia a la glucosa. Los valores medios de glucosa a los 15 'minutos fueron de
187 y 218 mg/dL para los grupos de Sacarosa y Grasa respectivamente, contra 136
mg/dL del grupo Control (Figura 10, panel B).

Adicionalmente se evaluaron los niveles de insulina; para ello se~determiné la
concentracion de insulina en estado basal (ayuno de toda la noche) y‘a los 15
minutos después de la ingesta del bolo de glucosa. Como se observa en el panel C
y D de la figura 10, se obtuvieron concentraciones mayores de insulina en ayuno en
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los grupos con dietas hipercaléricas con respecto al grupo Control. A los 15 minutos
después de recibir el bolo de glucosa, la concentracion media aumento
significativamente en ambos grupos de dietas con respecto al grupo Control
alcanzado valores superiores a las 20 unidades, casi el doble del valor obtenido por
el grupocControl.
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Figura 10. Metabolismo de glucosa e insulinasEn la figura se muestran los
valores obtenidos a los 12 meses de consumo de di€tas alta en sacarosa (SAC) o
alta en grasa (GRA) y dieta control (CTRL). A) Niveles:de glucosa sérica en estado
basal (ayuno). B) Niveles de glucosa a los 15 minutos después de recibir un bolo de
glucosa (2 g/Kg de peso). C) Niveles de insulina sérica en.eStado basal y D) Niveles
de insulina sérica a los 15 minutos después de recibir/el bolo de glucosa.
Comparacion con ANOVA con poshoc de Dunnet vs grupo CTRL. *p < 0.05, las
barras representan la media + DE. Para todos los experimentos n=12 por grupo.

Los resultados anteriores son reflejo de un problema en cuanto a lairegulacion de
los niveles de glucosa en sangre y claramente indican resistencia a la.nsulina en

los dos grupos pues los valores basales son superiores en ambos.
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Para analizar de manera mas precisa el estado de la regulacion de la glucosa y la
posible resistencia a la insulina en los animales con dietas hipercaloricas, se realizé
unacurva de tolerancia a la glucosa (administracion oral de 2mg/kg después de un
ayunoysde toda la noche), en donde el grupo Grasa mostré6 concentraciones
significativamente elevadas de glucosa sanguinea en casi todos los puntos de la
curva (15¢30, 60, 90 minutos después del bolo), con excepciéon del tiempo 120
minutos, donde Se sobreponen con los valores del grupo Control. Por otra parte, las
concentraciones/de glucosa para el grupo Sacarosa fueron significativamente
mayores a las ‘del_grupo Control y al grupo de Grasa denotando un estado
hiperglucémico postprandial que se mantiene por un tiempo muy prolongado (Figura
11, panel A). En adicion, el indice HOMA-IR, calculado con los datos de las
concentraciones de glucosae insulina basal también demuestran que ambas dietas
indujeron resistencia a la inSulina con concentraciones de glucosa en ayuno

elevadas, como se observa enelpanel B de la misma figura.
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Figura 11. Tolerancia a la glucosay resistencia a la insulina. La figura muestra
valores obtenidos a los 12 meses de consumo de dietas alta)en sacarosa (SAC) o
alta en grasa (GRA) y dieta control (CTRL). A) Curva de tolerancia a la glucosa con
un bolo (2g/Kg de peso). B) indice HOMA-IR (resistencia a la insufina). Comparacion
con ANOVA y poshoc de Dunnet vs grupo CTRL *p <0.05, las barras representan
la media £ DE. Para todos los experimentos n= 12 por grupo.

Durante el sacrificio de los animales se capturaron imagenes del aspecto-fisico del
organismo a los 12 meses de dietas, en donde se observé diferencia en cuanto a la

coloracion y tamafio de pancreas, asi como en la distribucién de tejido grase.
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En la figura 12 se muestran imagenes representativas de los pancreas durante la
laparotomia, para tener una referencia del cambio morfologico se calcul6 el area del
3 o‘con ayuda del programa ImageJ y se convirtié el valor a cm?; en donde se
obsefva una disminucién en cuanto al tamafio en los grupos de dietas comparada
con e%o Control, las figuras observadas en la parte superior corresponden a los
péncreas/onidos a los organos anexos y se encuentra delimitado con la linea
punteada,; )‘parte inferior se observan los pancreas disecados y en donde se

tiene una mej@p?eciacic’)n de sus dimensiones.
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Figura 12. Caracteristicas fisicas del pancreas. En la parte supefior se muestran
fotografias representativas del pancreas expuesto en laparotomia, ntras que en
la parte inferior los mismos pancreas disecados de ratas de los g s Control,

Sacarosa y Grasa después de 12 meses de consumo de las respecti ietas. En
las imagenes se indica el area en pixeles y su equivalente en cm?. El eas se
encuentra limitado por la linea punteada. Imagenes ilustrativas del a del

pancreas previo a la extraccion de islotes de Langerhans.
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8.4.- ANALISIS DE LA FUNCION MITOCONDRIAL

Camo parte de los objetivos planteados en este proyecto se evalud en los islotes
aislados, la funcion mitocondrial, a través de tres parametros: concentracion de
radicales libres, potencial de membrana mitocondrial y apertura del poro de
transiciony de la permeabilidad mitocondrial (PTPm), utilizando técnicas de
floresceneiatya descritas en la metodologia.

Para la determinacion de la concentracion de especies reactivas de oxigeno se
utilizé la sonda_fluorescente DCF-DA que permite la deteccién de peréxido de
hidrogeno formado” a partir del superéxido que es formado principalmente como
subproducto de la fasforilacion oxidativa. Se observé un aumento significativo en la
fluorescencia del grupo_Sacarosa con respecto a Control, lo que no ocurrié con el
grupo Grasa, tal como se-ebserva en la Figura 13, panel A. Para este analisis de
midio la intensidad de la flugrescencia y se normalizé con el valor de la superficie
total de cada islote.

Para medir el potencial de'membranase utilizé rodamina 123, un fluoréforo aniénico
que se acumula en la mitocendria en relacion directa con la intensidad del potencial
de membrana. Los resultados fueron similares en los tres grupos, como se observa
en el panel B de la Figura 13; es degir, no_hay diferencia significativa, por lo que se
deduce que las dietas no tuvierongefecto sobre la intensidad del potencial de
membrana.

De igual forma, la evaluacion de la apertura de PTPmMycon el fluoréforo calceina-AM
no mostré algin cambio propiciado por las dietas, l0s. valores obtenidos para los
tres grupos fueron similares (Figura 13, panel C).

Este experimento nos sirvio al mismo tiempo para analizar€l tamafio de los islotes,
una variable que puede brindar informacion muy importante. Nuestros resultados
mostraron que los islotes de los grupos Sacarosa y Grasa son gcgnsiderablemente
mas pequefios que los obtenidos del grupo Control (Figura 13, panel D), lo que
podria indicar un déficit en el desarrollo, atrofia celular o incluso podria explicarse
por un exceso de apoptosis de las células. Otro dato que podria considerarse

circunstancial es que el rendimiento del proceso de aislamiento de los isletes fue
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considerablemente menor en el grupo de Sacarosa comparado con el grupo Control,

sugiriendo que esos islotes son mas sensibles al estrés de este proceso.
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Figura 13. Analisis de la funcion mitocondrial..La figura muestra los valores de
intensidad de florescencia de los islotes de Langerhans aislados de ratas después
de 12 meses de consumo de las dietas altas en sacarosa (SAC) o alta en grasa
(GRA) y dieta control (CTRL). A) Cuantificacion desla generacion de especies
reactivas de oxigeno (ERO) con DCF. B) Potencial de~membrana mitocondrial
analizado con Rodamina 123. C) Analisis de la apertura-del.Poro de Transicion de
la Permeabilidad mitocondrial (PTPm) utilizando Calceina-AMT. Las imagenes bajo
las gréaficas son fotografias representativas de los islotes. Imagénes tomadas con
un microscopio de fluorescencia con objetivo de 40X. AN@VA con poshoc de

Dunnet vs grupo CTRL *p < 0.05. Las barras representan la media'x DE. Para todos
los experimentos n=4 por grupo.

Los resultados obtenidos hasta este punto indican que el metabolismo de la glucosa,
asi como el funcionamiento de las células beta y en general de los_islotes

pancreaticos han sido afectados por el consumo de las dietas, principalmente la
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dieta alta en sacarosa. Es importante mencionar que el efecto de las dietas
hipercaloricas sobre el tamafio y el estrés oxidativo de los islotes podria explicar las
alteraciones en los niveles de insulina y, en consecuencia, en las alteraciones en

los miveles de glucosa en las ratas en las diferentes condiciones experimentales.
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8.5.- EVALUACION DE LA PRODUCCION Y LIBERACION DE INSULINA

La.expresion de proteinas puede estar alterada, en un estado de obesidad,
inflamacion y citotoxicidad debido a los desajustes que se ocasionan en los érganos
y células. En este sentido se determinaron, en homogeneizados de pancreas, las
proteinassinvolucradas en la sintesis de insulina, iniciando por los transportadores
GLUT-2 puesto que ellos permiten en primera instancia la entrada de glucosas a la
célula beta‘para‘iniciar su proceso de regulacion con la activacion de la maquinaria

de sintesis y liberaciéon de insulina.

Los niveles de expresion de GLUT-2 a los 12 de meses de consumo de dietas
hipercaldricas esté significativamente reducida en las dos dietas, especialmente en
el grupo Sacarosa, donde resulta casi indetectable comparado con el grupo Control
(Figura 14, panel A).

Posteriormente se analizé la expresion de una de las enzimas mas importantes en
la regulaciéon de la sintesis de insulina, la Glucoquinasa (Hexoquinasa [), que
controla la entrada de la glucosa a/la.glucolisis. En el panel B de la figura 14 se
observa una tendencia hacia‘el aumentojgpero que a su vez no es suficiente para

tener una diferencia significativa'cemparada)con el control.

En cuanto a la determinacion de la expresion“de las proteinas involucradas en la
formacion, transporte y liberacion de las vesiCulas de insulina sintetizada, se
determinaron aquellas que forma el complejo SNARE, estas actian desde la
produccion de las vesiculas en reticulo endoplasmaticos en el empaquetamiento en
el aparto de Golgi y finalmente actian en la liberacion de los granulos de insulina
por exocitosis; en este sentido se determino el nivel de expresion de las proteinas
Vamp-2, Sintaxina 1A, y SNAP-25.

La expresion de Vamp-2 en los grupos de Sacarosa y Grasa no cambio en
comparacion con el grupo Control (panel C, Figura 14), teniendo el valormedio muy
similar entre los grupos. La expresion de Sintaxina 1A, otra proteina involucrada en
la fusiébn de membranas para la liberacion de las vesiculas de insulina, disminuy6
significativamente en el grupo Sacarosa, a diferencia del grupo de Grasa que

mantuvo los valores similares al grupo Control como se observa en el panel D. Para
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el caso de SNAP-25, otra de las proteinas que participan en la fusion de las
vesiculas de insulina, el comportamiento fue mucho mas acentuado, debido a que
la’expresion de esta proteina disminuyé en los dos grupos con dietas hipercaldricas,
en edmparacion con el grupo Control (panel E, Figura 14).

Finalmente, en los paneles F y G se muestra la expresion de un factor de
trascripcion Maf A para el gen de insulina en la célula beta pancreatica, y los niveles
de expresion“de, la insulina. En ambos casos se observa una tendencia con las
medias superiores-a los del grupo Control; sin embargo, solo en el caso del factor
de transcripcion© yespecificamente el grupo de Grasa logra ser diferente

estadisticamente (panel E).
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Figura 14. Expresién de proteinas involucradas en la producciény liberacion
de insulina en pancreas. Niveles de expresion de proteinas en homogeneizados
de pancreas de ratas a 12 meses dieta alta en sacarosa (SAC) o alta~en grasa
(GRA) y dieta control (CTRL); proteinas analizadas por westerm _Blot: A)
Transportador de glucosa 2 (GLUT-2), B) Hexoquinasa pancreatica (GKC), C)
VAMP-2, D) Sintaxina 1A, C) SNAP-25, D) Maf-A y E) Insulina. Comparacion
realizada con ANOVA y poshoc de Dunnet vs grupo CTRL *p <0.05 las barras
representan la media =+ DE. Para todos los experimentos n=4 por grupo.
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9.- DISCUSION
Los datos obtenidos en los experimentos reflejan cambios significativos entre los

grapos de dietas hipercaléricas y el grupo control, los datos de la determinacién de
obesidad obtenidos del peso corporal, la ingesta calérica y el IMC, coinciden con
los datos.publicados anteriormente por otros grupos de investigadores, como los
reportado.€n 2017 por Burgeiro en donde reportd que el peso final fue similar entre
los grupos'después del consumo de una dieta de seis meses, es decir; no encontrd
diferencia significativa entre las dietas Sacarosa y Grasa con respecto al Control;
esto debido a que existe una especie de compensacion en la ingesta de alimento y
agua; es decir, el grupo Sacarosa tuvo mayor ingesta de solucion con azucar y un
menor consumo de aliménto, por otra parte el grupo Grasa tuvo un menor consumo
de alimento enriquecido+€n>comparaciéon con el grupo Control, pero mayor que el
grupo Sacarosa, propiciando_un equilibrio calorico lo que se reflejé finalmente en el
peso de las ratas. Esta condicionstambién fue observada por Schwaz en 2015, en
donde describié que esto-€s posible.debido a las caracteristicas de las dietas per
se en el organismo, en este’sentide se ha reportado que las dietas alta en grasa
pueden disminuir el apetito, contrario @ las dietas altas en carbohidratos; ademas,
es importante sefialar que aunqueda ingesta caldrica es similar existe una diferencia
en cuanto al metabolismo y absorcién de”nutrientes, puesto que la dietas son
diferentes, dandose una mayor absorcién de carbohidratos en el grupo Sacarosa y
de lipidos en el grupo Grasa, provocando una menerabsorcion de proteinas lo que
repercute directamente en la composicion corporal-de cada animal, esto va de
acuerdo a lo sefialado por Westman et al., en 2008 y posteriormente por Lirio et al.,
en el 2018 ya que ambos concuerdan en que la composicion de la dieta, el
metabolismo y la absorcién de sus nutrientes propician que la composicién de
organismo sea diferente, teniendo mayor contenido de grasa pero menor masa
muscular, por lo tanto; la funcién celular, el estado general y el desarrollo del ser
vivo es diferente; esto concuerda con los resultados obtenidos del IMC; ya que a
pesar de poseer un peso y una ingesta cal6rica similar, se observo un IMC mayor
en el grupo Sacarosa en relacion al grupo Control y al grupo Grasa; lo que-indica
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gue la asimilacion de nutrientes fue diferente y no permitio el mismo desarrollo del
organismo en los tres grupos.

L& mayor ingesta de carbohidratos en la solucion de sacarosa y una menor ingesta
de losyotros nutrientes presentes en el alimento sélido, tales como las proteinas,
puede explicar la menor talla en los animales del grupo Sacarosa; por lo tanto, un
IMC mayer, 1o que no ocurrié con el grupo Grasa. Estos resultados son similares a
los reportadosspor Paredes en 2017; adicionalmente, Luna (2014), hace mencién
que los hidratos de carbono ademés de provocar mecanismos fisiopatolégicos como
la resistencia a lainsulina pueden causar alteracion en el funcionamiento de las
hormonas como cortisol, glucagon, adrenalina y hormona de crecimiento, lo que
también podria explicat-os resultados anteriores en cuanto al desarrollo de los
animales.

Algunos estudios con dietas hipercaloricas en ratas como el publicado por Burgeiro
en 2017, han sugerido que ademas de calcular el IMC se deben realizar andlisis de
la composicion corporal de'los animales, debido a la posible diferencia en porcentaje
de masa grasa y masa magra;-en este’sentido, los resultados presentados en este
trabajo obedecen a estas hipoétesis, s.ademés estos datos coinciden con los
reportados por Glagani desde 2008 gue en su estudio reportd una mayor adiposidad
en los animales con dieta alta en sacaresa tomando la relacion de peso epididimal
sobre peso de grasa total. Por otra parte, Schwarz y Borseheim sefalan que es
posible tener una localizacién anatémica diferenteyde los almacenes de grasa
corporal aun teniendo un mismo aporte calorico, y esto.depende principalmente de
la fuente calorica, en tal caso, el consumo de carbohidratos tiende a aumentar la
grasa visceral y hepatica en mayor medida que el consumo) de una dieta alta en
grasa; esto ocurre principalmente debido a que los carbohidratos estimulan la
lipogénesis hepética, por lo tanto hay una mayor adiposidad. Adicionalmente, Matos
y Chaumontet encontraron que una dieta alta en proteinas disminuyeja deposicion
de grasa inducida por dietas altas en sacarosa y grasa.

Lo anterior sustenta los resultados obtenidos en la determinacion de porcentaje de
grasa retroperitoneal y total, porque, los animales con consumo de~dietas

enriquecidas con sacarosa y grasa desarrollaron una mayor masa grasa, lo que
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permitié conservar una similitud entre los pesos corporales de los tres grupos con
una ingesta calGrica similar.

Reésulta muy interesante que, a pesar de que las calorias consumidas por los grupos
de «dietas hipercaléricas no son mayores al del grupo Control, si aumenté
significativamente la deposicién de grasa abdominal.

En general,“nuestros resultados indican que, aunque se tenga un peso e ingesta
caldrica similar0 igual, no equivale a obtener una composicién de tejido igual; en el
caso de las dietas'los animales pueden padecer los efectos toxicos que conlleva la
ingesta en excese.de un cierto nutriente, como ocurrié en nuestro modelo, iniciando
con la acumulaciénzde grasa abdominal indicativo de obesidad central, que es el
principal factor de riesgo-para el desarrollo de sindrome metabdlico, resistencia a la
insulina y aumento de la‘presion sanguinea.

En un estado de obesidad s€\activan mecanismos que afectan funciones en el
organismo, tales como la presién-arterial. Se ha sefialado que el avance de la edad
aumenta el riesgo de padéecer hipertension arterial; sin embargo, la obesidad figura
como una de las principales’causas‘gue aceleran este proceso.

En la literatura se encuentran.reportes gque indican que, en modelos de obesidad
con dietas hipercal6ricas administradas en ratas, aumentan la presion arterial; sin
embargo, son pocos los registros de modelos con periodos de consumo de las
dietas hasta los 12 meses, por lo tanto, los valeres que han sido reportados por
Hamidi et al, 2017 y Ferland en 2019 son menores-alos obtenidos en este estudio.
Sin embargo, existen reportes de un aumento de presion por consumo de dietas
hipercaloricas a los tres y seis meses, como ocurrié en este trabajo.

Los valores de presion arterial aumentan en ratas adultag},encontrando una gran
prevalencia de hipertension arterial que aumenta con la edad y Se incrementa ain
mas si se padecen enfermedades de hiperglucemia u obesidads;.como lo sefialan
Robles y Macias en su publicacion del 2015.

Mantener un estado hiperglucémico o de obesidad, aumentan las pasibilidades de
presentar desorden en la presion arterial, debido a que se activan mecanismos que
provocan fallo en el sistema de regulacién de esta variable. En el afio"de“1993
Kannel, sefial6 a la obesidad como causa de hipertension e indicdé que la mayor
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parte de los casos de hipertension son atribuibles a un estado de sobrepeso u
obesidad, ademas que la presion sistélica aumenta en promedio 4,5 mmHg por cada
5/Kg de peso. Esto concuerda con nuestros resultados, ya que el grupo Sacarosa
presento mayor IMC y una presion arterial sistolica mayor que el grupo Grasa,
mientras que ambos son superiores con respecto al grupo Control.

A finalessde la década de los noventas y principios del siglo XX, Pouliot et al.,
Schmidt etvaly y Vera et al., sefialaron a la obesidad como causa principal de
desorden metabolico asociado a la distribucion de grasa corporal, asi como la
resistencia a la-insulina e hiperinsulinemia ya que la obesidad per se es un
padecimiento insulinodependiente, por lo que entre mayor porcentaje de grasa
tenga el organismo, habré una mayor necesidad de insulina. Lopez et al., en 2004
sefiald que un estado®de  hiperinsulinemia puede sobreestimular el sistema
simpatico a la retencion de sales, especialmente de sodio, esto aumenta el gasto
cardiaco y finalmente aumenta-la presion arterial. Otra de las posibles rutas fue
descrita por Fhigashi et al; quien reportd que la obesidad causa dafio endotelial de
los vasos sanguineos afectande elsproceso vasodilatador por inhibicion de la
sintesis de 6xido nitrico.

Ademas, si se afiade un estado hiperglucémico a la obesidad, se tiene una mayor
reactividad vascular y rigidez arterial”Con fibrosis causada por sobreexpresion de
fibronectina, coladgeno y acumulacién de productos de glicacion avanzada en las
paredes de los vasos sanguineos, aumentando susrigidez y la vasoconstriccion. El
aumento de la rigidez repercute en la presion sistolica; tal y como se observa en
nuestros resultados.

De acuerdo con esta explicacion y analizando nuestros resultados, la dieta alta en
sacarosa, es la que mostré un mayor efecto sobre la presion, debido a que estimula
de manera directa la secrecion de insulina al momento de su ingesta y es la fuente
principal para generar tejido graso, cosa que no pasa en la misma magnitud al
estimular el metabolismo de los lipidos.

Esta diferencia se observa con mayor claridad con la presion arterial'media, que
permite evaluar la presion que mantiene una buena perfusion tisular, es decir la

sangre oxigenada en los tejidos y 6érganos; en este sentido, el grupo Sacarosa
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mostré un aumento significativo con respecto al grupo Control, lo que indica ademas
de.los dafios mencionado anteriormente, hay una perfusion aumentada en los
arganos, causando desgaste y estrés. Un aumento sostenido de la perfusion
sanguinea puede conducir a fallo en los 6rganos.

Otro dedos problemas que se desarrollan con el consumo de dietas hipercaldricas,
ademas dé la acumulaciéon de tejido graso, es la alteracion del metabolismo de la
glucosa y per eonsecuencia de la insulina.

Los valores de _glucosa e insulina obtenidos en este estudio, coinciden con los
reportados por Versiani en 2014 y Burgeiro en 2017; ambos evaluaron los efectos
del consumo de dietas hipercaléricas con grasa y carbohidratos, ambos concluyeron
que los animales desartollaron caracteristicas de diabetes, con tolerancia reducida
a la glucosa, hiperglucemia’posprandial, hiperinsulinemia en ayuno y disminucién
de la sensibilidad a insulinasincluso en ausencia de obesidad. En la literatura se
encuentran otros reportes que-eoinciden con los datos de los trabajos mencionados
anteriormente, como los publicades-por Pighin et al., 2003; Poveda, 2008 y Zhuo,
2013; sin embargo, es importante ‘sefialar que los valores encontrados en este
trabajo no son iguales a los reportadossen los estudios antes mencionados, esto
posiblemente se debe a que nuestro,. modelo presenta diferencias importantes en
cuanto a la edad de inicio y el tiemposde consumo de las dietas.

Esto puede sugerirse que el consumo de las dietas.hipercaléricas desde el destete,
representan un cambio paulatino que permite a leS animales adaptarse conforme
crecen, disminuyendo la agresividad; de esta manera;.no sufren el cambio brusco
en el tipo de alimentacion que ocurre cuando se inicia el'eansumo de las dietas a
una edad mas avanzada. Esto concuerda con los resultados‘reportados por Gomez-
Crisostomo et al., en donde se emple6 el mismo modelo de obesidad inducida por
la dieta y no se observaron diferencias importantes en variables coamo el peso hasta
los 6 meses.

Los datos reportados a los 12 meses de dieta muestran alteracioneS metabdlicas;
por ejemplo, los resultados obtenidos de la curva de tolerancia a“la_glucosa,
sugieren un estado hiperglucémico en los grupos Sacarosa y Grasa debide™a que

sus niveles de glucosa se mantuvieron por encima de los valores del grupo Control
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practicamente durante las 2 horas que duré la prueba. Es importante resaltar que
esta prueba es utilizada para el diagndstico de diabetes o prediabetes y que ademas
pudede indicar una posible disfuncion de las células encargada de la regulacion de
los miveles sanguineos de glucosa, es decir sugiere dafo pancreatico a nivel de las
células -Zhuo, 2013 sefiala que la hiperglucemia y resistencia a la insulina resultan
de una pérdida de células beta o de la disminucion de la funcion de las que aun
permanecen, que no les permite controlar de manera adecuada las concentraciones
de glucosa, eso“Se traduce en intolerancia a la glucosa acompafiada de una
liberacion constante y aumentada de insulina con sensibilidad periférica reducida,
estos resultados coinciden con lo reportado por Burgeiro quién encontré un indice
HOMA mayor en el grupo con dieta alta en sacarosa, comparado con el grupo
Control.

Este cambio diferencial en el®metabolismo puede ser por diversos motivos; por
ejemplo, las rutas que se activan-son diferentes o pueden existir problemas desde
la sintesis, liberacion y sefializacion-de la insulina, asi como en la expresion de los
transportadores de glucosa GLUT-2.que participan de manera importante en la
regulacion de las concentraciones.de glucosa en sangre.

Una deficiencia en estos procesos, pravoca un estado de hiperglucemia con
liberacibn aumentada de insulina porparte de Jas células beta, lo que provoca que
la célula se desgaste y muera, dando paso a una_disminucién en la masa celular.
Por otra parte, la sobre explotacion de la célula beta puede llevar a un desequilibrio
o0 incluso a presentarse deficiencia en su renovacion

Parte del dafio celular que se observa en un estado desohesidad e hiperglucemia
puede asociarse a un dafio a nivel mitocondrial, aunque noshay muchos reportes de
los mecanismos responsables de estas disfunciones en el pancreas, si se ha
determinado un aumento de estrés oxidativo, hipertrofia, apoptesis entre otras
alteraciones relacionadas con la disfuncion mitocondrial, como logfeportd Zhou et
al., en el 2017. Si bien en este trabajo no se determinaron marcadores de apoptosis
o hipertrofia; la disminucion en el tamafio del pancreas y de los islotes-podrian
atribuirse a estos procesos; ademas, en cuanto a la produccion de estrés oxidativo,

si se observo una mayor produccién de especies reactivas en el grupo Sacarosa, a
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diferencia del reporte mencionado anteriormente, donde el incremento se observo
en_las dos dietas (sacarosa y grasas).

Si'bien ambas dietas pueden generar estados citotdxicos, se ha reportado que las
dietasyaltas en sacarosa pueden generar estrés oxidativo con mayor facilidad,
debido a'sus caracteristicas metabdlicas; Kaneto et al en 2010 sefiala a la glucosa
como lasmolécula energética por excelencia, puesto que al oxidarse produce
energia para_los procesos metabolicos; sin embargo, un estado de consumo
excesivo de carbohidratos da paso a la produccién de ERO que resulta de la
reduccion incompleta del oxigeno, el cual deberia ser reducido por dos protones
hasta formar agua a‘nivel de la fosforilacion oxidativa; si este proceso no ocurre
correctamente, se formaran las ERO que tienen electrones no apareados que les
confieren una mayor reactividad.

Si hay un incremento en la ingesta de carbohidratos, como ocurre en la dieta alta
en sacarosa, se incrementa lartasa de glucdlisis, produccion de NADH, y NADPH
en el ciclo de Krebs, y“una mayer» actividad de la cadena transportadora de
electrones, incrementando“esta-Ultima la generacion de ERO como productos
secundarios a la ingesta sostenida de carbohidratos en grandes cantidades, como
lo reportd Singh et al en 2009.

Al aumentar la cantidad de estos radiCales, pueden reaccionar mas facilmente con
otras moléculas, como el éxido nitrico, produciendo otros radicales llamados
especies reactivas de nitrégeno como el radicalyperoxinitrito cuya formacion
compromete el efecto vasodilatador del éxido nitrico:

De acuerdo con nuestros resultados, las concentraciones de, glucosa son similares
en los grupos de dietas hipercaloricas y se podria inducir que en ambos casos se
tuvieran una produccion de ERO similar; sin embargo, existe unawia que se activa
cuando hay una exposicion prolongada a carbohidratos como la-glucosa. Esta via
se activa con la finalidad de reducir la concentracion de glucosa, perojlleva consigo
la reduccion del sistema antioxidante en la célula, produciendo sorhitel, aunado a
esto Yamagishi indicé que, en un estado de hiperglicemia prolongada en la célula,
se puede llevar reacciones de autooxidacion de la glucosa y la glicacion de
proteinas con formacion de superdxido y perdoxido de hidrégeno. Estos procesos
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pueden estar implicados en el metabolismo de los animales del grupo Sacarosa;
que si bien presenté una media menor en la concentracion de glucosa comparado
al'grupo Grasa, se observo un aumento sostenido de niveles de glucosa en la curva
de tolerancia a la glucosa y una mayor produccion de ERO en las mitocondrias.

El consumo de dietas hipercaldricas puede crear un estado toxico para las células
beta llamado glucolipotoxicidad, en el que un exceso de glucosa y acidos grasos en
las mitocondrias propician los desérdenes anteriores, y ademas pueden llevar a
degaste estos.organelos.

Este desgaste puede implicar serios problemas para el proceso de sintesis y
liberacion de insulina, debido a que es un proceso dependiente de la funcién
mitocondrial, por lo que”un exceso o déficit en los requerimientos energéticos
conlleva a una desregulaeion del proceso y, por lo tanto, a una disfuncion de las
células beta en el pancreas, egomo lo reportaron Maedler et al., en 2001 y Kharroubi
et al, en el 2004.

Fridlyand et al, sefiala gue’en presencia de dafio mitocondrial se compromete la
regulacion de la glucosa, este~puedesocurrir por defectos en la glucdlisis, ciclo de
Krebs, B-oxidacion, o en la cadena tranSportadora de electrones, que finalmente
compromete la sintesis de ATP y“disminuye actividades vitales en la célula, entre
ellas la sintesis de insulina.

El estado de glucolipotoxicidad esta caracterizado principalmente por estrés
oxidativo y provoca bajo ciertas circunstancias qué se activen otros mecanismos
como la apertura del poro de la transicion de la membrana mitocondrial y la pérdida
del potencial de membrana, dos fendmenos evaluadossen_este trabajo y que no
mostraron cambios en comparacion con el grupo Control.

Se evalu6 de manera conjunta los posibles efectos de las dietas-altas en sacarosa
0 alta en grasa sobre la expresion de algunas de las principales proteinas
involucradas en la sintesis y liberacidén de insulina en homogeneizados)de pancreas.
En este sentido, la expresion de GLUT- 2, que se encargan de censary permitir el
paso de la glucosa para activar la maquinaria de sintesis de insulina, 'se_encontré
bastante disminuida en los dos modelos de obesidad, pero la disminucién” fae, mas

marcada en el grupo Sacarosa en la cual los niveles de expresion son casi
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indetectables, esto puede estar relacionado con la disminucién en el tamafio de los
islotes y el estado general del pancreas, por lo que se esperaria una menor cantidad
de células beta que expresan estos canales de forma constitutiva como lo han
indicado Plum en 2006 y Lowell en 2005, aunque si bien no hay muchos reportes
que seffalen propiamente la disminucidbn de estos transportadores; se ha
documentado que en un estado de hiperglucemia sostenida llevan al agotamiento a
las células‘por tratar de contrarrestar los niveles de glucosa, llevandolas incluso
hasta la apoptosis; disminuyendo de esta manera su masa celular.

Si bien en la dieta_alta en grasa también hay una disminucion, esta no es
comparable con loswalores del grupo Sacarosa, esto debido a que el metabolismo
de los lipidos es un poce’mas tardio para el desarrollo de hiperglucemia, es decir
que es probable que estas-desarrollaron estado hiperglucémico después, por lo que
no se manifestd en primera instancia la producciéon abundante de ERO, ni la pérdida
tan marcada de GLUT-2 o masa-pancreatica comparada con el grupo Sacarosa.
Se determind la expresién’de una-de las proteinas claves y reguladoras de la
sintesis de insulina, la Hexoguinasa pancreética (Glucoquinasa, GCK) ya que de
ella depende la entrada de la glucosa deforma fosforilada a la glucolisis para activar
tanto la liberacion de las vesiculasde-insulina almacenadas, como su sintesis desde
el reticulo endoplasmico. Considerando los niveles de expresion de GLUT-2, y su
relacion con el tamafio disminuido de los islotesyse esperaria una disminucion en
la concentracion de esta enzima; sin embargo, se encontraron niveles
estadisticamente similares en los tres grupos. Esto €S, interesante porque, aun sin
existir diferencia significativa, si se toma en cuenta el factor tamafo celular, esto
sugiere una mayor actividad de esta enzima en ambos modelos; ademas a esto se
suma que el valor de las medias es superior al Control. Por otra parte, este resultado
también sugiere que podria existir un mecanismo extra para la internalizacion de la
glucosa, posiblemente otros tipos de canales transportadores de glucosa como los
GLUT 1, 10 o 11 estén cumpliendo con esta funcion.

Mcvie-Wiley en 2001 sefal6 que los canales GLUT 1y GLUT 10 se encuentran en
el pancreas cumpliendo con el transporte de glucosa, también se ha identifieado los
canales GLUT-11 en el pancreas; sin embargo, no hay muchas referencias.sobre
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sus caracteristicas (Castrejon, 2007). De ser posible se justificaria los niveles de
expresion de la GCK que reflejan una tasa considerable de glucosa en el interior de
las células, que no estan siendo transportada precisamente por los GLUT-2, aunque
claramente es necesario también medir el transporte de glucosa para probar esta
hipotesis:

Siguiende’con el proceso de produccion y liberacion de la insulina, se determinoé la
expresion de las proteinas involucradas en la formacion, transporte y liberacion de
vesiculas de insulina a través de mecanismo de fusién de membranas que son los
componentes delcomplejo SNARE, las proteinas Vamp-2, Sintaxina 1A, y Snap-25.
Considerando el estado de hiperglucemia e hiperinsulinemia de los animales, se
esperaria una mayor eapacidad de liberacion de las vesiculas de insulina y, por lo
tanto, una expresion aumentada de estas proteinas. Los valores de expresion de
Vamp-2, que se encuentra loealizada en los granulos secretores de insulina, fueron
estadisticamente similares engles tres grupos. La fraccion faltante del complejo
SNARE esta formado por Sintaxina=2A y Snap-25; con respecto a la primera, se
observé una tendencia a la baja en-€l grupo de Grasa, aunque solo disminuy6
significativamente en el grupo.Sacarosa: Los niveles de Snap-25 se encontraron
reducidos en ambas dietas, lo que va de‘acuerdo a lo reportado en la literatura, ya
que al estar localizadas en la membrana plasmatica de las células beta, y estas a
su vez al estar de menor tamafio y o0 €n menersnumero, la cantidad de proteinas
deberia ser menor. Estos resultados son muy intereSantes, ya que, debido al estado
de hiperinsulinemia en ambas dietas, se esperaria(ina expresion aumentada de
estas proteinas, asi como un mayor contenido de insulina:

Por otra parte, estos resultados estan de acuerdo a los reportados por Thurmond
en el 2000 y Bryan en 2002; ambos sefialan que hay alteraciongs en la expresion
del complejo SNARE en animales con sensibilidad a la insulina disminuida, asi como
con los reportados por Fox en 2013 referente a la expresion” disminuida de
componentes del complejo, con hiperplasia e hipertrofia de las células beta en ratas
diabéticas.

Finalmente se evalud la expresion de insulina y uno de los factores de activan su

trascripcion, Maf A, cuya expresion se encontrd significativamente mayor<en el
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grupo Grasa, pero sin cambios en el grupo Sacarosa. Estos resultados coinciden
con lo reportado en la literatura por Gao en 2003 y Hagman en 2005, ambos sefialan
quela expresion de Maf A aumenta como respuesta a los niveles de glucosa; esto
es, @ mayor concentracion de glucosa mayor expresion del factor con la intencién
de generar mas insulina. Desde otro punto de vista, resulta desconcertante que Maf
A solo aumento en el grupo Grasa, ya que también las ratas del grupo Sacarosa
presentaron‘niveles de glucosa sanguinea aumentados (Control 100+4; Sacarosa
115+4; Grasa126%11), sugiriendo la existencia de un umbral para la activacion del
factor de transcripeion; aunque también podria estar relacionado con la disfuncion
celular. En ambos€asos, son preguntas interesantes para abordar en futuros
trabajos.

Los resultados del andlisis-de contenido de insulina en el pancreas mostraron que
hay un aumento en las medias de la concentracion tisular de la hormona en el grupo
Sacarosa y Grasa, siendo la primera considerablemente mayor comparada con el
Control; desafortunadamente por las-desviaciones muy grandes en los valores estos
no son estadisticamente diferentes. Considerando que al menos los valores de
insulina para el grupo Sacarosa fueransrealmente mayores, eso indicaria que, a
pesar de existir una buena produccion.de insulina, no se estad liberando
adecuadamente, lo que se explica Conla baja.expresion de Sintaxina y Snap-25 y
el aumento en la GCK.

Es importante sefialar que la presencia de resistencia a la insulina puede darse por
mecanismos derivados propiamente del metabolism@ de los carbohidratos y lipidos
de manera distinta, ya que el proceso de manera normal se'da por el reconocimiento
de la insulina por sus receptores en la membrana plasmatica, lo que activa la
movilizacion de los canales GLUT- 4 a la membrana de los tejidos, periféricos como
higado, grasa y musculo, que a su vez permite la entrada de glucgsa para su uso o
almacenamiento. Este proceso se da correctamente por la fosforilacion de los
residuos de tirosina del receptor; sin embargo, la presencia ‘de’ obesidad,
hiperglucemia, y estrés oxidativo activan vias de sefializacion que favorecen la

fosforilacion de residuos de serina y reducen la union de la insulina, provocando un
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estado de hiperinsulinemia tal como se encontré en los niveles de insulina en estado
basal.

Enla Figura 15 se ilustra los puntos en la cascada de sintesis y liberacion de insulina
querfueron afectados por el consumo de las dos dietas hipercaldricas; las flechas
indicanaumento (hacia arriba) o disminucion (hacia abajo), mientras que el color
rojo se refiere al grupo Sacarosa, el color azul hace referencia al grupo Grasa y el
signo de igualdad (=) indica que no existi6 diferencia estadistica significativa entre
los grupos. Estaimagen nos ayuda a apreciar facilmente en qué puntos del proceso
hay alteraciones'y.nos da una idea de cual de los dos modelos de obesidad inducida

por la dieta provocasun mayor cambio en la expresion de las proteinas.

Glucosa

== HCK
Glucosa-6-P

n

Célula beta -

|

A. Golgi
Insulina l

SNAP-25 ¢ ¢

Figura 15. Niveles de expresion de proteinas en la sintesis y liberaeion de
insulina de las dietas hipercaléricas. En la figura se muestran los niveles de
expresion de las proteinas analizadas. Grupo Sacarosa (flecha roja), grupo_Grasa
(flecha azul), sin diferencia significativa (=). RE: reticulo endoplasmico,*CTE:
cadena trasportadora de electrones.
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En conjunto los resultados obtenidos en este trabajo muestran alteraciones en la
sintesis y liberacion de insulina; con la expresion modificada de proteinas, estrés
oXidativo en el pancreas de animales con obesidad e hiperglicemia, resistencia a la
insulina, dafos a nivel tisular y celular en los islotes de Langerhans del pancreas.
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10.- CONCLUSION

Ensconclusion, al finalizar los 12 meses se tuvieron dos grupos experimentales que
desarrollaron obesidad abdominal, niveles de glucosa elevados en estado basal,
incremento en la generacion de ERO en los islotes de Langerhans, que es indicativo
de estrés oxidativo y resistencia a la insulina inducida por el consumo de las dietas

alta en sacarosa y alta en grasa.

La presencia de~concentraciones elevadas de glucosa en sangre acompafado de
un estado de obesidad, repercutieron en la funcion del pancreas, principalmente en
las células B, afectando la ruta de secrecion de insulina mediante el aumento o
disminucién de la expresiéon de proteinas que participan en su produccion y

liberacion.

Aunque ambas dietas indujer@n, alteraciones relacionadas con posible dafio celular
en los islotes de Langerhans del-pancreas, los resultados en su conjunto muestran
que la dieta alta en sacarosa fue_méas agresiva para la salud pancreética, no solo
por presentar un mayor nuamere-de problemas funcionales, sino en la magnitud de
estas alteraciones. Esto puede deberse a su toxicidad o la generacién de
metabolitos intermediarios que hacen que su efecto sea mas rapido o intenso que
el de los lipidos; esto a pesar de que el consumo de ambas dietas induce obesidad

central.
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12. ANEXOS
PREPARACION DE SOLUCIONES

Anexo 1:

Buffer HBSS (Hank’s 1x sin complementar)

pH 7.4
Para 1 litro
Componentes mM
CaClz 1.2
MgCl2-6H20 0.49
MgSOas-7H20 0.40
KCI 5.33
KH2PO4 0.44
NaHCOs 4.16
NacCl 137.93
NazHPO4 0.338

Buffer HBSS (Hank’s 1x completo)

A 500 mL de HBSS se le adiciona 12.5 mL de Sales de Spinner al-4% de BSA pH

7.4 (Anexo 2) y 1 mL de mezcla de antibi6ticos y antimicoticos
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Anexo 2:

Sales de Spinner

pH 74
Para 1L
Componentes Gramos
Sulfato de magnesio anhidrido 0.1
Clorurode potasio 0.4
Cloruro desodio 6.8
Fosfato monobasico de sodio 1.22
D-Glucosa 1.0

Se recomienda ajustar el porcentaje de"BSA maximo con un dia de anticipacion,

tomando en cuenta la cantidad debuffer que se requiere en la prueba préxima.

Agregar a una concentracion de 4%.de BSA~y disolver en agitacion, una vez

preparado mantener en hielo.
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Anexo 3:

Buffer Ripa 10X (Buffer de Lisis)

pH: /7.5
Para 15 mL
Componentes mM

Tris-HCI(T7:5) 20
NaCl 150
NazEDTA 1
EGTA 1
NP-40 1%
Deoxicolato de Sodio 1%
Sodio pirofosfato 2.5
B-glicerofosfato 1
Naz2VOas 1
Leupeptina 1uM

Se diluye para su uso a 1X con agua desionizada.

Se recomienda adicionar 1mM de PMSF antes de usar.

Se recomienda adicionar inhibidores de proteasa para evitar,degradacion de

proteinas.
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Anexo 4:

Buffer Laemmli 1x

Para 10 mL
Componentes
Tri§-HCl 2.5 M (pH 6.8) 0.50 mL
Glycerol 100 % 0.50 mL
SDS20% 0.58 mL
Azul de bromefenol 0.40 mg

Adicionar B-Mercaptoetanol 1:85'% previo a su uso.
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