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Resumen

La insulina es una sefal clave para el estado nutricional,
la cual induce respuestas centrales a través del hipotala-
mo. La activacién del receptor de insulina en el hipota-
lamo (IR) reduce la ingesta de alimentos y la liberaciéon
de glucosa hepdtica. Se desconoce si estos mecanismos
se encuentran alterados en la diabetes tipo 2 (DM2). De-
bido a que se conoce que el tratamiento crénico con in-
hibidores de la enzima convertidora de angiotensina I
(IECA) o los bloqueantes de los receptores AT, reducen
la incidencia de DM2 en individuos hipertensos, y tanto
los receptores AT, y como los de la insulina coexisten en
regiones clave para el control de balance de energia, nos
hemos planteado evaluar la posible participacion de la
angiotensina Il (ANG Il) en las acciones de insulina cere-
bral en condiciones de diabetes. Por ello, desarrollamos
un modelo animal de la DM2 con dieta alta en grasas
durante 12 semanas (40% de la carga de grasa / semana).
Adicionalmente, se determinaron los cambios en los ni-
veles de glicemia en ratas tratadas intracerebroventricu-
larmente (ICV) con ANG Il, insulina o insulina [I+ANG.
Se emplearon ratas Sprague-Dawley (100 + 20 g), las
cuales se dividieron en dos grupos: control (dieta estan-
dar) y DAG (dieta alta en grasas). Después de diez sema-
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nas, las ratas DAG recibieron una dosis Unica de estrep-
tozotocina (35 mg/kg, ip). En la semana 12 se evalué la
resistencia a la insulina mediante la prueba de tolerancia
a la glucosa, y de inmediato las ratas fueron canuladas-
ICV. Tres dias después, los animales recibieron el trata-
miento correspondiente y se recogio la sangre de la vena
de la cola a 0 y de 2 horas. La concentraciéon de glucosa
se determiné mediante el método de glucosa oxidasa.
Nuestros resultados muestran que ANG II-ICV aumenta,
mientras que la insulina-ICV disminuye los niveles de
glucosa periférica. Igualmente, la administracion central
de ANG Il inhibié la reduccién de la glicemia inducida
por la insulina central en ratas normales. En las ratas dia-
béticas, el efecto de la administracion de ANG II-ICV fue
mayor, mientras que la accién hipoglicemiante inducida
por la insulin-ICV se redujo significativamente. Nuestros
resultados demuestran que en este modelo de animales
diabéticos hay una desregulaciéon en la capacidad de la
insulina del cerebro para modular los niveles de glucosa
periférica, e indican que la ANG Il parece jugar un papel
importante en la resistencia neuronal a la insulina.

Palabras Clave: Insulina, angiotensina Il, diabetes, dieta
alta en grasa.
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Abstract

Insulin is a key signal of the nutritional status, which in-
duces central responses through the hypothalamus. The
activation of the hypothalamic insulin receptor (IR) de-
creases food intake and hepatic glucose release. It is un-
known whether these mechanisms are altered in type 2
diabetes (DM2). Since it has been reported that, chronic
treatment with ACEl or ARB reduces the incidence of
DM2 in hypertensive individuals, and both angiotensin
lI-AT, and IR receptors are co-localized in key regions
for the control of energy balance, we were prompted to
assess the possible involvement of angiotensin Il (ANG 1)
on brain insulin actions in diabetic conditions. Thus, we
developed an animal model of DM2 with high fat diet
during 12 weeks (40% fat load/week). We determined
the changes in glycemia levels in rats treated intracere-
broventricularly (ICV) with ANG I, insulin or ANG Il +
insulin. Sprague-Dawley rats (100+20g) were divided
into two groups: Control (standard diet) and HFD (High-
fat diet). After ten weeks, HFD rats received a single dose
of streptozotocin (35 mg/kg, ip). At week 12 the state of
insulin resistance was assessed by the glucose tolerance
test, and immediately rats were ICV-cannulated. Three
days after, animals received the correspondent treatment
and blood was collected from the tail vein at 0 and 2
hr. Glucose concentration was measured by glucose oxi-
dase method. Our results show that ICV-ANG Il increased
while 1CV-insulin decreased peripheral glucose levels.
ICV-ANG I blunted the reduction of glycemia induced
by central insulin in normal rats. In diabetic rats, ICV-
ANG effect was increased, while ICV-insulin induced
hypoglycemic action was significatively reduced. Our
results demonstrate that in this diabetic animals model
there is a dysregulation in the brain insulin capacity to
modulate peripheral glucose levels, and they indicate
that ANG Il seems to play an important role in neuronal
resistance to insulin.
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Introduccion

El balance energético en organismos superiores, prin-
cipalmente en los mamiferos, es mantenido gracias a
multiples mecanismos que transmiten informacion acer-
ca del estado nutricional del organismo, tanto en la pe-
riferia como a nivel central, para inducir las respuestas
metabdlicas y conductuales apropiadas para lograr la
homeostasis energética (Obici y Rossetti, 2003; Seeley
y Woods, 2003). Aunque las sefales provenientes del in-
testino, estimuladas por nutrientes, son cruciales para la
regulacion de la conducta alimenticia momento a mo-
mento, el hipotdlamo es el sitio primario donde estas

y otras sefales convergen y se integran (Ahima y col.,
1996). En un principio se postuld la hipotesis glucosta-
tica (Mayer y col, 1953; 1955) en la cual se afirmaba
que la glucosa circulante era la principal sefal del estado
nutricional del organismo, ya que cambios en los niveles
de esta son capaces de modular la conducta alimenticia
(Kanarek y col., 1978; Walls y Koopmans 1989), pero por
otro lado, se observé que también los niveles de lipidos
almacenados y circulantes, generan las sefales regulato-
rias que actuan a nivel central, dando origen a la hipé-
tesis lipostatica o adipostatica (Kennedy, 1953, Mayer y
col,, 1955). En efecto, la evidencia sugiere que existen
mecanismos homeostdticos redundantes involucrados
en el mantenimiento del balance energético y por ende
una sola teoria no es capaz de englobar la complejidad
de este sistema regulatorio (Schwartz y Porte, 2005). Los
estudios realizados hasta el momento permiten afirmar
que, el hipotdlamo, especificamente en el nucleo arcua-
to (Arc), actia como érgano receptor, integrador y trans-
misor de las sefales relacionadas con el estado energéti-
co del organismo desde y hacia la periferia y dentro del
SNC (Schwartz y col., 2000; Friedman, 2002; Niswender
y Schwartz, 2003; Flier, 2004). Se ha demostrado que, los
niveles circulantes de leptina e insulina, asi como de los
acidos grasos y el glicerol, modulan la funcién hipotala-
mica para generar una respuesta homeostatica conduc-
tual, neuroendocrina y autonémica disefada para man-
tener la adiposidad corporal (Schwartz y col., 2000). Lam
y col. (2005) han propuesto que un rapido y sostenido
incremento en la ingesta caldrica activa concomitante-
mente sefales anabdlicas a nivel periférico, y catabolicas
(regulatorias) a nivel central, encontrando que bajo con-
diciones de abundancia calérica prolongada se inicia un
proceso de “resistencia” hipotaldmica a las multiples se-
Aales de saciedad tanto adipociticas como nutricionales.
Estas observaciones han re-direccionado el interés hacia
el estudio de la participacion del SNC en la génesis o
progresién de los trastornos metabdlicos. En efecto, la
evidencia experimental demuestra que la desregulacién
hipotalamica participa en el desarrollo de la diabetes tipo
2 en roedores (Bruehl y col., 2007; Obiciy col., 2002).

La insulina ejerce efectos metabolicos, neurotréficos,
neuromoduladores y neuroendocrinos en el tejido ner-
vioso (Barbaccia y col., 1982), jugando un papel crucial
en la homeostasis energética, la reproduccion, la memo-
ria y habilidades cognitivas, puesto que alteraciones en
la disponibilidad de esta hormona a nivel central con-
tribuye con la obesidad (Kaiyala y col., 2000), diabetes,
trastornos reproductivos y mentales (Craf y col., 1999;
Gerozissis y col, 2001; German y col, 2011). Los ni-
veles centrales de insulina dependen de los niveles sé-
ricos de esta, que atraviesan la barrera hematoencefali-
ca (Margolis y col., 1967). El receptor de insulina estd
discretamente distribuido en el cerebro, ubicdndose en
el bulbo olfatorio, en el nucleo arcuato del hipotdlamo,
en la corteza cerebral, el cerebelo, la amigdala y el hi-
pocampo (Havrankova y col, 1978; Van Houten, 1979;
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Marks y col., 1990). Los efectos metabodlicos mediados
por la insulina central ocurren a nivel del nicleo arcuato,
a través del cual modula la conducta alimenticia tanto a
corto como a largo plazo (Schwartz y col., 1992; Sipols
y col., 1995; Air y col., 2002), el flujo autonémico (Boyd
y col., 1986) y la produccion de glucosa hepatica (Obici
y col., 2002).

Se ha demostrado un papel de la insulina central, cuya
administraciéon inhibe la ingesta de alimentos e induce
pérdida de peso en primates (Woods, 1979) y en roedores
(Sipols y col.,, 1995; Gerozissis y col, 1999; Bruning y
col., 2000; Air y col., 2002). Por otro lado, se ha encon-
trado que los animales deficientes de insulina son hiper-
fagicos, y esta conducta puede ser revertida luego de la
administracion central de insulina (Schwartz y col., 1992;
Sipols y col, 1995). Basados en las similitudes entre las
acciones centrales de la insulina y la leptina y la comu-
nicacion cruzada entre estas sefales, los estudios mas re-
cientes sugieren que mecanismos convergentes median
la respuesta neuronal a la insulina y la leptina a nivel hi-
potaldmico, principalmente regulando la expresién de los
péptidos que controlan el apetito (Schwartz y col., 1992;
Sipols y col,, 1995; Carvalheira y col., 2003). Asi, la ad-
ministracion de insulina en el tercer ventriculo cerebral
disminuye la expresién del NPY (péptido orexigénico) en
el nucleo Arc (Schwartz y col., 1992, Sipols y col., 1995)
e incrementa la de la POMC (péptido anorexigénico),
mientras que el bloqueo de la PI3K con LY294002 a nivel
central, promueve la inhibicién de la anorexia inducida
tanto por la leptina como la insulina en ratas (Niswender
y Schwartz, 2003; Schwartz y col., 1997).

Las acciones centrales de la insulina, también incluyen
cambios en la liberaciéon de glucosa hepatica. En efecto,
Obici y col. (2002) mostraron que la infusiéon ICV de in-
sulina, asi como de Cpd1 (un insulino-mimético), en ratas
Sprague-Dawley, no afecté la captacién de glucosa por
los tejidos, ni los niveles de glucagon, pero si disminuyd
la liberacion de glucosa hepatica (~40%), con niveles ba-
sales de insulina periférica relativamente constantes.

Si las acciones ejercidas por la insulina a nivel central son
claves en el mantenimiento de la homedstasis energéti-
ca, entonces las alteraciones en este sistema deben estar
relacionadas con trastornos metabdlicos y viceversa. En
efecto, en ratones con una disrupcidon neuronal especifi-
ca del gen que codifica para el receptor de la insulina,
desarrollan obesidad sensible a la dieta, acompainada de
un incremento en los niveles plasmaticos de leptina y de
una ligera resistencia a la insulina. Adicionalmente, los
ratones knock-out para el receptor de insulina, poseen
un elevado porcentaje de grasa corporal y altos niveles
de leptina, resistencia a la insulina, hiperinsulinemia e
hipertrigliceridemia (Briining y col., 2000). Aun mas, la
administracion de oligodesoxinucleétidos antisentido di-
rigido contra la proteina precursora del receptor de insu-
lina en el nucleo arcuato, induce hiperfagia y resistencia
a lainsulina en ratas (Obici y col., 2002).

La resistencia a la insulina y la hipertension frecuente-
mente coexisten, y generalmente progresan a diabetes y
enfermedades cardiovasculares (Ferrannini y col., 1987).
Estudios clinicos prospectivos muestran que el tratamien-
to de pacientes hipertensos con inhibidores de la enzi-
ma convertidora (IECA) o antagonistas del receptor AT,
resultan en una disminucion de la incidencia de nuevos
pacientes diagnosticados con diabetes tipo 2 cuando se
compara con otros agentes antihipertensivos (Nawano y
col., 1999; Henriksen y col., 2001). Estas evidencias in-
dican que la angiotensina Il parece ser estar involucrada
en el desarrollo de la DM2.

Numerosos estudios en células y modelos animales de-
muestran que la ANG Il parece modular negativamente
las acciones periféricas mediadas por la insulina a mul-
tiples niveles de su cascada de sefalizaciéon (De Gaspa-
ro y col, 2000; Fujita, 2002). Se ha observado que la
infusion de ANG Il induce resistencia a la insulina en
ratas (Ogihara y col., 2002), y el uso de los IECA y de los
bloqueantes del receptor AT, mejoran la sensibilidad a la
insulina (Cheetham y col,, 2000; Henriksen y col., 2001),
entonces, la sobrereactividad del SRA, observada en en-
fermedades cardiovasculares como la hipertension, esta-
ria de hecho, participando en el inicio de la resistencia
a la insulina en estos paciente. Por otro lado, se ha visto
que el uso de los IECA y de los antagonistas del receptor
AT, reduce el dafio tisular que se observa en pacientes
con DM tipo 2 (hiperplasia neointima, neuropatia), tanto
en modelos animales como en pacientes (Goodfriend y
col., 1996; Sowers, 2004).

Segun los estudios autoradiogréficos y por hibridizacion
in situ, se evidencia que existen receptores de insulina y
de ANG Il co-localizados en el hipotdlamo, especifica-
mente en el nucleo arcuato (Marks y col., 1990; Pardini
y col.,, 2006). Aunque las evidencias obtenidas en tejidos
periféricos permiten afirmar que la ANG Il interfiere con
la sefalizacidon de la insulina, aun no se sabe si las accio-
nes centrales de la ANG Il pueden alterar la sensibilidad
a la insulina en tejido nervioso. El estudio de la interrela-
cién entre ambas vias, en condiciones diabéticas, apor-
taria informacion crucial sobre las posibles alteraciones
en los circuitos neuronales encargados de la regulacién
metabodlica en el desarrollo de la diabetes tipo 2.

El estudio de este trastorno metabdlico, por razones éti-
cas, es limitado en los humanos, y por ende el empleo de
un apropiado modelo animal es particularmente necesa-
rio para comprender como la compleja relacién entre la
predisposicion genética y los factores ambientales desen-
cadenan la aparicién y desarrollo de la diabetes tipo 2, y
como consecuencia, optimizar las medidas farmacolégi-
cas o no, que lleven a resultados mas eficaces durante su
tratamiento en humanos. Sin embargo, es dificil definir
el término “apropiado”, ya que desde el punto de vista
cientifico y ético, se requiere de un modelo que simule no
solo el fenotipo sino también las condiciones de la pato-
génesis observada en humanos. Los resultados obtenidos
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con modelos en animales genéticamente predispuestos
(ratones ob/ob o ratas Zucker fa/fa) o los farmacolégica-
mente inducidos (son tioglucosa de oro, bajas dosis de
ETZ o aloxano), deben ser interpretados con cuidado, ya
que no estamos seguros si estos permiten responder sa-
tisfactoriamente las interrogantes planteadas, debido a su
poca semejanza con el complejo proceso real (Buettner
y col., 2006). A saber, en los humanos, al margen de la
predisposicion genética, el riesgo de desarrollar diabetes
tipo 2 incrementa con la edad, ingesta excesiva de grasas
y carbohidratos, enfermedades cardiovasculares y vida
sedentaria. El uso de dietas hipercaléricas durante tiem-
po prolongado ha demostrado inducir en los animales
un estado de resistencia a la insulina, siendo las dietas
enriquecidas con grasas en roedores, llamada “dieta alta
en grasa” (DAG), las que han mostrado mimetizar las al-
teraciones metabdlicas de la DM2 con mas contunden-
cia, aceptandose como un modelo vaélido para el estudio
de esta enfermedad (Furler y col,, 1997; Lingohr y col,,
2002). Varios mecanismos explican la resistencia a la in-
sulina inducida por la DAG, el principal de ellos se re-
laciona con el ciclo de la glucosa-acidos grasos (Randle
y col,, 1963). En efecto, los diversos estudios realizados
con este modelo han mostrado que la alimentacién pro-
longada con DAG induce incremento en el peso corpo-
ral, hiperglicemia, hiperinsulinemia, resistencia a la in-
sulina, asi como un aumento en nimero y tamano de los
adipocitos (Corbett y col.,, 1986; Belzung y col,, 1993) y
reduccion de la lipdlisis (Tepperman, 1986). Aun mas, la
evidencia experimental demuestra que la ingesta de 4ci-
dos grasos saturados por tiempo prolongado en roedores,
induce una notable resistencia a la insulina (Storlien y
col., 1991), siendo ademas mas efectivas, aquellas dietas
que emplean grasas de origen animal (mamiferos) o ve-
getal, que las grasas provenientes de aceites de pescados
(Storlieny col., 1987; Rivellese y col., 2002).

Con la finalidad de simular el progreso real de esta en-
fermedad, se empleado la administracion de bajas dosis
de ETZ combinada con las dietas hipercaldricas, lo cual
genera un modelo animal fenotipicamente muy similar a
la diabetes tipo 2 humana. La alimentacién con dieta alta
en grasa induce hiperinsulinemia y resistencia a la insu-
lina, y la administracién de bajas dosis de ETZ induce un
moderado dafio pancredticos e hiperglicemia (Srinivasan
y col., 2005). Por tal razén en el presente estudio se es-
tandarizé y validé un modelo de diabetes tipo 2 en ratas,
combinando la alimentacién crénica con una dieta alta
en grasa de origen porcino y el tratamiento con estrepto-
zotocina a baja dosis. Este modelo animal se utilizé para
estudiar el papel de la ANG Il y sus consecuencias meta-
bolicas, por alteraciones en la sefalizacion de la insulina
a nivel del hipotalamo.

Materiales y Métodos

Animales de Experimentacién

Se emplearon ratas macho de la cepa Sprague-Dawley,
de 100-120 g de peso corporal, procedentes del Institu-
to Nacional de Higiene “Rafael Rangel” o del Bioterio
del Instituto de Medicina Experimental de la UCV. Los
animales fueron mantenidos en un ambiente de luz con-
trolada, con periodos alternos de 12h de luz y oscuri-
dad, permitiéndoles libre acceso al agua y al alimento.
Las ratas fueron divididas en 2 grupos experimentales:
1) Control (alimentados con dieta estandar) y 2) Diabé-
ticos (alimentados con dieta alta en grasa). Estos ultimos
recibieron una dieta alta en grasa (DAG), por adicion de
manteca de cerdo a la dieta estandar, donde el 35% de
la dieta corresponde a lipidos. Los animales alimentados
con DAG, a la semana diez, fueron tratados con una do-
sis baja de estreptozotocina (35 mg/Kg, i.p).

Los experimentos fueron realizados siguiendo las buenas
practicas para el manejo de animales de laboratorio (NIH
Guide, 1996) y la aprobacion del Comité de Bioterio de
la Facultad de Farmacia de la UCV.

Modelo de Diabetes tipo 2

El modelo desarrollado fue una adaptacién del esque-
ma propuesto por Srinivastan (2006). Para ello, se uti-
lizaron animales jévenes, recién destetados, los cuales
fueron sometidos a una dieta alta en grasa durante un
periodo de doce (12) semanas. Las primeras cuatro (4)
semanas los animales fueron alimentados con Ratarina’
combinada con manteca de cerdo, cuyo porcentaje de
lipidos total es del 35% (compuesto principalmente por
colesterol y acidos grasos saturados). Las siguientes seis
(8) semanas los animales se mantuvieron con la misma
alimentacién, pero se complementaron con la adminis-
tracién, a través de una sonda intragastrica, de 3 mL de
manteca de cerdo dos veces por semana, para incremen-
tar aproximadamente a 40% la carga lipidica (calculada
en funcién de la ingesta semanal promedio en gramos).
En la semana numero diez (10) los animales fueron trata-
dos con una dosis Unica de estreptozotocina de 35 mg/
Kg (Sigma Chemicals Co, St. Louis, MO).

El desarrollo de la diabetes fue monitoreado antes, du-
rante y al finalizar el periodo de tratamiento a través de la
determinacién de la glicemia, el perfil lipidico (colesterol
y triglicéridos), la cuantificacién de la ingesta de alimen-
tos y el peso corporal. Del mismo modo se evaluo la re-
sistencia a la insulina a través de la prueba de tolerancia
a la glucosa. Animales con niveles de glucosa en ayunas
por encima de 200 mg/dL y con intolerancia a la glucosa,
fueron considerados como diabéticos.

Quimica Sanguinea
Recoleccion de la muestra de sangre. Para el monitoreo
de los animales durante el desarrollo de la diabetes, estos
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fueron sometidos a 14-16 horas de ayuno previo a la re-
coleccién de la muestra de sangre de la cola del animal
en tubos plasticos de 500 pL. La sangre fue centrifugada
a 10.000 rpm durante 10 minutos, y el suero obtenido en
fresco se utilizd para los diferentes ensayos. Para los en-
sayos con tratamientos ICV, se siguié el mismo protocolo
inicial, y se tomd una muestra de sangre antes (basal), a
los 60, 120 y 180 min posterior al tratamiento.

Determinacion de la Glucosa Sanguinea. La glucosa san-
guinea se determiné por el método de glucosa oxidasa,
mediante un kit comercial (Stanbio Laboratory’).

Determinacion del Colesterol Sérico libre. Se utilizé un
método enzimdtico usando la colesterol oxidasa, que
combina la colesterol oxidasa con la colesterol esteara-
sa, y mejorado posteriormente con el uso del reactivo de
Trinder mediante un kit comercial (Stanbio Laboratory”).

Determinacion de los triglicéridos séricos. Se realizé por
el método colorimétrico mediante un kit comercial (Stan-
bio Laboratory’).

Prueba de Tolerancia a la Glucosa. Con el fin de determi-
nar el grado de resistencia a la insulina inducido en los
animales de estudio, se realiz6 la prueba de tolerancia
a la glucosa al finalizar el periodo de induccion de la
diabetes, en todos los grupos experimentales. El dia del
ensayo, los animales fueron restringidos del acceso al ali-
mento la noche anterior a la recoleccion de la muestra.
El dia del experimento, los animales recibieron una dosis
oral de 3 g/Kg peso corporal de glucosa. La muestra de
sangre fue recolectada a los 30, 60, 90 y 120 minutos
después de la administracién de glucosa.

Canulacion Intracerebroventricular (ICV)

A los animales de experimentacién se les implanté una
canula en el ventriculo lateral izquierdo bajo anestesia
con pentobarbital sédico (40mg/kg, i.p.), T mm caudal a
la sutura coronal y a 1.5 mm lateral de la sutura sagital
del crdneo, mediante la ayuda de un aparato estereotéxi-
co (David Kopf Instruments). La canula se fijé al craneo
con silicén adhesivo. Tres dias después y en ayunas Pasa-
das 72 horas de periodo de recuperacién postoperatorio,
los animales se mantuvieron en ayuna durante 12-16h
antes de recibir el tratamiento ICV con ANG IlI, INS o
ANG+INS. La inyeccion ICV se realizé con una inyecta-
dora Hamilton acondicionada con un tope para asegurar
la penetracion de la aguja a la misma profundidad de
la canula. La validez de la canulacién ICV se confirmé
post-mortem, con la inyeccién, previo a la decapitacion,
de una solucién de colorante (fast green, 5 uL), conside-
randose validos, aquellos cuya distribucién del colorante
se observo en los ventriculos laterales, tercero y cuarto.

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados fueron expresados como la media * el
error estandar de la media (EEM). La significancia de
los resultados se determind mediante la prueba de “t de
student” y el andlisis de varianza (ANOVA) de una via,

sequido de la prueba de Bonferroni. Valores con p<0,05
fueron considerados estadisticamente significativos.

Resultados

Caracterizacion del modelo de diabetes tipo 2

Peso e ingesta de alimentos durante el tratamiento

El tratamiento con una dieta estandar (control) o dieta
alta en grasa (diabéticas) + estreptozotocina, produjo un
aumento constante de peso corporal (Fig. 1), encontran-
dose que para la semana nimero doce, las ratas diabé-
ticas tuvieron un peso promedio 15% superior al grupo
control (Figura 2). Se observd que el alimento ingerido
durante las doce semanas por la ratas DAG fue de un
16.6% menor que las alimentadas con DE, en términos
de peso (Figura 2).
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Parametros Sanguineos: Glicemia, triglicéridos y colesterol
Durante las primeras ocho semanas, se encontré que la
glicemia en ambos grupos de animales fue similar, sin
embargo luego de la administracién de ETZ en la semana
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numero diez, el grupo de animales que recibié DAG, se
hizo francamente hiperglicémico (Figura 3).

Los cambios metabdlicos en los animales del grupo DAG
se evidenciaron, asimismo, con alteraciones en el perfil
lipidico, en los cuales se observé un incremento progre-
sivo de la concentracion de triglicéridos y colesterol en
sangre, siendo significativamente superior a los animales
controles (Figura 4). Estas diferencias fueron especial-
mente marcadas a partir de la semana numero diez, lue-
go de la administraciéon de ETZ.
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Efecto de la insulina y angiotensina Il central sobre los
niveles de glicemia en ratas con diabetes tipo 2

Efecto de la Insulina central sobre la glicemia
Para determinar el tiempo de efecto de la insulina ad-
ministrada centralmente sobre los niveles de glucosa
plasmatica, se monitore6 los cambios en la glicemia,
antes, 30 min, 1h, 2h y 4h después de la administracién
de insulina ICV a ratas Sprague-Dawley adultas sanas
(250-300g). Los resultados muestran una disminucion
progresiva de la glicemia, que alcanza su
maximo luego de 2h de la administracién
o de la insulina central, la cual comienza
i a restablecerse a las 4h post-tratamiento
(Figura 6).

Efecto de la Insulina y la Angiotensina Il
ICV sobre la glicemia en ratas diabéticas
Se determind la concentracién de gluco-
sa en sangre de animales alimentados con
dieta estandar (controles) y con DAG +
ETZ (diabéticos), antes y 2 hr después de
la administracion ICV de insulina, angio-

Cambios en los niveles promedio de triglicéridos (izq) y de colesterol (der) sérico séricos durante el
tratamiento de induccién de diabetes tipo Il. Dieta estandar (DE) y dieta alta en grasa (DAG). * p<0,05

y *¥*p<0,01, comparado con DE.

Resistencia a la Insulina

Para verificar el posible estado de resistencia a la insuli-
na, se realizo la prueba de tolerancia a la glucosa oral a
los animales en estudio. Los resultados obtenidos mues-
tran una clara resistencia a la insulina en los animales tra-
tados con DAG + ETZ, los cuales sélo después de 3h de
recibir la carga oral de glucosa lograron alcanzar valores
de glicemia cercanos a los niveles basales, mientras que
en los animales del grupo control se observé una norma-
lizacion de la glicemia 2h después de recibir la misma
carga de glucosa (Figura 5).

tensina Il o angiotensina ll+insulina. En
los animales controles, la insulina redu-
jo los niveles de glicemia en un 20,4 +/-
6.2%, mientras que la angiotensina Il los incrementé en
un 16,8+/- 3,6%. El pre-tratamiento con angiotensina I
no sélo abolid completamente el efecto hipoglicemian-
te de la insulina, sino que incrementé en 8,5+/-2.3% la
glicemia a las 2h (Figura 7-A y Figura 8). En los animales
diabéticos, la administracién de insulina no alter6 los
niveles de glucosa sanguinea, mientras que la angioten-
sina Il incrementd en un 23,2 +/-5.9%, el cual fue sig-
nificativamente superior al encontrado en los animales
controles. De igual forma, en los animales pretratados
con ANG Il y posteriormente tratados con insulina, la
glicemia aumenté en un 13,5 +/- 2,8%, ligeramente su-
perior al observado en las ratas controles (Figura 7-B y
Figura 8).
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La DM2 es una enfermedad compleja y multifactorial,
que a pesar de la intensa investigacién, aun persisten
multiples incognitas acerca de los mecanismos patogé-
nicos que participan en el desarrollo de esta. Entre los
ambitos de la diabetes menos abordados, se encuentra
el papel del sistema nervioso central, en la génesis y
progresiéon de la misma. Evaluar las posibles alteracio-
nes neuroquimicas que ocurren en este proceso, hace
imprescindible la utilizacion de modelos animales que
permitan aplicar estrategias experimentales, que ética-
mente, serian inaceptables en humanos. La heterogenei-
dad de esta enfermedad se ve refleja-
da en la gran diversidad de modelos
animales Utiles para su estudio, don-
de la elecciéon del modelo apropiado
depende de muchos factores, bien
sea que se desee reproducir el curso
natural de la enfermedad en huma-
nos o responder preguntas especifi-
cas a través de animales modificados
genéticamente. Se desarrollé un mo-
delo de DM2 inducido, que reflejara
fenotipicamente las alteraciones mas
h importantes observadas en esta enfer-
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Efecto de la administracion ICV de angiotensina Il (ANG), insulina (INS) y angiotensina Il + insulina (A+l), en
ratas controles (A) y diabéticas (B). *p<0,05 y **p<0,01, comparado con su propio basal.
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nistracion ICV de solucién salina (C), Angiotensina Il (ANG), Insulina (INS) o
Angiotensina Il + Insulina (A+) (A= glicemia 2h - glicemia basal). *p<0,05 y
**p<0,01, comparado con su respectivo grupo control.

medad en humanos y que combina la
alimentacién por tiempo prolongado
con una dieta alta en grasa y una baja
dosis de estreptozotocina. Se ha demostrado que las ra-
tas Sprague-Dawley son mds susceptibles a desarrollar
resistencia a la insulina, cuando son alimentadas, desde
temprana edad, con dietas ricas en acidos grasos satura-
dos, siendo la manteca de cerdo una de las grasas mas ri-
cas en este tipo de acidos (39%). Sin embargo, a pesar de
la hiperinsulinemia y dislipidemia, los animales alimen-
tados con estas dietas, no logran desarrollar una franca
hiperglicemia (Srinivasan y col., 2005). Con el objeto de
desarrollar modelos andlogos a la DM2 en humanos, en
los que ademas de resistencia a la insulina, se observa
una disfuncion de las células B pancreaticas, se uso la
ETZ s la dosis Unica de 35 mg/Kg. Al respecto, Srinivasan
y col. (2005) encontraron que la administracion de 35
mg/Kg de ETZ induce una franca hiperglicemia en ani-
males que habian sido alimentados con DAG, mas no en
los que recibieron una dieta estandar. Luego de doce se-
manas de tratamiento, nuestros resultados muestran que
las ratas alimentadas con DAG experimentaron una ma-
yor ganancia de peso que aquellas que recibieron el ali-
mento estandar, sin embargo, al comparar la ingesta total
de alimento, se observa que el grupo alimentado con DE
consumié mayor cantidad de alimento que las de DAG,
en términos de peso. Sin embargo, la ingesta caldrica to-
tal de los animales sometidos a DAG fue 40% superior al
de los animales que consumieron el alimento estandar.

[Diabetes

Internacional



Ademas de la ganancia de peso, la dieta alta en grasa in-
dujo dislipidemia (en términos de hipercolesterolemia e
hipertrigliceridemia), la cual se hizo mds evidente luego
de la administracién de una baja dosis de ETZ, siendo
esta crucial para el desarrollo de la hiperglicemia.

La prueba de tolerancia a la glucosa, demostré que un
vez aplicada la carga oral de glucosa, se observa un in-
cremento en los niveles plasmaticos de esta, los cuales
tienden a volver a su nivel basal, aproximadamente 2
horas después de la carga de glucosa. En los animales
de nuestro modelo se observé un rapido incremento de
la glicemia, de lenta normalizacién, tardando 3 horas en
alcanzar nuevamente sus niveles basales (pre-carga de
glucosa). Lo que demuestra que los resultados obtenidos
en la prueba de tolerancia a la glucosa en los animales
DAG + ETZ se debe principalmente a una disminucion
en la captacién de glucosa por los tejidos sensibles a la
insulina, es decir, son resistentes a la insulina. En hu-
manos, es frecuente la progresion de DM2 a sindrome
metabdlico, el cual cursa con resistencia a la insulina,
dislipidemia, hipertensién y obesidad. En resumen, el
tratamiento aplicado en estos animales, cumple con las
principales caracteristicas fenotipicas de la DM2: hiper-
glicemia, dislipidemia, resistencia a la insulina y dafo
parcial en las células B-pancreaticas. Estos resultados
permiten validar asi, el uso de estas ratas como modelo
experimental de DM2.

Los efectos bioldgicos mediados por la insulina a nivel
central han sido considerablemente menos estudiados
que sus efectos periféricos. El balance energético del
organismo, depende de la acciéon conjunta de sefales
periféricas y centrales que transmiten informacion sobre
el estado nutricional. Los trastornos metabdlicos que
aparecen durante el desarrollo de la diabetes alteran es-
tas senales (Barbaccia y col., 1982; Obici y col., 2002;
Seeley y Woods, 2003; Schwartz y Porte, 2005). En con-
diciones fisioldgicas, la insulina liberada por el pancreas
en respuesta al estimulo hiperglicémico, no sélo permite
la captacion de la glucosa a nivel periférico, sino que
actua como sefal de saciedad una vez que llega al cere-
bro, activando circuitos neuronales que informan que el
organismo esta satisfecho, disminuyendo el apetito (Si-
pols y col., 1995; Air y col., 2002; Benoit y col., 2002;
Niswender y Schwartz, 2003), e induce inhibicién de la
descarga del nervio vago hacia el higado, reduciendo
paulatinamente la liberacién de glucosa desde el higado
hacia el torrente sanguineo (Obici y col, 2002; Lam vy
col,, 2005). Adicionalmente, la evidencia experimental
soporta la idea que la insulina central participa en la
modulacién a largo plazo del balance energético, ya que
una disrupcion especifica del gen del receptor de insuli-
na neuronal induce un incremento de la grasa corporal
(adiposidad) y de los niveles plasmaticos de insulina y
leptina (Bruning y col,, 2000). En condiciones de diabe-
tes, la hiperglicemia se correlaciona con una hiperinsu-
linemia, situacion en la que la insulina ha perdido parte
de su capacidad para controlar los niveles de glucosa en

sangre. La hiperglicemia no sélo es consecuencia de la
poca captacion de la glucosa, sino a la liberacién soste-
nida de esta que estd almacenada en el higado bajo la
forma de glucégeno (glucogendlisis). Por ello se puede
afirmar que no sélo existe resistencia a las acciones de
la insulina en la periferia, sino también a las que esta
ejerce centralmente.

A nivel periférico, son diversos los mediadores quimicos
que participan en la resistencia a la insulina, entre ellos,
la angiotensina Il. Este péptido, a través del receptor AT,,
incrementa la produccién de especies reactivas de oxi-
geno a nivel intracelular, las cuales de forma directa e
indirecta, e inhiben la sefalizaciéon de la insulina (Folli y
col,, 1997; Ogihara y col.,, 2002; Taniyama y col., 2005).
Por otro lado, la sintesis de este péptido es sensible a los
niveles de glicemia, asi como la glicemia es sensible a los
cambios en la concentracién plasmatica de la angioten-
sina Il (Frier y col., 1984; Herings y col., 1995). De forma
tal, que el sistema renina-angiotensina estd intimamente
imbricado con el control de la glicemia. Sin embargo su
interrelaciéon a nivel del sistema nervioso central ha sido
muy poco estudiada.

Nuestros hallazgos demuestran por primera vez, la partici-
pacion de la ANG Il central en el control de la glicemia y
permiten inferir ademads, la existencia de una interrelacion
entre la ANG Il y la insulina central, tanto en condicio-
nes fisiolédgicas como diabéticas. En efecto, la administra-
ciéon de ANG IIFICV induce hiperglicemia en los animales
controles. Este resultado podria deberse al incremento del
eflujo simpatico inducido por la ANG Il a nivel central
(Ganten y col., 1984). El incremento en el eflujo simpatico
central incrementa a su vez, la liberacion de epinefrina y
norepinefrina desde la médula de la glandula suprarrenal.
La epinefrina liberada, disminuye la secrecién de insulina
desde el pancreas e induce un incremento de la glucoge-
nolisis y gluconeogénesis, todos estas acciones de forma
sinérgica aumentan la concentracion de glucosa en la san-
gre (Belocopitow, 1966). Ahora bien, en los animales dia-
béticos se observo que el efecto hiperglicemiante induci-
do por la ANG Il central fue potenciado. Este efecto podria
estar relacionado con una disfuncién del sistema nervioso
parasimpadtico, la cual frecuentemente se asocia con DM2
(Lindmark y col.,, 2003). Por ende, con un mecanismo
contrarregulatorio parcialmente inhibido, la estimulacion
simpdtica inducida por la ANG Il central, responsable de
la hiperglicemia, se potenciaria.

Al evaluar el papel de la insulina central sobre la regula-
cién de la glicemia, encontramos que la administracién
ICV de insulina produjo una lenta, pero importante, re-
duccion de los niveles de glicemia en los animales con-
troles. Esta accién estuvo significativamente atenuada en
los animales diabéticos. Estos hallazgos demuestran cla-
ramente la existencia de resistencia neuronal a las accio-
nes centrales de la insulina en la diabetes tipo 2.

La evidencia neuroanatémica de la co-localizaciéon del
receptor de insulina y del receptor AT, de la angioten-
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sina, en las neuronas del nucleo arcuato del hipotala-
mo, sugieren la posibilidad de una interaccién funcio-
nal entre estos dos péptidos en la regulacién central de
la glicemia. Nuestros hallazgos apoyan esta posibilidad,
ya que la administracion ICV de ANG Il inhibié el efec-
to hipoglicemiante inducido por la insulina central, y a
su vez la insulina redujo significativamente la actividad
hiperglicemiante de la ANG I, lo que en efecto indica la
existencia de un antagonismo fisiolégico a nivel del SNC.
Este antagonismo podria tener su locus anatémico, por un
lado en el nicleo arcuato, donde se sabe que la insulina
inhibe la descarga de neuronas que proyectan hacia el ta-
llo cerebral, y por otro, en las conexiones de las neuronas
angiotensinérgicas hipotaldmicas con la via simpatica que
descarga hacia la periferia (Lam y col., 2005).

Alternativamente, el antagonismo entre los dos péptidos
podria deberse a la interaccion de las vias de sefaliza-
cién “"aguas abajo” de los receptores de angiotensina Il
y de insulina, tal como se ha observado en los tejidos
periféricos (Folli y col, 1997; Taniyama y col., 2005).
Efectivamente, se ha demostrado que la estimulacion del
receptor AT, de la ANG Il hipotaldmica induce el acopla-
miento y activacién de la NAD(P)H oxidasa, incremen-
tando la produccién de anidn superdxido y activando
numerosas vias de sefalizacién sensibles al estado re-
dox, que incluyen la via de las Ras-MAP kinasas (Silva y
col.,, 2010), c-Jun N-terminal kinases (JNK) (Huang y col.,
1998; Aguirre y col., 2000) y PDK-1 (Block y col., 2008).
La JNK es una importante serina-treonina quinasa, capaz
de inactivar al IRS-1 por fosforilaciéon en la Ser612 cau-
sando una disociacién de la subunidad p85 de la PI3K,
inhibiendo la sefalizaciéon de la insulina “aguas abajo”
(De Fea y col., 1997). Por otro lado, la fosforilacién del
IRS-1 en la Ser307 por la PDK-1 (kinasa dependiente de
fosfoinositidos-1) resulta en una disociacion de esta pro-
teina del receptor de insulina y su degradacién a través
de proteosomas (Greene y col., 2003). De forma tal que
varios mecanismos activados por la ANG I, pueden ac-
tuar sinérgicamente e inhibir la sefalizaciéon de la insuli-
na a nivel central, en animales sanos.

Ahora bien, en las ratas con DM2 el efecto antagoénico en-
tre ambos péptidos aun persiste ya que el pre-tratamiento
con ANG Il revierte completamente la ya disminuida ca-
pacidad hipoglicemiante de la insulina-ICV, mientras que
la resistencia a la insulina central la incapacita para an-
tagonizar la accién hiperglicemiante de la ANG Il. Estos
resultados apoyan la existencia de una disfuncién en la
regulacién central de la glucosa mediado por la insulina
y cuyo mecanismo intimo esta por establecerse.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo permiten
demostrar, por primera vez, la existencia de “resisten-
cia” neuronal a la insulina bajo la condiciéon diabética,
facilitada, al menos en parte, por la ANG II; y soporta
la idea que la diabetes tipo 2 no sélo es un trastorno
metabodlico con consecuencias en el sistema nervioso,
sino también un trastorno del sistema nervioso con con-
secuencias metabdlicas.
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