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RESUMEN

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) constituyen la principal causa de muerte en todo
el mundo. El incremento de la incidencia de las ECV durante las ultimas décadas se encuentra
en estrecha asociacion con cambios en el estilo de vida de los individuos, entre ellos, cambios
en los hébitos dietarios. La presencia del denominado sindrome metabdlico (SM) es un factor
de riesgo multifactorial de ECV. Este sindrome, comprende un conjunto de signos y sintomas
que incluyen obesidad, adiposidad visceral, hipertension, dislipemia, resistencia insulinica,
entre otros. Ademds, se ha demostrado que, en este contexto, se producen profundas
alteraciones del metabolismo cardiaco (cambios en la utilizacion de los sustratos energéticos
y lipotoxicidad), las cuales tiene un rol causal sobre el dafio y la disfuncién cardiaca. Sin
embargo, los mecanismos intimos implicados en estos procesos no estdn atin completamente

dilucidados.

Modelos experimentales nutricionales que asemejan varias de las alteraciones observadas en
el SM humano sirven para estudiar en profundidad las alteraciones bioquimicas-metabdlicas
del musculo cardiaco desarrolladas en este contexto. En el presente trabajo de tesis se utiliz
un modelo de dislipemia y resistencia insulinica, inducido en ratas normales por la

administracion cronica de una dieta rica en sacarosa (DRS).

El modelo de DRS ademds resulta ttil para la bisqueda de intervenciones nutricionales que
atenuen o retrasen los efectos adversos del SM. Al respecto, estudios epidemioldgicos han
reportado que la ingesta adecuada del 4cido graso poliinsaturado 18:3, n-3 acido a-linolénico
(ALA) se correlaciona con un menor riesgo de padecer ECV. Ademas, algunos estudios a
nivel experimental han demostrado el impacto positivo de la administracion dietaria de este
acido graso sobre los niveles de lipidos plasmaticos y la sensiblidad insulinica. E1 ALA es
un 4cido graso esencial que se encuentra en semilla de distintos vegetales, siendo la semilla

de Salvia hispdnica L., comunmente denominada chia, una de las principales fuentes.

De lo expuesto, el primer objetivo general del presente trabajo de tesis fue evaluar algunos
de los mecanismos subyacentes a las alteraciones bioquiimicas-metabdlicas presentes en el
musculo cardiaco de ratas alimentadas crénicamente con una DRS. El segundo objetivo

general fue determinar si la administracién de semilla de chia (variedad Salba) -rica en ALA-
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como fuente de grasa dietaria en sustitucion del aceite de maiz en la DRS mejora o revierte

las alteraciones del corazén analizando algunos de los mecanismos implicados.

Para llevar a cabo estos objetivos ratas machos Wistar recibieron una DRS (60% energia) por
3 meses, periodo donde se establece de manera permanente dislipemia, insulino resistencia,
alterada homeostasis de la glucosa, una moderada hiperglucemia y normoinsulinemia. En
este contexto se observa un incremento del contenido de lipidos en tejidos no adiposos,
incluido el corazon. Al cabo de este periodo las ratas que recibieron la DRS se subdividieron
en 2 grupos: un grupo continué con la DRS mientras que el otro grupo recibié una DRS
conteniendo semilla de chia como fuente de grasa dietaria en reemplazo del aceite de maiz
por 3 meses adicionales. En el musculo cardiaco se determinaron: a) Niveles de la masa
proteica del transportador de 4cidos grasos FAT/CD36 -en condiciones basales y frente al
estimulo de la insulina-; actividad enzimatica y nivel de la masa proteica de la enzima M-
CPT1 -clave en la via de oxidacion de los dcidos grasos-. Nivel de la masa proteica del factor
de transcripcion PPARa -regulador del metabolismo de los &4cidos grasos en tejidos
oxidativos- y nivel de la proteina mitocondrial desacoplante UCP2. b) Niveles de metabolitos
-glucosa-6P y glucégeno-, fosforilacion y oxidacion de la glucosa -estimadas mediante la
actividad de las enzimas HQ y PDHc respectivamente-. Niveles de la masa proteica del
transportador de glucosa GLUT4 -en condiciones basales y frente al estimulo de la insulina-
del sustrato del receptor de insulina IRS1 -clave en la via de sefializacion de la hormona- y
de la AMPK y su forma activa (pAMPK) -quinasa con un rol central en la regulacién de la
utilizacién de los sustratos energéticos en el corazén-. ¢) Niveles plasméticos de marcadores
de la peroxidacion lipidica y proteica (TBARs y grupos carbonilos) y citoquinas pro-
inflamatorias (TNFa e IL-6). En musculo cardiaco: niveles de ROS y expresion génica de la
p47NOX; actividad enzimatica y expresion génica de enzimas involucradas en el sistema de
defensa antioxidante (GPx, SOD y CAT); expresion génica del factor de transcripcién Nrf2
-clave en la respuesta antioxidante celular-. d) Contenido de hidroxiprolina y coldgeno
intersticial en ventriculo izquierdo, presidn sanguinea, ritmo cardiaco y composicion de los

acidos grasos de los fosfolipidos del musculo cardiaco.

La dislipemia y resistencia insulinica inducida por la administracién de una DRS produce

lipotoxicidad cardiaca y un deterioro de la utilizacién de los sustratos energéticos (lipidos vs.
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glucosa) por el musculo cardiaco. El presente trabajo demuestra algunos mecanismos
subyacentes implicados en estas alteraciones. La mayor disponibilidad plasmatica de dcidos
grasos, junto con el aumento de la masa proteica del FAT/CD36 en el sarcolema,
posibilitarfan una mayor captacién de los mismos. Simultineamente, su elevada oxidacién
mitocondrial (M-CPT1) seria aun insuficiente para impedir el acimulo de lipidos
intracelulares (TG, LC-acil-CoA, DAG), induciendo lipotoxicidad cardiaca. La activacién
del PPARa y de la AMPK jugarian un rol importante en el desarrollo de estas alteraciones.
En este contexto, la captacion (GLUT4) y el metabolismo oxidativo y no oxidativo de la
glucosa, asi como la via de sefializacion de la insulina (IRS1) se encuentran comprometidos.
Ademds, la hipertension y el estrés oxidativo sistémico se acompafian de un incremento del
contenido de coldgeno en el ventriculo izquierdo. Estas alteraciones se presentan frente a
aumentados niveles de ROS en el musculo cardiaco, resultado, al menos en parte, del
deteriorado estado de las defensas enzimdticas antioxidantes, y posiblemente, del incremento

de su produccion.

Por otra parte, la administracion de semilla de Salvia hispdnica L. (chia) impacta
positivamente sobre las alteraciones bioquimicas-metabdlicas del miusculo cardiaco
presentes en este modelo experimental nutricional. La reversion de la dislipemia y la
resistencia insulinica inducida por la semilla de chia dietaria junto con la disminucién del
transporte de los 4cidos grasos al cardiomiocito (FAT/CD36) contribuirian, al menos en
parte, a la reversion de la lipotoxicidad cardiaca. Esto se acompafia de la normalizacién de la
captacion y metabolismo global de la glucosa en el misculo cardiaco. El mejoramiento de la
actividad de la M-CPT1 y de la AMPK; asi como los cambios en la composicion de los acidos
grasos de los fosofolipidos de las membranas podrian contribuir a estos efectos. Ademds,
esta intervencion dietaria fue capaz de revertir la hipertension, el alterado ritmo cardiaco y el
contenido de coldgeno en ventriculo izquierdo, mejorando el estado pro-inflamatorio y pro-
oxidativo sistémico. En este contento se observé un mejoramiento del estado oxidativo del
musculo cardiaco, asociado a la induccién del factor de transcripcion Nrf2 -clave en la

respuesta antioxidante celular- y posiblemente a una menor produccién de ROS.

Si bien los hallazgos obtenidos a nivel experimental no pueden ser directamente extrapolados

hacia el humano, en base a los resultados alcanzados en el presente trabajo de tesis, es posible
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sugerir que la ingesta dietaria de semilla de Salvia hispdnica L., cominmente denominada
chia, puede ser una alternativa nutricional que colaboraria a contrarrestar las complicaciones

cardiovasculares asociadas al SM humano.
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SUMMARY

Cardiovascular diseases (CVD) are the main cause of death in the word. The increase of the
prevalence of CVD over last decades is associated with changes in the lifestyle, among them
changes in dietary habits. The metabolic syndrome (MS) is a multifactorial risk of CVD. This
syndrome, is a set of signs and symptoms that includes obesity, visceral adiposity,
hypertension, dyslipemia and insulin resistance, among others. In addition, in this context, it
has been shown that profound alterations of cardiac metabolism occur (lipotoxicity and a
switch in the cardiac fuels), which has a causal role in the development of cardiac injury and
cardiac dysfunction. However, the underlying mechanisms involved in these processes are

not fully understood.

Nutritional experimental models that mimic several aspects of the MS in humans are useful
to study the biochemical and metabolic alterations of cardiac muscle developed in this
context. In this study we used an experimental model of dyslipemia and insulin resistance

induced in normal rats by the chronic administration of a sucrose-rich diet (DRS).

The experimental model of DRS is also useful for the search of potentially beneficial
interventions on the attenuation or delay of the adverse effects of MS. In this regard,
epidemiological studies have reported that the adequate intake of 18:3 n-3 a-linolenic acid
(ALA) decreased the incidence of CVD. Besides, experimental studies have demonstrated
the positive effect of dietary ALA upon the dyslipemia and insulin resistance. ALA is a
polyunsaturated and essential fatty acid found in seeds of several vegetables, being the seed

of Salvia hispanica L., commonly known as chia, one of the main sources of ALA.

From the above, the first objective of this study was to study some mechanisms underlying
the biochemical and metabolic alterations present in the heart of dyslipemic insulin resistant
rats fed with a DRS. The second objective was to investigate if the administration of chia
seed (Salba) -rich in ALA- as source of fat instead of corn oil in the DRS, could improve or

even revert the alterations of heart muscle analyzing some mechanisms involved.

For this propose, Wistar male rats fed with a DRS (60% energy) for 3 months, period to

develop a permanent dyslipemia, insulin resistance, abnormal glucose homeostasis,
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hyperglycemia and normoinsulinemia. In this context, an increase of lipid content in non-
adipose tissues, included the heart, was observed. After 3 months, the rats fed with DRS diets
were divided into 2 subgroups: the rats in the first subgroup continued with the DRS for up
to 6 months of feeding. The other subgroup received a chia seed as source of fat instead of
corn oil in the DRS for the next 3 months. In the heart muscle of rats fed with experimental
diets were analyzed: a) protein mass levels of fatty acid transporter FAT/CD36 -both at basal
conditions and under insulin stimulation-; enzyme activity of M-CPT1 -a key enzyme
involved in fatty acid oxidation-. Protein mass level of PPARa -a master regulator of fatty
acids metabolism- and protein mass level of mitochondrial uncoupling protein UCP2. b)
Metabolites (glucose-6P and glycogen) and enzymes activities involved in the glucose
phosphorylation and oxidative glucose disposal (HQ and PDHc). Protein mass levels of
glucose transporter GLUT4 -both at basal conditions and under insulin stimulation-, the
protein mass level of insulin receptor substrate IRS1 -a key protein involved in the insulin
signaling- and the protein mass level of AMPK and active AMPK (pAMPK) -a master
regulator of fuel utilization in the heart-. c¢) Plasma levels of TBARs and protein carbonyl
groups -an estimation of lipid and protein peroxidation- and plasma levels of pro-
inflammatory cytokines TNFa and IL-6. In the heart muscle: ROS levels and gene expression
of p47NOX; activities and gene expressions of enzymes of antioxidant system (GPx, SOD
and CAT); gene expression of Nrf2 -a key transcription factor involved in the antioxidant
responses-. d) Hydroxyproline content and collagen distribution in left ventricle. Besides,

blood pressure, heart rate and fatty acid composition of hear phospholipids were assessed.

The dyslipemia and insulin resistance induced by chronic administration of a DRS lead to
cardiac lipotoxicity and an impaired substrates utilization (lipids vs. glucose) in the heart.
The present study demonstrates some underlying mechanisms implicated in these alterations.
The major availability of fatty acids and the increased of FAT/CD36 in the sarcolemma could
elicit an increased influx of fatty acids into the cardiomyocytes. Moreover, despite the
increase in fatty acid oxidation (M-CPT1), lipids (TG, LC-acil-CoA, DAG) accumulate in
the heart. It is possible that the augmented flux of fatty acids exceeds the mitochondrial
oxidative capacity. The activation of PPARa and AMPK would play an important role in
these alterations. In this context, the uptake (GLUT4), the oxidative and non-oxidative

glucose metabolism and the insulin signaling (IRS1) are impaired. Besides, the hypertension
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and the systemic oxidative stress are associated with an increment of left ventricle collagen
deposition. These alterations are present with increased ROS levels in the cardiac muscle,
this is the result, at least partly, of the deteriorated state of antioxidant defense enzymes, and

likely, of a rise of their production.

On the other hand, the Salvia hispanica L. (Salba) seed have a positive effect upon the
biochemical and metabolic alterations present in the heart of dyslipemic insulin resistant rats.
The reversion of dyslipemia and insulin resistance induced by the dietary chia seed and the
normalization of fatty acid uptake (FAT/CD36) would revert the cardiac lipotoxicity. In this
context, normalization of glucose uptake and glucose metabolism was observed. The
improvement of M-CPT1 and AMPK and changes in membrane fatty acid composition could
contribute to these effects. Moreover, this dietary manipulation was able to revert the
hypertension and to improve the heart rate and left ventricle collagen content, improving the
pro-inflammatory and pro-oxidative systemic state. In these conditions, an improvement of
heart oxidative estate was observed. This is associated with an induction of Nrf2 and possibly

with a decline of ROS production.

Although the findings obtained at the experimental level can not be directly extrapolated to
the human, based on the results achieved in the present thesis work, it is possible to suggests
that dietary Salvia hispanica L. seed, commonly known as chia, can be a beneficial nutritional

alternative in order to counteract the cardiovascular complications associated to human MS.
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INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) constituyen la principal causa de muerte en todo
el mundo, incluido nuestro pafs, segtin un reciente informe de la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS, 2015). La alta prevalencia de las ECV se encuentra estrechamente asociada a
cambios en el estilo de vida de la poblacién mundial durante los dltimos afios, donde se
destacan el sedentarismo, el tabaquismo, el incremento del consumo de alcohol y los cambios
en los habitos dietarios (Mendis y col., 2011). Reportes de la American Heart Association
basados en los estudios clinicos y epidemiolégicos mas relevantes de los ultimos afios
advierten sobre la incidencia de la elevada ingesta de carbohidratos simples y grasas,
particularmente grasas saturadas, sobre el desarrollo de las ECV y sus factores de riesgo
(Johnson y col., 2009; Sacks y col., 2017). Al respecto, dos meta-anélisis de 43 y 87 estudios
observacionales demuestran que la presencia del denominado sindrome metabdlico (SM)
incrementa 2 veces el riesgo de padecer ECV (Gami y col., 2007; Mottillo y col., 2010) y en
términos generales, aproximadamente el 20-30% de la poblacion mundial cumple criterios

de diagnoéstico de SM (Grundy, 2008).

El SM es un conjunto interrelacionado de anomalias de etiologia multifactorial que incluyen,
entre otras, hipertension, obesidad, dislipemia e hiperglucemia. Si bien existen distintos
criterios para su diagndstico clinico, los cuales incluyen el adoptado por la Organizacién
Mundial de la Salud, el de la International Diabetes Federation y el adoptado en el National
Cholesterol Education Program’s Adult Treatment Panel 11l report (NCEP-ATP III), existe
un amplio consenso respecto al rol clave de la dislipemia y la resistencia insulinica sobre la

fisiopatologia del SM (Bruce y Hanson, 2010; O*Neill y O Driscoll 2015).

Las alteraciones presentes en el SM mencionadas se encuentran estrechamente
correlacionadas con la presencia de alteraciones del metabolismo y de la funcién cardiaca,
sin embargo, muchos de los mecanismos implicados atn restan conocerse (Tune y col.,
2017). Ademds, como se expuso anteriormente, los hdbitos dietarios juegan un papel
importante en el desarrollo del SM, por lo tanto, cambios estratégicos en la composicién
nutricional de la dieta pueden resultar eficaces a fin de contrarrestar los efectos adversos de

este sindrome y consecuentemente la prevalencia de las ECV (Abete y col. 2010).
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Metabolismo del misculo cardiaco

El corazén es el 6rgano encargado de bombear sangre a través del sistema vascular a todo el
organismo, realizando ciclos de contraccion (sistole) y relajacion (didstole) coordinados. En
mamiferos, estd constituido por estructuras anatomicas discretas, dos auriculas y dos

ventriculos, las cuales estdn conformadas principalmente por tejido muscular cardiaco.

Las células musculares cardiacas (cardiomiocitos), en respuesta al estimulo nervioso, abren
los canales de calcio (Ca*?) tipo-L dependientes de voltaje de la membrana plasmatica,
permitiendo el ingreso de Ca*™, el cual se une a receptores del reticulo sarcoplasmatico
resultando en un incremento significativo de los niveles de Ca*? intracelulares. En el
citoplasma, el Ca** se une a la troponina C induciendo cambios conformacionales de
proteinas contrictiles reguladoras permitiendo el desplazamiento de los filamentos de
miosina a través de los filamentos de actina. La disociacion de la interaccion actina-miosina
necesaria para una nueva contraccion y la recaptacién del Ca*? citoplasmético por el reticulo
sarcoplasmaético (mediante una proteina ATPasa-Ca*?, SERCA2a) requiere la hidrélisis de
grupos fosfatos de alta energia de las moléculas de adenosina trifosfato (ATP) (Guyton y
Hall, 2006; Pappano y Weir, 2013). Por lo tanto, para realizar su funcion contréctil, el

musculo cardiaco requiere grandes cantidades de ATP.

En condiciones fisiol6gicas normales, la energia para la sintesis de ATP se obtiene
principalmente del catabolismo de los dcidos grasos y el piruvato, este tltimo deriva de la
oxidacion de la glucosa, y en ciertas condiciones en menor medida, puede utilizar cuerpos
ceténicos y algunos aminodcidos. La oxidaciéon de los 4cidos grasos (B-oxidacion
mitocondrial) y de la glucosa resultan en la formacion de acetil-coenzima A (acetil-CoA), el
cual ingresa al ciclo del 4cido citrico (ciclo de Krebs) generando 2 moléculas de didxido de
carbono (CO3), 3 moléculas de nicotina adenina dinucleétido reducida (NADH) y 1 molécula
de flavina adenina dinucleétido reducida (FADH>) por cada ciclo. Estos tltimos son oxidados
a través de la cadena de transporte de electrones localizada en la membrana mitocondrial
interna, reduciendo el oxigeno molecular (O2) a agua (H20) y produciendo un gradiente
electroquimico de protones (H") entre el espacio intermembrana y la matriz mitocondrial.
Finalmente, el complejo sintasa de ATP (F1Fo ATPasa) convierte el gradiente electroquimico

en fuerza protén motriz generando ATP, proceso conocido como fosforilacion oxidativa
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(Figura 1). En la mitocondria, el ATP es desfosforilado mediante la enzima creatina quinasa
transfiriendo el grupo fosfato de alta energia a la creatina, formando creatina fosfato
(creatina-P), la cual difunde facilmente hacia el citosol, donde la creatina quinasa citosélica

produce ATP a partir de creatina-P y adenosina difosfato (ADP).

El misculo cardiaco adapta su metabolismo en funcién de la demanda energética. En
condiciones donde el trabajo cardiaco es minimo (reposo), opera a aproximadamente un 15-
25 % de su capacidad oxidativa maxima. Frente al aumento del trabajo cardiaco, incrementan
todos los componentes del sistema, la oxidacion de sustratos carbonados, la produccién de
NADH y FADH, el flujo a través de la cadena de transporte de electrones, el consumo de
oxigeno y finalmente la fosforilacion oxidativa, lo que garantiza niveles de ATP, ADP y

creatina-P constantes (Stanley y col., 2005).
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Figura 1 Generalidades del metabolismo del musculo cardiaco
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Metabolismo de los dcidos grasos

Los é4cidos grasos son un importante sustrato energético para el corazén, y debido a que los
cardiomiocitos no poseen la capacidad de sintetizar 4cidos grasos de novo, €stos son
obtenidos de la circulacién sanguinea coronaria, donde se encuentran en forma de dcidos
grasos libres (AGL) -provenientes de la lipdlisis del tejido adiposo- unidos a la albumina o
esterificados en triglicéridos (TG) en las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y
quilomicrones -provenientes de la secrecion hepatica o absorcion intestinal respectivamente-
. Los TG contenidos en las lipoproteinas, son hidrolizados por la lipoproteina lipasa (LPL)
endotelial en el espacio vascular coronario liberando los 4dcidos grasos que son transportados

al interior del cardiomiocito (van der Vusse y col., 1992; van der Vusse y col., 2000).

En el misculo cardiaco in vivo, el nivel de captaciéon de los 4cidos grasos depende
principalmente de su concentracion plasmética y de su posibilidad de transporte al interior
celular. La mayor proporcion de los d4cidos grasos que ingresan al cardiomiocito
(aproximadamente el 70%) requiere de la accion de proteinas transportadoras. Al presente se
demostré que los cardiomiocitos expresan la proteina transportadora de dcidos grasos FATP
(isoformas 1y 6) y la proteina translocasa de dcidos grasos FAT/CD36. Ademads, una proteina
de unioén a 4cidos grasos asociada a la membrana plasmética (FABPpm) facilita este proceso

(van der Vusse y col., 1992; van der Vusse y col., 2000; Glatz, 2016).

El transportador FAT/CD36 juega un papel clave en la entrada de los acidos grasos a la célula
cardiaca ya que es el principal actor en la captacion total de los 4cidos grasos
(aproximadamente del 70%). Esta proteina estd constituida por 472 aminodcidos y presenta
un dominio altamente glicosilado, resultando en un peso molecular aparente de
aproximadamente 88 kDa. El principal mecanismo regulatorio del grado de captacion de los
acidos grasos mediado por el FAT/CD36 involucra cambios a nivel de la localizacion celular
del transportador (Lopaschuk y col., 2010; Glatz y col., 2016). Estudios in vitro demostraron
que la insulina y la contraccién inducen la translocacion del FAT/CD36 contenido en
endosomas intracelulares hacia la membrana sarcoplasmatica (Luiken y col., 2002; van Oort
y col., 2008). Ademds, el FAT/CD36 presenta 2 sitios de fosforilacién, 4 sitios de
palmitoilacién y 2 sitios de ubiquitinacidn, indicando la existencia de posibles mecanismos

de regulacién post traduccional de la proteina (Chanda y col., 2016).
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Una vez en el interior celular, los dcidos grasos unidos a una pequefa proteina (15 kDa)
citoplasmadtica de unién a dcidos grasos (FABPc), son esterificados con la CoA formando
acil-CoA por accion de la enzima acil-CoA sintetasa (ACS), cuya actividad enzimatica
requiere la energia de activacion de la hidrdlisis de ATP. Los acil-CoA de cadena
hidrocarbonada de longitud mayor a 12 carbonos (acil-CoA de cadena larga, LC-acil-CoA)
inmediatamente se unen a una proteina de unién especifica (acil-CoA binding protein,

ACBP) (Chabowski y col., 2008).

Posteriormente, los LC-acil-CoA ingresan a la mitocondria mediante un sistema de transporte
de 4cidos grasos dependiente de carnitina. Este sistema estd compuesto por la proteina
carnitina palmitoiltransferasa 1 (CPT1) localizada en la membrana mitocondrial externa, la
proteina translocasa de carnitina-acilcarnitina presente en el espacio intermembrana, y la
proteina carnitina palmitoiltransferasa 2 (CPT2) ubicada en la membrana mitocondrial
interna. El primer paso consiste en la formacion de acil-carnitina en el compartimento
intermembrana, reaccion catalizada por la CPT1. Luego la aciltranslocasa transporta la
acilcarnitina a través de la membrana mitocondrial interna y finalmente la CPT2 convierta la
acilcarnitina a acil-CoA y carnitina libre en la matriz mitocondrial (Lopaschuk y col., 1994;

Lopaschuk y col., 2010).

El paso limitante de la velocidad de transporte de los LC-acil-CoA hacia la mitocondria es
catalizado por la CPTI. La isoforma CPT1 tipo muscular (M-CPTI1) se expresa
predominantemente en los cardiomiocitos adultos y estd constituida por una unica cadena
polipeptidica de aproximadamente 770 aa (McGarry y Brown, 1997). La actividad
enzimética de la M-CPT1 es inhibida por la unién reversible de malonil-CoA en su lado
citoplasmadtico, cuya concentracion neta es producto del balance entre su formacion
(carboxilacion del acetil-CoA por la enzima acetil-CoA carboxilasa, ACC) y degradacion
(descarboxilacion del malonil-CoA por la enzima malonil-CoA descarboxilasa, MCD),
constituyendo un mecanismo clave de regulaciéon de la entrada de los LC-acil-CoA a la
mitocondria (Lopaschuk y col., 1994; Lopaschuk y col., 2010). Ademds, estudios en otros
tejidos demuestran que cambios en la composicion de los fosfolipidos de la membrana

externa mitocondrial regulan el efecto inhibitorio del malonil-CoA sobre la actividad de la
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CPT]1, sin embargo, este mecanismo no ha sido atin bien demostrado en corazén (Kerner y

Hoppel, 2000).

Alcanzada la matriz mitocondrial los acil-CoA son oxidados mediante varios ciclos de 4
reacciones enzimdticas sucesivas catalizadas por las enzimas acil-CoA deshidrogenasa, A-
enoil-CoA hidratasa, L-3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa y tiolasa, proceso conocido como
B-oxidacién. Por cada ciclo, los acil-CoA son acortados en 2 carbonos resultando en 1
molécula de acetil-CoA, 1 molécula de NADH, 1 molécula de FADH; y 1 molécula de acil-
CoA con 2 carbonos menos, el cual reingresa a otro ciclo de f-oxidacion. La oxidacion de
los acidos grasos insaturados requiere enzimas mitocondriales auxiliares (isomerasas y
reductasas) y los dcidos grasos de cadena muy larga (de 20 a 22 carbonos) sufren -oxidacién
peroxisomal, acortdndose hasta 8 d&tomos de carbono e ingresando posteriormente a la via de
oxidacién mitocondrial. Finalmente, el acetil-CoA formado entra en el ciclo del acido citrico,
resultando en la produccién de cofactores reducidos (NADH y FADH:) y ATP (Lopaschuk
y col., 1994; Lopaschuk y col., 2010).

Los cofactores reducidos, NADH y FADHo», formados en la B-oxidacién pueden reaccionar
con el Oz, generando especies reactivas del oxigeno (ROS). Algunos estudios demostraron
que el anién superdxido (O2) es capaz de activar proteinas desacoplantes mitocondriales
(UCPs) (Lopaschuk y col., 2010; Fillmore y Lopaschuk, 2011). Estas UCPs desacoplan el
metabolismo oxidativo a la generacion de ATP, por extrusion de los protones desde el espacio
intermembrana hacia la matriz mitocondrial. En el musculo cardiaco, se expresan las
isoformas UCP2 y UCP3. La UCP2 estd conformada por 309 aminodcidos y presenta
dominios de anclaje a membrana (Yonezawa y col., 2009). Sin embargo, el rol de las UCP
2/3 y su asociacién con la B-oxidacion y la generaciéon de ROS en el musculo cardiaco atin

resta esclarecerse.

Los acil-CoA que no son oxidados son esterificados con glicerol-3 fosfato (glicerol-3P),
metabolito intermediario de la glucdlisis, formando gotas citoplasméticas de TG de 0,5 a 1,0
um de didmetro. Esta es la principal forma de reserva de 4cidos grasos y, ademds, este
constituye un mecanismo de lipoproteccion, disminuyendo la concentracion intracelular de
acil-CoA libre y sus efectos nocivos (Guzzardi y lozzo, 2011). Estas gotas lipidicas estdn

constituidas por un nucleo de lipidos neutros (TG y esteres de colesterol) rodeado de una
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monocapa de fosfolipidos y colesterol junto con proteinas de la familia de las perilipinas 2,
3,4y 3, las cuales estabilizan las gotas y regulan la hidrolisis de los TG. Las gotas de TG se
encuentran en un estado dindmico sintetizdndose e hidrolizdndose constantemente. La
sintesis de TG ocurre mediante enzimas localizadas en la mitocondria y el reticulo
sarcoplasmatico. El glicerol-3P, es esterificado con acil-CoA, formando 4cido fosfatidico,
diacilglicerol (DAG) y en ultima instancia TG por medio de la accion secuencial de las
enzimas glicerol-3P  deshidrogenasa, glicerol-3P  aciltransferasa, acilglicerol-P
aciltransferasa, fosfatasa de 4cido fosfatidico y DAG aciltransferasa. Por otra parte, los TG
son hidrolizados en tres pasos enzimdticos sucesivos llevados a cabo por lipasas (la
triacilglicerol lipasa ATGL y su proteina coactivadora CGI-58, la lipasa sensible a hormona
HSL y la monoacilglicerol lipasa completando la cascada lipolitica por hidrélisis del DAG y
el monoacilglicerol respectivamente). La sintesis de TG incrementa frente al aumento de la
disponibilidad de sustratos (acil-CoA y glicerol-3P) y el incremento de su hidrélisis ocurre
frente a la disminucién de la disponibilidad de éstos y al estimulo hormonal (estimulacion B-

adrenérgica) (van der Vusse y col., 1992; Kienesberger y col., 2013).

Ademais, los metabolitos intermediarios de la sintesis y degradacion de los TG son sustratos
para la formacion de fosfolipidos y otros lipidos complejos como el DAG y fosfatidil inositol
4,5-bifosfato (PI2P), componentes de las membranas celulares involucrados en vias
intracelulares de transduccién de sefales. La composicion de 4cidos grasos de los
fosfolipidos del tejido cardiaco (fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol,
fosfatidilserina y cardiolipina) -principales constituyentes de las membranas del
cardiomicito- en mamiferos, presenta variaciones tanto en la longitud de la cadena
hidrocarbonada (14 a 24 carbonos), asi como también en el grado de insaturacion de los
acidos grasos, dependiendo, entre otros factores, de la composicion de la dieta (van der Vusse

y col., 1992).

Ademads, el DAG no solo es un intermediario de la sintesis e hidrolisis de los TG, sino que
también es sintetizado como producto de la hidrdlisis de fosfolipidos frente a estimulos
extracelulares, cumpliendo un importante rol en la mediacién de sefiales celulares. La
estimulacion de la enzima fosfolipasa C (PLC) en la membrana celular, resulta en la

formacion de DAG, el cual se une activando a proteinas quinasas C (PKC), siendo las
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isoformas BII y € las quinasas mejor caracterizadas en musculo cardiaco (Ferreira y col.,

2011).

Ademds, una parte cuantitativamente menor de los acil-CoA son utilizados para la sintesis
de derivados lipidicos bioactivos del tipo eicosanoides (prostaglandinas, leucotrienos y

tromboxanos) y esfingolipidos (ej. ceramidas) (van der Vusse y col., 1992).
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Metabolismo de la glucosa

La glucosa constituye otro importante sustrato energético para el mudsculo cardiaco. El primer
paso de su metabolizacion es el ingreso del monosacarido al cardiomiocito por transporte
facilitado mediado por los transportadores de glucosa GLUT1 y GLUT4. En el corazén in
vivo a concentraciones fisioldgicas de glucosa, el GLUT4 es el principal determinante del
grado de captacion de glucosa, ya que, en comparacion con el GLUTI, se expresa en una
proporcién 4 veces mayor y posee una mayor constante de afinidad por la glucosa (Stanley

y col., 1997a; Stanley y col., 2005).

El GLUT4 es una proteina integral de membrana de 509 aminodacidos y presenta un sitio de
N-glicosilacion. La cantidad de transportadores GLUT4 en la membrana sarcoplasmaética estd
regulada principalmente por induccién de la fusiéon de los endosomas intracelulares
conteniendo GLUT4 con la membrana plasmadtica. Fisiolégicamente, la insulina y la
contraccion son los estimulos maés relevantes (Stanley y col., 1997a; Montessuit y Lerch,

2013; Mueckler y Thorens, 2013).

Una vez en el interior celular, la glucosa es fosforilada a glucosa-6 fosfato (glucosa-6P),
reaccion catalizada por una quinasa de hexosas (hexoquinasa, HQ) utilizando ATP. En el
cardiomiocito se expresan las isoformas 1 y 2, cuya actividad depende de la concentracion
de sustratos (glucosa y ATP). La glucosa-6P resultante ingresa a la via de la glucdlisis. El
catabolismo de 1 molécula de glucosa, llevado a cabo por enzimas citosdlicas, culmina en la
formacion de 2 moléculas de piruvato y 2 moléculas de ATP. El paso limitante del flujo de
glucosa a través de la via glucolitica estd constituido por la enzima fosfofructoquinasa 1
(PFK-1) la cual cataliza la conversion de fructosa-6P a fructosa-1,6biP. El principal regulador
positivo de la actividad PFK-1 es la concentracion de fructosa-2,6biP. Este metabolito se
forma por fosforilaciéon en la posicion 2 de la fructosa-6P por la enzima bifuncional
fosfofructoquinasa 2/fructosa-2,6 bifosfatasa (PFK-2). A su vez, la PFK-2 es regulada
covalentemente frente al estimulo de la insulina, lo cual induce su fosforilacidn,
incrementando los niveles de fructosa-2,6biP, estimulando la glucdlisis. Ademds, la PFK-1

es regulada negativamente por el citrato (Stanley y col., 1997a; Stanley y col., 2005).
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El piruvato resultante de la via glucolitica ingresa a la mitocondria, transporte facilitado por
la proteina transportadora de piruvato (mitochondrial carrier piruvate, MCP) localizada en
la membrana mitocondrial interna. Una vez en la matriz mitocondrial, el piruvato es
descarboxilado a acetil-CoA mediante el complejo multienzimadtico piruvato deshidrogenasa
(PDHc). Este complejo estd conformado por multiples copias de 3 componentes enziméticos,
el E1 (piruvato deshidrogenasa), el E2 (dihidrolipoamida acetiltransferasa) y el E3
(dihidrolipoamida deshidrogenasa). La actividad del PDHc requiere de la presencia de CoA,
NAD", FAD?, 4cido lipoico y tiamina pirofosfato. Finalmente, el acetil-CoA formado ingresa

al ciclo del acido citrico.

La descarboxilacion oxidativa del piruvato a acetil-CoA es un paso enzimético altamente
regulado. Mientras que el flujo neto a través del PDHc in vivo estd determinado por la
concentracion de sustratos y productos de la reaccion en la matriz mitocondrial, su maxima
actividad esta dada por la cantidad neta de la forma activa de la enzima, lo cual es resultado
del balance entre su fosforilacion (inactivacion) y desfosforilacion (activacion). E1 PDHc es
fosforilado en 3 residuos de serina mediante la enzima PDH quinasa (PDK) asociada al
complejo, y desfosforilado por una proteina fosfatasa especifica (PDH fosfatasa). En
musculo cardiaco, se expresa predominantemente la isoforma 4 de la PDK (PDK4). El
incremento de las relaciones NADH/NAD" y acetil-CoA/CoA en la matriz mitocondrial
inducen la actividad de la PDK4 promoviendo la inactivaciéon del PDHc. Ademads, la
expresion de la PDK4 es regulada a nivel transcripcional (Stanley y col., 1997a; Stanley y

col., 2005; Sugden y Holness, 2006; Sun y col., 2015).

La glucosa-6P que no ingresa a la via glucolitica puede almacenarse bajo la forma de
glucégeno (via no oxidativa de la glucosa) en reservas citoplasmaticas. Ademas, una parte
cuantitativamente menor de la glucosa-6P ingresa a la via de sintesis de pentosas fosfato y
hexosaminas. En comparacién con el musculo esquelético, las reservas de glucégeno del
cardiomiocito presentan un tamafio relativamente pequefio. La concentracion de glucégeno
incrementa cuando el suministro de glucosa es elevado, ya que la glucosa-6P induce la
sintesis de glucégeno por activacion alostérica de la glucogeno sintasa (GS) (Mora y col.,

2005; Stanley y col., 2005).
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Interrelacion del metabolismo de los lipidos y la glucosa

El corazén adulto, en condiciones fisioldgicas normales, adapta su metabolismo en funcién
del estado nutricional (alimentacién, ayuno). En este proceso adaptativo, los principales
moduladores del metabolismo cardiaco son (1) la disponibilidad de 4cidos grasos y (2) los

niveles de insulina.

Durante el estado de alimentacion (estado post prandial) la secrecion de insulina por el
pancreas estimula la captacién y utilizacion de glucosa por el corazén. En estas condiciones,
la oxidacién de glucosa provee la mayor proporcion de energia para la sintesis de ATP (60-
70%). En condiciones de ayuno moderado (estado basal) la disminucion de los niveles
plasméticos de insulina incrementa la lipdlisis del tejido adiposo y consecuentemente los
niveles de 4cidos grasos circulantes. En estas condiciones, los dcidos grasos constituyen el
principal combustible energético para el corazén (60-70% del ATP). La adaptacion del
musculo cardiaco a este cambio en la utilizacion de los sustratos energéticos (lipidos-glucosa)
involucra la regulacién a nivel de la localizacion subcelular, alostérica, covalente y/o de la
expresion génica de proteinas transportadoras y enzimas claves del metabolismo (Stanley y

col., 1997b; Opie, 2014; van Bilsen, 2015; DeFronzo y Ferrannini, 2016).

(1) Frente al aumento de la disponibilidad de 4cidos grasos, aumenta la utilizacién de este
sustrato por el musculo cardiaco, inhibiendose la utilizaciéon de glucosa, lo cual fue
originalmente descripto por Randle y col. (Garland y col., 1962; Randle y col., 1963; Randle
y col., 1964; Randle y col., 1988). El mecanismo regulatorio mas relevante involucrado en
este proceso, ocurre a nivel de la inhibicion de la oxidacion del piruvato producto de la
glucdlisis mediante inactivacion (fosforilacién) del PDHc. El incremento de la B-oxidacién
de los acidos grasos resulta en un aumento de la relacién acetil-CoA/CoA y NADH/NAD*
en la matriz mitocondrial, lo cual mediante regulacion alostérica promueve la activacion de
la PDK4 y subsiguiente fosforilaciéon e inhibicion del PDHc. Esto fue originalmente
demostrado en ensayos in vitro con el PDHc purificado y en corazén aislado de roedores en
condiciones de ayuno (Garland y col. 1962; Randle y col. 1988), y posteriormente
confirmado por numerosos estudios (Hue y Taegtmeyer, 2009). De manera inversa,
seguidamente se demostré que la disminucién de la B-oxidacion de los dcidos grasos resulta

en un incremento de la oxidacién de la glucosa. Esto fue demostrado en corazén ex vivo
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mediante distintas estrategias, por ejemplo, mediante la inhibicion directa de las enzimas de
la B-oxidacion (Kantor y col., 2000) y por inhibicién de la MCD, lo cual conlleva a un
incremento de los niveles de malonil-CoA e inhibicién de la CPT1 (Dyck y col., 2004). En
la misma linea, un trabajo previo de Chicco y col. (Chicco y col., 1991) en corazén aislado
perfundido demostré que la adicion del inhibidor de la CPT1 (POCA II, Etomoxir, etil 2-[6-
(4-clorofenoxi) hexil] oxirano 2-carboxilato) al medio de perfusién disminuye la relacién

acetil-CoA/CoA, incrementando la actividad del PDHc.

Otro paso regulatorio involucrado en la inhibicion de la utilizacién de glucosa por los dcidos
grasos es a nivel de la inhibicion de la via glucolitica. El incremento de la concentracion de
acetil-CoA resultante de la -oxidacién mitocondrial genera citrato, el cual en el citosol
(transportado por el transportador de tricarboxilato) tiene efectos inhibitorios sobre la
actividad de la PFK-1, como se describi6 anteriormente. Ademads, frente a altas
concentraciones de AGL plasmaticos, la captacion de glucosa se encuentra disminuida

(Garland y col., 1963; Randle y col., 1964; Hue y Taegtmeyer, 2009).

Ademads de los mecanismos descriptos, en tejidos con un alto grado de oxidacion
mitocondrial como el musculo cardiaco, los acidos grasos regulan su metabolismo a nivel
transcripcional induciendo su catabolismo y almacenamiento mediante la activacion de la
isoforma o del factor de transcripcion nuclear denominado receptor activado por
proliferadores peroxisomales oo (PPARa). Ensayos in vitro demostraron que los 4cidos grasos
saturados (miristico 14:0, palmitico 16:0, estedrico 18:0), monoinsaturados (oleico 18:1) y
poliinsaturados (linoleico 18:2, linolenico 18:3, araquidénico 20:4 y docosahexaenoico 22:6)
se unen al PPARa activdndolo, siendo los poliinsaturados los de mayor potencia (Barger y
Kelly, 2000). Las moéleculas derivadas del metabolismo de los acidos grasos también actiian
como ligandos naturales (Chinetti y col., 2000). La unién del ligando al PPARa impide su
degradacién proteolitica dependiente de ubiquitinacidn, estabilizandolo (Blanquart y col.,
2002). Una vez activado, el PPARa heterodimeriza con el receptor nuclear hormonal
activado por acido 9-cis retinoico (RXR) uniéndose a elementos de respuesta al PPAR
(PPRE) en la regién promotora de los genes blanco, reclutando acetiltransfersas de histonas
e incrementando su transcripciéon génica. EI ~ PPARa interacciona con proteinas co-

activadoras entre las que se encuentran el SRC-1 (steroid receptor co-activator), la
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CBP/p300 (PPAR-interacting protein) y el co-activador 1a del PPARy (PGC-1a). El PGC-
la es el mejor caracterizado en musculo cardiaco y su expresion es controlada por estimulos

que promueven el metabolismo oxidativo (ej.: ayuno, ejercicio) (Finck, 2007).

La Tabla 1 resume los genes cuya expresion se encuentra regulada por el PPARa en
cardiomiocitos. En resumen, el PPARa regula positivamente la transcripcion génica de
proteinas involucradas en el metabolismo de los 4cidos grasos: captacidn, transporte y
activacion (LPL, FAT/CD36, ACS1); oxidacién mitocondrial (M-CPT1, deshidrogenasa de
acil-CoA de cadena media -MCAD-, larga -LCAD- y muy larga -VLCAD-, y tiolasa), y
peroxisomal (acil-CoA oxidasa, ACO); proteinas mitocondriales desacoplantes (UCP2,
UCP3) y de esterificacion (glicerol-3P aciltransferasa, acilglicerol-3P aciltransferasa, DAG
aciltransferasa). Ademds, el PPARa regula la transcripcion de genes involucrados en el
metabolismo de la glucosa, induciendo la expresion de la PDK4 y regulando negativamente
la expresion del GLUT4 y de la PFK-1 (Huss y Kelly, 2004; Yang y Li, 2007; Lopaschuk y
col., 2010).

Estudios utilizando ratones genéticamente modificados con perdida de la funcién del PPARa
(PPAR0”") han contribuido a esclarecer el rol clave de este receptor nuclear en la modulacién
del metabolismo del miisculo cardiaco. El corazén de ratones PPARa” presenta una muy
significativa reduccion de la oxidacion de dcidos grasos y un incremento significativo de la
glucdlisis y de la oxidacidn de la glucosa en comparacion con ratones controles de la misma
edad (Watanabe y col., 2000; Campbell y col., 2002). En concordancia, Leone y col. (Leone
y col., 1999) demostraron el rol clave del PPARa en la adaptacion del metabolismo cardiaco
en respuesta a periodos cortos de ayuno. Mientras que la expresion génica de enzimas de la
oxidacion mitocondrial de 4dcidos grasos incrementa frente a periodos cortos de ayuno en el

musculo cardiaco de ratones normales, los ratones PPARa” no exhiben este comportamiento.

Creus, Agustina 21



Facultad de Bioquimica y Cs. Biolégicas - UNL
Doctorado en Ciencias Biolédgicas

Tabla 1 Enzimas y proteinas transportadoras involucradas en el metabolismo cardiaco
cuyos genes son regulados transcripcionalmente por el PPARa

VIA METABOLICA PROTEINA
LPL®
A (a; b)
CAPTACION/TRANSPORTE FAT/CD36
Y ACTIVACION DE LOS FATP] @b
ACIDOS GRASOS FABP @b
ACS1 @9
M-CPT] @ b9
MCD (a; b; )
MCAD @b
LCAD @9
OXIDACION DE LOS ACIDOS
VLCAD @9
GRASOS
L-3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa ®
Tiolasa ®©
UCP2 @b:o)
UCP3 @b
Glicerol-3P aciltransferasa ®©
ESTERIFICACION DE LOS o )
. Acilglicerol-3P aciltransferasa ©
ACIDOS GRASOS
DAG aciltransferasa ®©
PDK4 @
TRANSPORTE/OXIDA CION
GLUT4 ®
DE LA GLUCOSA
PFK-1 @©

@ Huss y Kelly, 2004
®Lopaschuk y col., 2010
© Yang y Li, 2007
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(2) Otro de los moduladores del metabolismo del musculo cardiaco es la insulina. En
situaciones en que el nivel de insulina plasmadtica es elevado, la hormona actia directamente

sobre el musculo cardiaco induciendo la utilizacién de la glucosa.

El principal efecto de la hormona sobre el metabolismo del musculo cardiaco, demostrado
tanto por estudios realizados in vivo asi como también por ensayos en corazon ex vivo € in
vitro, es la estimulacion de la captacién de glucosa. La insulina induce la translocacién de las
vesiculas intracelulares conteniendo transportadores GLUT4 hacia la membrana plasmatica.
Ademais, la insulina estimula la glucdlisis (Brownsey y col., 1997; Stanley y col., 1997a;
Bertrand y col., 2008). Los mecanismos moleculares involucrados en la via de transduccién
de sefiales de la insulina en cardiomiocitos y sus efectos sobre la captacion de glucosa y la

glucolisis se describen a continuacion.

Los cardiomiocitos expresan la isoforma 3 del receptor de insulina (IR). Este receptor
pertenece a la superfamilia de receptores transmembrana con actividad tirosina quinasa
intrinseca. La unién de la insulina al receptor produce la autofosforilacién en residuos tirosina
en los dominios intracelulares B del IR. Una vez activado el IR, fosforila sustratos
intracelulares activdandolos, entre los que se encuentran la proteina Shc, la cual activa la via
de transduccién de las proteinas quinasas activadas por mitogenos (MAPK) -principal via de
regulacion del crecimiento celular y diferenciacion-; y la familia de proteinas sustratos del
receptor de insulina (IRS), la cual activa la via de transduccidn de sefiales de la fosfoinositol-
3 quinasa (PI3K) -principal via de regulacion del metabolismo-. Esta ultima via de
sefalizacién comienza con la fosforilacién de la isoforma IRS1 (proteina de 185 kDa) en
multiples residuos de tirosina, resultando en dominios proteicos de reconocimiento para
proteinas con homologia a la proteina Src del tipo 2 (SH2), uniendo a la subunidad regulatoria
p85 de la PI3K (serina/treonina quinasa), activando alostericamente a la subunidad catalitica
pl10 de la quinasa, la cual fosforila al PI2P generando fosfatidilinositol-3,4,5 trifosfato
(PI3P). Posteriormente, el PI3P se une a una proteina quinasa dependiente de 3-

fosfoinositidos (PDK1) activandola. En cardiomiocitos, la activacién de la PDK1 resulta en:

1-  Fosforilacion y activacion de la proteina serina/treonina quinasa B (PKB) también

denomina akt. Una de las proteinas blanco de akt/PKB es la proteina AS160 (sustrato
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de Akt de 160 kDa), lo cual directamente posibilita la fusion de las vesiculas de

GLUT4 con la membrana plasmética (Brownsey y col., 1997; Bertrand y col. 2008).

2- Fosforilacion y activacion de la PFK-2, 1o cual induce un incremento de los niveles
de fructosa-2,6biP y activacién alostérica de la PFK-1, estimulando el flujo a través

de la via glucolitica (Brownsey y col., 1997; Bertrand y col., 2008).

La insulina ademas tiene efectos sobre el metabolismo de los lipidos en el musculo cardiaco.
Indirectamente, actia inhibiendo la lipdlisis y la liberacién de &4cidos grasos por los
adipocitos, disminuyendo la disponibilidad de este sustrato para el musculo cardiaco.
Ademads, estudios in vitro demostraron que la insulina induce la translocaciéon de los
endosomas intracelulares conteniendo FAT/CD36 hacia la membrana sarcoplasmadtica en un
proceso reversible que involucra la activacion de la proteina activadora de AS160
dependiente de la cascada de sefalizacion de akt/PKB (Luiken y col., 2002; van Oort y col.,

2008). Sin embargo, la relevancia de este mecanismo in vivo atin resta esclarecerse.

Ademais de los efectos moduladores de los dcidos grasos y de la insulina sobre el metabolismo
cardiaco, la proteina quinasa activada por AMP (AMPK) tiene un rol fundamental al
respecto. La AMPK es una proteina quinasa conformada por una subunidad catalitica a y dos
subunidades regulatorias B y y. Su actividad quinasa depende de su activacién por
fosforilacion en el residuo treonina 172 (Thr172) de la subunidad a, lo cual depende de la
accion de proteinas quinasas de la AMPK (AMPKK) y del efecto inhibitorio de la unién del
AMP en la subunidad y. La funcién principal de la AMPK es de sensor del estado energético
celular, encontrdndose inactiva en condiciones fisioldgicas normales, y activandose frente a
la disminucion del estado energético celular (aumento de la relacién entre los niveles de
AMP/ATP y creatina/creatina-P). La AMPK activa actia fosforilando proteinas involucradas
en la captacion y el catabolismo de los sustratos energéticos (lipidos-glucosa). La activacion
de la AMPK estimula el transporte de la glucosa -induciendo la translocacion del GLUT4 al
sarcolema- y la glucdlisis -por activacion de la PFK-2-. Ademads, la activacién de la AMPK
estimula la captacién de los 4cidos grasos -induciendo la translocacién del FAT/CD36 al
sarcolema- y su oxidacion -regulando los niveles de malonil-CoA, inhibidor alosterico de la
M-CPT1-. Respecto a esto ultimo, la AMPK fosforila inhibiendo a la acetil-CoA carboxilasa

(ACC), quien carboxila al acetil-CoA produciendo malonil-CoA. De esta manera la
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activacion de la AMPK resulta en una disminucidn de los niveles de malonil-CoA induciendo
la oxidacion de los dcidos grasos en la mitocondria (Dyck y Lopaschuk, 2006; Young y Zaha,

2012).

Si bien el principal inductor de la activacion de la AMPK es la disminucién de los niveles de
ATP, se ha reportado que otros estimulos inhiben/inducen su activacién en el musculo
cardiaco, entre ellos la insulina. Ensayos en corazén ex vivo demostraron los efectos
inhibitorios de la insulina sobre la activacion de la AMPK en condiciones normales de
AMP/ATP y creatina/creatina-P, en un proceso dependiente de la activaciéon de akt/PKB.
Akt/PKB fosforila ala AMPK en residuos los de serina 485 y 491 impidiendo la fosforilacion
del residuo Thr172 inhibiendo su activacion. En estas circunstancias se impide el efecto
inhibitorio de la AMPK sobre su enzima blanco ACC, incrementandose los niveles de
malonil-CoA e inhibiendo la entrada de los dcidos grasos a la mitocondria (Gamble y
Lopaschuk, 1997; Beauloye y col., 2001; Kovacic y col., 2003). Estos ensayos sugieren un
posible mecanismo por el cual la insulina, la cual promueve la utilizacion de la glucosa por

el musculo cardiaco, disminuye la oxidacion de los 4cidos grasos.

El conjunto de los mecanismos descriptos se esquematiza en la Figura 2
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Figura 2 Interrelacion del metabolismo de los lipidos y de la glucosa en el misculo cardiaco
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Alteraciones del metabolismo del misculo cardiaco

Como se describi6 anteriormente, el muisculo cardiaco adapta su metabolismo en funcién de
la disponibilidad de sustratos (lipidos, glucosa) y del nivel de insulina en el plasma. La
exposicion cronica del corazén a elevados niveles de lipidos plasmaticos, dislipemia, y/o
niveles alterados de insulina o insulino resistencia resulta en un proceso maladaptativo
evidenciado por daiio y/o disfuncidn cardiaca. El desarrollo de estas alteraciones y la relacién
entre ellas han sido estudiadas utilizando modelos animales genéticos de diabetes y obesidad
y ratones con modificaciones genéticas especificas de proteinas con funciones claves en el

metabolismo cardiaco (Tabla 2).

Al respecto, Zhou y col. (Zhou y col., 2000) demostraron que en ratas Zucker diabéticas y
obesas (ZDF), la dislipemia y resistencia insulinica se encuentran asociadas a un incremento
del contenido de TG y ceramidas en el corazon y una disminucion significativa de la funcion
contréctil. Mds atn, estos investigadores demostraron que la normalizacion de la dislipemia
por la administracion de troglitazona, disminuye el contenido de lipidos restaurando la

funcion contractil.

Otros autores (Belke y col., 2000; Buchanan y col. 2005; How y col., 2006; How y col., 2007)
utilizando un modelo murino de diabetes tipo 2 (db/db) caracterizado por la presencia de
dislipemia y resistencia insulinica observaron que el corazén aislado perfundido de estos
animales presenta un incremento de la oxidacion de los dcidos grasos y una disminucién de
la oxidacién de la glucosa. Esto se acompaiia de un incremento del consumo de oxigeno, de
una disminucién de la eficiencia cardiaca y de disfuncién contréctil. Ademads, las alteraciones
metabodlicas preceden a la disfuncion ventricular contrictil (Buchanan y col., 2005). El
estudio realizado por Belke y col. (Belke y col., 2000) contribuy6 a esclarecer el rol causal
de las alteraciones metabdlicas sobre el dafio y la disfuncién cardiaca. Utilizando ratones
db/db y con sobre-expresion del transportador de glucosa GLUT4, observaron que el corazén
aislado de estos ratones presenta una restauracion de la alterada utilizacion de la glucosa y

del palmitato mejorando la funcidn contréctil, en comparacion con los animales controles.

En la misma linea, los corazones aislados de ratones obesos (ob/ob) dislipémicos insulino

resistentes presentan un incremento de la oxidacion de los dcidos grasos a expensas de la
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oxidacion de la glucosa. Esto se acompafia del incremento del consumo de oxigeno, la
disminucién de la eficiencia cardiaca y disfuncién cardiaca (Mazumder y col., 2004;
Buchanan y col., 2005). Mas aun, el estudio realizado por Mazumder y col. (Mazumder y
col., 2004) demostré que este comportamiento resulta independiente de la administracion de
insulina al medio de perfusion, indicando la incapacidad del musculo cardiaco de modular la

utilizacién de sustratos en respuesta al estimulo de la hormona.

Otros estudios utilizando animales genéticamente modificados con sobre-expresion cardiaca
de proteinas involucradas en la hidrélisis de lipoproteinas (LPL), transporte (FATP1) y
activacion (ACS1) de los 4cidos grasos, contribuyeron a esclarecer los efectos del incremento
de estas vias metabdlicas sobre el muisculo cardiaco y su funcién. El aumento de la LPL, la
FATPI1 y la ACSI1 resulta en fenotipos cardiacos caracterizados por un incremento de la
acumulacion (TG, 4cidos grasos y/o ceramidas) y oxidacion de lipidos. Esto se asocia con
hipertrofia, apoptosis y fibrosis del ventriculo izquierdo con alteracion y/o deterioro de la

funcién contrictil (Chiu y col., 2001; Chiu y col., 2005; Yagyu y col. 2003).

Fink y col. (Fink y col., 2002) desarrollaron un modelo murino con sobre-expresion del
PPARa del misculo cardiaco (C57BL/6 MHC-PPARa). El corazén de estos animales
presenta un incremento de la oxidacion de los dcidos grasos, una disminucién de la utilizacién
de la glucosa y acumulacion de TG, asociado a hipertrofia del ventriculo izquierdo y
disfuncién sistdlica. Autores del mismo grupo utilizando el mismo modelo experimental pero
adicionado a una deficiencia del FAT/CD36 (C57BL/6 MHC-PPARo/CD367") observaron
una restauracion del alterado metabolismo de los sustratos y de la funcién cardiaca en el

corazon perfundido (Yang y col., 2007).

En conjunto, estos estudios demuestran que las condiciones de dislipemia y resistencia
insulinica se asocian estrechamente con el incremento intracelular de lipidos y la alteracion
en la utilizacién de sustratos (lipidos-glucosa) por el musculo cardiaco. Ademads, la mejora
de las alteraciones metabdlicas impide o revierte el dafio y/o la disfunciéon cardiaca,

demostrando el rol causal de estas alteraciones sobre ellos.
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Tabla 2 Alteraciones del metabolismo del musculo cardiaco en modelos animales experimentales

MODELO CARACTERfSTICAS ALTERACIONES DEL DANO/DISIE‘UNCION REFERENCIAS
EXPERIMENTAL METABOLICAS GENERALES METABOLISMO CARDIACO CARDIACA
Ratas TTIri}sE?z:lr;l?a 1 TG | Funcién contractil
ZDF . L. 1 Ceramidas cardiaca
1 Lipidos plasmaticos
Zhou y col., 1999
< Glucemia ., L
Ratas . o Insulinemia l TG' > Funmon/ contractil
ZDF+Troglitazona s e <> Ceramidas cardiaca
< Lipidos plasmaticos
1 Glucemia e, . .
Ratones 1 Insulinemia 1 Oxidacion de AG | Funcioén contractil y de
db/db .. (o | Oxidacion de glucosa relajacion cardiaca
1 Lipidos plasmaticos
Belke y col., 2000
Ratones TTIrilulﬁrelénrrl:ila < Oxidacion de AG <> Funcion contractil y de
db/db+GLUT4 . [ < Oxidacién de glucosa relajacion cardiaca
1 Lipidos plasmaticos
1 Glucemia c .y .
Ratones T — 1 Oxidacion de AG | Funcién contractil Buchanan v col.. 2005
db/db R — | Oxidacion de glucosa cardiaca y cob
Ratones 1 Glu(':emle'l 1 Oxidacion de AG .. , How y col., 2006
1 Insulinemia L | Eficiencia cardiaca
db/db L dlos s | Oxidacion de glucosa How y col., 2007
. 1 TG
T1Glucemia L,
Ratones TInsulinemia f Qx1d%1?1on de AG | Eficiencia cardiaca Mazumder y col., 2004
ob/ob 1 Lipidos plasmaticos | Oxidacion de glucosa
Piaosp | Sensibilidad insulinica
Ratones TTmC;luul?relénI;?a 1 Oxidacion de AG | Funcién contractil Buchanan v col.. 2005
ob/ob | Oxidacion de glucosa cardiaca y cob

1 Lipidos plasmaticos
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Continuacion de la Tabla 2

Hipertrofia y fibrosis del
ventriculo izquierdo

10xidacion de AG . .
Ratones 1 TG | Funcién contractil Chiu y col., 2001
MHC-ACS1 e cardiaca ?
Alteracion de la estructura
de los cardiomicitos
| Funcién contractil
Ratones . . cardi.aca
MHC-IPL 1 Captacién de TG Hipertrofia de los Yagyu y col., 2003
cardiomicitos
Ratones 1 Cal.)taciio"n (BAE ! Mas?zgilie‘;zr(l)mculo .
MHC-FATP1 f OX‘dacfg de AG | Funcién de relajacién Chiuy col., 2005
1 cardiaca
Ratones ) ()'xid:flci(')n de AG Hipertrqﬁa ventricu!ar
MHC-PPARG | Oxidacion de glucosa | Funcién contractil
T TG cardiaca .
< Hipertrofia ventricular Fink y col., 2002
Ratones < Oxidacion de AG & Funcién contractil Yang y col., 2007
MHC-PPARa < Oxidacién de glucosa .
+FAT/CD36™ - TG cardiaca

1 Aumento, | Disminucion, <> Normalizacion; AG, acidos grasos; TG, triglicéridos
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Modelo experimental nutricional de dislipemia y resistencia insulinica: modelo de dieta

rica en sacarosa (DRS)

Como se expuso previamente, el cambio de los hédbitos dietarios durante los tltimos afios han
tenido un rol preponderante sobre la alta incidencia de las ECV. En particular, el efecto
nocivo de regimenes dietarios ricos en carbohidratos simples (incorporados a la dieta
principalmente en forma de sacarosa y jarabe de alta concentraciéon de fructosa) y grasas
saturadas sobre el desarrollo de las anormalidades metabdlicas presentes en el SM, factor de
riesgo multifactorial de ECV, fue reportado por numerosos estudios clinicos y
epidemioldgicos (Johnson y col., 2009; Hu y Malik, 2012; Kelishadi y col., 2014; Sacks y
col., 2017).

De modo similar, muchas de las alteraciones bioquimicas-metabdlicas presentes en el SM en
humanos pueden inducirse nutricionalmente en ratas/ratones normales mediante la
administracion de dietas ricas en carbohidratos simples (fructosa/sacarosa) y/o grasa. Estos
constituyen modelos experimentales utiles para el estudio de las alteraciones-bioquimicas

metabdlicas del musculo cardiaco desarrolladas en este contexto.

Numerosos estudios a nivel experimental demostraron que la administracién de una dieta rica
en sacarosa (DRS) induce dislipidemia (aumento de TG y AGL) y alteraciéon en la
homeostasis de la glucosa. Esto se acompaiia de lipotoxicidad (acumulacién de lipidos en
tejidos no adiposos) y disminucidn de la sensibilidad insulinica en higado y tejidos periféricos
(ej. musculo esquelético, tejido adiposo). Ademds, se observa hipertension y un estado pro-
oxidativo sistémico (Cohen y col., 1972; Reaven y col., 1979; Storlien y col., 1988; Reaven
y Ho, 1991; Vrana y col., 1993; Pagliassotti y col., 1994; Pagliassotti y col., 1996, Busserolles
y col., 2002a).

Mas aun, estudios realizados por nuestro grupo demostraron que la presencia y/o magnitud
de las alteraciones mencionadas varian en funcion del tiempo de administracion de la dieta.
Como se observa en la Figura 3, el perfil metabdlico-hormonal plasmético de ratas machos
Wistar (adultos joévenes) alimentadas con una DRS (sacarosa: 60% de energia), estd
constituido por 3 periodos bien definidos, identificados como periodo de induccién (3 a 5

semanas de ingesta); periodo de adaptacion (6 a 8 semanas de ingesta); y periodo de
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recurrencia (12 a 15 semanas), esté periodo continda al menos hasta las 40 semanas de
ingesta. La dislipemia e hiperinsulinemia presentes en el periodo de inducién se normalizan
en el periodo de adaptacidn sin cambios en los niveles de glucemia. Sin embargo, cuando la
administracién de la DRS se prolonga por un periodo de 12 a 15 semanas se constata un
incremento de los niveles de TG y AGL plasmadticos, a valores incluso superiores a los
observados en el periodo de induccién, acompafiado de una moderada hiperglucemia y
normoinsulinemia. Un estado estacionario de los parametros anteriormente mencionados se
observa cuando la ingesta se prolonga hasta las 40 semanas, asociado a un ligero incremento
del peso corporal (~15-20%) y adiposidad visceral. Los cambios en el perfil metabolico-
hormonal se encuentran ademds acompafiados de una disminucién de la sensibilidad
insulinica periférica global luego de 3 a 5 semanas de ingesta de la DRS y continda
deteriordndose con la cronicidad de la ingesta (Gutman y col.,1987; Chicco y col., 1994;
Bernal y col., 1995; Lombardo y col., 1996; Chicco y col., 1999; Chicco y col., 2000; Chicco
y col., 2003).

Los cambios descriptos se acompaian de alteraciones metabdlicas y funcionales en tejidos
claves (higado, tejido adiposo, pancreas y musculo esquelético) involucrados en la
homeostasis de los lipidos y de la glucosa. En la Tabla 3, extraida y modificada de Lombardo
y Chicco, 2006, se resumen las alteraciones metabdlicas y/o funcionales observadas en los
distintos tejidos durante el periodo de recuerrencia. Resultados similares fueron alcanzados
por otros investigadores cuando se administraron dietas ricas en sacarosa cronicamente
(Cohen 1972; Reaven y col., 1979; Storlien y col., 1988; Vrana y col., 1993; Pagliassotti y
col., 1994; Pagliassotti y col., 1996).

Los primeros hallazgos reportaron la asociacion entre el aumento del nivel de TG
plasmaéticos, una mayor secrecion de VLDL y una menor remocidn por los tejidos periféricos
(Lombardo y col., 1983; Gutman y col., 1987; Chicco y col. 1991; Bernal y col., 1995; Chicco
y col., 1999; Chicco y col., 2000; Oliva y col., 2009). Esto se acompafa de esteatosis
hepatica, resultado del aumento de la sintesis de TG debido al incremento de las actividades
de enzimas lipogénicas (ACC, sintasa de acidos grasos FAS, glucosa-6P deshidrogenasa y
enzima madlica) y de los niveles de la masa proteica de factores de transcripcion asociados a

su expresion (elemento regulador de esteroles 1 -SREBP-1- y receptor hepético X -LXR-).
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Ademais, la acumulacion de TG hepaticos se ve favorecida por la disminucion de la actividad
de enzimas y factores de transcripcién asociados a la oxidacién de dcidos grasos (ej.
actividades de las enzimas CPT1 y oxidasa de 4cidos grasos -FAO-, y masa proteica del
PPARa) (Hein y col., 2010; Rossi y col., 2013; Olivay col., 2015). Este incremento del nivel
de lipidos en tejido hepético induce un deterioro en metabolismo de la glucosa y en la via de

sefalizacion de la insulina (Hein y col., 2012).

El tejido adiposo visceral es clave en el desarrollo de las alteraciones presentes en este
modelo experimental. La hipertrofia de los adipocitos del tejido adiposo epididimal es la
consecuencia de una mayor actividad de las enzimas lipogénicas y de la LPL, lo que conduce
a un incremento del contenido intracelular de TG. En este contexto, los adipocitos aislados
presentan aumento de la lip6lisis basal y estimulada por el isoprotenerol y una disminucién
de la sensibilidad a la accion de la insulina. Esto explicaria la disminucién de la captacion de
glucosa estimulada por la hormona observada en este tejido y la mayor disponibilidad de
AGL plasmaticos caracteristica del modelo (Soria y col., 2002; Rossi y col., 2005; Rossi y
col., 2010). Ademas, la disfuncién del tejido adiposo epididimal se acompaiia de alteraciones
de los niveles plasmaticos de adipocitoquinas (leptina y adiponectina) (Rossi y col., 2005;
Selenscig y col., 2010; D" Alessandro y col., 2015) y de estrés oxidativo (D" Alessandro y
col., 2015).

En este contexto, la acumulacion de TG en el musculo esquelético, principal tejido blanco a
la accién insulinica, induce un deterioro del metabolismo de la glucosa basal y estimulado
por la hormona (D" Alessandro y col., 2000; Chicco y col., 2003; Oliva y col. 2009; Oliva y
col., 2015) explicando la resistencia insulinica periférica global observada en este modelo.
De modo similar, la exposicion del pancreas a altos niveles de lipidos plasmaticos conlleva
a un incremento del contenido de TG, lo cual se haya estrechamente asociado al deterioro de
la funcionalidad de la célula B, evidenciada por la alteracion en el patrén bifasico de secrecion
de insulina estimulada por la glucosa (Chicco y col., 2003; Pighin y col., 2003; Ferreira y
col., 2010).

De modo similar a los cambios que sufren otros tejidos, el misculo cardiaco es afectado por
el contexto metabdlico-hormonal inducido por la ingesta cronica de una DRS previamente

descripto. Los primeros hallazgos reportaron la acumulacién de lipidos (en forma de TG) en
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el musculo cardiaco (Lombardo y col., 1983; Costamagna y col., 1998). Chicco y col.
(Chicco y col., 1994) observaron que el aumento del contenido de TG se acompafia de un
incremento de la relacion acetil-CoA/CoA y del contenido de citrato y de la disminucién de
la forma activa del complejo PDH (PDHa). La perfusién del corazén aislado de estos
animales con un medio conteniendo glucosa y un inhibidor de la enzima CPT1 (POCA 1I)
demostré que la disminucion de la oxidacion de la glucosa es el resultado del incremento de
la utilizacién de dcidos grasos, manteniéndose normales los niveles de ATP, AMP, ADP,
creatina y creatina-P (Chicco y col., 1991). En otro estudio, con un medio de perfusién
conteniendo glucosa en concentraciones similares a las fisiolégicas Montes y col. (Montes y
col., 2000) demostraron que el corazén de los animales alimentados con DRS presenta una
disminucion de la captacion de glucosa, que no se restablece por la adicion de insulina al

medio de perfusion, sugiriendo un estado de resistencia insulinica del musculo cardiaco.

En la misma linea, Dutta y col. (Dutta y col., 2001) utilizando ratas Wistar alimentadas con
una dieta rica en sacarosa (68% de energia) durante 7 semanas, demostraron que los
cardiomiocitos de estos animales presentan un deterioro de la contraccién y relajacion in
vitro. En un grupo paralelo de animales, la administraciéon de metformina (500 mg/kg x dia),
la cual previene el desarrollo de insulino resistencia inducida por la DRS, previno la

alteracion de la funcidn contractil de las células musculares cardiacas.

De lo expuesto, las ratas alimentadas con una DRS por un periodo prolongado de tiempo,
representan un excelente modelo experimental nutricional que se asemeja en aspectos
bioquimicos-metabdlicos al SM del humano. El mismo posibilita analizar y desglosar los
mecanismos intimos relacionados con las anomalias metabdlicas antes descriptas y, ademas,
evaluar los posibles efectos beneficiosos de cambios de diferentes nutrientes sobre estas

alteraciones.
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Figura 3 Evolucidn de los niveles plasmaticos de metabolitos e insulina de los animales
alimentados con una dieta rica en sacarosa (DRS)
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Tabla 3 Efectos de la administracién crénica (3 a 6 meses) de una DRS a ratas normales”

TEJIDO CARACTERISTICA

Contenido de TG T
Lipogénesis 1
Secrecion VLDL 1

Oxidacion de 4cidos grasos !

HIGADO

Seializacion de la insulina Alterada
Metabolismo de la glucosa Alterado

Adiposidad visceral 1
Tamaifio celular adipocito
Contenido de TG
Lipogénesis

TEJIDO Lipdlisis

SDIIHERID Sensibilidad insulfnica

Metabolismo de la glucosa
estimulado por la insulina
Estrés oxidativo @

Contenido de TG
Sensibilidad insulinica

MUSCULO Seiializacién de la insulina
ESQUELETICO

—— = — —

— — —

Metabolismo de la glucosa

basal y estimulado por la l
insulina

Contenido de TG 1 (a;b;0)

Secrecion de insulina Alterada @59
estimulada por la glucosa

Lipidos 0 (d; e; )
MUSCULO Utilizacién de lipidos 1@
CARDIACO

PANCREAS

Captacién y oxidacién ! (f; g h)
de la glucosa
Sensibilidad insulinica ! (h)

*Tabla extraida y modificada de Lombardo y Chicco, 2006

@Chicco y col., 2003; ®Pighin y col., 2003; ©Ferreira y col., 2010; @Lombardo y col., 1983; ©Costamagna y
col., 1998; ®Chicco y col., 1994; ©®Chicco y col., 1991; ®Montes y col., 2000; © D" Alessandro y col., 2015.

1 Aumento, | disminucidn respecto al grupo control
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Estrategias nutricionales para prevenir/revertir la dislipemia y resistencia insulinica

Existe un amplio consenso, basado en numerosas evidencias epidemioldgicas, clinicas y
experimentales, respecto al efecto beneficioso de la ingesta de dcidos grasos poliinsaturados
(PUFASs) del tipo n-3, 4cido eicosapentaenoico 20:5, n-3 (EPA) y docosahexaenoico 22:6, n-
3 (DHA) sobre los desérdenes del SM. Al respecto, se demostré que los dcidos grasos EPA
y DHA impactan positivamente sobre los niveles de lipidos plasmaticos y la sensibilidad
insulinica. Ademds, se han reportado efectos antitrombéticos, antiinflamatorios,

antiarritmicos y vasodilatadores (Kris-Etherton y col., 2002; Mozaffarian y Wu, 2011).

Los mecanismos implicados en los efectos hipolipemiantes del EPA y DHA han sido
revisados y discutidos extensamente. Estudios de numerosos grupos de investigacion,
incluido el nuestro, basados en la administracion de dietas ricas en EPA y DHA a animales
de experimentacion, dislip€émicos insulino resistentes, indican que estos dcidos grasos actdan
a nivel hepatico, uniéndose y activando al PPARa induciendo la expresion de enzimas
involucradas en la oxidacion mitocondrial -CPT1- y peroxisomal -FAO- de los 4cidos grasos.
Ademas, estos dcidos grasos actian suprimiendo la expresion del SREBP-1c, factor de
transcripcion involucrado en la regulacion de la expresion de enzimas lipogénicas. Estos
mecanismos incluyen la supresion de la expresion génica y del procesamiento proteolitico
del SREBP-1c. Como resultado de estos procesos, el EPA y el DHA favorecen la oxidacion
en detrimento de la sintesis de novo de los dcidos grasos y su reesterificacion a TG,
decreciendo el contenido de TG hepdticos y su secrecién en VLDL, disminuyendo la

trigliceridemia.

Por otra parte, el efecto de los dcidos grasos EPA y DHA sobre la mejora de la sensibilidad
insulinica se correlaciona con la disminucion de los niveles de TG en plasma y su contenido
en tejido muscular esquelético ya que éstos, y sus metabolitos, interfieren en la via de
transduccion de sefiales de la insulina en este tejido. Ademas, la ingesta de EPA y DHA se
asocia con un incremento de PUFAs n-3 en las membranas celulares de tejidos blancos a la
accion de la insulina (higado, tejido adiposo, musculo esquelético), afectando directamente
su via de transduccion de sefales (Clarke, 2001; Lombardo y Chicco, 2006; Hein y col.,
2012; D" Alessandro y col., 2013).
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Sin embargo, la incorporacién directa de EPA y DHA a la dieta implica la ingesta de peces
marinos y mariscos, principales fuentes de estos dcidos grasos, lo cual constituye una
importante limitacién para poblaciones con limitado o escaso acceso al consumo de estos
productos. Ademads, el consumo de peces marinos estd asociado a problemas de salud a causa
de la presencia de contaminantes como dioxinas, metil mercurio, bifenoles policlorados
(PBC) y contaminantes orgénicos persistentes (Kris-Etherton y col. 2002). Por lo tanto, mas
recientemente se ha focalizado el interés en la busqueda de fuentes dietarias alternativas de
n-3 PUFAs. Al respecto, existen estudios observacionales realizados en distintas poblaciones
que indican que la elevada ingesta del precursor metabdlico de EPA y DHA de origen
vegetal, el acido a-linolénico (ALA) 18:3 n-3 (el cual se encuentra principalmente en granos
de distintos vegetales), se haya asociado a un menor riesgo de padecer ECV (Pan y col.,

2012).

Metabolismo del dcido a-linolénico (ALA)

Desde el punto de vista nutricional, el ALA es un dcido graso esencial que debe incorporarse
mediante la dieta, ya que el organismo humano no puede sintetizarlo. Una vez absorbido, el
ALA puede almacenarse en tejido adiposo o metabolizarse en tejido hepatico. En este tejido
el ALA puede sufrir B-oxidacién o convertirse mediante una serie de desaturaciones y
elongaciones en acidos grasos poliinsaturados de cadena larga, principalmente EPA, 4cido
docosapentaenoico (DPA) 22:5 n-3 y DHA. Las reacciones ocurren en el reticulo
endoplasmadtico, a excepcion del dltimo paso, que ocurre en los peroxisomas (Barceld-
Coblijn y Murphy, 2009; Kim y col., 2014). Las vias enzimaticas involucradas en el

metabolismo del ALA se esquematizan en la Figura 4.

Tanto en humanos (individuos adultos) como en animales (ratas, hamsters, cerdos, conejos,
entre otros), la administracion de dietas enriquecidas con ALA produce un incremento de las
concentraciones plasmaticas de ALA, EPA, DPA y en menor medida de DHA de manera
dosis-dependiente. Estudios in vivo basados en la administraciéon de isotopos estables del
ALA (3C o deuterio) demuestran que, en humanos, aproximadamente el 8% del ALA
ingerido es convertido en EPA y en menor medida (6%-4%) en DPA y DHA. Ademas, el
grado de bioconversion del ALA es mayor en mujeres que en hombres ya que los estrogenos

aumentan la actividad de enzimas desaturasas y elongasas mediante la activacion del PPARa
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(Burdge y Calder, 2006; Brenna y col., 2009; Kim y col., 2014). En ratas, cuando se
administra el ALA deuterado por via oral, el 16-18 % se acumula como ALA en tejido
adiposo y aproximadamente el 6% aparece como EPA y DHA en tejido hepdtico (Lin y
Salem, 2007).

Es importante destacar que otro 4cido graso poliinsaturado nutricionalmente esencial, de
origen vegetal, el dcido linoléicol8:2 n-6 (LA), es convertido en dcidos grasos de cadena
larga de esta familia n-6, mediante el mismo sistema enzimatico de desaturacién y elongacion
que el ALA, compitiendo por su bioconversion (Barcel6-Coblijn y Murphy, 2009). Por lo
tanto, la bioconversion del ALA a EPA y DHA no s6lo depende de la cantidad absoluta de
ALA, sino también de la relacion ALA/LA.
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Figura 4 Metabolismo del ALA"
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Efectos del ALA sobre la dislipemia y la resistencia insulinica en modelos experimentales

Distintos investigadores analizaron los efectos de la administracion dietaria de ALA a
animales de experimentacion (ratas). En la Tabla 4 se resumen las principales caracteristicas
de estas intervenciones nutricionales y los resultados arrojados. Los disefios experimentales
de los estudios realizados se basaron en la administracion de aceites vegetales con alto
contenido de ALA (aceite de lino, perrilla o chia) en reemplazo total o parcial de aceites con

alto contenido de LA (girasol o maiz).

Todos los estudios son congruentes respecto a la disminucion de los lipidos plasmaticos (TG,
AG y/o colesterol total) cuando se incrementa el contenido de ALA en sustitucion del LA,
tanto en dietas controles como en dietas altas en grasa. El mdximo efecto hipotrigliceridémico
e hipocolesterolémico ocurre cuando se administra una relacién n-6/n-3 de 0,33. Ademés, el
efecto hipolipidemico del ALA se acompafia del incremento de PUFAs n-3 (ALA, EPA,
DPA y/o DHA) en plasma y tejido hepatico (Ide y col., 1996; Jeffery y col., 1996; Ihara y
col., 1998; Ide y col., 2000; Kim y col., 2004; Ayerza y Coates, 2005).

Se ha demostrado que los efectos hipolipidémicos del ALA resultan de la disminucion de la
sintesis y el contenido de TG en higado y su secrecién. El ALA actda aumentando la
oxidacion de los dcidos grasos -via activacion del PPARa e induccion de la expresion de
enzimas de la via de oxidacion de los dcidos grasos- y disminuyendo la actividad de enzimas
lipogénicas -mediante la modulacién del SREBP-1c¢- (Ide y col., 1996; Ide y col., 2000; Kim
y col., 2004; Rincén-Cervera y col., 2016).

Ademais de los efectos del ALA sobre los niveles de lipidos plasmaticos, los hallazgos de
Ghaffoorunissa y col. (Ghaffoorunissa y col., 2005) sugieren que cuando se incrementa la
proporcion de ALA en una dieta rica en sacarosa (54% p/p) administrada a ratas normales,
la mejora de la sensibilidad insulinica se debe al incremento de la proporcién de ALA, EPA,
DPA y DHA en los fosfolipidos de membrana y a la disminucién del contenido de TG en

musculo esquelético.

En su conjunto, estos resultados sugieren que los efectos del ALA sobre el metabolismo

hepético lipidico y los niveles de lipidos plasmaticos, asi como sobre la sensibilidad
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insulinica son similares a los del EPA y DHA, y al menos en parte, los mecanismos

implicados son semejantes.
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Tabla 4 Intervenciones nutricionales experimentales: efectos del ALA dietario

4 DURACION
EXPI\];‘,II(()III)V]IE]{;;I)T AL INTERVENCION RELQ/CI;) N DE LA 5 EFECTOS REFERENCIAS
o INTERVENCION
Ratas ) ’ TG plasrn}atlcos
Sprague-Dawle aceite de maiz JTG hepaticos
1 (I; qg /o de raza Vs. 61,60 vs. 0,26 4 semanas lenzimas lipogénicas hepiticas Kim y col., 2004
eppdes aceite de perrilla 1 ALA, EPA y DHA en FL
hepéticos

Ratas Wistar aceite de maiz L.
7 % plp de grasa Vs. 66,5 vs. 0,60 4 semanas LTG y HDL colesterol plasmiticos Ayerza y Coates, 2005

aceite de chia TALA, EPA, DHA plasmaticos

TG, AGL y colesterol plasmaticos
Ratas aceite de eirasol TG hepaticos
Sprague-Dawley g Tenzimas de oxidaciéon de AG Ide y col., 1996
VS. 52,15 vs. 0,23 2 semanas .
15 % p/p de grasa . . hepaticas Ide y col., 2000
aceite de perrilla . N L.
lenzimas lipogénicas hepaticas
TALA, EPA, DHA en TG hepaticos

Ratas Lewis aceite de girasol
20% p/p de grasa Vs. 112,12 0,33 6 semanas
aceite de lino

TG, AGL y colesterol plasmaticos

1ALA, EPA y DHA plasméticos Jeffery y col., 1996

Ratas Wistar Aceite de girasol TG y colesterol plasméticos
20 % p/p de grasa Vs. 200 vs. 0,26 50 dias TG y colesterol hepaticos Thara y col., 1998
aceite de perrilla TALA y EPA en FL hepéticos

1 Aumento, | Disminucién
TG: triglicéridos, AG: 4cidos grasos, FL: fosfolipidos
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La semilla de Salvia hispdnica L. (chia) como fuente de dcido a-linolénico (ALA)

Las mayores fuentes vegetales de ALA incluyen al Linum usitatissimum (lino), la Perilla
frutescens (perrilla) y la Salvia hispdnica L., comunmente denominada chia. La Salvia
hispdnica L. (chia), es una planta herbacea anual perteneciente a la familia Lamiaceae.
Alcanza una altura maxima de 1 m y presenta hojas de 4-8 cm de largo y 3-6 cm de ancho.
Las flores son blancas o violetas y dan lugar a semillas marrones, grises, negras o blancas.
La Figura 5 muestra las caracteristicas morfo-anatomicas de las hojas, tallo, flores y semillas

de la planta (di Sapio y col., 2008; di Sapio y col., 2012).

La clasificacion botdnica de la Salvia hispdnica L. (chia) fue realizada en el afio 1753 por el
botdnico sueco Carl Von Linneo (1707-1778), cuyo nombre del latin se traduce en “planta
hispanica para curar o sanar”. Sin embargo, esta planta no es nativa de Espaiia, es originaria
de las regiones centro-sur de México y norte de Guatemala y fue introducida en Espafia luego
de la conquista de América. En tiempos pre-colombinos, la semilla de chia era consumida
por los aztecas constituyendo junto con el maiz, el poroto y el amaranto la dieta tipica de la
poblaciéon. Luego de la colonizaciéon de América, el cultivo de chia fue drasticamente
suprimido quedando précticamente en desuso. Hacia 1990, investigadores de Argentina y
Estados Unidos redescubrieron el valor nutricional de la semilla de chia y llevaron a cabo un
proyecto de investigacion sobre las caracteristicas, el cultivo y su adaptacion a condiciones
de cultivo en distintas zonas de Argentina, Pert, Colombia y Ecuador. Debido a este gran

incentivo hoy la chia se cultiva alrededor del mundo (Sosa y col., 2016).
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Figura 5 Caracteristicas morfo-anatémicas de la planta Salvia hispdnica L. (chia)*

A

“Fotograffas extraidas y adaptadas de di Sapio y col., 2008; di Sapio y col., 2012. A: aspecto
general de la planta; B: inflorescencias; C: semillas incluidas en el cdliz, D: semillas

marrones y blancas; E: semillas hidratadas con formacién de mucilago.
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En la Figura 6 se muestra la composicion de la semilla de la Salvia hispdnica L. (chia),
variedad Salba. Aproximadamente, los hidratos de carbono constituyen el 37% p/p, las grasas
el 30% p/p y las proteinas el 20 % p/p de la semilla. Ademads, contiene minerales (K, Ca, P,
Mg, entre otros), vitaminas (vitaminas A, del grupo B, C y E) y compuestos fendlicos con
capacidad antioxidante. La composicion de la semilla de chia varia en funcién del genotipo
y las condiciones de cultivo (Ayerza y Coates, 2004; Ayerza, 2009; Ayerza, 2013; Mufioz y
col., 2013).

Una de las caracteristicas mas atractiva de la semilla de chia es su alto contenido de ALA, el
cual representa la mayor proporcion del total de dcidos grasos (aproximadamente el 64 % de
los lipidos totales). Ademads del buen perfil lipidico, la semilla contiene componentes que
ofrecen ciertas ventajas sobre otras fuentes vegetales de ALA. Una de ellas es su capacidad
antioxidante. En su composicion se encuentran polifenoles: acido clorogénico, 4cido cafeico,
miricetina, quercetina y kaempferol. La presencia de estas sustancias proporciona una alta
estabilidad al aceite cuando es extraido de la semilla (Ayerza y Coates, 2004; Ayerza, 2009;
Ayerza, 2013; Muiioz y col., 2013).

Otra propiedad importante de la semilla de chia es el tipo y cantidad de fibra alimentaria, la
cual constituye la mayor proporcién de los hidratos de carbono. En su composicién se
encuentra fibra insoluble (celulosa, hemicelulosa y lignina) y soluble (pectinas, gomas y
mucilagos). Dentro de la fibra soluble, la semilla contiene cantidades significativas de
mucilagos los cuales en contacto con agua forman geles de alta viscosidad (Figura 5 E)

(Vazquez-Ovando y col., 2009; Capitani y col., 2012).

Tanto los antioxidantes como la fibra soluble estdn asociados con efectos beneficiosos sobre
las anormalidades metabolicas presentes en el SM (Galisteo y col., 2008). Ademads, la semilla
de chia no contiene gluten y se desconoce la existencia de componentes toxicos en ella. Por
lo tanto, el perfil lipidico, la presencia de antioxidantes y fibra soluble, la convierte en un

suplemento nutricional completo y saludable.
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Figura 6 Composicion de la semilla de Salvia hispdnica L. (chia)*
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*Variedad Salba. La composicién puede variar en funcién del genotipo y de las condiciones de cultivo (Ayerza,
2013; Mufioz y col., 2013).
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Efectos de la semilla de Salvia hispdnica L. (chia) sobre aspectos bioquimicos y metabolicos

en modelos experimentales

Algunos estudios a nivel experimental analizaron los efectos de la administracion de semilla
de chia a ratas normales y a ratas dislipémicas insulino resistentes. Por un lado, Ayerza y col.
(Ayerza y Coates, 2005; Ayerza y Coates, 2007) analizaron los efectos de la semilla de chia
dietaria cuando se administré a ratas normales como fuente grasa (7% p/p) en reemplazo del
aceite de maiz por 4 semanas. En estos animales se observé una disminucién de los TG
plasmaticos junto con un incremento del colesterol HDL con respecto al grupo que recibe
aceite de maiz, sin cambios en el colesterol LDL. Esto se acompaii¢ de un incremento en el
contenido de ALA, EPA y DHA plasmaticos. Resultados similares se obtuvieron cuando se

administré aceite de chia o semilla de chia molida.

Por otra parte, Poudyal y col. (Poudyal y col., 2012a; Poudyal y col., 2012b) evaluaron los
efectos de la semilla de chia sobre la dislipemia, la resistencia a la insulina y la adiposidad
visceral inducidas en ratas por la administracion de una dieta rica en grasa saturada y fructosa
durante 8 semanas. La suplementacion de esta dieta con semilla de chia (5% p/p), por 8 y 24
semanas adicionales, mejor6 la incrementada adiposidad visceral, la intolerancia a la glucosa
y la esteatosis hepdtica. Esto se acompafié de la mejora en la estructura y funcion hepética y

cardiovascular.

Un estudio realizado por investigadores de nuestro grupo evalud los efectos de la semilla de
chia sobre la prevencion de la dislipemia y la resistencia insulinica inducidas por la
admistracion de una DRS. Para tal fin, la semilla de chia dietaria se administré6 como fuente
de grasa en reemplazo del aceite de maiz (rico en LA) en los animales alimentados con DRS
(grupo DRS+chia) (proporcion de acidos grasos n-6/n-3 0,287 en la dieta DRS+chia vs. 67,80
en las dietas DC y DRS) utilizando un disefio experimental donde la chia se administré
durante 3 semanas desde el inicio de la ingesta de DRS. El cambio del tipo de 4cidos grasos
dietarios previno el desarrollo de la dislipemia y resistencia insulinica periférica global. Se
observé ademads un incremento en los niveles plasmaticos de ALA, EPA, DPA y DHA en
comparacion con el plasma de los animales alimentados con DRS y con una dieta control de

laboratorio (Chicco y col., 2009; Rossi y col. 2013).
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Otros estudios de nuestro laboratorio consistieron en administrar la semilla de chia por un
periodo de 2-3 meses en reemplazo del aceite de maiz a partir del momento en que que los
animales alimentados con DRS alcanzan una dislipemia y resistencia insulinica estable (3
meses de ingesta). La semilla de chia redujo la acumulacién de TG en higado y la secrecién
de VLDL. Esto se asoci6 al incremento de la actividad de enzimas hepaticas claves de la
oxidacién de 4cidos grasos (CPT1 y FAO) y al aumento de la masa proteica del PPARa,
junto con la disminucién de enzimas involucradas en la sintesis de novo de acidos grasos
(ACC, FAS, glucosa-6P deshidrogenasa, enzima madlica) y el nivel de la masa proteica de la
forma madura del factor de transcripciéon SREBP-1 (Chicco y col., 2009; Rossi y col., 2013).
También se constaté que la semilla de chia disminuye el peso del tejido adiposo visceral
epididimal acompafnado de una reduccién de la hipertrofia adipocitaria, normalizando la
incrementada lipolisis basal y restaurando la sensibilidad a la accién antilipolitica de la
insulina (Oliva y col., 2013). Estos mecanismos permiten explicar, al menos en parte, la
normalizacién de la dislipemia observada en los animales alimentados con DRS+chia. Mas
aun, los efectos descriptos se acompafaron de la normalizacion del contenido intracelular de
lipidos en el musculo esquelético (TG, LC-acil-CoA, DAG). Por lo tanto, la reversion de la
dislipemia y la disminucién de la disponibilidad de los AGL plasmaticos podria ser uno de
los mecanismos involucrados en la normalizacién de la sensibilidad insulinica periférica

global y la homeostasis de la glucosa.
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OBJETIVOS

De acuerdo a lo expuesto previamente, la dislipemia y la resistencia insulinica, inducidas por
dietas ricas en carbohidratos simples, promueven alteraciones bioquimicas-metabdlicas en el
musculo cardiaco. Ademds, en este modelo experimental se observa estrés oxidativo
sistémico. Los mecanismos intimos de estas alteraciones no estdn aun bien dilucidados.
Tampoco se conoce si la administracion de la semilla de chia —que es capaz de reveritir la
dislipemia y la insulino resistencia- podria ser una interesante estrategia nutricional para
mejorar o revertir estas alteraciones. Por lo tanto, los OBJETIVOS GENERALES del

presente trabajo son:

I.  Explorar los mecanismos subyacentes involucrados en las alteraciones bioquimicas-
metabolicas presentes en el musculo cardiaco de los animales dislipémicos insulino

resistentes alimentados cronicamente con una DRS.

II.  Evaluar si la semilla de chia como intervencion dietaria mejora o revierte el
deteriorado metabolismo lipidico-hidrocarbonado del musculo cardiaco presente en
los animales alimentados con la DRS. Ademas, analizar si estos cambios involucran

un mejoramiento del estado oxidativo.

Para lograr este objetivo general se alimentaron ratas machos Wistar con una DRS durante
tres meses -etapa metabolica caracterizada por una estable dislipemia, moderada
hiperglucemia, resistencia insulinica, alteraciones-bioquimicas metabdlicas del musculo
cardiaco y lipotoxicidad-. A partir de este momento los animales se dividieron al azar en dos
grupos: uno continuo con la misma dieta hasta los 6 meses de ingesta y en el otro grupo se
sustituy6 isoenergéticamente el aceite de maiz por semilla de chia como fuente de grasa
dietaria hasta el final del periodo experimental. Bajo estas condiciones experimentales se

desarrollaron los siguientes OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Determinar en el misculo cardiaco los siguientes pardmetros relacionados con el

metabolismo lipidico e hidrocarbonado y su relacién con el desarrollo del estrés oxidativo:

I.  El contenido de lipidos: TG, LC-acil-CoA y DAG.
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IL

I1I.

IV.

VL

VIL

VIIL

IX.

XL

Los niveles de la masa proteica del transportador de 4cidos grasos FAT/CD36 en
condiciones basales y bajo el estimulo de la insulina. La oxidacién de los LC-acil-
CoA mediante la determinacién de la actividad y el nivel de la masa proteica de la
M-CPT]I, siendo que el contenido intracelular de lipidos es el resultado del balance

entre la captacidn, transporte, oxidacion y destino metabodlico de los dcidos grasos.

Los niveles de la masa proteica del receptor nuclear PPARa, ya que los dcidos grasos
y sus derivados pueden modular el metabolismo energético de los cardimiocitos

mediante la activacion de este factor nuclear.

Los niveles de la masa proteica de la proteina desacoplante UCP2, considerando que
niveles elevados de dcidos grasos y de ROS y el PPARa son algunos de los

reguladores de esta proteina.

Los niveles de metabolitos (glucosa-6P y gluc6geno) y la actividad de enzimas claves

de la via no oxidativa (HQ) y oxidativa (PDHc) de la glucosa.

Los niveles de la masa proteica del transportador de glucosa GLUT4 en condiciones
basales y posteriores al estimulo con insulina. Niveles de la masa proteica del sustrato

del receptor de insulina IRS1.

Los niveles de la masa proteica de la AMPK y de su forma activa (fosforilada en el

residuo Thr172), regulador clave del metabolismo de los lipidos y la glucosa.

Los niveles de las ROS y la actividad de enzimas antioxidantes: catalasa (CAT),
glutation peroxidasa (GPx) y superoxido dismutasa (SOD). Expresion génica de la

GPx, la SOD y la subunidad p47 de la NAD(P)H oxidasa (p47NOX).

La expresion del factor de transcripcion relacionado al factor nuclear eritroide 2 (NF-

E2) Nrf2, clave en la activacién de la defensa antioxidante celular.

El contenido de coldgeno y los niveles de hidroxiprolina en el ventriculo izquierdo

como estimacioén de la fibrosis del tejido cardiaco.

Determinar la presion arterial, el ritmo cardiaco y la composicidn de dcidos grasos de

los fosfolipidos del musculo cardiaco.
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XII.  Adicionalmente, evaluar los niveles plasmaticos de lipidos, glucosa, 4cido drico,
insulina, marcadores del estado oxidativo: sustancias reactivas al acido tiobarbiturico
(TBARSs) y grupos carbonilos y citoquinas pro-inflamatorias: factor de necrosis
tumoral o (TNFa) e interleuquina 6 (IL-6). Determinar la sensibilidad insulinica

periférica global.
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MATERIALES Y METODOS

Animales de experimentacion

Se utilizaron ratas machos de la cepa Wistar provenientes del Instituto Nacional de
Farmacologia (Buenos Aires, Argentina). Los animales se mantuvieron en un bioterio bajo
condiciones controladas de temperatura (22 + 1°C), humedad y aireacién con un ciclo de luz-
oscuridad fijo de 12 horas (luz de 7:00 a 19:00 hs). Durante todo el periodo experimental los
animales tuvieron libre acceso al agua y a la comida. Se adoptaron todas las medidas
necesarias para evitar el estrés y malestar de los animales y se utiliz6 el menor nimero de
animales posible, siguiendo el protocolo experimental evaluado y aprobado por el Comité de
Etica y Seguridad de la Investigacién de la Facultad de Bioquimica de Ciencias Biolégicas

de la Universidad Nacional del Litoral.

Diseiio experimental

Las ratas con un peso inicial de 180-200 g (adultos jévenes) recibieron durante una semana
una dieta comercial para roedores de laboratorio (Ralston Purina, St. Louis, USA). Luego del
periodo de adaptacion a las condiciones de alojamiento, los animales se dividieron al azar en
2 grupos: grupo de referencia y grupo experimental. El grupo de referencia recibié durante
todo el periodo experimental (6 meses) una dieta semi-sintética (Dieta Control, DC)
compuesta por (% energia): carbohidratos (almidén, 60), grasas (aceite de maiz, 23) y
proteinas (caseina, 17) (grupo DC). El grupo experimental recibi6 durante 3 meses la misma
dieta semi-sintética donde la sacarosa reemplaz6 isoenergéticamente al almidon (Dieta Rica
en Sacarosa, DRS). Luego de 3 meses los animales del grupo DRS fueron divididos al azar
en 2 sub-grupos: un subgrupo continué con la DRS hasta el final del periodo experimental (6
meses) (grupo DRS) mientras que el otro subgrupo recibié una DRS donde la semilla de chia
(Salvia hispdnica L., variedad Salba) se administr6 como fuente de grasa dietaria
sustituyendo isoenergéticamente al aceite de maiz (DRS+chia) hasta el final del periodo
experimental (6 meses) (grupo DRS+chia) (Figura 7). En la dieta DRS+chia, se utilizé la
variedad comercial de semilla de chia Salba y se administr6 como semilla entera. La cantidad

de carbohidratos, proteinas, fibra y sales minerales en esta dieta experimental se balanceo de
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acuerdo a la cantidad de cada uno de estos componentes presentes en la semilla, segin la
composicion descripta por el proveedor (Agrisalba S.A., Buenos Aires, Argentina). La
semilla de Salba contiene un perfil nutritivo aproximadamente 20% superior a la chia regular
y es producida bajo estrictas condiciones de cultivo lo cual garantiza la calidad y

reproducibilidad de su composicion (Vuksan y col., 2010).

Las dietas son isoenergéticas y proveen aproximadamente 17 kJ/g comida. Su formulacién
se baso en las recomendaciones dietarias para la manutencion de roedores adultos realizadas
por el Instituto Americano de Nutricion (Reeves y col.,, 1993), fueron preparadas
semanalmente y se conservaron a 4°C hasta su consumo. La composiciéon de las dietas
experimentales y su composicion en &4cidos grasos se detallan en las Tablas 5 y 6
respectivamente. La composicion de dcidos grasos del aceite de maiz y de la semilla de chia
se realizo por cromatografia gas-liquido previa derivatizacion de los 4cidos grasos en el

instituto INIBIOLP, Facultad de Cs. Médicas, La Plata.
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Figura 7 Diagrama del disefio experimental

Tabla S Composicion de las dietas experimentales

DC

DRS

DC

DRS

DRS+chia

6 meses

COMPONENTES !

DRS DRS+chia

% p/p % plp % energia % p/p % energia
CARBOHIDRATOS
Almidén 58,0 2.5 2,6 - -
Sacarosa - 55,5 57,4 55,5 574
Semilla de chia® - -- - 2.5 2,6
GRASAS
Aceite de maiz 10,5 10,5 23,0 0,1 0,2
Semilla de chia® -- -- - 10,4 22.8
PROTEINAS
Caseina
(libre de vitaminas) 16,3 16.3 17.0 8.6 >0
Semilla de chia® -- -- - 7,7 8,0

' a formulacién de las dietas se basa en las recomendaciones dietarias para la manutencién de roedores adultos
de laboratorio realizadas por el Instituto Americano de Nutriciéon (AIN-93M). Todas las dietas contienen
(%p/p): 3,5 de mezcla de sales minerales (AIN-93M-Mx); 1 de mezcla de vitaminas (AIN-93M-Vx); 0,2 de
cloruro de colina; 0,3 de metionina; 10-11 de fibra.

* Semilla de chia (Salvia hispdnica L., variedad Salba): 362 g/kg de dieta. Composicién de la semilla (g/100 g
semilla): carbohidratos, 37,45; fibra insoluble, 81% del total de carbohidratos; grasa, 30,23; proteina, 21,19.
Minerales (mg/100 g semilla): Na 103,15; K 826,15; Ca 589,60; Fe 11,90; Mg 77,0; P 604,0; Zn 5,32; Cu 1,66;

Mn 1,36.
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Tabla 6 Composicion de dcidos grasos de las dietas experimentales

ACIDOS GRASOS* DC y DRS DRS+chia
g/ kg de dieta
16:0 10,92 6,96
18:0 2,73 2,42
18:1 n-9 33,71 7,39
18:2 n-6 54,10 19,85
18:3 n-3 0,80 67,26
20:1 n-9 0,47 0,36
Total saturados 13,65 9,38
Total monoinsaturados 34,18 7,75

Total Poliinsaturados

n-6 54,10 19,85
n-3 0,80 67,26
n-6/n-3 67,62 0,295

#* s . ’
Otros 4cidos grasos menores se han excluido
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Seguimiento de los animales: determinacion del peso corporal e ingesta energética

El peso corporal de cada animal se determin6 dos veces por semana. En un experimento en
paralelo, utilizando un nimero adecuado de animales se determiné dos veces por semana la

ingesta energética y la ganancia de peso individual a lo largo de todo el periodo experimental.

Obtencion de muestras de sangre y tejidos

Al finalizar el periodo de experimentacion los animales se anestesiaron por via
intraperitoneal con pentobarbital sdédico en una dosis de 60 mg/kg de peso corporal. Las
muestras de sangre se extrajeron de la vena yugular e inmediatamente se centrifugaron en
tubos conteniendo EDTA como anticoagulante a 4°C. El plasma obtenido se conservé a -
20°C hasta su procesamiento. Inmediatamente se extrajo el corazon, se lavd en solucion
fisiolégica y se congel6 a -80°C hasta su procesamiento para la determinacion de metabolitos,
composicion de dcidos grasos de los fosfolipidos, ROS, actividades enziméticas, niveles de
masa proteica (Western Blot) y niveles de mRNA (RT-PCR). En un grupo separado de
animales, el corazén se peso, el ventriculo izquierdo se disecciond del corazén y se peso.
Adicionalmente, se extrajo la tibia y se midi6. El peso del corazén y del ventriculo izquierdo
se expresan como peso total, peso relativo a 100 g de peso corporal o peso relativo a la
longitud de la tibia. La porcién media de la pared del ventriculo izquierdo se conservo a -
80°C para la determinacion del contenido de hidroxiprolina y otra porcion se fij6 en buffer

formaldehido para su andlisis histolégico.

Ademas, se extrajeron y pesaron los tejidos adiposos viscerales (epididimal, omental y
retroperitoneal). El indice de adiposidad visceral se expreso como la relacién entre la suma
del peso de los tejidos adiposos respecto al peso corporal expresado en porcentaje (Rossi y

col., 2013).

Estos procedimientos se realizaron entre 7:00 y 9:00 hs. (estado basal) con excepcién de la
determinacion de la sensibilidad insulinica periférica global (clamp euglucémica

hiperinsulinemica) como se detalla posteriormente.
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Procedimientos experimentales: métodos analiticos

Determinacion de la presion sanguinea y el ritmo cardiaco

Una vez por semana durante todo el periodo experimental se determiné la presion arterial
sanguinea sistolica y diastdlica y el ritmo cardiaco mediante el sistema computarizado no
invasivo CODA™ Monitor (Kent Scientific Corporation, USA). Este sistema utiliza el
método no invasivo tail-cuff, basado en el registro de las variaciones del volumen sanguineo
en la cola del animal utilizando un pufio de oclusién (tail-cuff) y un sensor VPR (registrador
de la presion de volumen). Este método esta validado y presenta un 99% de correlacion con

los sistemas directos de medicion de la presion sanguinea (Feng y col., 2008).

La técnica operatoria consistio en colocar a cada animal en estado consciente en un soporte
con control térmico, el cual restringe su movimiento, minimizando su estrés y manteniendo
su temperatura corporal. En la cola del animal se colocaron el pufio de oclusién (tail-cuff) y
el sensor VPR. Se registraron la presion sistélica, presion diastdlica y ritmo cardiaco. Previo
a las mediciones los animales fueron entrenados a fin de acostumbrarlos a las condiciones
experimentales, para lo cual se los colocé en los soportes durante 3 dias previo a la medicion

en sesiones de 15 minutos.

Determinacion de la sensibilidad insulinica periférica global (clamp euglucémica

hiperinsulinémica)

En un grupo de animales se realiz6 la determinacion de la sensibilidad insulinica periférica
global mediante la técnica clamp euglucémica hiperinsulinémica propuesta por deFronzo
(DeFronzo y col., 1979), considerada el método estindar por excelencia para la
determinacion de este pardmetro. Esta metodologia consiste en infundir a los animales in vivo
insulina a una velocidad fija y glucosa a velocidad variable (velocidad de infusion de glucosa,

VIG) con el fin de mantener fija (clamp) la concentracién de glucosa en el nivel euglucémico.

Luego de 5 hs de ayuno, animales de cada grupo experimental fueron anestesiados y mediante
canulacién de la vena yugular derecha se extrajeron muestras de sangre donde se
cuantificaron los niveles de glucosa e insulina. Inmediatamente se extrajo en algunos

animales de cada grupo el musculo cardiaco y se conservo a -80°C hasta su procesamiento
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(tiempo 0 de la clamp). La vena yugular izquierda del resto de los animales de cada grupo se
canularon en con una cdnula de doble entrada por donde se administré6 durante 2 horas
insulina porcina neutra altamente purificada (0,8 unidades/kg x h) utilizando una jeringa de
infusién. La glucemia se mantuvo a nivel euglucémico (5,5-6,0 mM) durante toda la
experiencia por infusiéon de glucosa (200 g/L) a velocidad variable utilizando una bomba
peristdltica conectada a la segunda entrada de la cédnula. Los niveles de glucosa se
determinaron realizando extracciones de muestras de sangre a intervalos de 5 minutos
durante la primera hora y entre 5-7 minutos en la segunda hora de experiencia utilizando el
equipo Accu-Chek Sensor Confort (Roche, Argentina). La VIG durante el estado
estacionario (segunda hora de la clamp) fue considerada como la velocidad de captaciéon
periférica global de glucosa y se expres6 como mmol de glucosa/kg de peso corporal x min.
Finalizadas las 2 hs de estudio, los animales se sacrificaron, se extrajo el musculo cardiaco y
se conservo a -80°C hasta su procesamiento (tiempo 120 min de la clamp). En el misculo
cardiaco de los animales previo y posterior a la clamp (tiempo 0 y 120 min respectivamente)

se determinaron los niveles de la masa proteica del GLUT4 y del FAT/CD36.

Determinaciones plasmdticas

Metabolitos e insulina
Las determinaciones de los niveles plasmaticos de glucosa, triglicéridos, dcidos grasos libres
(AGL), colesterol total y 4cido trico se realizaron mediante métodos espectrofotométricos
utilizando kits enzimdticos comerciales de acuerdo a los protocolos experimentales
proporcionados por los fabricantes. Los niveles de insulina se determinaron de acuerdo al
ensayo inmunoreactivo descripto por Herbert y col. (Herbert y col., 1965) utilizando una

curva estandar de insulina de rata para su calibracion. Los resultados se expresan en pU/mL.

Marcadores de la peroxidacion lipidica (TBARs) y protéica (grupos carbonilos) y
citoquinas pro-inflamatorias (TNFa e IL-6)
La peroxidacion lipidica se estim6 mediante la determinacidn de la concentracion de TBARs
de acuerdo al método de Lee y Csanalli (Lee y Csanalli, 1987). Los resultados se expresan
como nmol/ml. Como marcador del dafio oxidativo de las proteinas, se determind la
concentracion plasmdtica de grupos carbonilos utilizando el método descripto por Reznick y

Packer (Reznick y Packer, 1994). Los grupos carbonilos se determinaron
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espectrofotométricamente a 370 nm. Los resultados se calcularon como nmol/mL utilizando

el coeficiente de absorcion (g) (e=22000 M'cm™) para hidrazonas aliféticas.

Las concentraciones plasmdticas de las citoquinas pro-inflamatorias TNFoa e IL-6 se
determinaron empleando el método de ELISA utilizando kits comerciales. Para el TNFa el
limite minimo detectado fue 4,2 pg/mL con un CV intra e inter ensayo menor al 8,3 % y 10,5
% respectivamente. Para la IL-6 el limite minimo detectable fue 16 pg/mL con un CV intra
e inter ensayo menor al 6,8 y 14,9 % respectivamente. Los resultados se expresan como

pg/mL.

Determinaciones en miusculo cardiaco

Determinacion del contenido de metabolitos

I.  Contenido de triglicéridos (TG)
Los lipidos totales del tejido cardiaco se extrajeron con una solucién de éter
1sopropilico/etanol (proporcion 95/5) y, luego de la remocién de los fosfolipidos por
adsorcién con dcido silicico, los TG se saponificaron mediante hidrélisis con KOH (Laurell,
1966). El glicerol resultante se cuantificé mediante su oxidacion con 104"y posterior reaccion
del formaldehido con dcido cromotrépico, resultando en un producto violeta con un maximo
de absorcién a 570 nm. La concentracion de TG se calcul6 utilizando una curva estandar de
trioleina (Lambert y Neish, 1950). Los resultados se expresan como pmol/g de tejido

hdmedo.

II.  Contenido de acil-CoA de cadena larga (LC-acil-CoA)
El tejido cardiaco se sometié a una extraccion dcida con HClO4 (8%v/v en solucion 40%
etanol) y posterior hidr6lisis del producto insoluble resultante con KOH (1N, 10 minutos,

55°C) obteniéndose como producto final CoA.

El principio de la determinacion de la concentraciéon de la CoA obtenida se basa en la
decarboxilacion del a-cetoglutarato en presencia de NAD* y CoA a succinil-CoA y NADH
mediante la a-cetoglutarato deshidrogenasa, cuantificindose el NADH formado. Para ello,

una alicuota de extracto se adicioné a un medio de reaccidon compuesto por buffer fosfato de
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potasio 50mM; a-cetoglutarato 0,1 M; NAD* 120 mM; DTT 100 mM (pH 7,2). La reaccién
se inicid con el agregado de a-cetoglutarato deshidrogenasa (concentracién final de 0,06
U/mL). La fluorescencia emitida por el NADH formado al final de la reaccion se detecté a
465 nm (espectrometro de fluorescencia LS55, Perkin Elmer, Argentina) (Williamson y
Corkey, 1969). La concentracion de CoA se cuantificé utilizando una solucion estdndar de

sal disédica de CoA. Los resultados se expresan como nmol/g de tejido himedo.

IlI.  Contenido de diacilglicerol (DAG)

La concentraciéon de DAG se determiné mediante el método descripto por Schmitz-Peiffer
(Schmitz-Peiffer y col., 1997) el cual consiste en la extraccion de los lipidos totales (Folch y
col., 1957) y posterior separacién en sus componentes lipidicos por cromatografia en capa
fina, utilizando una capa de gel de silice y una corriente ascendente de una mezcla de n-

hexano/dietiléter/dcido acético en proporciones (v/v) de 82/18/4 respectivamente.

Finalizada la corrida cromatografica, las placas se colorearon con una solucién de coomasie
azul brillante R-250 (0,03% p/v en solucion de 20% metanol), decoloraron en solucién de
metanol (20%) y secaron. El contenido de DAG en cada muestra se cuantific6 mediante el
andlisis densitométrico de las placas utilizando el programa NIH image software (USA)
utilizando como referencia un estdndar de dipalmitina (Nakamura y Handa, 1984). Los

resultados se expresan como nmol/g de tejido hiimedo.

IV.  Contenido de glucosa 6-fosfato (glucosa-6P)

El tejido cardiaco se someti6 a una extraccion acida con HCIO4 (8% v/v en solucién 40%
etanol). El producto soluble resultante se adicioné a un medio de reaccién conteniendo buffer
trietanolamina 0,4 M; NADP* 20 mM; MgCl, 0,5 M (pH 7,6). La reaccion se inici6 con el
agregado de glucosa-6P deshidrogenasa (concentracion final de 0,25 U/mL). La
concentracion de glucosa-6P se determiné en base a la absorbancia a 340 nm del NADPH
formado al final de la reaccion y el coeficiente de extincién molar (¢) del NADPH a 340 nm

(¢=6,22 mM) (Bermeyer, 1974). Los resultados se expresan como pmol/g de tejido hiimedo.

V.  Contenido de glucégeno
El tejido cardiaco se sometié a hidrélisis con HCI 2 M durante 2 hs a 90°C. La glucosa

resultante se cuantifico utilizando un método de reacciones enzimaticas acopladas (glucosa
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oxidasa/peroxidasa). La absorbancia del producto formado al final de la reaccion
(quinoneimina) se midié a 505 nm. La concentracién de glucégeno se determiné utilizando
una curva estdndar de glucosa (Bermeyer, 1974). Los resultados se expresan como pmol/g

de tejido himedo.

Determinacion de los niveles de las especies reactivas del oxigeno (ROS)
El tejido cardiaco se homogeniz6 a 4°C en buffer fosfato de sodio 0,1 M (pH 7,4) y centrifugd
a 1000 x g por 10 min a 4 °C. El sobrenadante obtenido se utiliz6 para la determinacion de
los niveles de ROS y en una alicuota del mismo se determiné el contenido de proteinas totales

(método de Bradford).

Los niveles de las ROS se determinaron de acuerdo al método de la
diclorodihidrofluorosceina diacetato (DCFH2DA), el cual consiste en incubar los extractos
celulares con DCFH>DA, la cual es oxidada por las ROS a diclorofluorosceina (DCF), una
molécula que emite una sefial fluorescente a 538 nm cuando es excitada con una longitud de
onda de 485 nm (Wang y col., 2013). Para ello, una alicuota de muestra se incub6 durante 30
min a 37 °C en oscuridad en presencia de 10 pM de DCFH;DA. La intensidad de
fluorescencia emitida se detecté en un espectrofotémetro de fluorescencia. Se realizd un
blanco de muestra incubando una alicuota de muestra en las mismas condiciones sin el
agregado de DCFH2DA. Los resultados se normalizaron en relacion al contenido proteico y

se expresan como unidades arbitrarias de fluorescencia respecto al grupo control.

Determinacion del contenido proteico total
La concentracion de proteinas en los extractos celulares se determiné mediante el método de
Bradford (Bradford, 1976) en micro placas utilizando un reactivo comercial de Bradford
(solucién conteniendo coomasie azul brillante) siguiendo las instrucciones provistas por el
fabricante. La concentracion de proteinas se cuantificd de acuerdo a la absorbancia del
producto resultante a 595 nm (Lector de microplacas EZ Read 400, Biochrom, Reino Unido)

utilizando una curva estandar de albumina sérica bovina.

Determinacién de la composicion de dcidos grasos de los fosfolipidos
Se extrajeron los lipidos totales del tejido cardiaco (Folch y col., 1957) y los fosfolipidos se

separaron mediante cromatografia en capa fina. Las fracciones de fosfolipidos obtenidas se
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metilaron utilizando como catalizador BF; a 64°C durante 3 hs y la composicién de dcidos
grasos fueron determinados como ésteres metilicos por cromatografia gas-liquido. Los dcidos
grasos se identificaron en base al tiempo de retencidn de cada uno de ellos en comparacién
con estandares conocidos y cuantificaron segtin el drea bajo la curva de los picos resultantes
del cromatograma. Los resultados se expresan como % de cada dcido graso respecto al total
de acidos grasos. Detalles de la metodologia empleada fue descripta previamente (Montanaro
y col., 2005). Esta determinacion se realiz6 en conjunto con el instituto INIBIOLP, La Plata,

Argentina.
Determinacion de actividades enzimaticas

I.  Actividad enzimatica de la carnitina palmitoiltransferasa 1 (M-CPT1)
Para la determinacion de la actividad enzimatica de la M-CPT1, se prepararon extractos
mitocondriales homogenizando el tejido cardiaco a 4°C en un buffer compuesto por HEPES
20 mM; KCl 140 mM; EDTA 10 mM; MgCl, 5 mM (pH 7,4). Los homogenatos se
centrifugaron a 500 x g por 10 min a 4°C y los sobrenadantes obtenidos se centrifugaron
nuevamente a 9000 x g por 45 min a 4°C. Seguidamente, los pellets mitocondriales
resultantes se resuspendieron en buffer de homogenizacion, los cuales se utilizaron para la
determinacion de la actividad enzimadtica y en una alicuota de los mismos se determiné la

concentracion de proteinas totales (método de Bradford).

El ensayo de medicion de la actividad enzimdtica se realiz6 segin el método descripto por
Ling y col. (Ling y col., 2012) el cual consiste en monitorear la liberacion de CoA-SH del
palmitoil-CoA producto de la actividad CPT, el cual en presencia de acido 5,5'-ditiobis(2-
nitrobenzoico) (DTNB) forma un compuesto estable con un méximo de absorcion a 412 nm.
La actividad de 1a M-CPT1 se calcul6 como la diferencia entre la actividad CPT (CPT total)
y la actividad CPT2, la cual se determina en las mismas condiciones de ensayo que para la
CPT total pero en presencia de concentraciones adecuadas de malonil-CoA, el cual

especificamente inhibe a la M-CPT1.

Para determinar la actividad de la CPT total una alicuota de muestra se adicion6 a un medio
de reaccion compuesto por buffer HEPES 20 mM; EGTA 1 mM; sacarosa 220 mM; KCI 40
mM; DTNB 0,1 mM; BSA 1,3 mM en presencia de 40 pM de palmitoil-CoA (pH 7,4). La
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reaccién se inicié con el agregado de L-carnitina (concentracién final de 1 mM). La
formaciéon de CoASH-DTNB se monitoreé continuamente a 412 nm durante 5 minutos a
37°C. La actividad de la CPT2 se determin6 en las mismas condiciones de ensayo, en
presencia de 10 uM de malonil-CoA en el medio de reaccién. La actividad CPT se calculd
en base a la variacion de la absorbancia por minuto y al coeficiente de extincion molar del
DTNB (e=13,6 mM). Los resultados se expresan como nmol/min x mg de proteina. La
formacion de producto medido es funcién lineal de la concentracién de proteinas en las

condiciones de ensayo (previamente determinado).

II.  Actividad enzimdtica de la hexoquinasa (HQ)
El tejido cardiaco se homogeniz6 a 4°C en un buffer fosfato de potasio 10 mM conteniendo
glucosa 10 mM; EDTA 5 mM y B-mercaptoetanol SmM (pH 7,0) y se centrifugé a 1300 x g.
El sobrenadante obtenido se utiliz6 para la determinacion de la actividad enzimatica y en una

alicuota del mismo se determino la concentracion de proteinas totales (método de Bradford).

El ensayo de la medicion de la actividad enzimdtica consiste en acoplar la formacion de
glucosa-6P, producto de la actividad de la HQ, a la formacién de 6P-gluconato mediante la
glucosa-6P deshidrogenasa de manera tal de monitorear la formacién de NADPH. Una
alicuota del sobrenadante obtenido se adicion6 a un medio de reaccién compuesto por buffer
Tris 70 mM, glucosa 10 mM y B-mercaptoetanol SmM en presencia de ATP 4 mM, MgCl> 7
mM y NADP* 0,60 mM. La reaccién se inicié con el agregado de la enzima glucosa-6P
deshidrogenasa (concentracién final de 0,03 U/mL). La formacién de NADPH se monitored
continuamente a 340 nm durante 5 minutos a 37°C. La actividad de la enzima HQ se calcul6
en base a la variacion de la absorbancia por minuto y al coeficiente de extincién molar del
NADPH (e=6,22 mM) (Bernstein y Kipnis, 1973; Thompson y Cooney, 2000). Los
resultados se expresan como mU/mg de proteina. La formacién del producto medido es
funcion lineal de la concentracion de proteinas en las condiciones de ensayo (previamente

determinado).

III.  Actividad enzimética del complejo piruvato dehidrogenasa (PDHc)
La determinacion de la actividad del PDHc se realiz6 de acuerdo al método propuesto por
Wieland y col. (Wieland y col., 1972). Para cuantificar la actividad de la forma activa del

complejo PDH (PDHa), el tejido cardiaco se homogenizé a 0-2°C en un buffer de fosfato de
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potasio 20 mM (pH 7,0) en presencia de 40% v/v de glicerol y 20 mM de NaF con el fin de
inhibir la defosforilaciéon del PDHc y mantener el estado del PDHc en la misma forma que
in situ. Posteriormente los homogenatos se sonicaron (disruptor celular Sonifier, heat
systems, Ultrasonic, Inc.) 4 veces durante 15 seg con intervalos de 30 seg. Para determinar
la actividad total del PDHc (PDHLt), se prepararon homogenatos en las mismas condiciones,
en ausencia de NaF, e incubaron a 25°C durante 60 min en presencia de 20 mM de MgCl» y
0,5 mM de CaCl; con el fin de promover la activacién de las PDH fosfatas y defosforilacién
de PDHc inactivo, lo cual resulta en la activacién total del PDHc. Los homogenatos obtenidos
se utilizaron para la determinacién de la actividad PDHt o de la PDHa, segin corresponda, y
de la actividad enzimatica de la enzima citrato sintasa, como enzima de referencia de la matriz
mitocondrial, y en una alicuota de los mismos se determind la concentracion de proteinas

totales (método de Bradford).

El ensayo para la cuantificacion de la actividad enzimatica consiste en acoplar la formacion
de acetil-CoA a partir de piruvato, producto de la actividad del PDHc, a la formacion de
acetil-P mediante las enzimas fosfotransacetilasa y lactato deshidrogenasa, el cual en
presencia de hidroxilamina y Fe** forma un complejo coloreado estable con un méaximo de
absorcion a 546 nm. Por cada muestra se ensayo la actividad PDHt y PDHa y para la
determinacion de ambas se realiz6 una serie de reacciones a los tiempos 0, 5, 10, 20, 25 y 30
min. Para ello, una alicuota de muestra se adicioné a un medio de reaccién compuesto por
buffer fosfato de potasio 100 mM, MgCl> 2 mM; mercaptoetanol 10 mM en presencia de 6
mM de NAD*, 2 mM de tiaminapirofosfato, 40 mM de piruvato de sodio, lactico
dehidrogenasa (32 U/mL) y fosfotransacetilasa (32 U/mL). La reaccion se inicié con el
agregado de CoA-SH (concentracién final 1 mM) y finaliz6 con el agregado de una solucién
de NaOH 3,5 N/hidroxilamina 2M, a lo cual finalmente se le agregé una solucién de reactivo
color conteniendo Fe*3. La actividad de PDHt y PDHa se calcul6 en base a una curva estandar
de acetilcolina (0,3—1,0 mM) teniendo en cuenta que 1 unidad de actividad corresponde a la
formacion de 1 umol de acetilhidroxamato por minuto a 37°C. La actividad de la PDHa se
expresa como porcentaje respecto a la PDHt. La formacién del producto medido es funcién
lineal de la concentraciéon de proteinas en las condiciones de ensayo (previamente

determinado).
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IV.  Actividad enzimética de la catalasa (CAT)

La actividad de la enzima CAT se determiné segun el procedimiento descripto por Aebi
(Aebi, 1984). El tejido cardiaco se homogenizé a 4°C en un buffer fosfato de sodio y potasio
5 mM en presencia de 0,5% de tritén (pH 7,0) y centrifugé a 600 x g por 10 minutos a 4°C.
El sobrenadante obtenido se recogié e incubd durante 30 minutos a 4°C con etanol
(proporcion 1/100), el cual se utilizé para la determinacion de la actividad enzimética y en
una alicuota del mismo se determiné la concentracién de proteinas totales (método de

Bradford).

El ensayo de la actividad enzimaética consistio en adicionar una alicuota del extracto a un
medio de reaccién compuesto por buffer fosfato de sodio y potasio S0 mM (pH 7,0). La
reaccion se inicié con el agregado de H2O:2 en una concentracion final de 0,0125 M. La
descomposicion de H2O2 se monitore6 continuamente a 240 nm durante 3 minutos a 21°C y
se determind la variacion de la absorbancia por minuto (k). Los resultados se expresan como

k (1/min x mg de proteina).

V.  Actividad enzimética de la glutation peroxidasa (GPx)
Para la determinacion de la actividad de la enzima glutation peroxidasa, el tejido cardiaco se
homogenizé a 4°C en buffer fosfato de potasio 5 mM en presencia de tritén 0,5% (pH 7,0),
se centrifugé a 600 x g por 10 minutos a 4°C y el sobrenadante obtenido se centrifugd
nuevamente a 184000 x g por 1 hora a 4°C. El sobrenadante resultante se utiliz6 para el
ensayo enzimatico y en una fraccién del mismo se determiné la concentracion proteica total

(método de Bradford).

La actividad enzimética de la GPx se determind segtin el procedimiento propuesto por Paglia
y Valentine (Paglia y Valentine, 1967). El método consiste en acoplar la actividad de la GPx,
que produce glutation oxidado (GSSG), a la actividad de de la glutation reductasa (GR) la
cual convierte el GSSG a glutation reducido (GSH) utilizando NADPH, monitoreando su
descomposicién a 340 nm. Una alicuota de muestra se adicioné al medio de reaccién
compuesto por buffer fosfato 50 mM; EDTA 5 mM y azida sédica 3 mM en presencia de
0,33 U/ml de glutatién reductasa; S mM de GSH y 0,3 mM de NADPH. La reaccién se inicié
con el agregado de H>O> (concentracion final de 0,07 mM). La descomposicion del NADPH

se monitored continuamente a 340 nm durante 5 minutos a 20°C. La actividad enzimatica se
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calcul6 en base a la variacién de la absorbancia por minuto y al coeficiente de extincién molar
del NADPH (£=6,22 mM). Los resultados se expresan como U/mg de proteina. La formacion
del producto medido es funcidn lineal de la concentracién de proteinas en las condiciones de

ensayo (ensayos previos).

VI.  Actividad enzimética de la superoxido dismutasa (SOD)

La determinacién de la actividad total de la SOD se realiz6 de acuerdo al método
espectrofotométrico propuesto por Kakkar y col. (Kakkar y col., 1984). El tejido cardiaco se
homogenizé a 4°C en buffer fosfato salino (PBS) y centrifugd a 1500 x g por 10 minutos a
4°C. El sobrenadante se utiliz6 para la determinacion de la actividad enzimdtica y en una

fraccion del mismo se determind la concentracidn de proteinas totales (método de Bradford).

La determinacion de la actividad enzimatica consiste en cuantificar la capacidad de la enzima
SOD de inhibir la formaciéon de formazdn (NADH-fenazina metosulfato-tetrazolium)
producto de la reaccién del NADH con nitroblue tetrazolium (NTB) y fenazima metosulfato
(PMS). El formazén resultante forma un complejo coloreado estable con un maximo de
absorcion a 560 nm. Para ello, por cada muestra se ensayd una serie de reacciones con
cantidades crecientes de muestra (0, 30, 60, 90, 120, 150, 180 pg). Por cada ensayo, una
alicuota de extracto se adicion6 a un medio de reaccién compuesto por buffer pirofosfato de
sodio 20 mM (pH 8,3) en presencia de 40 uM de NTB y 10 uM de PMS. La reaccion se inici6
con el agregado de NADH (concentracion final de 0,15 mM) y finalizé luego de 3 minutos
de reaccién a 30°C con dcido acético glacial. La actividad del SOD se calcul6 definiendo 1
unidad de actividad como la cantidad de enzima capaz de inhibir el 50% de la formacion del
producto (formazéan) por minuto a 30°C. Los resultados se expresan como U/mg de proteina.

Las condiciones de mdaxima formacién de producto se determinaron en ensayos previos.
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Determinacion de los niveles de masa proteica (Western Blot)
I Preparacién de los extractos proteicos

1. Carnitina palmitoiltransferasa 1 (M-CPT1) y receptor activado por proliferadores
peroxisomales o (PPAR)

El tejido cardiaco se homogeniz6 en buffer Tris-HCI 10 mM en presencia de 150 mM de

NaCl; 1% de tritén X-100 y coctel inhibidor de proteasas comercial (compuesto por AEBSF;

aprotinina; bestatina; E-64; leupeptina; pepstatina) (pH 7,4) y centrifugd a 9000 x g por 45

minutos a 4°C (Bogazzi y col., 2009). El sobrenadante resultante se utiliz6 para su ensayo

por Western blot y en una alicuota del mismo se determiné la concentracién de proteinas

totales (método de Bradford).

2. Sustrato del receptor de insulina (IRS1), quinasa activada por AMP (AMPK) y
AMPK fosforilada en el residuo Thr172 (pAMPK)

Los extractos proteicos se prepararon homogenizando el tejido cardiaco en buffer compuesto

por tris-HCI 100 mM en presencia de 100 mM de pirofosfato de sodio; 100 mM de fluoruro

de sodio; 10 mM de vanadato de sodio; 10 mM de EDTA y coctel inhibidor de proteasas (pH

7,4) (Bezerra y col., 2000). Los homogenatos se centrifugaron a 16000 x g 20 minutos a 4°C.

El sobrenadante resultante se utilizé para su ensayo por Western blot y en una alicuota del

mismo se determiné la concentracién de proteinas totales (método de Bradford).

3. Proteina desacoplante UCP2
Se prepararon extractos proteicos mitocondriales homogenizando el tejido cardiaco en un
buffer compuesto por 10 mM de tris-HCl; 250 mM de sacarosa; 1 mM de EDTA y coctel
inhibidor de proteasas (pH 7,5). El homogenato se centrifugé a 600 x g y el sobrenadante
obtenido se centrifugd nuevamente a 10000 x g por 20 minutos a 4°C. El pellet resultante se
resuspendié en buffer de homogenizacion y se utiliz6 para su ensayo por Western blot
(Pecqueur y col., 2001). En una alicuota del mismo se determiné la concentracion de

proteinas totales (método de Bradford).

4. Transportador de 4cidos grasos FAT/CD36 y transportador de glucosa GLUT4
Los niveles de la masa proteica del FAT/CD36 y del GLUT4 en musculo cardiaco se

determinaron en condiciones previas y posteriores al estimulo con insulina (tiempo 0 y 120
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min de la clamp euglucémica hiperinsulinemica, respectivamente). Los extractos proteicos
se prepararon de acuerdo al procedimiento descripto por Rodnick y col. (Rodnick y col.,
1992). El tejido cardiaco se homogenizé en buffer compuesto por HEPES 20 mM, sacarosa
250 mM; EDTA 1 mM vy coctel inhibidor de proteasas (pH 7,4) y se centrifugé a 3000 x g
15 minutos a 4°C. El sobrenadante obtenido se centrifugé nuevamente a 184000 x g durante
2 horas a 4°C. El pellet resultante se resuspendié en buffer de homogenizacién y se utilizé
para su ensayo por Western blot. En una alicuota del mismo se determiné la concentracién

de proteinas totales (método de Bradford).

II.  Determinacién por Western Blot
Los extractos proteicos se sometieron a separacion electroforética en gel de poliacrilamida
en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), para lo cual los mismos se desnaturalizaron
por calentamiento a ebullicién durante 3 minutos en buffer Laemmli (tris-HCl 60 mM;
glicerol 10%; SDS 2%; B-mercaptoetanol 1,25%; azul de bromofenol 0,01%). Los extractos
se sembraron en una cantidad de (pg/calle): 40 UCP2, 50 GLUT4, FAT/CD36, AMPK y
pAMPK; 75 IRS1; 100 PPARa y M-CPT1) y corrieron electroforéticamente en geles de
poliacrilamida (% p/v acrilamida-bisacrilamida: 8,0% IRS1; 10% M-CPT1, FAT/CD36,
AMPK y pAMPK; 12% GLUT4 y UCP2) en presencia de buffer de corrida (tris-HCI 25 mM;
glicina 190 mM; SDS 0,1%; pH 8.3) en una cuba vertical (Bio-Rad, USA) a 120 mV. En

cada uno de los geles se sembraron 2 calles con marcadores de peso molecular comerciales.

Finalizada la electroforesis, las proteinas se transfirieron desde el gel a una membrana de
polifluoruro de polivinilideno (PVDF) utilizando una cuba de transferencia (Bio-Rad, USA)
en presencia de buffer compuesto por tris-HCI 25 mM; glicina 190 mM; metanol 20% y SDS
0,01%. Las condiciones de transferencia fueron de 50 V, 4°C durante 16 hs. La eficiencia de
la transferencia se evalué mediante tincién de la membrana con una solucién de colorante

rojo ponceau.

Seguidamente, las membranas de PVDF se bloquearon durante 6 horas a 4°C con agitacion
con una solucién de bloqueo compuesta por 5% p/v de leche descremada o de albumina sérica
bovina en buffer TBS-tween al 0,1%. Finalizado el bloqueo, las membranas se incubaron a
4°C bajo agitacion durante 8 horas con los anticuerpos primarios policlonales especificos

obtenidos en conejo anti-PPARGa, anti-M-CPT1, anti-FAT/CD36, anti-subunidad catalitica o
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de la AMPK, anti-pAMPK (Thr172), anti-IRS1 y obtenidos en cabra anti-UCP2 y anti-
GLUT4 segin corresponda. Posteriormente, las membranas se incubaron a 25°C bajo
agitacién por 2 hs con el anticuerpo secundario correspondiente conjugado a la peroxidasa
de rdbano picante (HRP), anti-IgG de conejo o anti-IgG de cabra. Como control interno se
detect6 la proteina constitutiva actina utilizando el anticuerpo primario monoclonal (ratén)

anti-Pactina y el anticuerpo secundario anti-IgG de raton.

Finalmente, las membranas de PVDF se incubaron con sustrato quimioluminiscente segtin
las instrucciones provistas por el fabricante y la sefial luminiscente emitida se detecté en
placas radiogréaficas. Las placas radiograficas se escanearon y la intensidad de las bandas se
analizé utilizando el programa NIH image software (USA). Las unidades arbitrarias de
densidad optica de las proteinas blanco se normalizaron respecto a las unidades 6pticas de
proteina control (actina). Los resultados se expresan como porcentaje respecto al grupo

control (DC).

La relacion entre la cantidad de proteina y la intensidad de la sefal obtenida fue lineal bajo
las condiciones del ensayo para las proteinas blanco y la proteina control (determinado en

ensayos previos).

Determinacion de los niveles de mRNA (RT-PCR)
La semi-cuantificacion de los niveles de mRNA de la SOD, la GPx, la p47NOX y el Nrf2 se
realizaron por RT-PCR de acuerdo a la metodologia descripta por Alvarez y col. (Alvarez y
col., 2004) y empleada por nuestro grupo recientemente (Ferreira y col., 2016). Las
determinaciones se realizaron en conjunto con el Laboratorio de Biologia Molecular,

Facultad de Quimica, Bioquimica y Farmacia, Universidad de San Luis, San Luis, Argentina.

I.  Extraccion del RNA y obtencién del cDNA
El RNA total se aislé del musculo cardiaco utilizando el reactivo trizol siguiendo las
instrucciones provistas por el fabricante. La retro transcripcion del RNA obtenido se realizé
utilizando 1 pg de RNA total extraido, oligonucledtidos de secuencia al azar (ramdom
primers) y transcriptasa reversa MMLV (RT-PCR). La reaccién se llevé a cabo a 37°C por

1 h. Una alicuota del cDNA producto de la RT-PCR se amplificé utilizando oligonucle6tidos
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especificos para la SOD, GPx, p47NOX y el Nrf2 (Tabla 7) y una master mix compuesta por
buffer, MgCl,, dNTPs y Taq polimerasa.

Tabla 7 Secuencia de los oligonucléotidos especificos empleados en la RT-PCR y tamafio
de los fragmentos generados

GEN Secuencia del F (5°-3%) Secuencia del R (5°-3%) T:}I;ll?)ﬁo
GPx CCACCGTGTATGCCTTCTCC ACCGGGGACCAAATGATGTA 424
SOD AGCTGCACCACAGCAAGCAC TCCACCACCCTTAGGGCTCA 191
Nrf2 CGGCATTTCACTGAACACAAGT TGGCTGTGCTTTAGGTCCATT 160
p47NOX AGGGAACGCTCACCGAGTACT TCTTTGGCCGTCAGGTATGTC 160
28S rRNA GTGAAAGCGGGGCCTCACGATCC TACTGAGCAGGATTACCATGGC 200

II.  Semi-cuantificacién del producto de PCR
Los productos de la PCR se analizaron por electroforesis en geles de agarosa (2%)
conteniendo GelRed. Las bandas resultantes se visualizaron por transiluminacion UV de los
geles y fotografia de los mismos. Las intensidades de las bandas se analizaron mediante el
programa NIH image software. La cantidad relativa de mRNA se expres6 como la relacién
entre la intensidad de la banda de interés y la intensidad de la banda correspondiente al RNA

ribosomal de la subunidad 28S (rRNA 28S).

Determinacién del contenido de hidroxiprolina
La cuantificacion del contenido de hidroxiprolina en ventriculo izquierdo se realizé como
una estimacion del contenido de coldgeno total (Neuman y Logan, 1950). La hidroxiprolina
contenida en el coldgeno se liber6 completamente por hidrélisis del tejido con HCI 6N a
120°C. La hidroxiprolina resultante se detecté por oxidacién con H.O»> 6% v/v y posterior
reacciéon con p-dimetilamiobenzaldehido. El producto resultante presenta un méiximo de
absorbancia 540 nm. La concentracién de hidroxiprolina se cuantificé en base a una curva

estandar de hidroxiprolina. Los resultados se expresan como pg/g de tejido hiimedo.
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Anadlisis histoldgico del coldgeno intersticial

I.  Preparacion y tincién de los cortes histolégicos
El ventriculo izquierdo se disecciond del corazén, se lavo en solucion fisiolégica y se
sumergi6 en formol bufferado (4% v/v) durante 24 horas. Posteriormente las muestras fueron
deshidratadas por inmersion en soluciones graduales crecientes de alcohol etilico, aclaradas
en xilol y finalmente se embebieron en parafina. Se realizaron cortes transversales seriados
de Sum de espesor de la porcién media de la pared ventricular y se montaron. Los cortes
histolégicos se colorearon utilizando el método tricromico de Masson, el cual consiste en
colorear los cortes en forma sucesiva con distintas soluciones (hematoxilina férrica de
Weigert, fucsina acida-escarlata de Biebrich, solucién de acido
fosfotungstinico/fosfomolibdico y solucién de azul de anilina) resultando en la tincién
selectiva del nucleo (marrén), citoplasma (rojo) y coldgeno (azul). Finalmente, los

preparados fueron lavados, deshidratados, clarificados y montados (Garvey, 1984).

II.  Anélisis digital de los preparados histolégicos
Los preparados histolégicos se examinaron con una magnificacion total de 400X con
microscopio y 3 imdgenes de campos no superpuestos de cada preparado histologico se
digitalizaron (LEICA ICC50 E, Bio-Optic SRL). Las dreas perivasculares se excluyeron del
andlisis. La evaluacion de las imagenes se efectud utilizando el programa ImagelJ 1.49v (NIH,
USA). El drea correspondiente al colageno intersticial fue calculada como un porcentaje del
area total evaluada a través de la segmentacion de colores localizando todos los objetos de
color especifico (azul). Los resultados se expresan % del drea correspondiente a coldgeno

respecto al area total.

Reactivos

Los kits enzimdticos para las determinaciones de glucosa (Glicemia enzimdtica), triglicéridos
(TG color GPO/PAP AA), colesterol total (Colestat enzimdtico) y 4cido urico (Uricostat)
fueron provistos por laboratorio Wiener Lab. (Argentina). El kit enzimdtico para la
determinacion de AGL (NEFA) fue provisto por Randox Laboratories Limites (United
Kindom). Los kits para la determinacion de TNFa e IL-6, Thermo Scientific rat TNFo. ELISA
kit y Legend Max™ ELISA Kit, fueron provistos por Termo Scientific (USA) y Biolegend
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Inc. respectivamente. La insulina porcina y de rata son productos de Novo Nordisk
(Dinamarca). El reactivo de Bradford Protein kit 1.10306.0500 fue provisto por MERK
(Alemania). La membrana de PVDF Amesham™ Hybond™ P0.45 es un producto de GE
Healthcare Life science (Alemania). Los marcadores de peso molecular PageRuler
Prestained Protein Ladder #26616 y Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder
#26634 y sustratos quimioluminiscentes SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate
34077 fueron suministrados por Thermo Fisher Scientific (USA). El reactivo de trizol, la
master mix y la taq polimerasa son un producto de Invitrogen (USA), los random primers y
GelRed son de Genbiotech (Argentina) y la transcriptasa reversa MMLYV es de Promega Inc.
(USA).

Los anticuerpos primarios PPARa (H98) sc-9000, CPT1-M (H120) sc-20670, CD36 (H-300)
sc-9154, AMPKal/2 (H-300) sc-25792, pAMPK (Thr172) sc-33524, IRS-1 (C-20) sc-559,
UCP2 (N19) sc-6526, GLUT4 (C20) sc-1608, Bactina (C4) sc-47778 y secundarios anti-IgG
de conejo (sc-2004), anti-IgG de cabra (sc-2354) y anti-IgG de raton (sc-2005) son productos
de Santa Cruz Biotechnology (USA).

Los siguientes reactivos fueron provistos por Sigma-aldrich Inc. (USA): clorhidrato de
colina, DL-metionina, trioleina, dipalmitina, hidroxiprolina, albimina sérica bovina (BSA),
a-cetoglutarato, piruvato, palmitoil-CoA, malonil-CoA, L-carnitina, CoA, NAD*, NADP",
NADH, NADPH, ATP, tiamina pirofosfato (TPP), ditiotreitol (DTT), B-mercaptoetanol, a-
cetoglutarato deshidrogenasa, glucosa-6P deshidrogenasa, glucosa oxidasa, peroxidasa,
lactato deshidrogenasa, fosfotrasacetilasa, glutation reductasa, DTNB, NTB, p-
dimetilaminobenzaldehido, PMS, azul de bromofenol, coomasie azul brillante R-250,
ponceau S, HEPES, tris, triton X-100, tween 20, coctel inhibidor de proteasas P8340,

acrilamida, bis-acrilamida, glicina.

Los demds reactivos quimicos utilizados son de grado analitico.

Analisis estadistico

El tamafio muestral se calcul6 teniendo en cuenta determinaciones previas realizadas por
nuestro grupo o mediante ensayos preliminares, utilizando el programa G*Power 3.1.9.2

(Universitit Diisseldorf, Alemania) considerando el 80% de potencia. La distribucion de los

Creus, Agustina 73



Facultad de Bioquimica y Cs. Biolégicas - UNL
Doctorado en Ciencias Biolédgicas

datos se analiz6 mediante el test de Levene. Los conjuntos de datos que no se distribuyen
normalmente se transformaron utilizando la funcién log 10 previo al andlisis estadistico. Las
diferencias estadisticas entre los grupos DC y DRS se evaluaron utilizando el test 7 y entre
los grupos DC, DRS y DRS+chia se analizaron mediante el anélisis de la varianza (ANOVA)
de un factor (dieta) seguido del post test de Newman-Keul para el andlisis entre pares de
medias. La homogeneidad de las varianzas se analiz6 mediante el test de Shapiro—Wilk. Los
resultados se expresan como la media con su desviacion estandar (media £ SEM). Valores
de P<0,05 se consideraron estadisticamente significativos. Los andlisis estadisticos se

realizaron utilizando el programa GraphPad Prism 5.01 (GraphPad Software Inc., USA).
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CAPITULO1

Caracteristicas generales, presion sanguinea, ritmo cardiaco y aspectos generales del
corazon, de los animales dislipémicos insulino resistentes alimentados cronicamente con

una DRS: efectos de la semilla de chia dietaria

Como se describio previamente, la administracion cronica de una DRS induce dislipemia,
anormal homeostasis de la glucosa e insulino resistencia (Chicco y col., 1994; Lombardo y
col., 1996, Chicco y col., 1999; Chicco y col., 2000). De manera similar, hemos demostrado
en trabajos previos que, cuando la semilla de chia reemplaza al aceite de maiz como
principal fuente de grasa dietaria a partir de los 3 meses de ingesta de DRS, mejora la
sensibilidad insulinica normalizando el nivel de lipidos plasmdticos y la glucemia basal
(Chicco y col., 2009; Oliva y col., 2013; Rossi y col., 2013). En una primera etapa de este
trabajo analizamos algunos aspectos generales que caracterizan al modelo DRS y los efectos
de la chia dietaria sobre los pardmetros plasmadticos, el incremento del peso corporal, la
adiposidad visceral y la sensibilidad insulinica periférica global con el fin de corroborar los

resultados previamente demostrados.

Ademds, algunos investigadores demostraron que la administracion de sacarosa dietaria a
animales de experimentacion induce hipertension (Reaven y Ho, 1991; Vrana y col., 1993),
sin embargo, los efectos de la administracion prolongada de una DRS'y los posibles efectos
beneficiosos de la semilla de chia dietaria sobre este aspecto no han sido evaluados en este
modelo experimental. A fin de analizar estos pardmetros realizamos la medicion de la
presion sanguinea y el ritmo cardiaco durante todo el periodo experimental. Adicionalmente
se determino el peso del corazon y del ventriculo izquierdo en los animales que recibieron

las distintas dietas de acuerdo al protocolo experimental descripto en Materiales y Métodos.
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RESULTADOS

Peso corporal, ingesta energética y adiposidad visceral

El peso corporal y la ingesta energética fueron cuidadosamente monitoreados en los tres
grupos de animales durante todo el periodo experimental de 6 meses. En concordancia con
resultados previos (Oliva y col., 2013), el grupo DRS presenta un incremento en el peso
corporal y en la ingesta energética durante los dltimos 3 meses del periodo de administracién
de las dietas, en comparacion con el grupo DC. Mientras que la ingesta energética fue similar
en los grupos DRS y DRS+chia durante este periodo, el grupo DRS+chia present6 una
disminucién leve, aunque sin diferencias significativas, en el peso corporal hacia el final del
periodo experimental. Ademas, como se report6 previamente (Rossi y col., 2013), en el grupo
DRS se observa un aumento en el indice de la adiposidad visceral en comparacion con el
grupo DC. La administracion de semilla de chia redujo significativamente el indice

mencionado alcanzando valores similares a los del grupo DC (Figura 8 y Tabla 8).
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Figura 8 Incremento del peso corporal de los animales alimentados con DC, DRS y
DRS+chia durante el periodo experimental

550 - a
Semilla de chia

500 o

450 -

400 o

350 -

—O0—-DC
300 o

Peso corporal
()

—{—-DRS
250 +
——DRS+chia
200 +
150 o
100

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4,5 5,0 55 6,0
Tiempo (meses)
Los valores se expresan como media + SEM. Se utilizaron al menos 6 animales en cada grupo experimental.

Los valores a cada punto de tiempo que no comparten la misma letra superescrita son significativamente
distintos (P<0,05).

Tabla 8 Incremento del peso corporal, ingesta energética y adiposidad visceral de los
animales alimentados con DC, DRS y DRS+chia

Tiempo Incremento del Ingesta energética IAV*
(meses) peso corporal (g) kJ/d) (%)
DC Inicio - 3 230,2 £ 6,1 2945 £ 12,5
DRS Inicio - 3 2343 £6,5 292,0+7,2
DC 3-6 61,8+94° 201,8+7,2° 41+0,3°
DRS 3-6 117,0+ 11,72 374,0+£9,5? 6,2+04°
DRS+chia™ 3-6 96,0+94°? 356,5+ 13,02 45+02°

i‘IAV: indice de adiposidad visceral

**Cuando la semilla de chia reemplazé al aceite de maiz en la DRS, las ratas consumieron DRS por 3 meses y
DRS+chia durante los 3 meses adicionales. Para mds detalles ver Materiales y Métodos.

Los valores se expresan como media + SEM. Se utilizaron al menos 6 animales en cada grupo experimental.
Los valores en cada columna que no comparten la misma letra superescrita son significativamente distintos
(P<0,05).
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Niveles plasmdticos de metabolitos e insulina y sensibilidad insulinica periférica global

Corroborando los resultados obtenidos en trabajos previos (Chicco y col., 2009; Oliva y col.,
2013; Rossi y col., 2013), los animales alimentados con DRS presentan un significativo
incremento en los niveles plasmaticos de TG, AGL y colesterol total al cabo de los 3 primeros
meses de iniciado el periodo experimental. Esto se acompaiia de una moderada hiperglucemia
basal sin cambios en los niveles plasmaticos de insulina, pero con una significativa
disminucién de la sensibilidad insulinica periférica global. Las alteraciones mencionadas se
mantienen cuando se prolonga el tiempo de administracién de la dieta hasta los 6 meses. La
sustitucion del aceite de maiz por semilla de chia como fuente de grasa dietaria en la DRS
revirtié las anormalidades descriptas sin producir cambios en los niveles de insulina (Tabla

9).

Ademas, los animales alimentados con la DRS durante 6 meses presentan un significativo
aumento del nivel plasmético de acido trico. La semilla de chia dietaria normaliz6 este
pardmetro. Los valores obtenidos fueron: (UM, media + SEM, n=6) DC 212,7 + 22,3; DRS
403,7 +29,4; DRS+chia 201,0 + 40,4. P<0,05 DRS vs. DC y DRS+chia.
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Tabla 9 Niveles plasmaticos de metabolitos e insulina y sensibilidad insulinica periférica global (VIG) de los animales alimentados con

DC, DRS y DRS+chia

Tiempo TG AGL Colesterol total Glucosa Insulina VIG

(meses) (mM) (M) (mM) (mM) (nU/mL) (nmol/min x kg)
DC 3 0,69 0,04 ° 300,1 £ 16,0° 1,85+£0,10° 6,5+0.2° 64,1 £3,2 64,7+25%
DRS 3 1,98 £0,08 * 716,0 +8,1*° 321+0,14* 79+0,1° 62,0+29 374+42°
DC 6 0,72 £0,03° 335,0 £ 13,0° 1,92 +0,11° 6,6+0,1° 62,0+29 53,0+£29?
DRS 6 2,06 £0,17* 760,4 +16,3* 3,60 £ 0,04 83+0,1° 65,0 £3,2 314+ 1,6°
DRS+chia® 6 0,79 £0,08° 363,0 £35,4° 1,75 £0,21° 69+0,1° 67,4 +6,5 50,6 +£2,8

*Cuando la semilla de chia reemplaz6 al aceite de maiz en la DRS, las ratas consumieron DRS por 3 meses y DRS+chia durante los 3 meses adicionales. Para mas

detalles ver Materiales y Métodos.

Los valores se expresan como media £ SEM, n=6. Los valores en cada columna que no comparten la misma letra superescrita son significativamente distintos

(P<0,05).
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Presion sanguinea, ritmo cardiaco, pesos del corazon y del ventriculo izquierdo

En la Figura 9 se representan la presion sanguinea sistélica y diastdlica y el ritmo cardiaco
de los animales pertenecientes a los distintos grupos experimentales durante los 6 meses de
administracion de las dietas. El grupo DRS exhibe un significativo incremento tanto en la
presion sistélica como en la diastdlica a partir del primer mes de ingesta, acompaifiado de un
aumento significativo del ritmo cardiaco (latidos/min). Este Gltimo incrementa atin mds en el
periodo de 4 a 6 meses. La semilla de chia incorporada en la DRS en reemplazo del aceite de
maiz logra normalizar la presién sanguinea sistélica y diastélica, asi como también el ritmo
cardiaco a partir de las 4 semanas de ingesta (1 meses de ingesta de chia). Estos valores se

mantienen hasta el final del periodo experimental.

En la Tabla 10 podemos observar los pesos totales y relativos del corazén y del ventriculo
izquierdo de los animales pertenecientes a los distintos grupos dietarios al final del periodo
experimental (6 meses). Los animales alimentados con DRS y DRS+chia exhiben un
incremento del peso total del corazon y del ventriculo izquierdo respecto al grupo DC, en
concordancia con el incremento del peso corporal total. Sin embargo, no se observan
diferencias significativas entre los 3 grupos experimentales cuando ambos pardmetros se

expresan en relacion a 100 g de peso corporal o a la longitud de la tibia.
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Figura 9 Presion sanguinea sistélica y diastélica y ritmo cardiaco de los animales alimentados con DC, DRS y DRS+chia
durante el periodo experimental
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Los valores se expresan como media £ SEM, n=6. Los valores a cada punto de tiempo que no comparten la misma letra superescrita son estadisticamente distintos
(P<0,05).
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Tabla 10 Pesos totales y relativos del corazén y del ventriculo izquierdo de los animales
alimentados con DC, DRS y DRS+chia al final del periodo experimental

DC DRS DRS+chia
CORAZON
Peso total (g) 1,24 £0,01° 1,31 £ 0,032 1,28 £ 0,02
Peso total (g)/100 g peso corporal 0,260 + 0,003 0,250 + 0,004 0,250 + 0,005
Peso total (mg)/mm longitud tibia 27,20 £ 1,00 30,10 £ 1,30 28,30 £ 1,00
VENTRICULO 1ZQUIERDO
Peso total (g) 0,873 £ 0,02° 0,940 = 0,01* 0,972 £0,01*
Peso total (g)/100 g peso corporal 0,189 + 0,007 0,179 £ 0,003 0,192 + 0,006
Peso total (g)/mm longitud tibia 19,19 £ 1,20 21,61 £1,36 21,49 £ 1,09

Los valores se expresan como media = SEM, n=6. Los valores en cada fila que no comparten la misma letra
superescrita son estadisticamente distintos (P<0,05).
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DISCUSION
Corroborando trabajos previos (Chicco y col., 2009; Rossi y col., 2013; Oliva y col., 2013)

en el presente trabajo de tesis constatamos que la sustitucion de la fuente de grasa dietaria
(aceite de maiz por semilla de chia) en las ratas alimentadas crénicamente con DRS
normaliza la adiposidad visceral, la dislipemia, la homeostasis de la glucosa y la sensibilidad

insulinica periférica global.

Por otra parte, los resultados alcanzados demuestran que la administracién de una DRS a
ratas normales induce hipertension, asi como también un aumento del ritmo cardiaco a partir
de las 4 semanas de ingesta de la dieta, en concordancia con resultados alcanzados por otros
investigadores (Hwang y col., 1988; Reaven y Ho, 1991; Vrana y col., 1993; Tran y col.,
2009). Ademads, la ingesta de la DRS indujo un aumento del nivel plasmatico de 4cido urico
y en este sentido, es sabido que la hiperuricemia tiene un importante rol sobre el desarrollo
de hipertensiéon (Mazzali y col., 2001). La administracién de febuxostat y allopurinol -
inhibidores de la enzima productora de 4cido urico (xantino oxidasa)- en roedores
alimentados con dietas ricas en fructosa normaliza los elevados niveles de &cido urico
plasmético previniendo el desarrollo de la hipertension (Nakagawa y col., 2005; Sanchez-
Lozaday col., 2008). Se ha postulado que el 4cido urico actiia inhibiendo la biodisponibilidad
de 6xido nitrico endotelial (vasodilatador) (Khosla y col., 2005) e incrementando los niveles
de la proteina C reactiva (mediador inflamatorio) en las células musculares vasculares (Kang
y col., 2005). Otros estudios sugieren que la fructosa induce el desarrollo de hipertensién
incrementando la concentracién de moléculas con accidén vasoconstrictora (endotelina-1,
angiotensina II), regulando la absorcion salina a nivel del intestino delgado y del rifién y
estimulando el sistema nervioso simpatico (Tran y col., 2009; Klein y Kiat 2015). Si bien en
el presente trabajo de tesis no fueron analizados los mecanismos involucrados en el desarrollo
de la hipertension y en el aumento del ritmo cardiaco observados en el grupo de animales
alimentados con la DRS, es posible que la hiperuricemia y el conjunto de los mecanismos

mencionados contribuyan al desarrollo de estas alteraciones.

Ademais, los resultados alcanzados demuestran que la administracion de la semilla de chia

revirti6 la hipertension, asi como también el aumentado ritmo cardiaco presente en las ratas
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alimentadas con DRS. Esto se acompai6 de la normalizacién de los niveles plasmaticos de
acido urico. En concordancia con estos resultados, Poudyal y col. (Poudyal y col., 2012a;
Poudyal y col., 2013) observaron que la suplementacion de una dieta rica en grasa saturada
y fructosa con aceite o semilla de chia, administradas durante 8 y 24 semanas,
respectivamente a ratas macho Wistar, revierte la hipertension mejorando la deteriorada

funcién cardiaca.

Los mecanismos por los cuales la semilla de chia, el ALA u otros componentes de la semilla
(ej. antioxidantes como la quercetina, fibra) mejora la presién sanguinea no han sido atin
completamente analizados. Sin embargo, algunos trabajos nos dan algunas pistas. La
sustitucion de aceite de girasol por aceite rico en ALA en una dieta control administrada por
6 semanas a ratas Wistar-Kyoto con hipertensién espontdnea (SHR) redujo la presion
sistlica como consecuencia de la disminucion de la expresion y la actividad de la enzima
convertidora de angiotensina (ECA) en aorta (Ogawa y col, 2009). Ademads, la
administracion de ALA en una dieta control a ratas Zucker obesas redujo la hipertension

mejorando la funcién cardiaca (Barbeau y col., 2017).

Por otra parte, Yan y col. (Yan y col., 2013) demostraron que la administracion de quercetina
a ratas SHR disminuye la hipertensién de manera dosis dependiente. En concordancia, la
suplementacion con quercetina de una dieta rica en grasa saturada y fructosa por 8 semanas

disminuye la hipertension sanguinea (Panchal y col., 2012).

4 De lo expuesto, es posible que la reversion de la hipertension presente en los
animales alimentados con la DRS+chia sea, al menos en parte, resultado de la
normalizacion del nivel plasmdtico de dcido irico. Sin embargo, no podemos
descartar que efectos cooperativos del ALA, la quercetina, otros antioxidantes, la

fibra y demds componentes de la semilla de chia contribuyan con nuestros hallazgos.
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CAPITULO II

Parte I: Metabolismo lipidico del misculo cardiaco de los animales dislipémicos
insulino resistentes alimentados cronicamente con una DRS: efectos de la semilla de

chia dietaria

Como se describio previamente, la dislipemia y resistencia insulinica inducidas
nutricionalmente por la administracion de una DRS a ratas macho Wistar normales induce
un incremento intracelular del contenido de lipidos en el miisculo cardiaco (Chicco y col.,

1991; Chicco y col., 1994; Montes y col., 2000; D Alessandro y col., 2008).

En funcion de estos hallazgos, consideramos importante como primer objetivo analizar: i-
algunos mecanismos subyacentes claves implicados en el metabolismo de los lipidos en el
corazon de los animales dislipémicos insulino resistentes alimentados con DRS; ii-
investigar si una intervencion nutricional: el reemplazo del aceite de maiz por semilla de
chia como fuente de grasa dietaria puede mejorar y/o revertir la lipotoxicidad, analizando
algunos de los mecanismos involucrados en estas anomalias bioquimicas-metabdlicas. Para
lograr estos objetivos determinamos: el contenido de TG, LC-acil-CoA y DAG; la actividad
enzimdtica de la M-CPT1; los niveles de la masa proteica del FAT/CD36, el PPARa, la M-
CPTI y la UCP2 en los tres grupos de animales que recibieron las dietas de acuerdo al

protocolo experimental descripto en Materiales y Métodos.
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RESULTADOS

Contenido de lipidos

La Tabla 11 muestra un significativo incremento en el contenido de lipidos (TG, LC-acil-
CoA y DAGQG) en el musculo cardiaco de los animales pertenecientes al grupo DRS. La
sustitucién de la fuente de grasa dietaria (aceite de maiz por semilla de chia) en la DRS

decrecid significativamente los niveles lipidicos alcanzando valores semejantes al grupo DC.

Tabla 11 Contenido de lipidos en el muisculo cardiaco de los animales alimentados con DC,
DRS y DRS+chia al final del periodo experimental

DC DRS DRS+chia
LIPIDOS
TG (umol/g tejido himedo) 3,60 £0,22° 6,03 £0,34* 4,44 +0,60°
LC-acil-CoA (nmol/g tejido hiimedo) 31,4 +5,5° 68,0 + 4,0? 45,8 +5,5°
DAG (nmol/g tejido himedo) 250,8 +19,5° 3553+ 154 276,6 + 24,0°

Los valores se expresan como media + SEM, n=6. Los valores de cada fila que no comparten la misma letra
superescrita son estadisticamente distintos (P<0,05).

Niveles de la masa proteica del trasportador de dcidos grasos FAT/CD36. Actividad

enzimdtica y nivel de la masa proteica de la proteina mitocondrial M-CPT1

El acumulo intracelular de lipidos en el musculo cardiaco depende de la captacion de dcidos
grasos desde el plasma y de su metabolizacion. El transportador de dcidos grasos FAT/CD36
y la enzima M-CPT1 cumplen un rol clave en estos procesos. Ademds, estudios in vitro
seflalan que la insulina regula positivamente los niveles del FAT/CD36 en la membrana
plasmética induciendo su translocacion desde el sarcoplasma hacia el sarcolema de la célula

muscular cardiaca.

De lo expuesto y en el contexto de los resultados obtenidos evaluamos los niveles de masa

proteica del FAT/CD36 en condiciones basales (previas) y posteriores al estimulo de la
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insulina (inicio y final de la clamp euglucémica hiperinsulinémica) en el musculo cardiaco

de los animales de los distintos grupos de experimentacion.

La Figura 10 muestra los niveles de la masa proteica del FAT/CD36 al inicio y final (tiempo
0 y 120 min) de la clamp euglucémica hiperinsulinemica. El inmunoblot del tejido cardiaco
revel6 una sola banda de 90 kDa consistente con el FAT/CD36. Luego de la densitometria
de los inmunoblots, el nivel de la masa proteica del FAT/CD36 del grupo DC al tiempo 0
min de la clamp se normaliz6 al 100% y los niveles de la masa proteica del FAT/CD36 de
los grupos DRS y DRS+chia al tiempo 0 min asi como de los 3 grupos experimentales al
tiempo 120 min de la clamp se expresaron como porcentaje relativo al grupo DC al tiempo 0O

min de la clamp.

En condiciones basales (tiempo 0 min de la clamp), el andlisis cualitativo y cuantitativo de
los western blot muestran un incremento significativo en la abundancia relativa del
FAT/CD36 en el grupo DRS en comparacion con los grupos DC y DRS+chia, este dltimo
alcanz6 valores similares a los del grupo DC. Al final de la clamp (tiempo 120 min) se
observa un estimulo de la accién insulinica sobre el FAT/CD36 en el sarcolema en el grupo
DC (DC 0 min vs 120 min de la clamp) mientras que, notablemente, la insulina no fue capaz
de incrementar el nivel del FAT/CD36 en el sarcolema en el grupo DRS (DRS 0 min vs 120
min de la clamp). Finalmente, las alteraciones en los niveles del FAT/CD36 inducidos por la
DRS se revirtieron en el grupo DRS+chia, observandose un comportamiento similar al grupo

DC.
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Figura 10 Niveles de la masa proteica del FAT/CD36 en el musculo cardiaco de los
animales alimentados con DC, DRS y DRS+chia en condiciones previas y posteriores al
estimulo con insulina (tiempo 0 y 120 min de la clamp) al final del periodo
experimental
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Parte superior: inmunoblot representativo del FAT/CD36 y de la proteina de referencia (actina) del musculo
cardiaco de los animales alimentados con DC, DRS y DRS+chia. El peso molecular se muestra a la izquierda.
Linea 1, DC 0 min; linea 2, DC 120 min; linea 3, DRS 0 min; linea 4, DRS 120 min; linea 5, DRS+chia 0 min;
linea 6, DRS+chia 120 min.

Parte inferior: andlisis densitométrico del inmunoblot del FAT/CD36 en musculo cardiaco de los animales
alimentados con DC, DRS y DRS+chia. Los valores se corrigieron respecto a los niveles de actina y se
representan como porcentaje relativo a DC al tiempo 0 min de la clamp. Los valores se expresan como media
+ SEM, n=6. Los valores que no comparten la misma letra superescrita son estadisticamente distintos (P<0,05).
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Como mencionamos anteriormente, el incremento intracelular de lipidos es resultado de la
mayor disponibilidad y captacion de 4cidos grasos desde el plasma, asi como de su
metabolizacion (oxidacion, resterificacion, entre otras vias). La actividad de la M-CPT1 es
clave en la via de oxidacién mitocondrial de los 4dcidos grasos, por lo que evaluamos la

actividad enzimatica de la M-CPT1 y el nivel de su masa proteica.

En comparacion con el grupo DC, se observé un significativo incremento de la actividad
enzimdtica de la M-CPT1 en el corazén de las ratas alimentadas con la DRS. La
administracioén de semilla de chia redujo significativamente la actividad de esta enzima en el
grupo DRS, aunque sin alcanzar los niveles normales (Figura 11 A). No se observaron
diferencias significativas en la actividad enzimdtica de la CPT2 entre los 3 grupos
experimentales, los valores obtenidos fueron: (nmol/min x mg proteina; media + SEM, n=6):

DC 11,3 £1,0; DRS 12,8 £ 1,0; DRS+chia 11,0 £+ 1,0.

El inmunoblot del tejido cardiaco reveld una sola banda de 75 kDa consistente con la M-
CPTI1. Luego del anélisis densitometrico de los inmunoblots, el nivel de la masa proteica de
la M-CPT1 del grupo DC se normalizé al 100% y los niveles de la masa proteica de la M-
CPT1 de los grupos DRS y DRS+chia se expresaron como porcentaje relativo al grupo DC.
Cuantitativa y cualitativamente, el andlisis del western blot mostr6 que la abundancia relativa
de la M-CPT1 es significativamente mayor en el musculo cardiaco de los animales
alimentados con DRS comparados con sus controles etarios. Por otra parte, la administracion
de la chia dietaria no modificoé los elevados niveles observados en el grupo DRS (Figura 11

B).
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Figura 11 Actividad enzimatica y nivel de la masa proteica de la M-CPT1 en el musculo
cardiaco de los animales alimentados con DC, DRS y DRS+chia al final del periodo
experimental

A B Linea 1 2 3
M-CPT1
75 kDa »_
Actina »
43 kDa _
160
30 1
a
o 140 a T
= 251 a a T
R T @ 120
] >
8 2 b
2 g
= & 20 1 T 100 1
c o0 =
T E b @
> 2
= ; 15 A I 5 80
o .= @
<'g g
~ c 2 60
© i
£ 10 T -§
5 8 40
=
5 1 5
‘=20
-
0 1 0

[Ipc [IpRrs [ ]DRS+chia

A: Actividad enzimética de la M-CPT1 en el misculo cardiaco de los animales alimentados con DC, DRS y
DRS+chia. Los valores se expresan como media + SEM, n=6. Los valores que no comparten la misma letra
superescrita son estadisticamente distintos (P<0,05).

B: Parte superior: inmunoblot representativo de la M-CPT1 y de la proteina de referencia (actina) del misculo
cardiaco de los animales alimentados con DC, DRS y DRS+chia. El peso molecular se muestra a la izquierda.
Linea 1, DC; linea 2, DRS; linea 3, DRS+chia. Parte inferior: andlisis densitométrico del inmunoblot de la M-
CPT1 en musculo cardiaco de los animales alimentados con DC, DRS y DRS+chia. Los valores se corrigieron
respecto a los niveles de actina y se representan como porcentaje relativo al grupo DC. Los valores se expresan

como media + SEM, n=6. Los valores que no comparten la misma letra superescrita son estadisticamente
distintos (P<0,05).
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Nivel de la masa proteica del receptor nuclear PPARa.

El receptor nuclear PPARa, es un regulador central del metabolismo de los 4cidos grasos por
lo que resulta oportuno evaluar sus niveles de masa proteica en el musculo cardiaco de los

animales alimentados con las distintas dietas experimentales.

En la Figura 12 podemos observar el inmunoblot del tejido cardiaco, el cual revel6 una sola
banda de 55 kDa consistente con el PPARa. Luego del andlisis densitometrico de los
inmunoblots, el nivel de la masa proteica del PPARa del grupo DC se normaliz6 al 100% y
los niveles de la masa proteica del PPARa de los grupos DRS y DRS+chia se expresaron
como porcentaje relativo al grupo DC. El andlisis cualitativo y cuantitativo mostr6 un
incremento significativo en la abundancia relativa del PPARa en el grupo DRS respecto al
grupo DC. Asi mismo, en el grupo DRS+chia los niveles del PPARa se mantuvieron elevados

siendo similares a los observados en el grupo DRS.

Nivel de la masa proteica de la proteina desacoplante UCP2

El incremento en la concentracién de 4cidos grasos y el PPARa puede inducir la expresion
de la UCP2, por lo que en base a los resultados obtenidos es interesante analizar los niveles
de su masa proteica en el musculo cardiaco de las ratas pertenecientes a los distintos grupos
dietarios. El inmunoblot de la UCP2 del tejido cardiaco reveld una sola banda de 33 kDa
consistente con la UCP2. Luego del analisis densitometrico de los inmunoblots, el nivel de
la masa proteica de la UCP2 del grupo DC se normalizé al 100% y los niveles de la masa
proteica de la UCP2 de los grupos DRS y DRS+chia se expresaron como porcentaje relativo
al grupo DC. El andlisis cualitativo y cuantitativo demostré niveles similares de la masa

proteica de la UCP2 en los 3 grupos experimentales (Figura 13).
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Figura 12 Nivel de la masa proteica del PPARa en el musculo cardiaco de los animales
alimentados con DC, DRS y DRS+chia al final del periodo experimental
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Parte superior: inmunoblot representativo del PPARa y de la proteina de referencia (actina) en el musculo
cardiaco de los animales alimentados con DC, DRS y DRS+chia. El peso molecular se muestra a la izquierda.
Linea 1, DC; linea 2, DRS; linea 3, DRS+chia.

Parte inferior: andlisis densitométrico del inmunoblot del PPARa en el musculo cardiaco de los animales
alimentados con DC, DRS y DRS+chia. Los valores se corrigieron respecto a los niveles de actina y se
representan como porcentaje relativo al grupo DC. Los valores se expresan como media + SEM, n=6. Los
valores que no comparten la misma letra superescrita son estadisticamente distintos (P<0,05).
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Figura 13 Nivel de la masa proteica de la UCP2 en el musculo cardiaco de los animales
alimentados con DC, DRS y DRS+chia al final del periodo experimental
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Parte superior: inmunoblot representativo de la UCP2 y de la proteina de referencia (actina) en el misculo
cardiaco de los animales alimentados con DC, DRS y DRS+chia. El peso molecular se muestra a la izquierda.
Linea 1, DC; linea 2, DRS; linea 3, DRS+chia.

Parte inferior: andlisis densitométrico del inmunoblot de la UCP2 en el misculo cardiaco de los animales
alimentados con DC, DRS y DRS+chia. Los valores se corrigieron respecto a los niveles de actina y se
representan como porcentaje relativo al grupo DC. Los valores se expresan como media + SEM, n=6. Los
valores que no comparten la misma letra superescrita son estadisticamente distintos (P<0,05).
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DISCUSION

El presente estudio provee nueva informacién sobre los mecanismos involucrados en la
lipotoxicidad del miusculo cardiaco en los animales dislipémicos insulino resistentes
alimentados con una DRS. Ademads, explora los posibles efectos beneficiosos de la
administraciéon de semilla de chia dietaria sobre el mejoramiento/reversion de las
anormalidades bioquimicas-metabdlicas del metabolismo lipidico cardiaco pre-existentes en

este modelo experimental.

Como se expuso previamente, la exposicion cronica del musculo cardiaco a elevados niveles
de lipidos plasmdticos y/o la disrupcion del balance del metabolismo de los lipidos que
conllevan a un incremento del contenido de lipidos intracelulares y metabolitos de los dcidos
grasos, se asocian estrechamente con el desarrollo del dafo y la disfuncion cardiaca (Belke
y col., 2000; Zhou y col., 2000; Chiu y col., 2001; Finck y col., 2002; Yagyu y col., 2003;
Mazumder y col., 2004; Buchanan y col., 2005; Chiu y col., 2005; How y col., 2006; Yang
y col., 2007).

El transportador de 4cidos grasos FAT/CD36 tiene una funcidn clave en la captacion de los
acidos grasos por el musculo cardiaco. En el presente trabajo demostramos que el incremento
del contenido intracelular LC-acil-CoA y TG en el corazén de los animales alimentados con
DRS se acompaia de un significativo aumento del nivel de la masa proteica del FAT/CD36
en la membrana plasmatica, sugiriendo que el incremento del FAT/CD36 induce un aumento
de la captacion de 4dcidos grasos por el cardiomiocito. Al respecto, una mayor disponibilidad

de AGL y TG plasmaticos se observa en este grupo.

En concordancia con estos resultados, Ouwens y col. (Ouwens y col., 2007) demostraron que
la disfuncién contrictil cardiaca observada en ratas Wistar insulino resistentes alimentadas
con una dieta alta en grasa, se acompaiia de un incremento de la presencia del FAT/CD36 en
el sarcolema, incrementando la captacion de los dcidos grasos y su esterificacion en TG en
los cardiomiciotos aislados. Mds atin, el mismo grupo de investigadores demostré que la
inhibicién quimica e inmunoquimica del FAT/CD36 in vitro previene la lipotoxicidad en los

cardiomiocitos de estos animales (Glatz y col., 2013).
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Por otra parte, la insulina incrementa la presencia del FAT/CD36 en el sarcolema del musculo
cardiaco de los animales del grupo DC. Sin embargo, la hormona fue incapaz de incrementar
la abundancia relativa del transportador en el sarcolema en el corazén de los animales del
grupo DRS. El corazén de estos animales es completamente insensible al estimulo de la
hormona. De manera similar, el aumento de la captacién de dcidos grasos y del contenido de
TG en cardiomiocitos aislados de ratas Zucker obesas, en comparacion con las ratas
normales, se asocia con un incremento de la abundancia del FAT/CD36 en el sarcolema, en
condiciones basales, a expensas de una disminucién en los endosomas intracelulares.
Mientras que la adicién de insulina al medio de cultivo indujo la translocacion de FAT/CD36
desde los endosomas intracelulares hacia el sarcolema en los cardiomiocitos de las ratas
normales, este comportamiento estuvo ausente en los miocitos aislados del musculo cardiaco

de las ratas obesas (Coort y col., 2004).

El incremento de acil-CoA vy su esterificacion en TG no solo resulta del grado de captacion
de 4cidos grasos, sino también de su metabolismo. Se ha demostrado que el corazén aislado
perfundido con C'-glucosa y H*-palmitato de ratones con obesidad y diabetes genéticas
(ob/ob y db/db respectivamente), donde estdn presentes la dislipemia e insulino resistencia,
la acumulacion intracelular de lipidos se acompafia de un aumento de la oxidacion de
palmitato en detrimento de la oxidacion de glucosa (Belke y col., 2000; Mazumder y col.,
2004; Buchanan y col., 2005; How y col., 2006). Alteraciones similares encontraron en en el

corazén de animales alimentados con una dieta alta en grasa (Wilson y col., 2007).

Los resultados alcanzados en el presente trabajo demuestran que la lipotoxicidad del musculo
cardiaco de los animales dislipémicos insulino resistentes alimentados con una DRS se
acopafia de un significativo aumento de la actividad enzimatica y del nivel de la masa proteica
de la M-CPT1. Si bien no evaluamos directamente la oxidacion de los 4cidos grasos en el
presente modelo experimental, un ensayo previo de nuestro grupo basado en la perfusion del
corazon aislado con un medio conteniendo glucosa y un inhibidor especifico de la M-CPT1
(Etomoxir, POCAII), sugiere que el corazén de los animales que reciben una DRS
crénicamente presenta un aumento en la utilizacién de los dcidos grasos a expensas de la

utilizacién de glucosa (Chicco y col., 1991).
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En concordancia, utilizando un modelo experimental de diabetes tipo 2, inducido por la
administracion de una dieta alta en grasa y fructosa y una dosis de streptozotocina (STZ) (25
mg/kg), Ménard y col. (Ménard y col., 2010) demostraron in vivo que el corazén de estos
animales presenta un marcado incremento de la captacion de los 4cidos grasos. Esto se
encuentra asociado a un incremento de la actividad de la M-CPT1. Ademads, Neves y col.
(Neves y col., 2014) observaron que el incremento del contenido intracelular de lipidos y el
aumento del nivel de la masa proteica de la M-CPT1 en el musculo cardiaco de ratones
alimentados con una dieta occidental (rica en grasas saturadas y carbohidratos simples) se

acompana de una disminucién de la funcién mitocondrial.

De lo expuesto los resultados alcanzados sugieren que, no solo la mayor disponibilidad de
lipidos induce la lipotoxicidad en el musculo cardiaco de los animales alimentados con DRS,
sino que el incremento del FAT/CD36 en la membrana sarcoplasmdtica es clave en este
proceso. Ademas, el aumento del nivel de la masa proteica de M-CPT1 y su actividad es en
parte un mecanismo responsable de la mayor oxidacion de los dcidos grasos observada en el
musculo cardiaco de estos animales. Es posible que el aumentado flujo de 4cidos grasos al
cardiomiocito exceda su capacidad oxidativa mitocondrial acumuldndose en el interior

celular.

Algunas lineas de evidencia basadas en ensayos in vitro con cardiomiocitos aislados, sugieren
que los acidos grasos de cadena larga, inducen la expresion génica de la M-CPT1, la cual
estd bajo el control transcripcional del PPARa, mediante la activacién de este receptor
nuclear (Brandt y col., 1998; van der Lee y col., 2000). En este contexto, en el presente
estudio demostramos que el significativo incremento de la abundancia relativa de la masa
proteica y de la actividad de la M-CPT1 se acompafia de un aumento significativo del nivel
de la masa proteica del PPARa en el misculo cardiaco de los animales dislipémicos insulino

resistentes (grupo DRS).

En esta linea, Georgiadi y col. (Geordiadi y col., 2012) realizaron un detallado andlisis
transcriptomico del mudsculo cardiaco intacto de ratones normales y con delecién del PPARa
’alos cuales se les administré oralmente una dosis de dcidos grasos insaturados de cadena

larga (oleico 18:1 n-9, LA 18:2 n-6, ALA 18:3 n-3 y DHA 22:6 n-3). Los resultados
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demostraron que la ingesta de estos dcidos grasos causa una marcada induccién de genes

involucrados en el metabolismo de los dcidos grasos mediante la activacion del PPARa.

Buchanan y col. (Buchanan y col., 2005) evaluaron la progresion del desarrollo de la
alteracion de la oxidacién de sustratos (lipidos-glucosa) del misculo cardiaco utilizando
modelos murinos de obesidad y diabetes (ob/ob y db/db respectivamente). En concordancia
con nuestros resultados, estos autores observaron un incremento en la expresion del PPARa
y algunos de sus genes blanco (MCAD, LCAD y VLCAD; PDK4; UCP2 y UCP3) a partir

del comienzo de la dislipemia (aumento de AGL y TG plasmaticos).

El rol critico del PPARa sobre la regulacion de la utilizacién de lipidos ha sido también
estudiado utilizando modelos murinos de sobre-expresion cardiaca y pérdida de funcion del
PPARa (ratones MHC-PPARo y PPARa™”, respectivamente). Ratones MHC-PPARa
exhiben una aumentada captaciéon de palmitato in vivo y una incrementada oxidacién de
palmitato (64%) en corazén aislado, debido al aumento de la expresion génica y de la
actividad enzimdtica de la M-CPT1, ademds del aumento de la expresion de otros genes
involucrados en el metabolismo de los 4cidos grasos (ej. CD36, ACO, UCP3), lo cual se
acompana de disfuncién cardiaca. El fenotipo cardiaco de estos ratones es similar al de
ratones diabéticos db/db o con diabetes inducida con STZ (Fick y col., 2002). M4s atn, estas
caracteristicas se exacerban cuando los animales son alimentados con dietas altas en grasa o
presentan disminucidn de los niveles de insulina plasmadtica, ambas situaciones incrementan
los niveles de los 4cidos los grasos circulantes (Fink y col., 2003). Ademds, el corazén de
ratones PPARa” presenta una marcada reduccién de la utilizacién de palmitato (~60%). Esto
se asocia con una disminucion de la actividad de la enzima MCD y consecuentemente con
un aumento de los niveles de malonil-CoA, sugiriendo otro mecanismo por €l cual el PPARa
podria regular la oxidacién de los dcidos grasos. Esto implicaria la induccién de la expresion
de la MCD mediante el PPARGa, lo cual resulta en una disminucion de los niveles de malonil-

CoA incrementando la actividad de la M-CPT1 (Campbell y col., 2002).

Por otra parte, es sabido que el PPARa regula la expresion génica del FAT/CD36 (Huss y
Kelly, 2004). Ménard y col. (Ménard y col., 2010) y Finck y col. (Finck y col., 2002)
observaron un aumento de la expresion del mRNA del FAT/CD36 en ratas con diabetes tipo

2 y en ratones MHC-PPAR« respectivamente. En el presente trabajo no evaluamos los
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niveles de la masa proteica del transportador en los endosomas. Los resultados presentados
corresponden a la fraccién de la membrana plasmatica del musculo cardiaco, por lo cual no
podemos descartar que nuestros hallazgos sean no solo el resultado de cambios en la
localizacion subcelular del FAT/CD36, sino, ademds de la induccién de su expresion

mediante el PPARa.

Por lo tanto, los resultados alcanzados en el presente trabajo sugieren que la activacién del
PPARa -frente al aumento en la disponibilidad de lipidos plasmaticos- es clave en la
incrementada captacién y oxidacién de los 4cidos grasos observados en el modelo de

dislipemia e insulino resistencia inducida por la DRS.

Liy col. (Li y col., 2010) demostraron que el PPARa regula, en cardiomiocitos de rata adulta,
la expresion de la UCP2. Por otro lado, en el corazén de ratones obesos ob/ob y diabéticos
db/db se demostré que el incremento de la oxidacion de 4cidos grasos se asocia con un mayor
consumo de oxigeno (MVO.) y una disminucién de la eficiencia cardiaca, sugiriendo la
presencia de desacople mitocondrial. Méas aun, el incremento del MVO; y la disminucién de
la eficiencia cardiaca en el corazon de estos animales se asocian con un incremento de los
niveles de mRNA de la UCP2, la UCP3 y del PPARa (Mazumder y col., 2004; Buchanan y
col., 2005). En concordancia, la lipotoxicidad del musculo cardiaco de ratones obesos -
alimentados con una dieta rica en carbohidratos simples y grasa saturada- se asocia con una
disminucion de la capacidad oxidativa mitocondrial y un déficit energético acompafiado por

un aumento del nivel de la masa proteica de la UCP2 (Neves y col., 2014).

Por otro lado, Young y col. (Young y col., 2001) y Murray y col. (Murray y col., 2005)
evaluaron el rol de los acidos grasos plasmaticos y la activacion del PPARa sobre la
induccion de las proteinas desacoplantes UCP2 y UCP3 en el musculo cardiaco utilizando
un modelo murino con perdida de funcién del PPARa (PPARa™), un modelo de diabetes tipo
1 -inducida por STZ- y ratones con diabetes tipo 2 (db/db). Los resultados demostraron que
los niveles de masa proteica de la UCP2 y la UCP3 son sensibles al incremento de los dcidos
grasos plasmaticos y estdn bajo el control del PPARa. Sin embargo, la expresion de la UCP2

parece estar controlada por mecanismos independientes del PPARa.
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Nuestros resultados no muestran cambios en la bundancia relativa de la UCP2 en el corazén
de los animales alimentados con DRS atin cuando se observa un incremento significativo de
la masa proteica del PPARa. Los estudios de Young y col. (Young y col., 2001) y Murray y

col. (Murray y col., 2005) podrian explicar en parte nuestros hallazgos.

b En conclusion, la disrupcion del balance entre la captacion-oxidacion-acimulo de
lipidos, como consecuencia de una mayor disponibilidad de los mismos en el plasma
v la presencia de resistencia insulinica, conduciria a favorecer la lipotoxicidad y la
posible disfuncion del miisculo cardiaco en los animales alimentados con DRS. El
FAT/CD36, la M-CPT 1 y el PPARa jugarian un rol clave en los mecanismos

subyacentes a estas anomalias.

Por otra parte, como se expuso previamente, dietas ricas en ALA ejercen un efecto protector
sobre las ECV (Pan y col., 2012). El presente trabajo demuestra que la reversiéon de la
dislipemia y la resistencia insulinica periférica global en los animales que recibieron la DRS
con semilla de chia se acompafi6 de la normalizacién del contenido intracelular de lipidos en
el musculo cardiaco. Resultados similares fueron observados por Oliva y col. (Oliva y col.,
2013) en musculo gastronemio de ratas alimentadas cronicamente con DRS en presencia de

chia.

En el sarcolema del miusculo cardiaco de los animales alimentados con DRS, cuando la chia
reemplazé al aceite de maiz como fuente grasa dietaria, se observé una disminucién de la
abundancia relativa de la masa proteica del FAT/CD36 en condiciones basales. A diferencia
de lo observado en el corazon de los animales alimentados con la DRS, la insulina indujo un
aumento del FAT/CD36 al sarcolema de manera similar a lo observado en los animales

controles.

Al presente son escasos los estudios (Pudyal y col., 2012b) que evalian los efectos de la
administracién dietaria por periodos prolongados de chia o ALA sobre el metabolismo
lipidico del musculo cardiaco. Nuestros hallazgos sugieren que la disminucién de la
disponibilidad de lipidos plasmdticos y los niveles normales de la masa proteica del

FAT/CD36 en el sarcolema de los animales alimentados con una DRS con semilla de chia,
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en condiciones basales, conduce a un menor flujo de &4cidos grasos al interior del

cardiomiocito disminuyendo el contenido lipidico intracelular.

Por otro lado, en comparacién con el grupo DC, los niveles de la masa proteica del PPAR«
y de su enzima blanco, M-CPT1, se mantuvieron adn elevados en el grupo DRS+chia, los
valores obtenidos fueron similares al grupo DRS. Sin embargo, la actividad enzimética de la

M-CPT1 disminuy¢ significativamente pero aun sin alcanzar los valores normales.

Nuestros resultados no proveen informacion sobre los mecanismos subyacentes del efecto de
la semilla de chia sobre el receptor nuclear PPARa o sobre otros receptores nucleares
relacionados con el PPARa, involucrados en la regulacién del metabolismo cardiaco (ej:
PGC-1a). Existen algunas claves que nos ayudan a interpretar estos fendOmenos. Se ha
demostrado que la administracién de ALA a ratones normales induce la expresion de genes
involucrados en el metabolismo de los 4cidos grasos mediante la activacion del PPARa, y
sus efectos son mds potentes en comparacion con los efectos del LA (Georgiadi y col., 2012).
Por lo tanto, es plausible que, aunque la disponibilidad de lipidos plasméticos se normalice,
el cambio en el perfil de los dcidos grasos plasméticos (incremento de ALA, EPA, DHA y
DPA, asi como la relacién n-3/n-6) inducido por la administracién de la chia (demostrado
previamente por Chicco y col., 2009) mantenga elevados los niveles de la masa proteica del
PPARa y de su proteina blanco M-CPT1. En esta linea, utilizando un disefio experimental
similar al del presente trabajo, la administracion de chia indujo un incremento del nivel de la
masa proteica del PPARa incrementado la actividad CPT1 en higado de ratas alimentadas

croénicamente con DRS (Rossi y col., 2013).

b Finalmente, los resultados alcanzados sugieren que la reversion de la elevada
disponibilidad de lipidos plasmdticos y la normalizacion del FAT/CD36 en el
miusculo cardiaco inducida por la semilla de chia, disminuye el flujo intracelular de
los dcidos grasos y normaliza la lipotoxicidad mejorando la oxidacion de los dcidos
grasos. Los mecanismos que regulan este proceso podrian ser, entre otros: i)
independientes del PPARa; ii) dependiente del cambio de otros factores involucrados
en la regulacion del PPARo, iii) dependientes del tiempo de administracion de la

semilla de chia. La reduccion de la lipotoxicidad podria implicar una mejor
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oxidacion de la glucosa en el miisculo cardiaco en los corazones de los animales

alimentados con DRS+chia. Este aspecto es analizado en la proxima seccion.
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Parte II: Metabolismo de la glucosa del masculo cardiaco de los animales dislipémicos
insulino resistentes alimentados cronicamente con DRS: efectos de la semilla de chia

dietaria

Trabajos de investigacion previos de nuestro grupo utilizando un modelo experimental
nutricional similar al del presente estudio demostraron que el incremento del contenido de
TG en el miisculo cardiaco de los animales alimentados con DRS se acompaiia de un
deterioro de la utilizacion de la glucosa (Chicco y col., 1991; Chicco y col., 1994; Montes y
col., 2000; D Alessandro y col., 2008).

Considerando estos antecedentes y los resultados obtenidos previamente, el siguiente
objetivo fue evaluar: i- algunos mecanismos claves implicados en el metabolismo de la
glucosa en el corazon de los animales dislipémicos insulino resistentes alimentados con
DRS; ii- investigar si una intervencion nutricional: el reemplazo del aceite de maiz por
semilla de chia como fuente de grasa dietaria puede mejorar y/o revertir las alteraciones del
metabolismo de la glucosa en el miisculo cardiaco de estos animales. Para lograr estos
objetivos analizamos: i- niveles de metabolitos (glucosa-6P, glucogeno) y actividad de las
enzimas HQ y el PDHc; ii- niveles de la masa proteica del GLUT4 en condiciones basales y
frente al estimulo de la insulina; iii- niveles de la masa proteica del IRS1, la AMPK y la
PAMPK; iv- ademds determinamos la composicion de dcidos grasos de los fosfolipidos. Las
determinaciones se realizaron en el miisculo cardiaco en los tres grupos de animales que
recibieron las dietas de acuerdo al protocolo experimental descripto en Materiales y

Métodos.
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RESULTADOS

Niveles de glucosa-6P y glucégeno y actividad de la enzima hexoquinasa (HQ)

En la Tabla 12 podemos observar los niveles de metabolitos de la glucosa, glucosa-6P y
glucégeno, y la actividad de la enzima involucrada en la fosforilacion de la glucosa (HQ). El
musculo cardiaco de los animales alimentados crénicamente con DRS presenta una
disminucién significativa tanto de la actividad de 1a HQ, asi como de los niveles de glucosa-
6P y glucégeno en comparaciéon con el grupo DC. Los presentes datos muestran que la
semilla de chia fue capaz de revertir todos estos pardmetros alcanzando valores similares a
los del grupo DC.

Tabla 12 Contenido de glucosa-6P y glucégeno y actividad enzimdtica de la HQ, en el

musculo cardiaco de los animales alimentados con DC, DRS y DRS+chia al final del periodo
experimental

DC DRS DRS+chia
METABOLITOS
Glucosa-6P (umol/g tejido himedo) 0,69 +0,08* 0,49 +0,03° 0,64 +0,03*
Glucdgeno (umol/g tejido hiimedo) 16,16 £ 0,8* 12,3 +0,6° 14,89 £ 0,47*
ACTIVIDAD ENZIMATICA
HQ (mU/g tejido hiimedo) 70,0 £4,7* 40,4 £3,1° 61,3 +£2,0°

Los valores se expresan como media + SEM, n=6. Los valores de cada fila que no comparten la misma letra
superescrita son significativamente distintos (P<0,05)

Actividad del complejo enzimdtico piruvato deshidrogenasa (PDHc)

El incremento de la oxidacion de los 4cidos grasos se relaciona estrechamente con la
disminucién de la oxidacion de la glucosa, donde el PDHc cumple un rol fundamental. La
Figura 14 muestra una disminucién significativa de la actividad del PDHc en el grupo DRS
en comparacion con el grupo DC. La semilla de chia en la DRS restaura la actividad del
PDHc. Es importante destacar que los niveles de la actividad total del complejo PDH es

similar en los 3 grupos dietarios (datos no mostrados).
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Figura 14 Actividad enzimatica del PDHc en el musculo cardiaco de los animales

alimentados con DC, DRS y DRS+chia al final del periodo experimental

70 -

60 A I

.3 7 [[]pc
E E 40 - ] DRs
~ 30 4 IT) |:| DRS+chia
20 A
10 A
0 ]

Los valores se expresan como media £ SEM, n=6. Los valores que no comparten la misma letra superescrita

son estadisticamente distintos (P<0,05).
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Niveles de la masa proteica del transportador de glucosa GLUT4

En el musculo cardiaco, el ingreso de glucosa al cardiomiocito estd principalmente regulado
por el transportador GLUT4, siendo la insulina el mayor regulador positivo en condiciones
fisioldgicas, la cual via cascada de sefializacién dependiente de PI3K-akt/PKB induce la

fusién de las vesiculas intracelulares con el sarcolema.

En la Figura 15 se presentan los resultados obtenidos de la determinacién de los niveles de
la masa proteica del GLUT4 al inicio (tiempo 0 min) y final (tiempo 120 min) de la clamp
euglucémica hiperinsulinemica en el misculo cardiaco de los animales pertenecientes a los
diferentes grupos de experimentacion. El inmunoblot del tejido cardiaco revel6 una sola
banda de 45 kDa consistente con el GLUT4. Luego de la densitometria de los inmunoblots,
el nivel de la masa proteica del GLUT4 del grupo DC al tiempo O min de la clamp se
normalizé al 100% y los niveles de la masa proteica de GLUT4 de los grupos DRS y
DRS+chia al tiempo 0 min asi como de los 3 grupos al tiempo 120 min de la clamp se

expresaron como porcentaje relativo al grupo DC al tiempo 0 min de la clamp.

El andlisis cualitativo y cuantitativo del inmunoblot no arrojé diferencias en la abundancia
relativa del GLUT4 en condiciones basales (0 min de la clamp) entre los 3 grupos
experimentales. Bajo el estimulo de la hormona, la translocacién del GLUT4 a la membrana
plasmadtica incrementd significativamente en el musculo cardiaco de los animales
alimentados con DC, sin embargo, este incremento fue muy bajo (11%) en el grupo DRS. La
administracion de la semilla de chia aumento6 significativamente (72%, P<0,05) los niveles
de la masa proteica del GLUT4 alcanzando valores atin mayores a los observados en el grupo
DC. Es importante puntualizar que bajo estas condiciones experimentales la sensibilidad

insulinica periférica global alcanz6 valores normales en el grupo DRS+chia.
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Figura 15 Niveles de la masa proteica del GLUT4 en el musculo cardiaco de los
animales alimentados con DC, DRS y DRS+chia en condiciones previas y posteriores al
estimulo con insulina (tiempo 0 y 120 min de la clamp) al final del periodo experimental
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Parte superior: inmunoblot representativo del GLUT4 y de la proteina de referencia (actina) del musculo
cardiaco de los animales alimentados con DC, DRS y DRS+chia. El peso molecular se muestra a la izquierda.
Linea 1, DC 0 min; linea 2, DC 120 min; linea 3, DRS 0 min; linea 4, DRS 120 min; linea 5, DRS+chia O min;
linea 6, DRS+chia 120 min.

Parte inferior: andlisis densitométrico del inmunoblot del GLUT4 en el musculo cardiaco de los animales
alimentados con DC, DRS y DRS+chia. Los valores se corrigieron respecto a los niveles de actina y se
representan como porcentaje relativo a DC al tiempo 0 min de la clamp. Los valores se expresan como media
+ SEM, n=6. Los valores que no comparten la misma letra superescrita son estadisticamente distintos (P<0,05).
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Nivel de la masa proteica del sustrato del receptor de insulina 1 (IRS1)

Como se demostrd anteriormente, la insulina fue incapaz de incrementar la translocacién del
GLUT4 en el grupo de animales alimentados con DRS, mientras que la semilla de chia en la
DRS revierte este comportamiento. Estos resultados sugieren una posible alteracion a nivel
de la cascada de sefalizacion de la insulina. Con el fin de analizar este aspecto cuantificamos
los niveles de la masa proteica del IRS1, proteina involucrada en la etapa temprana de la via

de sefnalizacion de la insulina.

El inmunoblot del tejido cardiaco revel6 una sola banda de 180 kDa consistente con el IRS1.
Luego de la densitometria de los inmunoblots, el nivel de la masa proteica del IRS1 del grupo
DC se normaliz6 al 100% y los niveles de la masa proteica del IRS1 de los grupos DRS y
DRS+chia se expresaron como porcentaje relativo al grupo DC. El andlisis cualitativo y
cuantitativo del inmunoblot demostré que la abundancia relativa del IRS1 en condiciones
basales fue significativamente menor en el misculo cardiaco de los animales del grupo DRS
en comparacion con el grupo DC. La administracion de semilla de chia en la DRS increment6
significativamente la abundancia relativa del IRS1, alcanzando valores ain mayores a los

observados en el grupo DC (Figura 16).
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Figura 16 Nivel de la masa proteica del IRS1 en el musculo cardiaco de los animales
alimentados con DC, DRS y DRS+chia al final del periodo experimental
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Parte superior: inmunoblot representativo del IRS1 y de la proteina de referencia (actina) del musculo cardiaco
de los animales alimentados con DC, DRS y DRS+chia. El peso molecular se muestra a la izquierda. Linea 1,
DC; linea 2, DRS; linea 3, DRS+chia.

Parte inferior: andlisis densitométrico del inmunoblot del IRS1 en el musculo cardiaco de los animales
alimentados con DC, DRS y DRS+chia. Los valores se corrigieron respecto a los niveles de actina y se
representan como porcentaje relativo al grupo DC. Los valores se expresan como media + SEM, n=6. Los
valores que no comparten la misma letra superescrita son estadisticamente distintos (P<0,05).
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Niveles de la masa proteica de la AMPK y de su forma activa (pAMPK)

La AMPK modula el estado energético celular, activindose (por fosforilacion en el residuo
Thr172) frente a la disminucion de la energia celular. Ademads, algunos estudios sugieren que
ain en estados energéticos normales, la insulina inhibe su activacién regulando
negativamente la oxidaciéon de los dcidos grasos. Teniendo en cuenta los resultados
alcanzados, analizamos los niveles de la masa proteica de la AMPK y de su forma activa

pAMPK (Thr172).

Los inmunoblots del tejido cardiaco revelaron una sola banda de 63 kDa consistente con la
AMPK y la pAMPK. Luego de la densitometria de los inmunoblots, los niveles de la masa
proteica de la AMPK y la pAMPK del grupo DC se normalizaron al 100% y los niveles de
la masa proteica de la AMPK y pAMPK de los grupos DRS y DRS+chia se expresaron como

porcentaje relativo al grupo DC.

La Figura 17 muestra los western blots de la AMPK, pAMPK y la relacién entre la pAMPK
y la AMPK (pAMPK/AMPK). El andlisis cualitativo y cuantitativo de los western blots
demuestra que no existen diferencias significativas en la abundancia relativa de la AMPK
entre los 3 grupos dietarios (Figura 17 A), mientras que un significativo incremento de la
pAMPK se observa en el musculo cardiaco de los animales del grupo DRS. El reemplazo del
aceite de maiz por semilla de chia en la DRS redujo significativamente el nivel de la masa
proteica de la pAMPK observandose valores similares a los del grupo DC (Figura 17 B),
resultando en la normalizacién de la relacion pAMPK/AMPK (Figura 17 C).
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Figura 17 Niveles de la masa proteica de la AMPK y la pAMPK (Thr172) y relacion pAMPK/AMPK en el musculo cardiaco de los
animales alimentados con DC, DRS y DRS+chia al final del periodo experimental
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A. Parte superior: inmunoblot representativo de la AMPK y de la proteina de referencia (actina) del musculo cardiaco de los animales alimentados con DC, DRS
y DRS+chia. El peso molecular se muestra a la izquierda. Linea 1, DC; linea 2, DRS; linea 3, DRS+chia. Parte inferior: andlisis densitométrico del inmunoblot de
la AMPK en el misculo cardiaco de los animales alimentados con DC, DRS y DRS+chia. Los valores se corrigieron respecto a los niveles de actina y se representan
como porcentaje relativo al grupo DC.

B. Parte superior: inmunoblot representativo de la pAMPK(Thr172) y de la proteina de referencia (actina) del miisculo cardiaco de los animales alimentados con
DC, DRS y DRS+chia. El peso molecular se muestra a la izquierda. Linea 1, DC; linea 2, DRS; linea 3, DRS+chia. Parte inferior: andlisis densitométrico del
inmunoblot de la pAMPK en el musculo cardiaco de los animales alimentados con DC, DRS y DRS+chia. Los valores se corrigieron respecto a los niveles de actina
y se representan como porcentaje relativo al grupo DC.

C. Relacién pAMPK/AMPK en el musculo cardiaco de los animales alimentados con DC, DRS y DRS+chia.

Los valores se expresan como media £ SEM, n=6. Los valores que no comparten la misma letra superescrita son estadisticamente distintos (P<0,05).
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Composicion de los dcidos grasos de los fosfolipidos

Cambios en la composicion de los dcidos grasos de los fosfolipidos de las membranas y el
grado de insaturacién de éstas se encuentran asociados con cambios en la captacion de la
glucosa estimulada por la insulina, y debido a que la administracion de la semilla de chia
induce cambios en la composicién de lipidos plasmaticos, decidimos evaluar la composicién

de los 4cidos grasos en los fosfolipidos del tejido cardiaco.

La Tabla 13 muestra la composicién de los dcidos grasos y las relaciones n-3 PUFAs
respecto al total de los dcidos grasos, dcidos grasos n-3 respecto a los dcidos grasos n-6, y
acidos grasos n-3 respecto al total de los 4cidos grasos saturados, de los fosfolipidos del

musculo cardiaco de los animales pertenecientes a los 3 grupos experimentales.

En comparaciéon con los animales que recibieron la DC, un significativo incremento del
contenido de los 4cidos grasos saturados se observa en el grupo DRS, mientras que el total
de los PUFAs vy la relacién n-3 PUFAs/total de los dcidos grasos saturados disminuyeron
significativamente en este grupo. La relaciéon n-3/n-6 fue similar en ambos grupos. La
semilla de chia disminuyo el contenido de los dcidos grasos saturados en comparacién con el
grupo DRS, mientras que se observé un incremento de los PUFAs n-3 y n-6 debido al
aumento de ALA (18:3 n-3), DHA (22:6 n-3) y AA (20:4 n-6). Ademas, la relacién n-3/ total
de los 4cidos grasos saturados incremento en el grupo DRS+chia alcanzando valores

similares a los del grupo DC.
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Tabla 13 Composicion de los dcidos grasos de los fosfolipidos del miisculo cardiaco de los
animales alimentados con DC, DRS y DRS+chia al final del periodo experimental

ACIDOS GRASOS" DC DRS DRS+chia
g/ 100 g total 4cidos grasos
16:0 20,5+1,1° 29,7 +2,0° 16,1 +0,8¢
16:1 n-9 0,8+0,1° 0,2 +0,02¢ 0,5+0,03"
18:0 31,0£2,3° 39,9 +3,0° 33,6 £22%"
18:1 n-9 6,2 + 0,4 53403 58+0,3
182 n-6 10,2+0,5° 6,6 £0,2° 11,4+0,7°
18:3n-3 Tr Tr 3,1+0,2
20:3 n-6 4,0+0.2° 22+0,1° 4,1+01%
20:4 n-6 11,3+0,7° 6,2+0,2° 11,9+0,6°
20:5 n-3 0,9 + 0,05 0,8+0,1 0,9 0,2
22:5 n-3 50+0,1 4,1+03 4,0+03
22:6 n-3 9,6 £0,4*° 43+0,1° 82+0,5%
Total saturados 51,50 £2,5° 69,60 + 3,6 49,70 £2,3°
Total monoinsaturados 70+£04° 55+03" 6,3+0,3"°
Total poliinsaturados 41,0+ 1,0° 24,0+04° 439+1,1°
Total n-6 25,5+0,9° 14,8 +0,3" 27,4+09°
Total n-3 15,5+04° 92 +0,3" 16,2+0,7°
n-3/n-6 0,61 +0,03 0,62 + 0,02 0,59 +0,03
0,30 +0,02* 0,13+0,01° 0,33 +0,02*

n-3/total saturados

* s . s
Otros 4cidos grasos menores se han excluido

Tr: trazas

Los valores en cada fila que no comparten la misma letra superescrita son estadisticamente distintos (P<0,05)
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DISCUSION

Los resultados alcanzados proveen nueva informacion sobre los mecanismos involucrados
en el alterado destino metabdlico de la glucosa en el musculo cardiaco de animales
alimentados cronicamente con DRS analizando el posible efecto beneficioso de la semilla de

chia dietaria sobre dichas vias metabdlicas.

El incremento del contenido intracelular y/o de la oxidacién de los lipidos en el musculo
cardiaco presente en situaciones de dislipemia y resistencia insulinica se asocian con una
disminucién de la utilizacién de la glucosa (Belke y col., 2000; Mazumder y col., 2004;
Buchanan y col., 2005; How y col., 2006; Chicco y col., 1991; Chicco y col., 1994; Montes
y col., 2000; D Alessandro y col., 2008). En la presente tesis demostramos algunos
mecanismos claves que, en presencia de lipotoxicidad, participan en el deteriorado
metabolismo de la glucosa en el misculo cardiaco de los animales alimentados con DRS y

el efecto de la semilla de chia dietaria sobre estos mecanismos.

La lipotoxicidad del musculo cardiaco de las ratas que recibieron la DRS fue revertida cuando
se administr6 semilla de chia dietaria. Esto se acompaiié de la normalizacion del nivel de la
glucosa-6P, del glucdgeno y de la actividad de la enzima HQ. Debido a que el incremento
intracelular de LC-acil-CoA puede interferir con la actividad de la enzima HQ (Thompson y
Cooney, 2000), es posible que la normalizacién de los elevados niveles de LC-acil-CoA
contribuya a restablecer estos parametros. Sin embargo, los efectos beneficiosos de la semilla
de chia dietaria no implican cambios en el nivel basal de GLUT4 en el sarcolema del misculo
cardiaco. En concordancia con nuestros hallazgos, D’ Alessandro y col. (D" Alessandro y col.,
2008) utilizando el mismo modelo experimental demostraron efectos similares con la
administracion de aceite de pescado -rico en EPA y DHA- utilizado como fuente de grasa

dietaria en la DRS.

Ademas de la reversion de la lipotoxicidad y de la mejora del deteriorado metabolismo no
oxidativo de la glucosa, la administracion de semilla de chia normaliz6 la disminuida
oxidacion de este sustrato. En este contexto, la normalizacion de la actividad del PDHc se
acompaid de una menor disponibilidad de dcidos grasos, su ingreso al cardiomiocito y de la

actividad de la M-CPT1. Uno de los posibles mecanismos involucrados en la normalizacion
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de la actividad del PDHc es la disminucidén de la actividad de la PDK, resultado de la
disminucién de la oxidacion de los dcidos grasos. Este mecanismo fue demostrado por D’
Alessandro y col. (D"Alessandro y col., 2008) en el musculo cardiaco de animales con DRS

y que recibieron aceite de pescado en reemplazo isocaldrico del aceite de maiz en su dieta.

Por otro lado, el musculo cardiaco de los animales alimentados con DRS, present6 un
aumento de la abundancia relativa del PPARa. Este factor nuclear regula
transcripcionalmente la expresion de la PDK4 -una de las isoenzimas mds importantes en la
regulacién del PDHc en cardiomicitos- (Huss y Kelly, 2004). Buchanan y col. (Buchanan y
col., 2005) y Ussher y col. (Ussher y col., 2012) demostraron en el corazén de ratones
diabéticos (db/db) y de ratones obesos insulino resistentes (alimentados con una dieta alta en
grasa) respectivamente, que la disminucion de la oxidacién de la glucosa se acompafa de un
aumento de la expresion y del nivel de la masa proteica de la PDK4 y el PPARa,
respectivamente. Mds aun, Wu y col. (Wu y col., 1998) trabajando con ratas normales en
condiciones de ayuno y con ratas con diabetes inducida por STZ, sugieren que la regulacion
transcripcional de la PDK4 es un mecanismo de regulacién de la actividad del PDHc a largo
plazo. Si bien en esta tesis no evaluamos los niveles de la masa proteica de la PDK4, este
podria ser uno de los mecanismos involucrados en el deterioro de la via oxidativa de la
glucosa en el corazon de las ratas alimentadas con DRS. Sin embargo, en los animales donde
la semilla de chia fue la fuente de grasa dietaria, la normalizacién del metabolismo de la
glucosa en el muisculo cardiaco no se acompaiié de mejoras en los niveles de masa proteica

del PPARa. Es posible que otros mecanismos estén involucrados en este proceso.

34 Los resultados alcanzados demuestran que la semilla de chia dietaria revierte el
deteriorado metabolismo no oxidativo y oxidativo de la glucosa del miisculo cardiaco
de ratas alimentadas cronicamente con una DRS. La mejora del metabolismo lipidico
del miisculo cardiaco como resultado de la normalizacion de la dislipidemia y la
insulino resistencia contribuyen a estos hallazgos. Mds atin, no podemos descartar
que los efectos de la semilla chia dietaria sobre la mejora de la oxidacion de los
dcidos grasos y la restauracion del metabolismo de la glucosa en el miisculo cardiaco

sean, entre otros: i) independientes del PPARo, ii) dependientes del cambio de otros
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factores involucrados en la regulacion del PPARa; iii) dependiente del tiempo de

administracion de la semilla de chia.

El incremento del contenido intracelular de lipidos, TG y sus metabolitos (DAG y ceramidas)
en el musculo cardiaco y esquelético, se encuentran estrechamente asociados con el
desarrollo de la insulino resistencia, afectando la utilizacién de la glucosa frente al estimulo
hormonal mediante la interrupciéon de la induccién de la localizacion del GLUT4 a la
membrana sarcoplasmdtica dependiente de la activacion de la via de transduccion de sefiales
IRS1 - PI3K - akt/PKB (Mazumder y col., 2004; Ouwens y col., 2005; Zhang y col., 2010).
Al respecto, el incremento del contenido de TG en el corazén de las ratas alimentadas con
DRS, se acompana de una disminucién de la captacién de la glucosa estimulada por la
insulina en el corazén aislado perfundido (Montes y col., 2000). En el presente trabajo
demostramos la disminucién del efecto de la insulina sobre la induccién de la translocacion

del GLUTA4.

El efecto hipolipemiante de la semilla de chia dietaria, fue capaz de restaurar la translocacion
del GLUT4 al sarcolema en respuesta al estimulo de la insulina. Resultados similares se
observaron previamente en musculo gastronemio (Oliva y col., 2013). Del mismo modo, se
observo una restauracion de la induccién de la localizacion del FAT/CD36 en el sarcolema
frente al estimulo con la hormona. Al respecto, Bonen y col. (Bonen y col., 2009) observaron
una correlacion inversa entre el nivel de la masa proteica del GLUT4 y del FAT/CD36 en el
musculo cardiaco de ratas normales y de ratas ZDF sugiriendo la existencia de una posible
relacion entre la disminuciéon del GLUT4 en la membrana plasmadtica y el incremento del
FAT/CD36, el transporte de los dcidos grasos y la acumulacion de lipidos. Este mecanismo
podria favorecer la utilizaciéon de la glucosa en el corazén de los animales que reciben la

DRS+chia.

El deterioro de la captacion de glucosa estimulada por la insulina del musculo cardiaco de
los animales del grupo DRS, se acompaié de la disminucién de la masa proteica del IRS1,
lo cual fue también demostrado por otros autores en el corazén de ratas Goto-kakuzaki, un
modelo de diabetes tipo 2 (Desrois y col., 2004). La semilla de chia indujo un incremento de

los disminuidos niveles de la masa proteica del IRS1. Resultados similares se observaron en
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el musculo esquelético cuando se administré una DRS suplementada con aceite de pescado

bajo las mismas condiciones experimentales (D" Alessandro y col., 2013).

Nuestros resultados no proveen informacién sobre todos los mecanismos implicados en la
mejora de la sensibilidad insulinica del musculo cardiaco inducida por la semilla de chia
dietaria. Sin embargo, otros estudios indican que la semilla de chia normaliza la dislipemia
por mecanismos que incluyen la activacion del PPARa y sus enzimas hepaticas blanco (CPT1
y FAO) reduciendo la lipogénesis de novo (Rossi y col., 2013). Un incremento significativo
de la abundacia relativa del PPARa, la CPT1 y la expresion de la ACO se observé en ratas
normales alimentadas con aceite de chia (Gonzalez-Mafan y col., 2012). La semilla de chia
ademds normaliz¢ la lipotoxicidad y la insulino resistencia periférica global mejorando el
deteriorado metabolismo de la glucosa del musculo esquelético (Oliva y col., 2013). El
conjunto de estos hallazgos podria incluir no solo los efectos del ALA sino también de los

otros componentes de la semilla.

4  En base a estos resultados podemos sugerir que la reversion de la dislipemia, la
insulino resistencia y la lipotoxicidad del miisculo cardiaco inducidas por la semilla
de chia dietaria conllevan a la mejora de los niveles de la masa proteica del IRSI y
del GLUT4 en el sarcolema frente a la accion insulina. Esto podria contribuir, en
parte, a la normalizacion del metabolismo no oxidativo y oxidativo de la glucosa y

al balance de la utilizacion de sustratos (lipidos-glucosa) por el miisculo cardiaco.

Los resultados demuestran que el reemplazo del aceite de maiz, rico en LA, por semilla de
chia, rica en ALA, incrementé la incorporacion de ALA y DHA en los fosfolipidos del
musculo cardiaco de las ratas alimentadas con DRS, aumentando el grado de insaturacion de
las membranas (la relacion PUFAs/4cidos grasos saturados es mayor en el grupo DRS+chia

en comparacion con el grupo DRS: 0,88 vs. 0,34 respectivamente).

En concordancia con nuestros resultados, Poudyal y col. (Pudyal y col., 2012a; Poudyal y
col., 2012b) demostraron un aumento del contenido de ALA, DPA y DHA en el musculo
cardiaco de ratas alimentadas con una dieta rica en grasa saturada y fructosa suplementada
con chia (5% p/p), en comparaciéon con los animales que recibieron la dieta sin este

suplemento. Ademds, Valenzuela y col. (Valenzuela y col., 2014) observaron un incremento
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de ALA y EPA en los fosfolipidos del musculo cardiaco de ratas alimentadas durante 3
semanas con aceite de chia (10% p/p) en comparacion con aquellas que recibieron aceite de

girasol como fuente de grasa dietaria.

Cambios en la composicion de dcidos grasos de los fosfolipidos de tejidos blanco a la insulina
inducidos por los n-3 PUFAs dietarios se asocian con una mejor sensibilidad a la hormona
(Lombardo y Chicco, 2006). Liu y col. (Liu y col., 1994) mostraron que cambios en la
composicion de los fosfolipidos del sarcolema, inducido por los n-3 PUFAs dietarios
incrementa la unién de la insulina a su receptor. En ratas alimentadas con una dieta alta en
grasa se observo una estrecha asociacion entre el incremento del contenido de n-3 PUFAs en
los fosfolipidos y la mejora del metabolismo de la glucosa estimulado por la insulina en

musculo esquelético (Storlien y col., 1991).

#  Es posible que los cambios en la composicion de los dcidos grasos de los fosfolipidos,
induciendo una mayor fluidez de la membrana, contribuyan a normalizar la

respuesta a la insulina en los animales alimentados con semilla de chia dietaria.

Ademais, el incremento del contenido de n-3 PUFAs en las membranas celulares del tejido
cardiaco, se encuentra asociado con una mejora de la hipertensioén y el ritmo cardiaco
(Watanabe y col., 1987). En el presente trabajo demostramos que el incremento de ALA 'y
DHA en los fosfolipidos del musculo cardiaco inducido por la semilla de chia dietaria se
acompand de la normalizacién de la presion sanguinea y el ritmo cardiaco (capitulo I). En
concordancia, Poudyal y col. (Poudyal y col., 2013) trabajando con ratas que presentan
alteraciones semejantes al SM humano por administracion de una dieta alta en grasa saturada
y fructosa (entre ellas dislipemia, hipertension, adiposidad visceral e insulino resistencia)
observaron que el incremento del contenido de DPA y DHA en los fosfolipidos del corazén
se acompaifié de normalizacién de la presion sistélica. Rousseau y col. (Rousseau y col.,
2003) mostraron una disminucion de la hipertension -inducida por la administracién de una
dieta rica en fructosa- cuando se suplement6 la dieta con EPA o DHA, junto con un

incremento del contenido de EPA y DHA en los fosfolipidos cardiacos.
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2 Es posible que los cambios en la composicion de los dcidos grasos de los fosfolipidos
inducidos por la semilla de chia dietaria contribuyan a normalizar la presion

sanguinea y ritmo cardiaco en los animales alimentados con la DRS.

La AMPK es clave en la regulacion del metabolismo cardiaco. El incremento de la demanda
energética (disminucion de la relacion ATP/AMP) induce la activacion de la AMPK, la cual
fosforila enzimas -regulando su actividad- involucradas en el metabolismo tanto de los 4cidos
grasos como de la glucosa. Sin embargo, el rol de la AMPK en ausencia de cambios en el

estado energético es poco claro (Dyck y Lopaschuk, 2006; Lopaschuk y col., 2010).

En el presente trabajo observamos un significativo incremento de los niveles de la AMPK
activa (fosforilada) en el musculo cardiaco de los animales del grupo DRS, sin cambios en el
nivel total de la AMPK. Bajo condiciones experimentales semejantes a las del presente
trabajo, los niveles de ATP, AMP, creatina y creatina-P en el musculo cardiaco de los
animales pertenecientes a este grupo experimental, no difieren de los observados en el grupo
DC (Chicco y col., 1991; Chicco y col., 1994; Montes y col., 2000). La semilla de chia

dietaria normalizo la incrementada activacion de la AMPK.

Recientemente, Samoski y col. (Samovski y col., 2015) mostraron una estrecha vinculacién
entre la actividad de la AMPK y el nivel de la masa proteica del FAT/CD36 en la regulacion
del metabolismo de los 4cidos grasos. En miocitos y otros tipos celulares, estos autores
demostraron que el FAT/CD36 mantiene inactiva a la AMPK en presencia de bajos niveles
de acidos grasos. Con el incremento de la disponibilidad de acidos grasos, la AMPK se
disocia del FAT/CD36, activandose, inhibiendo a la ACC e induciendo el ingreso de los
acidos grasos a la mitocondria y, por otro lado, induciendo la translocacion del FAT/CD36

al sarcolema.

Ademads, ensayos en corazén ex vivo, demostraron que la insulina inhibe la activacién de la
AMPK, en un proceso dependiente de la activacion de la akt/PKB en condiciones normales
de AMP/ATP y creatina/creatina-P (Saddik y col., 1993; Gamble y Lopaschuk, 1997). La
reduccion de la actividad de la AMPK aumenta la actividad de la ACCp, incrementando los
niveles de malonil-CoA, principal regulador (inhibidor alostérico) de la actividad de la CPT1.

En concordancia, Kewalramani y col. (Kewalramani y col., 2007) observaron en el musculo
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cardiaco de animales diabéticos, que la disminucién de la oxidaciéon de la glucosa y el
incremento de la oxidacién de los dcidos grasos se acompafia de un incremento de la
fosforilacion de la AMPK e inactivacion de la ACC, previo a la induccién del PPARa. Esto
demuestra que la activacion de la AMPK y consecuente disminucién de malonil-CoA es un
mecanismo involucrado en la incrementada oxidacion de 4cidos grasos. Los autores sugieren
que la activacion de la AMPK es un mecanismo de adaptacion del cardiomiocito cuando la
utilizacién de glucosa se encuentra comprometida. Sin embargo, la activacién de la AMPK

se atenda conforme incrementa el deterioro de la diabetes.

% Es posible que tanto la irrupcion del efecto inhibitorio de la insulina sobre la AMPK,
asi como el incremento de los dcidos grasos plasmdticos, mediante un mecanismo
dependiente del FAT/CD36, induzcan la activacion de la AMPK en el miisculo
cardiaco de las ratas dislipémicas insulino resistentes alimentadas cronicamente con
una DRS. La reversion de la dislipemia y la normalizacion de los niveles del
FAT/CD36 en el sarcolema y del IRSI inducidos por la semilla de chia pueden
contribuir a restaurar los niveles de la pAMPK. Esto ademds podria contribuir a
incrementar los niveles de malonil-CoA lo que regularia negativamente a CPT-1,

reforzando el efecto sobre la restauracion de la actividad del PDHc.
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CAPITULO 111

Estrés oxidativo sistémico y del misculo cardiaco en los animales dislipémicos insulino

resistentes alimentados cronicamente con DRS: efectos de la semilla de chia dietaria

El estrés oxidativo sistémico involucrando tejidos (adiposo, hepdtico, cardiaco, entre otros)
es también una anomalia metabolica presente en situaciones de dislipemia e insulino
resistencia, tales como las inducidas por dietas ricas en fructosa/sacarosa (Busserolles y

col., 2002a; Busserolles y col., 2002b; Delbosc y col., 2005).

Los resultados alcanzados en el presente trabajo nos inducen a analizar si las alteraciones
observadas en el misculo cardiaco de las ratas dislipémicas insulino resistentes se
relacionan con cambios en el estado oxidativo; y si los efectos beneficiosos de la semilla de
chia involucran mecanismos a nivel del estado oxidativo y de las defensas antioxidantes. En
funcion a lo expuesto analizamos: a) niveles plasmdticos de los marcadores del estado
oxidativo (TBARs y grupos carbonilos) y citoquinas pro-inflamatorias (TNFo e IL-6); en
miusculo cardiaco: b) niveles de las especies reactivas del oxigeno (ROS) y expresion génica
de la subunidad p47 de la NA(P)H oxidasa (p47NOX); c) actividad y expresion génica de

enzimas antioxidantes; d) expresion génica del factor de transcripcion Nrf2.
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RESULTADOS

Niveles plasmdticos de TBARs, grupos carbonilos, TNFo e [L-6

Como una estimaciéon de la peroxidacion lipidica y de la oxidacién de proteinas se
determinaron los niveles plasmaticos de las TBARs y de los grupos carbonilos
respectivamente. Ademds, se evaluaron los niveles plasmaticos de las citoquinas pro-
inflamatorias TNFa e IL-6. Como se observa en la Figura 18, los animales alimentados con
la DRS presentan un incremento significativo de todos los pardmetros mencionados, mientras

que la administracion de semilla de chia en la DRS revirti6 estas alteraciones.
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Figura 18 Niveles plasmaticos de TBARs, grupos carbonilos, TNFa e IL-6 de los
animales alimentados con DC, DRS y DRS+chia al final del periodo experimental
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Los valores se expresan como media £ SEM, n=6. Los valores que no comparten la misma letra superescrita
son estadisticamente distintos (P<0,05).
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Niveles de las especies reactivas al oxigeno (ROS) y expresion génica de la subunidad p47

de la NAD(P)H oxidasa (p47NOX)

El balance de los niveles intracelulares de las ROS depende de su generacion mitocondrial y
extramitocondrial, siendo esta dltima principalmente resultado de la accién de la enzima
NAD(P)H oxidasa, y su degradacion, dependiente de los sistemas de defensa antioxidante

(Evans y col., 2002; Burgoyne y col., 2012).

En la Figura 19 se muestran los niveles de ROS y la expresion génica de la p47NOX en el
musculo cardiaco de los animales pertenecientes a los distintos grupos dietarios. El grupo
DRS presenta un significativo incremento en ambos pardmetros mientras que la
administracion de semilla de chia disminuye los niveles de las ROS y la expresion génica de

la p47NOX alcanzando valores similares a los del grupo control.
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Figura 19 Niveles de las ROS y expresion génica de la p47NOX en el musculo cardiaco
de los animales alimentados con DC, DRS y DRS+chia al final del periodo experimental
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A: Los valores se expresan como unidades arbitrarias de fluorescencia por mg de proteina.

B: Los valores de mRNA de la p47NOX se corrigieron respecto a los niveles de rRNA 28S y se expresan como
unidades arbitrarias relativas al grupo DC.

Los valores se expresan como media £ SEM, n=6. Los valores que no comparten la misma letra superescrita
son estadisticamente distintos (P<0,05).
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Actividades enzimdticas y expresion génica de enzimas antioxidantes

Las enzimas glutation peroxidasa (GPx), superéxido dismutasa (SOD) y catalasa tienen un
importante rol en la defensa antioxidante celular (Evans y col., 2002; Burgoyne y col., 2012).
La Figura 20 muestra los niveles de la expresion génica y la actividad enzimadtica de las
enzimas GPx y SOD en el miusculo cardiaco de los animales alimentados con DC, DRS y

DRS+chia.

Respecto a la GPx, mientras que no se observan diferencias en las cantidades relativas de
mRNA entre los 3 grupos dietarios, la actividad enzimética es significativamente menor en
el grupo DRS respecto a los animales alimentados con DC. La sustitucion de aceite de maiz
por semilla de chia en la DRS normaliz6 este pardmetro alcanzando valores similares a los
del grupo DC. Por otra parte, los niveles de mRNA de la enzima MnSOD vy la actividad
enzimatica SOD total son significativamente menores en el grupo DRS respecto al grupo
DC. La semilla de chia fue capdz de incrementar la expresion génica a valores ain mas
elevados que los del grupo DC normalizando la actividad enzimética. Ademas, la semilla de
chia mejora la disminuida actividad enzimatica de la catalasa presente en el grupo DRS. Los
valores obtenidos fueron (k, 1/min x mg de proteina; media £ SEM, n=6): DC 0,364 + 0,036;
DRS 0,179 + 0,030; DRS+chia 0,270 £ 0,018. P<0,05 DRS vs. DC y DRS+chia; P<0,05
DRS+chia vs. DC.
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Figura 20 Expresion génica y actividades enzimaticas de las enzimas GPx y SOD en el
musculo cardiaco de los animales alimentados con DC, DRS y DRS+chia al final del periodo
experimental
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Parte superior: Niveles de mRNA de la GPx y la SOD en el musculo cardiaco de los animales alimentados con
DC, DRS y DRS+chia. Los valores de mRNA se corrigieron respecto a los niveles de rRNA 28S y se expresan
como unidades arbitrarias relativas al grupo DC.

Parte inferior: actividades enziméticas de la GPx y la SOD en el musculo cardiaco de los animales alimentados
con DC, DRS y DRS+chia.

Los valores se expresan como media £ SEM, n=6. Los valores que no comparten la misma letra superescrita
son estadisticamente distintos (P<0,05).
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Niveles de la expresion génica del factor de transcripcion Nrf2

A partir de los resultados obtenidos, analizamos la expresion génica del Nrf2 -factor de
transcripcion clave en la respuesta antioxidante celular- (Chen y Maltagliati, 2018) en el
musculo cardiaco de las ratas alimentadas con DRS vy el efecto de la semilla de chia sobre

este factor de transcripcion.

Como se observa en la Figura 21, el nivel de la expresiéon génica del Nrf2 en el musculo
cardiaco de los animales alimentados con DRS fue significativamente menor respecto al
observado en el grupo DC. La semilla de chia administrada en la DRS incrementé este

parametro alcanzando niveles incluso superiores a los obtenidos en el grupo DC.
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Figura 21 Expresion génica del factor de transcripcion Nrf2 en el musculo cardiaco de
los animales alimentados con DC, DRS y DRS+chia al final del periodo experimental
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Los valores de mRNA del Nrf2 se corrigieron respecto a los niveles de rRNA 28S y se expresan como unidades
arbitrarias relativas al grupo DC. Los valores se expresan como media = SEM, n=6. Los valores que no
comparten la misma letra superescrita son estadisticamente distintos (P<0,05).
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Contenido de coldgeno e hidroxiprolina en ventriculo izquierdo

Los resultados alcanzados demuestran que la semilla de chia administrada en una DRS -la
cual revierte la dislipemia e insulino resistencia- mejora las alteraciones bioquimicas-
metabolicas y el estrés oxidativo del musculo cardiaco presente en los animales alimentados
cronicamente con una DRS. Ademds, la semilla de chia dietaria mejor6 la hipertension
normalizando el ritmo cardiaco. Considerando estos hallazgos evaluamos el depdsito de
coldgeno intersticial y cuantificamos en contenido de hidroxiprolina -como una estimacién
del contenido de coldgeno total- en el ventriculo izquierdo de las ratas pertenecientes a los

distintos grupos experimentales.

El analisis histolégico del ventriculo izquierdo de las ratas alimentadas con DRS muestran
un significativo aumento del depdsito de coldgeno intersticial (Figura 22 A Iy Il y Figura
22 B). Ademads, se observé un aumento de la concentracidon de hidroxiprolina al final del
periodo experimental en este grupo dietario (Figura 22 C). Este pardmetro también se
encontrd elevado a los 3 meses de administrada la DRS. Los valores fueron (pg/g de tejido
himedo; media + SEM, n=6): DC 426,4 + 9,0; DRS 595,7 + 27,0 (P<0,05 DRS vs. DC).
Tanto el dep6sito de coldgeno intersticial (Figura 22 A Il y Figura 22 B) asi como también
el nivel de hidroxiprolina (Figura 22 C) se normalizaron cuando se administré la semilla de

chia como grasa dietaria en la DRS.
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Figura 22 Contenido de colageno y de hidroxiprolina en el ventriculo izquierdo de los
animales alimentados con DC, DRS y DRS+chia al final del periodo experimental
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A: Secciones histolégicas (magnificacion total de 400X) del ventriculo izquierdo de los animales alimentados
con DC (I), DRS (II) y DRS+chia (III) coloreadas con tincién de Masson. Las flechas sefialan las fibras de
colageno. Las barras representan 20 pm.

B: Andlisis cuantitativo del contenido de coldgeno en las secciones histolégicas de ventriculo izquierdo de los
animales alimentados con DC (I), DRS (II) y DRS+chia (III) coloreadas con tincién de Masson.

C: Contenido de hidroxiprolina en ventriculo izquierdo de los animales alimentados con DC, DRS y DRS+chia.
Los valores se expresan como media £ SEM, n=6. Los valores que no comparten la misma letra superescrita
son estadisticamente distintos (P<0,05).
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DISCUSION

Diferentes estudios, incluidos los nuestros, han demostrado un estado pro-inflamatorio y pro-
oxidativo sistémico y el estrés oxidativo en tejidos, tales como adiposo, higado, musculo
cardiaco y aorta inducido por la administracion crénica de sacarosa o fructosa a ratas
normales (Busserolles y col., 2002a; Busserolles y col., 2002b; Delbosc y col., 2005; Castro
y col., 2014; Castro y col., 2015; D" Alessandro y col., 2015; Calabré y col., 2016; Ferreira y
col., 2016).

El estrés oxidativo es causado por un desequilibrio entre la produccién de ROS y la capacidad
del sistema bioldgico de detoxificar rapidamente los reactivos intermedios o reparar el dafo
resultante utilizando la red de defensas antioxidantes (Evans y col., 2002; Burgoyne y col.,
2012). Al respecto, el aumento de los niveles de ROS en el musculo cardiaco de los animales
alimentados con una DRS, se acompaiié del incremento de la expresion de la subunidad p47
del complejo multienzimatico NAD(P)H oxidasa, principal fuente extramitocondrial de
generacion de ROS es este tejido. En concordancia con nuestros hallazgos, Calabr6 y col.
(Calabr6 y col., 2016) observaron un incremento de la produccién del anién superoxido
dependiente de la NOX junto con un aumento del nivel de la masa proteica de la subunidad
p47 en el musculo cardiaco de ratas que recibieron fructosa en el agua de bebida (10% p/v).
Mellor y col. (Mellor y col., 2010) demostraron un aumento de la produccién del anién
superoxido dependiente de la actividad NOX en miusculo cardiaco de ratones alimentados

con una dieta rica en fructosa.

Ademads, el musculo cardiaco de las ratas que reciben la DRS presentan un incremento en la
oxidacidn de dcidos grasos e insulino resistencia. En este sentido, es sabido que el incremento
de la oxidacion de los dcidos grasos en el musculo cardiaco, aumenta la produccion de ROS
mitocondrial, ya que los cofactores reducidos formados en el proceso de -oxidacién pueden
reaccionar directamente con el O (Lopaschuk y col., 2010; Lorenzo y col., 2013). Ademads,
Boudina y col. (Boudina y col., 2010) utilizando un modelo con delecion de los receptores
de insulina de los cardiomiocitos (CIRKO) demostraron que la insulino resistencia
incrementa la generacion de ROS independientemente de la presencia de dislipemia e

hiperglucemia.
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Los resultados alcanzados demuestran que la semilla de chia dietaria normalizé los niveles
de ROS y la expresion de la p47NOX en los animales alimentados con DRS. El
silenciamiento del transportador de 4cidos grasos FAT/CD36 en el corazén de ratones ob/ob
resulta en una reduccion de la alta actividad de la NOX, atenuando el estrés oxidativo (Gharib
y col., 2016). Como se expuso anteriormente, la semilla de chia redujo los aumentados
niveles de la masa proteica del FAT/CD36 en el sarcolema y la incrementada oxidacion de
los 4cidos grasos, mejorando la alterada sensibilidad insulinica presente en el corazén de las
ratas alimentadas con DRS. El conjunto de estos mecanismos podria contribuir a mejorar el

estrés oxidativo del musculo cardiaco presente en estos animales.

Ademds, la administraciéon crénica de la DRS indujo un significativo deterioro de las
defensas antioxidantes. Al respecto, Calabré y col. (Calabré y col., 2016) demostraron que
la dislipemia inducida por la administracion de fructosa (10% p/v en el agua de bebida)
durante 8 semanas se asocia con una deplecion de las enzimas antioxidantes -disminucion de
la actividad enzimatica de la SOD, la GPx y la catalasa- en el musculo cardiaco. Busserolles
y col. (Busserolles y col., 2002b) observaron una reduccién de la actividad de la SOD sin
diferencias en la actividad enzimdtica de la GPx en el corazén de ratas dislipémicas
alimentadas durante 2 semanas con una dieta rica en sacarosa, en comparacion con los
animales que recibieron una dieta control. Resultados similares se observaron cuando se

administré una dieta alta en grasa (Ballal y col., 2010).

En el presente trabajo demostramos que la normalizacién del nivel de ROS en el musculo
cardiaco de los animales alimentados con semilla de chia se acompaiié de una restauracion
de las disminuidas actividades de las enzimas antioxidantes GPx, SOD total y catalasa y de
la expresion génica de la MnSOD. Resultados similares se observaron en el tejido adiposo

epididimal de las ratas alimentadas con DRS y semilla de chia (Ferreira y col., 2016).

da Silva Marineli y col. (da Silva Marineli y col., 2015) demostraron recientemente que la
administracion a ratas Wistar de semilla o aceite de chia en una dieta rica en grasa saturada
y fructosa -que induce obesidad- fue capaz de aumentar la capacidad antioxidante del tejido

hepdtico y del plasma reduciendo la peroxidacién lipidica y promoviendo un efecto protector
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sobre el estrés oxidativo inducido por dicha dieta. Similarmente, nuestros resultados
demuestran que los niveles plasmaticos de TBARs y de los grupos carbonilos alcanzaron
valores semejantes a los del grupo control cuando la semilla de chia reemplazé al aceite de
maiz como fuente de grasa dietaria en los animales alimentados con DRS. M4s atn, los
elevados niveles de citoquinas pro-inflamatorias TNFa e IL-6 decrecieron

significativamente.

Como mencionamos anteriormente, la semilla de chia contiene un alto porcentaje de ALA.
Al respecto, Xie y col. (Xie y col., 2011) demostraron en ratas diabéticas -por administracién
de STZ- y alimentadas con una dieta rica en grasa, que la administracion de ALA redujo los
niveles de TNFa, IL-6, la produccién de super6xido y de malonaldehido enfatizando al

mismo tiempo la capacidad antioxidante del corazon diabético.

El factor de transcripcion Nrf2, es un regulador clave del balance redox dentro de las células,
induciendo la transcripcion de genes que codifican enzimas antioxidantes frente a un
incremento de las ROS. En su estado inactivo Nrf2 se encuentra en el citoplasma unido a una
proteina represora Keapl, y bajo estrés electrofilico, los residuos de cisteinas de Keapl se
modifican induciendo su disociacion del Nrf2, el cual se transloca al nucleo activando la

transcripcion de sus genes blanco (Zhou y col., 2014).

Los resultados alcanzados demuestran que la normalizacién de las defensas antioxidantes y
del contenido de ROS en el musculo cardiaco inducido por la semilla de chia se acompafid
de un significativo incremento de la expresion génica del Nrf2. Es interesante destacar que
la expresion génica de la GPx, una de las enzimas antioxidantes blanco del Nrf2, no present6

cambios significativos bajo la administracion de la chia.

En el presente trabajo no evaluamos los posibles mecanismos subyacentes involucrados en
el efecto de la chia sobre el incremento de la expresion del Nrf2 en el corazén de las ratas
alimentadas con DRS, especialmente considerando que ademas de ALA, la semilla de chia
contiene actividad antioxidante debido a la presencia de compuestos fendlicos (ej: quercetina,
entre otros). Al respecto, Panchal y col. (Panchal y col., 2012) demostraron en ratas
alimentadas con una dieta rica en carbohidratos simples (fructosa/sacarosa) y grasa, que la

suplementacion de esta dieta con quercetina durante 8 semanas mejora la inflamacion y el
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estrés oxidativo del musculo cardiaco estimulando la expresion del Nrf2. Por otro lado, Gao
y col. (Gao y col., 2007) demostraron que los productos de oxidacion de los 4cidos grasos n-
3 reaccionan directamente con el regulador negativo del Nrf2, Keapl, desestabilizando la
asociacion con Cullin 3 (proteina adaptadora de la ubiquitina ligasa), induciendo la expresién
de los genes blanco de este factor de transcripcion. La semilla de chia es una fuente muy
importante de ALA y este puede ser, en cierta medida, convertido en EPA y DHA; lo que no
descarta la posibilidad de que EPA, DHA o sus productos podrian activar los caminos del
Nrf2. Ademés, Gonzalez—Maian y col. (Gonzalez-Mafian y col., 2017) observaron en ratones
alimentados durante 12 semanas con una dieta alta en grasa, que la suplementacion con aceite
de rosa mosqueta (Rosa rubiginosa), el cual contiene 30% p/p de ALA del total de acidos
grasos, asi como también sustancias antioxidantes (entre ellos tocoferoles), mejora la
esteatosis hepdtica y el estado pro-oxidativo incrementado las defensas antioxidantes en
higado, musculo y tejido adiposo. Estos autores sugieren que el aceite de rosa mosqueta
podria actuar directamente disminuyendo los niveles de ROS y/o indirectamente activando
el Nrf2. La estimulacion del Nrf2 inhibe la expresion de moléculas pro—inflamatorias tales
como citoquinas, ciclooxigenasas, entre otras inhibiendo la via del NFkB y modulando la

cascada de inflamacion.

Un incremento de colageno fibrilar en el ventriculo izquierdo se observa en humanos y en
animales de experimentacién con hipertension (Weber, 2000). Como menciondramos en el
capitulo I, 1a hipertension arterial es otra de las alteraciones metabdlicas presentes en las ratas
alimentados cronicamente con DRS. Esta se acompafia de un significativo incremento del
contenido de coldgeno intersticial y de hidroxiprolina en el ventriculo izquierdo, sugiriendo
que los corazones de estos animales desarrollan fibrosis. La administracion de semilla de chia
normalizé la hipertension arterial reduciendo marcadamente la deposiciéon de coldgeno
intersticial y el contenido de hidroxiprolina. Similarmente, Poudyal y col. (Poudyal y col.,
2012a) demostraron que ratas que presentan muchas de las alteraciones presentes el SM
humano -por administracién de una dieta rica en grasa y fructosa- que la suplementacién con
semilla de chia (5% p/p) revirti6 la hipertension arterial a partir de las 16 semanas semanas
de ingesta. Esto se acompafié de un mejoramiento de las dimensiones del ventriculo izquierdo
y la contractilidad, reduciendo significativamente la inflamacidn y la deposicion de coldgeno.

Resultados similares se observaron cuando se administrd aceite de chia por 8 semanas
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utilizando el mismo modelo experimental (Poudyal y col., 2013). M4s atin, el mismo grupo
de investigacion utilizando este modelo experimental (Panchal y col., 2012) demostré que la
suplementacién de la dieta rica en grasa y fructosa con quercetina (0,8 g/kg de dieta),
disminuye la hipertension arterial atenuando las alteraciones en la estructura y funcion del
corazén, en comparacion con los animales que no recibieron la quercetina. Estos hallazgos
sugieren mecanismos que involucran una reducciéon del estrés oxidativo. Ademds, la
administracion de quercetina (dosis dependiente) en ratas SHR, también mejor6 la hipertrofia

cardiaca y la deposicion de coldgeno, decreciendo la hipertension arterial (Yan y col., 2013).

Por otro lado, Zhao y col. (Zhao y col., 2008) demostraron en ratas Sprague-Dawley con
hipertension inducida por la administracion de angiotensina II (Ang II) durante 4 semanas,
una enfatizaciéon del estrés oxidativo y de la expresion del factor de crecimiento
transformante B1 (TGF-B1) acompafiada de una mayor sintesis y menor degradacion del
colageno que conduce a fibrosis cardiaca. La co-administracion de la Ang II con
antioxidantes (apocinina y tempol) atenu6 significativamente la expresion del TGF-f1 y la
respuesta fibrogénica del corazoén, reduciendo la poblaciéon de miofibroblastos, el volumen

del coldgeno, y suprimiendo parcialmente la hipertension.

Otra investigacion demostrd que la administracion de ALA a ratas diabéticas mejora el estado
oxidativo e inflamatorio del corazon atenuando el dafio por isquemia y reperfusion (Xie y
col., 2011). Ademas, se observo que el ALA previene el dafio cardiaco producido por sobre

estimulacion B-adrenérgica (Folino y col., 2015).

34 De lo expuesto podemos sugerir que la administracion de semilla de chia y/o algunos
de sus componentes (ALA, quercetina u otros antioxidantes) revierten el estrés
oxidativo del miisculo cardiaco de los animales dislipémicos insulino resistentes via
diferentes mecanismos (la reversion de la dislipemia, la disminucion de la aumentada
oxidacion de los dcidos grasos y de la expresion de la p47NOX; y la normalizacion
de las deterioradas defensas antioxidantes) que podrian, revirtiendo la hipertension,
contribuir cooperativamente a la reduccion de la deposicion del coldgeno intersticial

y el contenido de hidroxiprolina.
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CONCLUSIONES

Numerosas evidencias han demostrado que cambios en los hdbitos dietarios durante las
ultimas décadas se asocian con el incremento del desarrollo de anomalias metabdlicas
incluidas en el SM y consecuentemente con el aumento de la prevalencia de las ECV. El
conocimiento de las alteraciones bioquimicas-metabdlicas del musculo cardiaco relacionadas
a la nutricidn, es clave a fin de evidenciar sus efectos sobre el desarrollo del dafio/disfuncion

cardiaca asociadas al SM.

El modelo experimental nutricional de dislipemia y resistencia insulinica -inducido en ratas
normales por la administracion crénica de una dieta rica en sacarosa (DRS)- utilizado en el
presente trabajo, presenta, entre otras alteraciones bioquimicas-metabodlicas: adiposidad
visceral, hipertension, anormal homeostasis de la glucosa, un estado pro-inflamatorio y pro-
oxidativo sistémico, asemejandose al SM del humano. Este estudio aporta nuevos
conocimientos sobre los mecanismos implicados en la anormal utilizacién del combustible
energético (lipidos vs. glucosa) del corazén de estos animales. En estas condiciones
experimentales, la mayor disponibilidad plasmaética de acidos grasos, como consecuencia de
una lipolisis exagerada y de la resistencia insulinica periférica global, junto con el aumento
de la masa proteica del FAT/CD36 en el sarcolema, conducirfan a una mayor captacion de
los 4cidos grasos. Simultdneamente, su elevada oxidacién mitocondrial (M-CPT1) seria atn
insuficiente para impedir el acimulo de lipidos intracelulares (TG, LC-acil-CoA, DAG),
induciendo lipotoxicidad cardiaca. La activacion del PPARa y de la AMPK juegarian un rol
importante en el desarrollo de estas alteraciones. En este contexto, la captacion (GLUT4) y
el metabolismo oxidativo y no oxidativo de la glucosa, asi como la via de sefializacion de la
insulina (IRS1) se encuentran comprometidos. Ademas, por primera vez demostramos que
la hipertension y el estado pro-oxidativo sistémico se acompafian de un incremento del
contenido de coldgeno en el ventriculo izquierdo. Estas alteraciones se presentan frente a
aumentados niveles de ROS en el musculo cardiaco, resultado, al menos en parte, del
deteriorado estado de las defensas enzimaticas antioxidantes, y posiblemente del incremento

de su produccién (Figura 23 A).
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Teniendo en cuenta la relevancia de la composicién de los macronutrientes de la dieta sobre
el desarrollo del SM, en la actualidad es de gran importancia encontrar intervenciones
nutricionales que contribuyan a atenuar o retrasar las complicaciones cardiovasculares

asociadas.

El presente trabajo de tesis aporta nuevos conocimientos en lo que respecta al efecto de la
semilla de Salvia hispdnica L. (chia) sobre los mecanismos involucrados en las alteraciones
bioquimicas-metabdlicas del musculo cardiaco presentes en este modelo experimental
nutricional. La reversion de la dislipemia y la resistencia insulinica inducida por la semilla
de chia dietaria resulta en una significativa disminucion de la disponibilidad de lipidos y su
ingreso al cardiomiocito disminuyendo la lipotoxicidad. Esto conduce, al menos en parte, a
la normalizacion de la captaciéon y del metabolismo global de la glucosa en el musculo
cardiaco. La normalizacion del FAT/CD36 y de la pAMPK, el mejoramiento de la actividad
de la M-CPT1, asi como los cambios en la composiciéon de los &4cidos grasos de los

fosofolipidos de la membrana podrian contribuir a estos efectos.

Ademas, esta intervencion dietaria fue capaz de revertir la hipertension, el alterado ritmo
cardiaco y la fibrosis ventricular, mejorando el estado pro-inflamatorio y pro-oxidativo
sistémico. En este contexto observamos un mejoramiento del estado oxidativo del musculo
cardiaco, asociado a la induccion del factor de transcripcion Nrf2 -clave en la respuesta

antioxidante- y posiblemente a una menor produccién de ROS (Figura 23 B).

Es importante considerar que la intervencion nutricional realizada en el presente protocolo
experimental se basa en la utilizacion de semilla de chia -rica en ALA- en reemplazo del
aceite de maiz -rico en LA- como fuente de grasa dietaria. Sin embargo, la semilla de chia
contiene numerosos nutrientes, compuestos bioactivos y un alto contenido en fibra que
pueden tener -individual o cooperativamente- multiples mecanismos de accién. Por lo tanto,
nuestros hallazgos podrian involucrar no solo el efecto de la sustitucion del tipo de grasa

dietaria, sino el efecto de la semilla de chia en su totalidad.

Otro aspecto a contemplar es que la extrapolaciéon de los resultados obtenidos en
investigaciones utilizando modelos nutricionales experimentales hacia los humanos debe ser

muy cuidadosa, especialmente teniendo en cuenta las diferencias entre las cantidades de chia
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dietaria administrada en los protocolos experimentales y los estudios clinicos realizados en
individuos normales, en pacientes con diabetes tipo 2 y en pacientes diabéticos con sobrepeso
u obesidad (Vuksan y col., 2007; Ho y col., 2013; Jenkins y col., 2016; Vuksan y col., 2017a;
Vuksan y col., 2017b).

Finalmente, en base a los resultados alcanzados en el presente trabajo de tesis, ain teniendo
en cuenta las consideraciones realizadas, es posible que la ingesta dietaria de semilla de
Salvia hispdnica L., cominmente denominada chia, sea una alternativa nutricional util a fin

de contrarrestar las complicaciones cardiovasculares asociadas al SM humano.
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Figura 23 Alteraciones bioqumicas-metabdlicas del miusculo cardiaco en un modelo

experimental nutricional de dislipemia y resistencia insulinica: mecanismos subyacentes y
efectos de la semilla de Salvia hispdnica L. (chia)
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A: Alteraciones bioquimicas-metabdlicas del muisculo cardiaco de los animales alimentados cronicamente con
una DRS (rojo). B: Efectos de la semilla de chia dietaria sobre las alteraciones presentes en el musculo cadiaco

de las ratas alimentadas con una DRS (verde). T Aumento; | disminucion; L sin cambios con respecto al grupo
control.
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