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INTRODUCCION

Diabetes, obesidad, hipertension, dislipidemia, arteriosclerosis y resistencia a insulina
son patologias comunmente asociadas; la manifestacion simultanea de varias de ellas
se conoce como sindrome metabdlico [Reaven 1988], enfermedad que se esta
extendiendo rdpidamente por todo el planeta a ritmo de epidemia. También se conoce
como “diabesidad”, término que hace referencia a la incidencia cada vez mayor de la
diabetes asociada a obesidad [Astrup 2000]. La diabetes mellitus es la enfermedad
metabolica mas frecuente en el mundo industrializado, donde es la primera causa de
ceguera, insuficiencia renal y enfermedad vascular periférica en el adulto. Es la
consecuencia de un defecto en la produccién o accion de la insulina, una hormona
peptidica segregada por la célula 3 del pancreas, cuyo ritmo normal de liberacién
depende de la concentracion de glucosa en sangre; su presencia es esencial para la
regulacion del metabolismo de los hidratos de carbono, lipidos y aminoacidos en

numerosos tejidos, y para la captacion de glucosa por el masculo y la grasa.

La diabetes tipo 2 es una alteracién del metabolismo de la glucosa que afecta al 90—
95% de los pacientes con diabetes. Es de origen hereditario, pero esta fuertemente
asociada a factores externos; hasta el 80% de su prevalencia podria ser atribuible al
efecto combinado de la inactividad y el sobrepeso [SED 2005]. La etiologia precisa de la
diabetes tipo 2 se ignora, aunque se conoce su relacion con defectos especificos de la
célula 3 pancreatica, y con la disminucion de la capacidad de accién de la insulina
[Schuster 2002], 0 insulinorresistencia . La célula 3 de los pacientes con diabetes tipo 2
sufre una especie de ceguera especifica hacia la glucosa, defecto que puede incluir, total
o parcialmente, la subexpresion del gen GLUT-2, mutacion del de la glucoquinasa,
hiperactividad de la glucosa-6-fosfatasa, ausencia, heredada o adquirida, de la
glicerolfosfato deshidrogenasa asociada al FAD mitocondrial, o hiperacumulacion de
glucogeno [Malaisse 1993]; a la larga, estos sintomas pueden desembocar en apoptosis
de la célula 3, y abocar al individuo a un estado de diabetes tipo 1 , dependiente de la

administracion de insulina.
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La mitad de los pacientes diabéticos tipo 2 presentan insulinorresistencia, que se
expresa como la disminucion de la respuesta de un tejido a la accion de la insulina, y
especialmente como un descenso del transporte de glucosa y de la glucogenogénesis
en el musculo y tejido adiposo, y un aumento en la produccion de glucosa hepatica. Es
una enfermedad genética compleja que se ve agravada por factores como la edad, las
hormonas sexuales (pubertad, embarazo, tratamientos anticonceptivos), la obesidad, el
sedentarismo o la dieta [Oberfield 2000], y es parcialmente reversible [Groop 1993]. La
insulinorresistencia asociada a obesidad parece estar causada por el exceso de grasa,
especialmente a nivel visceral, la cual interfiere en la capacidad de la insulina de
suprimir la lipolisis; como consecuencia, aumentan los niveles circulantes de acidos
grasos, los cuales, a su vez, empeoran la sensibilidad insulinica, por un lado, al inhibir
la captacion y oxidacion de glucosa por el musculo esquelético, y por otro, al acelerar la
gluconeogénesis hepatica [Boden 1997, LeRoith 2002, Stumvoll 2005]. El resultado neto es
una hiperglucemia moderada, que estimula al pancreas a producir mas y mas insulina;
pero la célula B no puede sostener indefinidamente una produccion suficiente para
compensar el empeoramiento de la resistencia a la hormona, y finalmente se produce
un déficit de ésta que da lugar a una alteracion de la tolerancia a la glucosa que, junto
con la disfuncién de la célula 3, puede conducir a un estado progresivo de diabetes tipo
2 [Beck-Nielsen 1994, Turner 1998].

El tratamiento de la diabetes tipo 2 pasa por conseguir un aumento en la produccion,
secrecion y sensibilidad a la insulina. Para ello, hasta ahora se hace uso de una
combinacion de medicamentos antidiabéticos (sulfonilureas, biguanidas), en
combinacion con ejercicio y dieta, medidas, éstas ultimas, que también son parte del
tratamiento preventivo, y que estan cobrando progresiva importancia en ambientes
urbanos, donde el sedentarismo y la alimentacion desequilibrada son habituales. A
pesar de la importante y creciente incidencia de la insulinorresistencia, no existe un
tratamiento especifico para ésta, y es mucho lo que se desconoce aun sobre los

detalles de esta alteracidén hormonal.



INTRODUCCION

ElIGLP-1

En los afios 60 se observo que el aumento de glucemia tras la ingestion de comida o la
administracion oral de glucosa provocaba una mayor estimulacién de la secrecién de
insulina que la misma glucemia cuando la glucosa se administraba por via intravenosa
[Elrick 1964, Mcintyre 1965]. Esto llevo a postular la existencia de agentes insulinotrépicos
secretados por células intestinales en respuesta a la ingestion de nutrientes, los cuales
fueron denominados incretinas . Se estima que solo un tercio de la secrecion de
insulina se debe a la accion directa de la glucosa, y el resto a estimulacion por sefales

neuroendocrinas [Kreyman 1987, Ahren 2004].

Son varios los neurotransmisores y hormonas entéricas con efecto incretina, pero las
mas importantes son, sin duda, el GIP (glucose-dependent insulinotropic polypeptide) y
el GLP-1 (glucagon-like peptide) [Creutzfeldt 2001], enteropéptido de 36 aminoacidos con
una accion insulinotrépica mas potente que el primero [Kreymann 1987, Siegel 1992].
Mediante purificacion y andlisis secuencial de algunos de los péptidos GLP, se pudo
deducir que el proceso postraduccional del proglucagén en pancreas e intestino difieren
marcadamente (Fig. 1) [Mojsov 1986, Novak 1987]. En las células a del pancreas, el
proglucagén da lugar, predominantemente, a proglucagén 1-30 — también llamado
péptido pancreatico relacionado con la glicentina 0 GRPP— [Thim 1982], proglucagén 33-
61, que es idéntico al glucagdn, proglucagon 64-69 [Yanaihara 1985], a un fragmento del

extremo carboxi-terminal, proglucagén 72-158 [Patzelt 1984], y al proglucagén 1-61

GRPP _ Jknfl Glucagen Jkd [«a| o1 [eelipokrl{ oLe2
1 30 33 61 64 69 72 108 111 123 126 158 160

Pancreas (células a)

GRPP ||:||G|ucagén| |:|| MPGE Intestino (células L)

PG 1-61 |

Glicentina GLP-1 GLP-2 |:|

GRPP |:| Oxintomodulina

Fig. 1. Procesamiento alternativo del gen del proglucagon.
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[Baldissera 1986]. En las células L del intestino, el proceso post-traduccional da lugar a
proglucagén 1-69, también llamado glicentina [Thim 1981], a proglucagon 33-69 u
oxintomodulina [Bataille 1982], y a GLP-1 —proglucagén 72-108- y GLP-2 —proglucagén
126-158— [Mojsov 1986, @rskov 1986]. En el intestino de varios mamiferos, incluido el
hombre, la forma truncada GLP-1(7-36)amida, o proglucagén 78-107amida, es la forma

predominante [Holst 1987, Kreymann 1987, 1988, @rskov 1986].

La estructura quimica del GLP-1, idéntica en varios mamiferos estudiados, incluido el
hombre, coincide con la del glucagdn en la posicién de catorce aminoacidos [Bell 1983,
Lopez 1983], siendo las formas GLP-1(7-36)amida y GLP-1(7-37) las mas activas, que a
partir de ahora se denominaran simplemente GLP-1. Su secrecidn esta inducida por la
ingestion de alimentos, fundamentalmente azlcares y grasas, tanto en personas sanas
[Elliott 1993, Kreyman 1987] cOmo en pacientes diabéticos tipo 2 [Creutzfeldt 2001, Nauck 1993].
En 1987 se documentd por primera vez la capacidad del péptido para estimular la
liberacion de insulina [Holst 1987, Kreymann 1987]. En 1992 se vio que el GLP-1,
administrado en infusion intravenosa continua en sujetos normales, disminuye los
aumentos de glucosa e insulina en sangre producidos tras una comida mixta; y que, en
sujetos diabéticos tipo 2 y tipo 1 mantenidos en glucemia normal mediante un pancreas
artificial, reduce el requerimiento de insulina exdégena [Gutniak 1992]. Las propiedades
antidiabéticas del GLP-1 tienen el beneficio afiadido de no producir hipoglucemia, al
depender su accidn insulinotrépica de la concentracién de glucosa [Faulkner 1991, Géke
1993, Komatsu 1989, Nathan 1992, Nauck 1993, Qualmann 1995, Shima 1988]. Como
consecuencia, se iniciaron una serie de estudios, basados fundamentalmente en el ya
demostrado efecto beneficioso del GLP-1 sobre la tolerancia a la glucosa,
independiente de la insulina circulante [D'Alessio 1994, 1995, Gutniak 1992], que Sse
centraron en su accion sobre el metabolismo de la glucosa en tejidos
extrapancreaticos. Como resultado, se esta llegando a una comprension cada vez mayor
de los efectos del GLP-1 en pancreas y tejidos extrapancreéticos, los cuales se resumen

en la figura 2 .

Efectos del GLP-1 en el pancreas

Tanto en sujetos normales como en pacientes con diabetes tipo 1 o tipo 2, el GLP-1

estimula la secrecion de insulina, inhibe la secrecion de glucagon y estimula la de
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somatostatina [Creutzfeldt 1996, Holst 1987, Kreymann 1987, Komatsu 1989, Nathan 1992];
ademas, estimula la transcripcion del gen de la insulina [Drucker 1987, Fehmann 1992], asi
como la supervivencia, proliferacion y diferenciacion de células R, productoras de
insulina [Brubaker 2004, Buteau 2003, Drucker 2003].

Ingestion de ‘ __________________ T Syacfedad
aIimento

OTROS
¢ Proliferativo en
miocardio y epitelio?

A&, elocidad
va iamiento
¥ ¥

1 Secrecién amda

t Captacion, glucosa
t Glucégeno ge%ess
1 L|pogene5|s

t Captacion glucosa
{ Produccion glucosa

Fig. 2. Esquema de los principales efectos directos (——) e indirectos (------ ) del
GLP-1

Efectos extrapancreaticos del GLP-1

En el muasculo esquelético estimula el transporte de glucosa y la sintesis de
glucogeno [Lugue 2002, Morales 1997, Villanueva-Pefiacarrillo 1994a]. En hepatocitos estimula
la sintesis de glucégeno [Morales 1997, Valverde 1994]; en el higado del perro, ademas,
incrementa la captacion de glucosa independientemente de la secrecion de insulina
[Dardevet 2004]. En adipocitos estimula la sintesis de glucégeno y ademas es lipolitico
[Ruiz-Grande 1992] y lipogénico, dependiendo de la dosis [Perea 1997, Villanueva-Pefiacarrillo
2001]. Ademas, en el adiposito del paciente obeso moérbido estimula la lipdlisis, por lo
que podria ser una buena herramienta terapéutica para casos extremos de obesidad
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[Sancho 2006]. En estos tres tejidos, controla la expresion de los glucotransportadores,
en la rata normal y diabética [Villanueva-Pefiacarrillo 2001]. Se ha documentado, tanto en
musculo [Delgado 1995] como en higado [Villanueva-Pefiacarrillo 1995a], la presencia de una
proteina de unién para el GLP-1, probablemente distinta de su receptor en pancreas
[Thorens 1992a]; en el tejido adiposo de rata y hombre también se ha detectado unién
especifica del péptido [Mérida 1993, Valverde 1993]. Estos efectos insulinomiméticos del GLP-
1 en tejidos participantes en la absorcién de la glucosa circulante pueden justificar, al

menos en parte, su accion antidiabética.

En el estbmago inhibe la secrecion acida [O’Halloran 1990, Schjoldager 1989, Wettergren 1993]
y ralentiza su vaciamiento [Wettergren 1993, Willms 1996]. Tanto en pacientes afectos de
obesidad madrbida [valverde 2006] como en diabéticos tipo 2 [Berghofer 1997], la secrecion
de GLP-1 esta disminuida; en ambas situaciones, la administracion de GLP-1 puede
ser beneficiosa por inducir una reduccion de la ingestion de alimentos y también de la
glucemia [Naslund 2004]; de hecho, cuando los pacientes obesos son sometidos a cirugia
bariatrica, la secrecion de GLP-1 aumenta notablemente, mejorando el metabolismo de
la glucosa y el estado diabético frecuentemente asociado a la obesidad [Valverde 2005].

En el cerebro activa la liberacion de glutamina y acido glutamico, y controla el apetito,
generando sensacion de saciedad [Blazquez 1998, Calvo 1995, Flint 1998, Mora 1992, Navarro
1996, Rodriguez de Fonseca 2000, Turton 1996].

Por otro lado, se ha propuesto que la accion del GLP-1 pudiera ser eficiente en estados
gue cursan con deficiencia de insulina o accién alterada de ésta. De hecho, resultados
obtenidos en membranas plasmaticas de tejido adiposo de pacientes con diabetes tipo
1 o tipo 2, muestran que la unién especifica del GLP-1 es mayor que en el de sujetos
normales de similar peso [Villanueva-Pefacarrillo 1994]; ademas, sugieren la presencia de
un numero mayor de receptores, también detectada en el higado de un modelo
experimental de diabetes tipo 1 en la rata [valverde 1996] y en el musculo esquelético de
las de tipo 1 y tipo 2 [Villanueva-Pefacarrillo 1995b], tejidos en los que el GLP-1 es
glucogénico. También se ha demostrado que el GLP-1 ejerce un control modulador del
glucotransportador mayoritario respectivo al higado, masculo y grasa, a nivel de la

traduccién y/o postraduccién, aunque su accién sobre la transcripcién en el masculo y
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tejido adiposo parece estar condicionada a la presencia adicional de insulina [Villanueva-

Pefacarrillo 2001].

Al parecer, la accion beneficiosa del GLP-1 se extiende a sistemas mas all4 de los
relacionados con el metabolismo del aztcar. De hecho, se ha propuesto el tratamiento
con GLP-1 para enfermos de Alzheimer y otras condiciones neurodegenerativas; el
GLP-1 regula la plasticidad y vida celular de las neuronas, reduce los niveles
endogenos del péptido beta amiloide en el cerebro de ratén, y los de su proteina
precursora en neuronas en cultivo, y protege a las neuronas de la apoptosis inducida
por glutamato [Greig 2004a, Perry 2005]. También se ha notificado recientemente que la
infusion de GLP-1 tras angioplastia, a pacientes con infarto agudo de miocardio y
disfuncion sistélica severa afadida, mejora la funcién global del ventriculo izquierdo

[Nikolaidis 2004].

Todas estas caracteristicas del GLP-1 convierten a esta hormona en una herramienta
de gran potencial en el tratamiento de la diabetes tipo 2. Pero la utilizacion terapéutica
del GLP-1 se ve entorpecida por su corta vida media en el torrente circulatorio, donde
es degradado por la dipeptidil peptidasa IV (DPP-IV) [Kieffer 1995]; asi, pierde sus dos
aminoacidos N-terminales, transformandose en GLP-1(9-36)amida, producto de efectos
fisiolégicos aln dudosos [Deacon 2004, Meier 2006]. Como esto obliga a su administracion
en dosis parenterales muy frecuentes, se estan llevando a cabo estudios,
experimentales y clinicos, encaminados hacia la produccion y aplicacion de analogos
de GLP-1 resistentes a la enzima, o bien de agentes inhibidores de la actividad de la
misma (vildagliptina, sitagliptina, saxagliptina), que pueden ser administrados por via
oral [Gallwitz 2005, Gunnarsson 2006]. Ademas, la atencion también se centra en la
exendina 4 (Ex-4), un péptido agonista del GLP-1 producido por el reptil Heloderma
suspectum. La mayor estabilidad in vivo de la Ex-4 respecto al GLP-1 —que puede
atribuirse a la ausencia de puntos sensibles a la DPP-IV en su secuencia amino
terminal [Mentlein 1999], y a su reducida susceptibilidad a degradacion por endopeptidasa
neutra 24.11 [Thum 2004]—, ilustra su caracter beneficioso. De momento, la Ex-4
sintética, exenatide, que ya se utiliza en investigacion clinica como hipoglucemiante, y

otros anélogos del GLP-1 resistentes a la DPP-1V, como Liraglutide, muestran efectos
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antidiabéticos muy prometedores en modelos animales de diabetes y en pacientes

diabéticos tipo 2 [Bailey 2005, Degn 2004a, 2004b, Holst 2004, Holz 2003, Idris 2002, Joseph 2000].

Dieta y diabetes

La base cientifica de la regularizacion de la dieta como parte del tratamiento de la
diabetes aparece al final del siglo XIX, cuando Apollinaire Bouchardat [1883] observa el
aumento excesivo de la glucosuria tras la ingestion de alimentos, y la reduccion de esa
glucosuria tras la disminucién drastica de hidratos de carbono en la alimentacion; como
resultado, recomendo que el paciente fuese sometido inicialmente a una dieta carente
de carbohidratos, y que luego éstos se fueran incorporando hasta determinar el “umbral
de tolerancia” individual. La necesidad de reducir al minimo estricto la ingestion de
azucares, es una norma todavia vigente para muchos médicos. Ello, junto con la
eliminacién de azucares simples de la dieta —preconizada 50 afios mas tarde—, ha
llevado al paciente diabético a ser excluido de una vida social normal. Hallazgos
recientes sugieren que los carbohidratos deben representar un 45-60% de las calorias
totales ingeridas por dia, que no todos los azucares refinados son particularmente
hiperglucemiantes, y que el uso razonado de grasas, proporciona al diabético una dieta

mas flexible y atractiva [Slama 2001].

En los sujetos diabéticos, la molécula de GLP-1, a diferencia del GIP, mantiene la
mayor parte de su efecto insulinotropico, tanto a dosis farmacoldgicas como fisiolégicas
[Nauck 1993], mientras que es su nivel de secrecién lo que se ve disminuido [Toft-Nielsen
2001, Vilsboll 2001]. Por lo tanto, adquiere interés el intento de estimular naturalmente la
secrecion enddgena del péptido a través de modificaciones en el contenido de la dieta.
Es importante, ademas, la busqueda de nutrientes distintos a la glucosa capaces de
estimular la secrecion de insulina, ya sea directamente o a través de la estimulacion de
la secrecion de GLP-1. Por ejemplo, ciertas moléculas, como el dimetil éster del &cido
succinico (SAD), mejoran marcadamente el efecto insulinotrépico del GLP-1, aun en
ausencia total de glucosa [Garcia-Martinez 2000a, Ladriere 1996], incluso en la rata diabética

[Garcia-Martinez 2000a].

La insulinorresistencia afecta de manera diferente a distintos individuos, tejidos, e

incluso funciones, por lo que resulta dificil detectar efectos relacionados con cambios
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dietarios. Numerosos estudios en humanos, revisados por Bessesen [2001], demuestran
gue una dieta rica en carbohidratos no perjudica, e incluso puede beneficiar, a la
sensibilidad a insulina, mientras que si resulta perjudicial una dieta rica en &cidos
grasos saturados (SFA). Por otra parte, la reduccion de acidos grasos en la dieta puede
revertir completamente la insulinorresistencia en sujetos obesos [Groop 1993], en los
cuales, por cierto, se ha demostrado la existencia de efectos insulinomiméticos del
GLP-1 [Egan 2002].

Resultados de investigaciones realizadas en la rata Wistar [Iritani 1999] y Zucker delgada
[Rocca 2001], 0 en células intestinales de feto de rata [Rocca 1995], y también en el
hombre normal y diabético [Thomsen 1999, 2003], sobre los efectos de la grasa en la
respuesta del GLP-1 a la glucosa, o sobre la expresion del gen del proglucagén en el
intestino, y sobre la utilizaciébn del azlcar, apuntan hacia un mayor beneficio de los
acidos grasos monoinsaturados (MUFA) —como los del aceite de oliva — frente a los
SFA. Se ha demostrado que las dietas ricas en MUFA mejoran el control glucémico y
los perfiles lipidicos [Garg 1994, Low 1996, Parrillo 1992, Riccardi 1993, 2000, Wright 1998]. Low y
col. comprobaron que la dieta enriqguecida en MUFA incrementaba la secrecion de
insulina inducida por los carbohidratos. El efecto favorable de los MUFA sobre la
homeostasis de la glucosa parece estar relacionado con una mayor secrecioén de GLP-

1 [Rocca 2001].

Es bien conocido el caracter insulinotropico de determinados aminoacidos como la
arginina [@rskov 1991], leucina [Prieto 2003] 0 histidina [Leech 2003], 0 precursores como el
succinato [Attali 2006], asi como las ventajas de las dietas ricas en proteinas sobre el
control del peso y la glucemia, efectos que podrian estar mediados por el GLP-1 [Aziz
2003]. Ademas, recientemente se ha propuesto que la ingestién de proteinas del suero
lacteo bobino podria inhibir la DPP-IV hasta un 50% [Gunnarsson 2006]. Por otro lado, una
dieta pobre en proteinas durante el embarazo de la rata puede originar
insulinorresistencia en las crias [Dollet 1987]. Las proteinas mas estudiadas son algunas
de soja y bacalao [Demonty 2003], y la caseina. La ingestion de creatina parece afectar a
la secrecion de insulina, aunque no hay consenso al respecto [Newman 2003, Rooney 2002,

2003]. La caseina, la proteina mayoritaria de la leche de todos los mamiferos, es una
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mezcla de fosfoproteinas que contiene todos los aminoacidos, y es rica en los

esenciales.

La dilatacién del proceso de absorcion de la glucosa en el intestino delgado, mediante
la administracién de dietas ricas en fibra, parece no sélo potenciar sino prolongar la
secrecion de GLP-1, aumentar el ARNm del proglucagon en el intestino [Reimer 1996], Yy
mejorar la tolerancia a la glucosa, efecto que se mantiene aun cuando la fibra no esta
ya presente. Sin embargo, se ha sugerido que el efecto de la fibra sobre la liberacién
de GLP-1 en respuesta a la glucosa, y sobre la expresion génica del proglucagén en el
intestino, esta condicionada también a su potencial grado de fermentabilidad, de forma
gue aquellas altamente fermentables generan, fundamentalmente en el ileon, un mayor
aumento del ARNm del proglucagén en la rata [Reimer 1997] y en el perro [Massimino 1998].
La goma de guar es una fibra ampliamente estudiada, pues es un aditivo habitual en la
alimentacion humana. Con un Pm de 15.000, se compone de poli-3-1,4-mananosa; no
es digerible, pero si altamente fermentable. Se ha documentado su efecto inmediato
sobre la glucosa plasmatica post-prandium y la concentracion de insulina en varios
estudios en el hombre normal [Braaten 1991, Fairchild 1996, Kirsten 1991, Landin 1992, Morgan
1990, Sierra 2001, Torsdottir 1989] y diabético [Russo 2003]. De igual manera, la
administracion a largo plazo de guar durante 4-48 semanas en sujetos normales [Landin
1992] y diabéticos [Ebeling 1988, Groop 1993, Lafrance 1998, Vuorinen-Markkola 1992a], reduce la
glucemia en ayuno, la hemoglobina A1C, el colesterol y los triglicéridos, y normaliza la
presion sanguinea, la sensibilidad a la insulina y la tolerancia a la glucosa. En la rata
normal [Begin 1989, Vachon 1988], O intolerante a la glucosa [Cameron-Smith 1997, Suzuki
2004], la adicion de guar a la dieta durante 10-30 dias mejora la tolerancia a la glucosa y
la sensibilidad a la insulina, y reduce la insulinemia post-prandium. Los efectos del guar
son atribuibles a factores metabdlicos, probablemente a través de los acidos grasos de
cadena corta producidos por la fermentacion de la fibra en el colon, y fisicos, como su
alta viscosidad; sin duda las propiedades fisicas del alimento son importantes, como
muestra el hecho de que la adicién de agua a la comida puede mejorar la secrecién de
insulina [Torsdottir 1989]. El guar mejora la secrecion de GLP-1 en pacientes obesos
[Dhillo 2004] y en mujeres de peso normal, pero no en hombres [Adam 2005], efecto

aparentemente relacionado de forma directa con el porcentaje de grasa corporal.

10



INTRODUCCION

Ademas de los nutrientes no glucidicos, existen ciertos carbohidratos con capacidad
antidiabética. Los fructooligosacaridos presentes en muchas de las plantas incluidas
comunmente en la dieta (cebolla, esparrago, trigo, alcachofa, etc.), parecen tener un
efecto similar al de las fibras fermentables. Estos azucares naturales son fermentados
en el ciego y colon, dando lugar a acidos grasos de cadena corta —acetato, propionato
y butirato—; la inclusién de oligofructosa en la dieta de la rata tiene un claro efecto
antidiabético, probablemente mediado por GLP-1 [Cani 2006], y aumenta el contenido de
éste en el ciego [Kok 1998]. La incorporacion de acidos grasos de cadena corta a una
dieta parenteral estandar, en ratas normales, aumenta la expresion del gen del
proglucagén en el ileon [Tappenden 1998]. Ciertos ésteres de hexosas poseen cualidades
como inhibidores especificos de defectos del metabolismo de los carbohidratos, y son
capaces de atravesar la membrana plasmatica sin necesidad de un sistema de transporte
especifico, como la 6-O-acetil-D-glucosa, D-glucosa pentacetato, L-glucosa pentacetato,
D-manosa pentacetato, D-fructosa pentacetato, D-galactosa pentacetato, D-glucosa
pentametilsuccinato, 2-desoxi-D-glucosa tetracetato o D-manoheptulosa hexacetato.
Muchos de estos ésteres han sido propuestos como posible estrategia en la terapia de la
diabetes tipo 2. Todos ellos tienen una mejor metabolizacién y efectos biolégicos mas
marcados que las formas no esterificadas, pudiendo incluso mostrar cierta capacidad
insulinotrépica de la que carecia el carbohidrato libre [Cancelas 1999, Garcia-Martinez 1997,
Malaisse 1998, 1999a].

La fructosa parece afectar a las rutas metabdlicas de la glucosa. Recientemente se
han identificado dos nuevas modalidades de interaccion entre ambas hexosas en el
hepatocito y la célula 3; consisten en la capacidad de la fructosa-1-fosfato, generada por
la fructoquinasa, de liberar a la glucoquinasa de la acciéon inhibidora de la fructosa-6-
fosfato [Malaisse 1990, Van Shaftingen 1989], y en la estimulacion, por parte de la glucosa, de
la fosforilacion de fructosa [Moukil 2001, Scruel 1997]. Se desconoce si estas interacciones
pueden afectar a la homeostasis de la glucosa tras la ingestion de azucar. Pero la
fructosa es un arma de doble filo: una ingestion excesiva puede interferir
negativamente sobre la gluconeogénesis en el higado, provocando un aumento de la
lipogénesis y sintesis de acidos grasos (Fig. 3), lo cual puede acabar desembocando
en la generacion del sindrome metabdlico, incluyendo insulinorresistencia, hipertension,

etc. [Basciano 2005]. Este hecho es preocupante si tenemos en cuenta que el consumo
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de bebidas y aditivos ricos en fructosa estd aumentando a gran ritmo en los paises

industrializados.
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Fig. 3. Efecto deletéreo de la
fructosa sobre el metabolismo
hepatico [Basciano 2005]

Lo expuesto hasta aqui refleja que si bien no se conoce del todo, si se dispone de
informacion preliminar esencial sobre la relaciéon entre compuestos dietéticos y sintesis
y/o secrecion de GLP-1 y tolerancia a la glucosa en estado normal. La documentacién
disponible en patologias que cursan con alteracion del metabolismo de los hidratos de
carbono, como la diabetes, es escasa y contradictoria [Berghofer 1997, Brubaker 1989,

Kreymann 1988].
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PROPOSITO

Este trabajo pretende investigar, en la rata normal y en modelos experimentales de
insulinorresistencia y diabetes tipo 2, el balance de nutrientes —carbohidratos, grasas y
proteinas—, y moléculas capaces de modificar el proceso de absorcion del intestino —
fibras—, que, ingeridos con la dieta, estimulen la sintesis y secrecion de GLP-1, y su

posible relacién con la tolerancia a la glucosa y la secrecion de insulina.
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1. ANIMAL DE EXPERIMENTACION

En todos los casos se utilizaron ratas Wistar de 200-400 g de peso, procedentes del
bioterio de la Fundacién Jiménez Diaz, alimentadas ad libitum con pienso estandar
(UAR Panlab, Barcelona, Espafa) y agua.

Rata en ayuno. Se le retir6 el acceso al alimento 16-18 horas antes de cada
experimento.

Rata anestesiada. Se le administré pentobarbital soédico (5% en suero salino), a una

dosis intraperitoneal de 45 mg/Kg de peso corporal.

2. MODELO EXPERIMENTAL DE DIABETES MELLITUS TIPO 2

Se generé por inyeccion de estreptozotocina (STZ), agente de conocida accion

citotoxica, altamente especifico para la célula 3 pancreatica [Junod 1967, Portha 1979].

Reactivos
Estreptozotocina, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EEUU
Citrato sédico, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EEUU

Procedimiento

Se prepard una disolucion de STZ en citrato sddico 0,05 M, a una concentracion de 20
mg/ml y un pH de 4,5, que se inyecté al animal en una Unica dosis (100 mg/Kg de
peso), intraperitonealmente, el dia del nacimiento. Transcurridas 6-7 semanas, se midié

en cada rata el coeficiente de utilizacion de glucosa.

2.1. Coeficiente de utilizacion de glucosa

La tolerancia al azUcar se determind por observacion del perfil de glucemia tras una

sobrecarga intravenosa de glucosa [Portha 1979].

Reactivos

NaCl 0,9%, B. Braun Surgical S.A., Barcelona, Espafa
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Heparina 1%, Rovi S.A., Barcelona, Espafa
Pentobarbital sédico (Pentothal®), Abbott Laboratories S.A., Madrid, Espafia
D-Glucosa anhidra, Merck, Darmstadt, Alemania

Analizador de glucemia, tiras reactivas (Acutrend®), Bohringer Mannheim,
Mannheim, Alemania

Seda quirargica 2/0 B, Braun Surgical S.A., Barcelona, Espafia

Procedimiento

A la rata en ayuno y anestesiada se le practicoé un corte en el extremo de la cola para la
obtencion de muestras de sangre; se tomd una muestra (una gota) para determinar la
glucemia basal, y seguidamente se inyectd glucosa (20% en suero salino) en unos 5
segundos, a través de la vena femoral, a razén de 500 mg/Kg de peso, volviéndose a
tomar muestras de sangre 2, 5, 10, 20 y 30 minutos después. Durante los 30 minutos
del experimento, el extremo de la cola se mantuvo sumergido en heparina al 0,1% en

suero salino. Al finalizar, se suturd la herida con seda quirargica.

Los valores de glucemia, medida mediante tiras reactivas Acutrend®, se utilizaron para
la estimacidon del coeficiente de utilizacién de glucosa (K), que se calcul6 segun la
relacion [Ln2/(T.-To)]x100, donde Ty es el minuto en que la glucemia alcanza el valor
maximo, y Ty, es en el que el valor maximo ha descendido, o descenderia, a la mitad.
Aquellos animales que presentaban un valor de K inferior a 2,5-:10% min™, fueron
considerados diabéticos, y se utilizaron para el estudio correspondiente al menos una

semana después de esta prueba.

3. MODELO EXPERIMENTAL DE RESISTENCIA A INSULINA

Se genero por libre exposicion de las ratas a fructosa en el agua de bebida (20% p/v)
durante 60 dias, tras los cuales se determiné el nivel de resistencia adquirido, como se

detalla a continuacion.

3.1. Medicidén de la resistencia a insulina (clamp)

Se determiné mediante una prueba de demanda de glucosa intravenosa, para

mantener una glucemia basal y estable en situacién de hiperinsulinemia constante.
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Reactivos

NaCl 0,9%, B. Braun Surgical S.A., Barcelona, Espafia

Heparina 1%, Rovi S.A., Barcelona, Espaiia

Acido etilen-diaminotetracético (EDTA), Merck, Darmstadt, Alemania
Pentobarbital sédico (Pentothal®), Abbott Laboratories S.A., Madrid, Espafia
D-Glucosa anhidra, Merck, Darmstadt, Alemania

Insulina porcina, Novo Biolabs, Bagsvaerd, Dinamarca

Material
Tubo de polietileno (d.i.=0,58 mm, d.e.=0,97 mm), Clay Adams, NJ, EEUU

Tubo de silicona (Silastic®) Medical-Grade Tubing (d.i.=0,50 mm, d.e.=0,93 mm),
Down Corning, Midland, MIl, EEUU

Bombas de infusion 74900 series, Cole-Parmer Instrument Co, Vernon Hills, IL,
EEUU

Aguja Buterfly-21 (d.i.=0,80 mm, d.e.=1,10 mm), Abbott, Sligo, Irlanda

Llave de tres vias Viasend, Sendal, Saint Genis Laval, Francia

Aguja Venoject (0,80 x 25 mm), Teruno, Leuven, Bélgica

Centrifuga BECKMAN GS 6R, Beckman Instruments Inc., Palo Alto, CA, EEUU
Jeringas de plastico (1, 5y 10 ml), Becton Dickinson & Co. Ltd, Drogheda, Irlanda

Analizador de glucemia, tiras reactivas (Acutrend®), Bohringer Mannheim,
Mannheim, Alemania

Procedimiento

Durante el experimento, se mantuvo la temperatura corporal de la rata, en ayunas y
anestesiada, mediante una lampara de 100 W encendida a 30 cm del animal. A
continuacion se le practicO una tragueotomia, con el fin de prevenir accidentes
respiratorios. Seguidamente se colocaron sendos catéteres, uno en la arteria carotida —
para la extraccibn de muestras de sangre—, y otro, de doble via, en la vena femoral
izquierda, a través del cual se administraron glucosa e insulina. Con el fin de evitar
obstrucciones en las canulas, éstas fueron conectadas, para su rellenado, a una jeringa

cargada con una disolucion de heparina al 0,1% en suero salino.

Tras un periodo de reposo de 10 minutos, se administrd insulina en infusién continua de

0,4 U/h/Kg, y glucosa en infusion variable, partiendo de 0,56 mmol/h/Kg, y aumentando
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progresivamente hasta llegar al valor con el cual la glucemia se mantuvo estable e igual a

la basal.

Las muestras de sangre (500 pl) se recogieron del catéter situado en la carétida, antes y
15, 30, 45, 60, 75 y 90 minutos después del inicio de la prueba: El volumen total infundido
fue equivalente al extraido. Se separé el plasma (M&M 10.1) para su posterior
determinacion de glucosa, por el método de la glucosa oxidasa, y de insulina'y GLP-1 por

radioinmunoanalisis (M&M 12).

4. PRUEBA DE TOLERANCIA A LA GLUCOSA

A la rata en ayuno se le administrg, por via intragastrica, una disolucion de glucosa al
20% (1,2 g/Kg de peso), y se extrajeron muestras de sangre de aproximadamente 1 ml,
antes de la administracion y 20, 40, 80 y 120 minutos después, en cuyo plasma,
separado por centrifugacion, se analizo el contenido de glucosa por el método de la

glucosa oxidasa, y el de insulina y GLP-1 por radioinmunoanalisis (M&M 12).

5. DIETAS DE ESTUDIO

Los animales fueron alimentados de acuerdo a distintos protocolos (M&M 7, 8 y 9)

segun procedid, con las dietas que se relatan a continuacion:
C (control) : pienso estandar (UAR Panlab, Barcelona, Espafia) solido

Dietas para estudios en rata normal y diabética tip 0 2 (tabla 1)

F: D-fructosa (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EEUU) al 50% en pienso estandar molido

AO: aceite de oliva virgen extra (Dia S.A. Madrid, Espafa) al 6,5% (p/p) en pienso

estandar soélido

G: goma de guar (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EEUU) al 20% (p/p) en pienso estandar

molido

CA: caseina de leche bovina (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EEUU) al 40% (p/p) en

pienso estandar molido
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Tabla 1. Composicion organica seca y poder caldrico de las dietas de estudio en rata normal y

diabética tipo 2

Nutriente C F AO G CA
Kcallg % Kcal/Kg % KcallKg | % KcallKg | % Kcal/Kg %  Kcal/Kg
Carboh. 4605 2420 80,3 3210 |56,6 2263 |48,4 1936 | 36,3 1452
Lipidos 9| 2,9 261 15 131 9,2 829 2,3 209 1,7 157
Proteina 4|15,4 616 7,7 308 |144 576 |12,3 493 49,2 1970
Fibra 0] 3,9 0 2,0 0 3,6 0 23,1 0 2,3 0
Kcal/Kg 3297 3649 3668 2638 3578

Dietas para estudios en rata normal e insulinorresi

stente (tabla 2)

F Fructosa 20% (p/v), en el agua de bebida y pienso estandar

FO

estandar molido

FG

Fructosa 20% en agua y aceite de oliva virgen extra al 15% (p/p) en pienso

Fructosa 20% en agua y guar al 20% en pienso estandar sélido, preparado en

agua destilada con 0,5% (p/v) acido propionico (Scharlau, Barcelona), y

secado posteriormente durante 8 horas a 60°C

Tabla 2. Composicion organica seca y poder calérico de las dietas de estudio en rata normal e

insulinorresistente

Nutriente F (0] G
Kcal/Kg % Kcal/L % Kcal/Kg % Kcal/Kg
Carbohidratos 4 20 1800 51,4 2057 48,4 1936
Lipidos 9 0 17,5 1572 2,3 209
Proteina 4 0 13,1 524 12,3 493
Fibra 0 0 3,3 0 23,1 0
1800 4152 2638

6. ADMINISTRACION INTRAGASTRICA

Se utilizaron 18 grupos de ratas normales tras ayuno nocturno de 16-18 horas, a las

que se administraron los siguientes bolos por entubacién intragastrica:
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Fructosa intragastrica
- agua

- suero salino (NaCl, 0,6 mmol/Kg de peso corporal)

- glucosa 0,4 M (1,7 mmol/KQg)
- glucosa 0,9 M (3,5 mmol/Kg)
- glucosa 1,7 M (6,7 mmol/Kg)
- glucosa 2,2 M (8,9 mmol/Kg)
- glucosa 3,5 M (13,9 mmol/Kg)

- fructosa 1,7 M (6,7 mmol/Kg)

- fructosa 0,4 M + glucosa 0,4 M (1,7 mmol/Kg, de cada)
- fructosa 0,9 M + glucosa 0,9 M (3,5 mmol/Kg, de cada)
- sacarosa 0,9 M (3,7 mmol/Kg)

Aceite de oliva intragastrico

- C:glucosa 1,7 M (6,7 mmol/Kg)

- Ggg: glucosa 2,2 M (8,9 mmol/Kg)

- Oy aceite de oliva (3,7 g/Kg), en bolo de 4 ml/Kg

- Oe: aceite de oliva (3,7 g/Kg), en bolo de 6 ml/Kg

- C+0y4: aceite de oliva (3,7 g/Kg) + glucosa 3,3 M (6,7 mmol/Kg), en bolo de 4 mI/Kg
- C+Oe¢: aceite de oliva (3,7 g/Kg) + glucosa 3,3 M (6,7 mmol/Kg) en bolo de 6 ml/Kg

Guar intragéastrico

- glucosa 1,7 M (6,7 mmol/Kg)

- guar al 1% p/v (40 mg/Kg)

- guar 1% (40 mg/Kg) + glucosa 1,1 M (4,4 mmol/Kg)

Materiales y reactivos

NaCl 0,9%, B. Braun

D-glucosa anhidra, Merck, Darmstadt, Alemania
D-fructosa, Sigma Aldrich, St Louis, MO, EEUU
Sacarosa, Sigma Aldrich, St Louis, MO, EEUU
Aceite de oliva, Dia S.A. Madrid, Espafia

Guar, Sigma Aldrich, St Louis, MO, EEUU
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Caseina, Sigma Aldrich, St Louis, MO, EEUU

Jeringas de plastico (1, 5 y 10 ml) y sonda intragastrica, Becton Dickinson & Co.
Ltd, Drogheda, Irlanda

Procedimiento

En todos los casos, la administracion se realizd en un bolo de 4 ml/Kg de peso en 5
segundos. En el caso del aceite de oliva, se repitieron las sobrecargas afiadiendo 2
ml/Kg de agua al bolo. Antes y 15, 30, 60, 90 y 120 minutos después de cada
administracion, se extrajeron muestras de sangre de aproximadamente 1 ml, en cuyo
plasma, separado por centrifugacion, se analiz6 el contenido de glucosa por el método
de la glucosa oxidasa [Bergmeyer 1974], de glucosa y fructosa por el de la glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa (G6PdH) [Lowry 1972], y de insulina, glucagon y GLP-1 por

radioinmunoandlisis (M&M 12).

7. PRUEBA DE RESPUESTA INMEDIATA A LA DIETA

La intencién fue determinar el efecto de la dieta de estudio, ingerida en mayor cantidad
posible y en poco tiempo (15 minutos); y con el fin de conseguirlo, la rata hubo de ser
entrenada previamente. Para ello, durante 14 dias, el animal se mantuvo en ayuno
desde las 18:00 hasta las 14:00 horas del dia siguiente, excepto los 15 minutos
comprendidos entre las 10:30 h y las 10:45 h, en los que se le permitid libre acceso al
pienso estandar, que el dia 15 se sustituy6 por el tipo de dieta a estudiar en cada caso.
Antes y 10, 40, 80 y 120 minutos después de la ingestion, se extrajeron muestras de
sangre de aproximadamente 1 ml, en cuyo plasma, separado por centrifugacion, se
analizo el contenido de glucosa por el método de la glucosa oxidasa, y de insulina y

GLP-1 por radioinmunoanalisis.

8. TRATAMIENTO CRONICO: RATA NORMAL Y DIABETICA

La extension de esta prueba, en la que las ratas fueron expuestas libre y inicamente a
cada dieta especifica, fue de 50 dias; en ella participaron también parte de los animales
procedentes del estudio de respuesta inmediata a la dieta (M&M 5). En todo el proceso,
se realiz6 un seguimiento del peso del animal, cantidad de alimento ingerido, y glucosa,

insulina y GLP-1 en plasma, antes de empezar el tratamiento y los dias 4, 11, 19, 27,
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36 y 50 después de su inicio. Ademas, todos los animales fueron sometidos a dos
pruebas de tolerancia a la glucosa, una el dia 19 y otra el 36. El dia 50, tras ser
sacrificada la rata, se recogi6 el pancreas y el intestino (M&M 10) para la extraccion y
determinacion del contenido en insulina y GLP-1, respectivamente (M&M 11 y 12). A
menos que se indique lo contrario, todas las variables fueron medidas tras ayuno

nocturno.

9. TRATAMIENTO CRONICO: RATA INSULINORRESISTENTE

Las ratas fueron expuestas libremente a la dieta C, F+M, o F+G (M&M 5), durante 60
dias. En todo el proceso, se realiz6 un seguimiento del peso del animal, cantidad de
alimento ingerido y glucosa, insulina y GLP-1 en plasma. Al final del tratamiento, cada
animal se sometié a una prueba de demanda de glucosa para determinar su nivel de

resistencia a insulina (M&M 3.1).

10.MUESTRAS DE ESTUDIO

En todos los animales se estudié el contenido en glucosa, insulina, GLP-1 y/o

glucagén, segun procedio, en el

) 1 Yeyuno

plasma, en el pancreas, Yy < (5¢cm) I >
también en el intestino, el cual se  |estémago I
segmentd en cuatro porciones: N )5

, . . N
yeyuno, ileon, ciego y colon (Fig. _ < > Tleon >
4). Se determino su contenido en g

4 Colon recto
glucosa —por el método de la / ]
< >l< Gom) >

glucosa oxidasa—, y de insulina, B _ _
. Fig. 4. Segmentacion del intestino en cuatro partes

glucagon 'y  GLP-1 ~ —por (en gris)

radioinmunoanalisis, M&M 9—.

En el caso del GLP-1, y para evitar interferencias con proteinas plasméaticas en la

determinacion, y por otro lado concentrar la muestra, fue necesaria su extraccion previa

del plasma (M&M 11).
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10.1. Plasma

La sangre se recogio (M&M 6 y 7) en tubos que contenian 25 pl de acido
etilendinitrilotetraacético (EDTA) y aprotinina, 500 unidades inhibidoras de calicreina
(UIC); el plasma se separ6 de la fraccion celular por centrifugacion (15 minutos, 2.500
rpm, 4°C), y se conservé a —20°C para la posterior determinacién de su contenido en

glucosa, insulina, glucagon y GLP-1.

10.2. Pancreas e intestino

El pancreas se recogio y pesé en una sola pieza, y los segmentos de intestino se
lavaron con suero salino. Todas las piezas se conservaron a —70°C hasta ser
sometidas al proceso de extraccion de insulina y GLP-1, respectivamente, para su

ulterior medida.

11.EXTRACCION DE HORMONAS

Se extrajo la insulina del pancreas, y el GLP-1 del plasma y del intestino para su

cuantificacion.

11.1. Extraccién de insulina del pancreas

El contenido pancreatico de insulina se recuperé por extraccion acido-alcohdlica

[Jackson 1969].

Materiales y reactivos

Sonicador B-12, Branson Sonic Power Company, Danburg, CO, EEUU
Acido acético, Scharlau, Barcelona, Espafia

Etanol, Scharlau, Barcelona, Espafia

KOH, H3PO,4, Merck, Darmstadt, Alemania

Concentrador SPEED-VAC, Savant Instruments Inc., Farmingale, NY, EEUU
Albumina bovina (BSA), Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EEUU
Centrifuga GS-6R, Beckman Instruments Inc., Palo Alto, CA, EEUU

Procedimiento
Una porcion de unos 100 mg de tejido, procedente de la totalidad del pancreas
previamente triturado, se incorpor6 a 2 ml de mezcla extractiva (etanol 65%, ajustado el

pH a 2,8 con H3POy,), y se disgrego en frio durante 2-3 minutos por sonicacion, a 50 W,
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hasta obtener una suspension homogénea. Tras 24 horas a 4°C, la mezcla se sonico
de nuevo 1 minuto, y a continuacién se centrifugd 10 minutos a 2.500 rpm. El
sedimento se disolvio en 1 ml de KOH 0,5N. Tras recoger un pequefio volumen del
sobrenadante para la determinacion de su contenido en proteinas [Bradford 1976], el
resto se seco en un Speed-Vac y se conservé a —20°C hasta la determinacion posterior

de la concentracién de insulina (M&M 12).

11.2. Extraccion de GLP-1 del intestino

El GLP-1 se recuperd de los segmentos de intestino mediante tratamiento con &cido

acético [Lutticken 1993]

Materiales y reactivos

Sonicador B-12, Branson Sonic Power Company, Danburg, CO, EEUU
Acido acético, Scharlau, Barcelona, Espafia

Liofilizador Benchtop 3L, Virtis, Gardener, NY, EEUU

Albumina bovina (BSA), Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EEUU
Centrifuga GS-6R, Beckman Instruments Inc., Palo Alto, CA, EEUU

Procedimiento

Se tritura el tejido en agua hirviendo (5 ml/g de peso) y se incuba 5 minutos a 100°C.
Se aflade acido acético (final 0,5 M) y se sonica 1 minuto a 50 W. Tras incubar 18 h a
4°C se centrifuga (30 minutos, 17.000 g), se extrae el sobrenadante y se vuelve a
centrifugar. El nuevo sobrenadante se utiliza para determinar proteinas o se liofiliza y

se mantiene a -20°C para la posterior determinacién de GLP-1.

11.3. Extraccién de GLP-1 del plasma
El GLP-1 se recuperd del plasma por tratamiento con etanol [@rskov 1991].

Materiales y reactivos

Etanol, Scharlau, Barcelona, Espafia

Liofilizador Benchtop 3L, Virtis, Gardener, NY, EEUU

Centrifuga GS-6R, Beckman Instruments Inc., Palo Alto, CA, EEUU
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Procedimiento

En un tubo a 4°C se prepararon 800 ul de plasma por grupo de ratas, tomando
porciones iguales de cada animal; se afiadieron 1,95 ml de etanol al 99% y se incubd
una hora a 4°C. Tras centrifugar (15 minutos, 3.000 rpm, 4°C) se tomaron 2 ml del
sobrenadante, se liofilizaron y se conservaron a -20°C. La recuperacion de GLP-1 por

este método es de aproximadamente el 60%.

12. DETERMINACIONES HORMONALES

La medida del contenido en insulina, GLP-1 y glucagon, tanto en el plasma como en los
extractos de intestino o pancreas procedentes de los distintos experimentos, se realizd

por radioinmunoanalisis, segun se describe a continuacion.

12.1. Insulina

a) Produccion de **l-insulina

La insulina se marcé radiactivamente con *?°-Na, por el método de la cloramina T,

segun la técnica descrita por Greenwood y col. [Greenwood 1963].

Reactivos

Insulina porcina, Novo BiolLabs, Bagsvaerd, Dinamarca

125|_Na, Amersham International, Buckinghamshire, Reino Unido
Cloramina-T, Sigma, St. Louis, MO, EEUU

NaH,PO,4-H,O, Merck, Darmstadt, Alemania

Na,HPO,4:-2H,0, Merck, Darmstadt, Alemania

Glicina, Merck, Darmstadt, Alemania

Albumina bovina (BSA), Instituto Grifols, S.A., Barcelona, Espafna
Acido tricloroacético (TCA), Merck, Darmstadt, Alemania
Tampén PO,> 0,4 M, pH 7,2.

TCA al 10%

Material

Columna 0,5x1 cm de acetato de celulosa Sep-Pak C18, Millipore, Milford,
Massachussets, EEUU

Contador gamma PC-RIA, MAS STRATEC, Bruselas, Bélgica
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Procedimiento

Se utiliz6 una mezcla de 10 pg de la hormona y 1 mCi de *#I, que se traté con 0,4 pg
de cloramina-T, en un volumen total de 100 pl de POs* 0,4 M, pH 7,2, durante 30
segundos a 25°C, hasta conseguir un 50-60% de incorporacién de %I a la molécula, lo
cual se comprobé mediante la precipitacion, con TCA 5% (final), del contenido
radiactivo de una pequefia parte de la mezcla de reaccion. El resto de la mezcla se hizo
pasar a través de una columna de acetato de celulosa, segun el método descrito por
Yallow y Berson [Yallow 1960]. Mediante lavados con tampdn de glicina sin albumina se
elimind tanto el exceso de yodo como los posibles productos de degradaciéon, mientras

gue el péptido intacto se desprendid y recuperd con albumina humana al 15%.

b) Analisis cuantitativo

Reactivos

1%|insulina, produccién propia

Disoluciones patron de insulina de rata, Novo Biolabs, Bagsvaerd, Dinamarca
Suero de cobaya anti-insulina, produccion propia

Glicina, Merck, Darmstadt, Alemania

Carbon activado Norit CA 1, Sigma, St. Luis, MO, EEUU

Dextrano T70, Pharmacia, Uppsala, Suecia

Medio de analisis
Glicina 0,2 M, pH 8,8, BSA 0,25%

Material

Carbén activado Norit CA 1, Sigma, St. Luis, MO, EEUU

Dextrano T70, Pharmacia, Uppsala, Suecia

GLUCOSE ANALIZER 2, Beckman Instruments Inc., Palo Alto, CA, EEUU
Centrifuga GS-6R, Beckman Instruments Inc., Palo Alto, CA, EEUU
Contador gamma PC-RIA.MAS, STRATEC, Bruselas, Bélgica

Procedimiento

Una vez afiadidos, y bien mezclados, todos los componentes del sistema radio-
inmunolégico —*#l-insulina (50 pg), patrén de insulina de rata (0-20 ng/ml) o la muestra
de plasma objeto de analisis (5-50 pl), y suero anti-insulina GP-25 a la dilucion final de

1:100.000—, en un volumen total de 1,0 ml de medio de andlisis, los tubos se
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mantuvieron durante 3 dias a 4°C, tiempo en el cual la reaccion alcanza su equilibrio.
Después de este periodo, se procedid a la separacion del complejo antigeno-
anticuerpo del antigeno libre, mediante la absorcion de este ultimo con carbon activado
(3%) y saturado con dextrano (0,25%) [Herbert 1965]. ElI proceso de separaciéon por
carbdn saturado con dextrano se favorece en presencia de una determinada cantidad
de proteinas, las cuales actian como soporte del complejo antigeno-anticuerpo;
inmediatamente antes de la adicion de la mezcla carbon-dextrano (0,5 ml), se
afadieron 50 ul de plasma humano normal a la curva patrén, y el volumen
complementario a las muestras de plasma que estaban siendo analizadas en
cantidades inferiores a 50 pl. Las muestras fueron entonces centrifugadas a 3.000 rpm
durante 10 minutos a 4°C, después de lo cual se descartd6 el sobrenadante,
permaneciendo en el tubo el sedimento de carbon con el péptido libre. La radiactividad
absorbida por el carb6n se midié en un contador gamma, y se calculd, en cada caso, el
porcentaje de péptido radiactivo unido, frente al de las tratadas con carbdn-dextrano

que no contenian anticuerpo.

12.2. Glucagoén

Se utilizé **°I-glucagén —como trazador radiactivo—, y un suero anti-glucagén (30K),

generosamente donado por el Dr. R.H. Unger.

a) Produccién de '*I-glucagén

El glucagén se marcé radiactivamente con '*I-Na, por el método de la cloramina-T,

segun la técnica descrita por Greenwood y col. [Greenwood 1963].

Reactivos

Glucagon porcino cristalino, Eli Lilly, Indianapolis, IN, EEUU
125_Na, Amersham International, Buckinghamshire, Reino Unido
Cloramina-T, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EEUU
NaH,PO,4-H,0, Merck, Darmstadt, Alemania

Na,HPO,4:-2H,0, Merck, Darmstadt, Alemania

Glicina, Merck, Darmstadt, Alemania

Albumina bovina (BSA), Instituto Grifols, S.A., Barcelona, Espafia
Acido tricloroacético (TCA), Merck, Darmstadt, Alemania
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Acido trifluoroacético, Merck, Darmstadt, Alemania
Acetonitrilo, Scharlau, Ferosa, Barcelona, Espafia
Dietilamina, Merck, Darmstadt, Alemania

Aprotinina (Trasylol®), Bayer, LeverKusen, Alemania

Disoluciones

Tamp6n PO,* 0,4 M, pH 7,2

TCA 10%

Glicina-albumina: glicina 0,2 M, pH 8,8, HSA 0,5%

Material
Sistema HPLC, Millipore, Massachusetts, EEUU

Columna 0,5x1 cm de acetato de celulosa Sep-Pak C18, Millipore, Milford,
Massachussets, EEUU

Contador gamma PC-RIA.MAS, STRATEC, Bruselas, Bélgica

Procedimiento

Basicamente, 10 pg de glucagén, mezclado con 0,5 mCi de #I-Na, fue tratado con 5
ug de cloramina-T, en 60 ul de 0,4 M PO,*, pH 7,4, durante 10-20 segundos, a
temperatura ambiente, hasta conseguir un 45-60% de incorporacién de **°I a la
molécula, lo cual se comprob6é mediante la precipitacion, con TCA al 5% (final), del
contenido radiactivo de una pequefia parte de la mezcla de reaccion. Para finalizar, se
afiadieron 20 pl de Na,S,0s y 50 pl de KI, ambos preparados en 0,4 M PO,*, pH 7,4, a
la concentracion de 10 mg/ml. A continuacion, se diluyo la muestra hasta 1 ml con

glicina-albumina.

Para la purificacion del *?°l-glucagén, la mezcla radiactiva recién preparada se cargé en
la columna de acetato de celulosa, y tras la eliminacion del I libre —por elucién con
tampon glicina—, el resto se recuperé con etanol al 70%. Para aislar el mono-'*°I-
glucagon, parte del purificado se sometié a cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC), a gradiente desde 20% a 50% de fase orgéanica, y a un flujo de 1 ml por minuto
durante 45 minutos en columna pBondapak C18 de 3,9x300 mm. La fase acuosa fue
trifluoroacético al 0,1%, a pH 2,5 (ajustado con dietilamina), y la organica, acetonitrilo.
Finalmente, se eligié la fraccibn monoyodada, y el célculo de la concentracién del

producto obtenido se hizo en base a esta caracteristica. Al péptido purificado se le
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afiadié Trasylol® (1.300 UIC/ml), y se distribuyé en pequefios volimenes, que se

conservaron liofilizados y a -20°C.

b) Analisis cuantitativo

Reactivos
Mono-'%°I-glucagén, produccién propia

Disoluciones patron de glucagon porcino cristalino (0-400 pg/ml), Eli Lilly,
Indianapolis, IN, EEUU

Suero anti-glucagén 30K, cedido por el Dr. R.H. Unger, Dallas, EEUU
Glicina, Merck, Darmstadt, Alemania

Albumina bovina (BSA), Instituto Grifols, S.A., Barcelona, Espafa
Aprotinina (Trasylol) 100.000 UIC/ml, Bayer, LeverKusen, Alemania
Carbén activado, Norit CA 1, Sigma, St. Louis, MO, EEUU

Dextrano T70, Pharmacia, Uppsala, Suecia

Medio de andlisis
Glicina 0,2 M, pH 8,8, BSA 0,5%

Material

Centrifuga GS.6R, Beckman Instruments, Espafia, S.A.

Contador gamma PC-RIA.MAS, STRATEC, Bruselas, Bélgica

GLUCOSE ANALIZER 2, Beckman Instruments Inc., Palo Alto, CA, EEUU

Procedimiento

En el tubo de ensayo, se mezclaron 8 pg de **°I-glucagén y 500 UIC de aprotinina (50
ul de Trasylol®), con glucagén cristalino porcino como patrén de referencia (0-2.000 pg)
—0 200 pul de plasma—, y con el antisuero 30K a la dilucion final de 1:150.000, en 1,2 ml
totales de tampon glicina; la mezcla se mantuvo a 4°C durante 4 dias. Finalizado el
periodo de estabilizacion de la reaccion, se procedid a la separacion del glucagén
unido al anticuerpo del péptido libre, mediante tratamiento de la muestra con carbén
saturado con dextrano (500 pl de 0,5% carbon y 0,25% dextrano en glicina 0,2 M, pH
8,8). Se afnadieron 100 pl de plasma humano a la curva patron, inmediatamente antes
de la adicion de la mezcla carbon-dextrano. Las muestras fueron entonces
centrifugadas a 3.000 rpm durante 10 minutos a 4°C, después de lo cual, la fraccion
liguida fue descartada, permaneciendo en el tubo el sedimento de carbén con el

péptido libre. La radiactividad absorbida por el carb6n se midié en un contador gamma,
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y se calculé, en cada muestra, el porcentaje de glucagon radiactivo unido frente al

presente en las tratadas con carbdn-dextrano, que no contenian anticuerpo.

12.3. GLP-1

a) Produccién de *?°I-GLP-1

Se preparé en nuestro laboratorio por la técnica de la cloramina T descrita por
Greenwood y col. [Greenwood 1963], y posterior purificacion por HPLC [Trapote 1992].

Reactivos

GLP-1(7-36)amida humano sintético, Bachem Feinchemicalen, Laussane, Suiza
125|_Na, Amersham International, Buckinghamshire, Reino Unido
Cloramina-T, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EEUU
NaH,PO,4-H,O, Merck, Darmstadt, Alemania

Na;HPO,4:-2H,0, Merck, Darmstadt, Alemania

Glicina, Merck, Darmstadt, Alemania

Albumina bovina (BSA), Instituto Grifols S.A., Barcelona, Espafa
Acido tricloroacético (TCA), Merck, Darmstadt, Alemania

Acido trifluoroacético, Merck, Darmstadt, Alemania

Acetonitrilo, Scharlau, FEROSA, Barcelona, Espafia

Dietilamina, Merck, Darmstadt, Alemania

Disoluciones

Tamp6n PO,> 0,4 M, pH 7,2

TCA 10%

Glicina-albumina: glicina 0,2 M, pH 8,8, HSA 0,5%

Material

Sistema HPLC, Waters, Massachusetts, EEUU

Columna Sep-Pak C18, Waters, Massachusetts, EEUU
Contador gamma PC-RIA.MAS, STRATEC, Bruselas, Bélgica

Procedimiento

Basicamente, una mezcla de 10 pg de GLP-1, con 0,8 mCi de **INa se traté con 4 pg
de cloramina-T, en 48 pl de PO,* 0,3 M, pH 7,4, durante 10-20 segundos a 22°C, hasta
conseguir un 45-60% de incorporacién de '*I a la molécula, lo cual se comprobé
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mediante precipitacion, con TCA al 5% (final), del contenido radiactivo de una pequefia
parte de la mezcla de reaccion. Para finalizar, se afiadieron 0,3 mg de Na,S;0s y 0,3
mg de Kl, en respectivos 30 pl de PO,> 0,3 M, pH 7,4. A continuacién, se diluyé la
muestra hasta 1 ml con PO4* 0,3 M, pH 7,4, que contenia albimina humana al 0,5%.

El GLP-1, una vez marcado, se someti6 a cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) en una columna en columna pBondapak C18 de 3,9x300 mm, con gradiente de
acetonitrilo (28%-49%) en acido trifluoroacético al 0,1%, con el fin de recuperar la
fraccion monoyodada de GLP-1, cuyo calculo de concentracion se basOé en esa
caracteristica. El péptido purificado se distribuyé en pequefios volimenes y se

conservo liofilizado a -20°C.

El contenido de GLP-1 en el plasma se determin6 segun el método descrito por @rskov
y Holst [@rskov 1987], con algunas modificaciones, por extraccion previa del péptido con
etanol al 70%. Se utiliz6 mono[**I]-GLP-1 preparado en nuestro laboratorio y suero
anti-GLP-1 que nos fue generosamente proporcionado por el Dr. J.J. Holst

(Copenhague, Dinamarca).

b) Andlisis cuantitativo

Reactivos
Mono ?°I-GLP-1

Disoluciones patron de GLP-1(7-36)amida humano sintético (0-30 ng/ml), Bachem
Feinchemicalen, Laussane, Suiza

Suero anti-GLP-1 (#2135), donado por Dr. J.J. Holst, Copenhague, Dinamarca
Albumina bovina (BSA), Grifols, Barcelona, Espafia

Aprotinina (Trasylol®) 10.000 UIC/ml, Bayer, Leverkusen, Alemania

Glicina, Bio-Rad Laboratories, Munich, Alemania

Carbén activado, Norit CA 1, Sigma, St. Louis, MO, EEUU

Dextrano T70, Pharmacia BioProcess Technology AB, Uppsala, Suecia

Medio de analisis
Glicina 0,2 M, pH 8,8, HSA 0,5%

Material
Centrifuga BECKMAN GS-6R, Beckman Instruments Inc., Palo Alto, MO, EEUU
Contador de radiactividad gamma PC-IRA.MAS, Stratec, Gewerbestr, Alemania

30



MATERIAL Y METODOS

Procedimiento

El contenido de GLP-1 se determiné segun el método descrito por @rskov y Holst
[@rskov 1987], con algunas modificaciones. El vehiculo utilizado fue glicina 0,2 M, pH 8,8,
con HSA al 0,5%. En el tubo de ensayo, y en un volumen final de 0,4 ml, se incorporo 1
fmol de [**°[|GLP-1, patrén de GLP-1(7-36)amida [0-1,5 ng] o muestra problema, el
antisuero (dilucion final 1:50.000), y 500 UIC (50 pl) de Trasylol®, y la mezcla se
mantuvo durante 4 dias a 4°C. Tras ello, el péptido no unido al anticuerpo se separé
por tratamiento con una suspension de carbon activo al 0,5% saturado en dextrano al
0,25%, en un volumen de 0,5 ml, y posterior centrifugacidn [Herbert 1965]. La
radiactividad contenida en el sedimento se midié en un contador de radiacibn gamma, y
se calculdé, en cada muestra, el porcentaje de glucagon radiactivo unido frente al

presente en las tratadas con carbdn-dextrano, que no contenian anticuerpo.

13.ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Los resultados estan expresados como la media + el error estandar de la media (EEM),
junto con el numero de observaciones (n). La significacién estadistica de la media
(p<0,05) de los incrementos fue valorada por andlisis de varianza (ANOVA) mediante el

programa Statistical Package for the Social Science (SPSS).

Las &reas de concentracion fueron calculadas por planimetria, segun la formula:

Area = 1 Z [(xn-xn-l)(yn+yn_1)], donde N es el numero de puntos de la curva.

2 1>N

El area incremental (Adrea) es igual a: area total — X\Yo. El indice insulinogénico es
igual a: concentracion de insulina / concentracion de glucosa (nmol/mol). EI I/G
(nmol/mol) es igual a: area de insulina (pM) / area de glucosa (mM). EI HOMA
(homeostatic metabolic assessment) basal (uM?) es igual a: concentracién de insulina
(nM) x concentracion de glucosa (mM), en ayunas. El HOMA post -prandium es el

incremento medio de los valores HOMA tras la sobrecarga oral de glucosa.
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1. RATA NORMAL

Se analiz6 el efecto de la fructosa, aceite de oliva, goma de guar y caseina,
administrados intragéstricamente, o en combinacién con la dieta, de forma aguda o
cronica, sobre el peso, cantidad de alimento ingerido, tolerancia a la glucosa, secrecion
de insulina y GLP-1, contenido pancreatico de insulina (R, 4) e intestinal de GLP-1 (R,
5).

1.1. Respuesta inmediata a fructosa intragastrica

Se estudio el efecto de la administracion de varias concentraciones de glucosa, sola o
combinada con fructosa, y también de

suero salino (control). Observamos que
) ) 1500} ® Glucosa
los niveles plasmaticos tanto de glucosa _ B Insulina
como de fructosa fueron similares en %
. . (@]
todos los casos, independientemente del % 1000 ¢
Ve _y - -7 -C
método utilizado para su determinacion,
glucosa oxidasa o G6PdH (M&M, 6). En 8 so0f
\©
el grupo control, tratado con salino, el <
incremento del area (Aarea) de glucosa ol

. , 0 1,7 35 67 13,9
durante los 120 minutos que durd la

Glucosa i.g. (mmol/Kg)
prueba, fue nulo; con el aumento
Fig. 5. Aarea de glucosa e insulina tras
administracion intragastrica de glucosa,
administrada (Fig. 5), se produjo un en larata normal (n=19 ratas).

progresivo de la concentracién de glucosa

l6gico y proporcional incremento del

Aarea de glucosa en plasma (r=0,95), y también del de insulina (r=0,91).

La figura 6 muestra la glucosa e insulina plasmaticas tras la administracién de glucosa,
fructosa o sacarosa. El Adrea de glucosa en el grupo que recibi6 glucosa intragastrica a
razén de 3,5 mmol/Kg de peso fue indistinta (p>0,29) de la del que recibié la misma

cantidad de glucosa combinada con otro tanto de fructosa.
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Si bien la respuesta secretora de la célula B fue aparentemente la misma tras glucosa o

glucosa+fructosa, los resultados sugieren una influencia de la fructosa en al respuesta

O Suero salino (control)
A Glucosa 3,5 mmol/Kg
® Glucosa 6,9 mmol/Kg
B Glucosa 3,5 + Fructosa 3,5 mmol/Kg

O Agua (control)
¢ Fructosa 6,9 mmol/Kg
X Sacarosa 3,7 mmol/Kg
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Fig. 6. Glucosa, insulina, GLP-1 plasmaticos e indice insulinogénico, tras la administracion

intragéastrica de carbohidratos, en la rata normal (mediatEEM, n=3-4 individuos); p<0,05 vs *
glucosa, § control, T fructosa.

insulinica a la glucosa, ello en base a que el area media de insulina tras glucosa a 3,5
mmol/Kg de peso fue similar a la obtenida tras la administracion de la misma cantidad
de hexosa repartida entre glucosa y fructosa (32,1+3,8 vs 24,9+2,5 nmol-min, n=4);
como también se observa en el caso de la administracion de glucosa a 6,9 mmo/Kg de
peso o0 glucosatfructosa (26,5+0,1 vs 32,1+4,5 nmol-min). Por otro lado, llama la
atencion que, en los animales que recibieron concentraciones crecientes de glucosa
(Fig. 7a), la recta de regresion obtenida entre los valores individuales del area de

insulina y los de glucosa proporciona una correlacién significativa (p<0,05), y que la
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media del I/G (area de insulina / area de glucosa) fue mayor (p<0,001) cuando el bolo
estaba en parte compuesto por fructosa (45,9+5,2 nmol/mol, n=8, fig. 7b) que de sélo

glucosa (26,4+2,2 nmol/mol, n=19, fig. 7 a).

O Suero salino

A Glucosa 1.4 mmol/Kg O Suero salino O Agua
A Glucosa 3.5 ¢ Glucosa 1.7 + Fructosa 1.7 ¢ Fructosa 6.9 pmol/g
® Glucosa 6.9 ® Glucosa 3.5 + Fructosa 3.5 % Sacarosa 3.7 pmol/g
o Glucosa 13.9
40 [
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Area de glucosa (M-min)

Fig. 7. Correlaciéon entre las areas de insulina y de glucosa tras la administracion
intragastrica de diferentes carbohidratos a la rata normal, y rectas de regresién
resultantes.

Ademas, se comparo el efecto de la administracion intragastrica de fructosa y sacarosa
(Tabla 3) frente a la de agua (control). Observamos que la fructosa (6,7 mmol/Kg)
incrementa el area de glucosa plasmatica en el 248+21% del control (p<0,01), y que los
valores, tanto del area como del Aérea fueron ligera pero no significativamente
menores que los obtenidos con soélo glucosa. La fructosa provocd un aumento
(p<0,001) de la fructosa plasmatica, con un maximo de 2,9+1,7 mM en el minuto 60
(Fig. 8). El Aarea de fructosa tras el bolo de fructosa fue 181+23 mM-min, el doble del
obtenido tras sacarosa (n=4, p<0,005). Sorprende que, en el grupo que recibio
sacarosa (3,7 mmol/Kg), el area de glucosa fue menor que la del grupo con soélo
fructosa, y también fue el 71+3% del que recibié 6,9 mmol/Kg de glucosa (n=4), a pesar
de la cantidad ligeramente mayor de hexosa administrada (7,3 mmol/Kg), y de que, una
vez metabolizada, la mitad de la sacarosa es ya glucosa. Tanto la fructosa como la
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sacarosa indujeron un aumento de la insulina plasmatica (p<0,05 vs control), sin

diferencias apreciables entre el grupo de fructosa y el de sacarosa (Fig. 7c).

Tabla 3. Aarea e I/G tras

administracion

intragastrica de

diferentes carbohidratos, en la rata normal (mediatEEM,
n=ndmero de individuos).
Aarea
Glucosa Fructosa  Insulina
n (mM-min) (mM-min)  (nM-min)

Agua (control) 3 141 + 35 - 16,8 +2,4

Fructosa (6,9 mmol/Kg) 4 | 349+30° 181423 269+26°

Sacarosa (3,7 mmol/Kg) 4 293 +13° 93 +40 31,4+421°%

& p<0.05 b. p<0.01, vs control

/G

n | (nmol/mol)

Glucosa (1,4-13,9 mmol/Kg)

16 28517

Glucosa+Fructosa (1,7 o 3,5 mmol/Kg, de cada)

8 459 +52°

Glucosa + Fructosa (1,7 o 3,5 mmol/Kg, de cada)

Glucosa (0-13,9 mmol/Kg) 22 37,7429
Fructosa (6,9 mmol/Kg)
Sacarosa (3,7 mmol/Kg) 16 443+30

< p<0.001 vs glucosa

En las ratas que recibieron sdlo fructosa (6,9 mmol/Kg), el I/G fue casi idéntico al del

grupo que recibié glucosa+fructosa (3,5 mmol/Kg de cada), con valores respectivos de

39,944,7 y 39,645,2 nmol/mol (n=4), y también
aparentemente igual al que recibié glucosa
(35,7+3,0 nmol/mol, n=4) o sacarosa (45,9+5,5

nmol/mol, n=4) a 6,9 mmol/Kg de peso.

Al agrupar los valores disponibles, el I/G resultd
ser 37,7t2,9 nmol/mol para las 22 ratas que
recibieron sélo glucosa, y 44,3+3,0 nmol/mol
para las 16 que recibieron fructosa, fuera ésta
sola, mezclada con glucosa, o en forma de

sacarosa.

El GLP-1 plasmatico tras la administracién de la

35
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Fig. 8. Fructosa plasmatica tras

fructosa (6,9 mmol/Kg) intragastrica,

en la rata normal (mediatEEM, n=8
individuos).
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Fig. 9. Areas de GLP-1 plasmatico tras la
administracion intragastrica de glucosa y/o
fructosa, en la rata normal (mediaztEEM,
n=3-4 individuos).

hexosa a 6,9 mg/Kg de peso,
sorprendentemente se mantuvo, durante
los 120 minutos de la prueba, por debajo
de la basal. Si bien la concentracion media
de GLP-1 antes y durante la prueba fue
similar  tras  glucosa, fructosa o
glucosa+fructosa, el descenso de GLP-1,
sin embargo, tendi6 a atenuarse tras
fructosa, ya fuera sola o mezclada con
glucosa. El area de GLP-1 (Fig. 9) tras
fructosa, ya sea sola o acompafiada de

glucosa, fue aparentemente mayor que tras glucosa sola.

1.2. Respuesta al tratamiento cronico con fructosa

Al inicio, el peso medio del grupo alimentado durante 50 dias (M&M, 8) con pienso

combinado con fructosa (F) fue significativamente mayor que el de las ratas que

recibieron sélo pienso estandar (C), aunque ambos estaban dentro del mismo rango de

edad. Durante el tratamiento, la cantidad de alimento ingerido, ya fuera peso o calorias,

fue menor en el grupo F (ambos, p<0,02). El incremento de peso del grupo F (Fig. 10)

160

140 r

120

100

Peso (% del control)
e}
o
T

fue tan solo el 34+6% (p<0,001) del de
C (67+13 g, n=8 vs 200£22 g, n=6), aun
incluso en funcion de las calorias
ingeridas, las cuales resultaron tan sélo
la mitad (47+9%) de las de C. La
glucosa e insulina en plasma, cuyos

valores fueron inicialmente similares en

5 19 24 36
Tiempo (dias)

Fig. 10. Evolucién del peso corporal de la rata

. C y F, pasaron a ser mayores en F
>0 (p<0,04 o menor, vs C) tras 36 dias de

tratamiento; esto hizo que el valor de

normal a lo largo del tratamiento crénico con dieta HOMA de F fuera. en ese momento. el
F (—e—) con respecto a la dieta estandar C ’ ’

(--0--). MediaxEEM, n=6-8 individuos.

325+61% (p<0,01, n=5-8) del de C.
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Fig. 11. Respuesta a una sobrecarga intragastrica de glucosa en la rata normal en ayunas

alimentada durante 19 o 36 dias con dieta estandar, C (---O---) o estandar con fructosa, F (—e—).
MediatzEEM, n=2-8 individuos; *: p<0,05 vs C, §: p<0,05 vs F dia 19.
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Tolerancia a glucosa intragastrica

Se sometio a los grupos C y F a sobrecarga intragastrica de glucosa en ayunas, a los
19 6 36 dias de tratamiento. Tras 19 dias de tratamiento con fructosa, los valores
plasmaticos de glucosa e insulina en ayunas (basales) fueron similares a los del grupo
C, alimentado con pienso estandar (Fig. 11); sin embargo, tras 36 dias, los niveles de
ambos parametros, especialmente los de insulina, fueron mayores (p<0,04 o menor);
ademas, la insulina resulté ser casi el triple (p<0,005) que la del dia 19, y el indice
insulinogénico correspondiente fue también mas de tres veces el del grupo C
(p<0,001), y casi el doble del obtenido tras 19 dias de tratamiento (p<0,03). La glucosa
plasmatica a lo largo de los 120 minutos que duré la prueba, fue menor en el grupo
alimentado con F durante 19 dias, que en el fo-C

C, alcanzando significacion estadistica a los —®—F.dia19
. ., , 300 | x —*—F, dia 36
15 y 30 minutos; no ocurrid asi en el caso

de la insulina, cuyos valores individuales

N
o
o

fueron casi idénticos a los del grupo C. El

=

o

o
T

dia 36, sin embargo, la concentracion de

indice insulinogénico
(% del control)

glucosa plasmética fue siempre la misma o

mayor en el grupo F (p<0,001 a partir del 0 1530 60 90 120
Tiempo (min)

minuto 90, n=14), y la respuesta de insulina

Fig. 12. indice insulinogénico tras glucosa

intragastrica, en la rata normal sometida a

respecto al grupo C, en el cual, la respuesta tr_atam|ent(? cronico con c_ileta F, relativo a
dieta estandar C (mediazEEM, n=5-11

fue aguda, con un incremento maximo en el individuos); *: p<0,05 vs C.

parecié estar potenciada y prolongada con

minuto 15, seguido de un rapido descenso.

En el grupo F, por el contrario, la concentracion de insulina fue siempre mayor que en
el grupo C en casi todos los puntos de la curva (p<0,05 a partir del minuto 30, n=28), y
la concentracion media a lo largo de la prueba también fue mayor (p<0,001, n=39).
Cuando el resultado se normaliza respecto a la media del grupo C, la insulina media del
F no fue distinta del C el dia 19; sin embargo, tras 36 dias, el valor sufrié un incremento
de 95+12% sobre C (p<0,001, n=48).

El Adrea del indice insulinogénico el dia 19 en el grupo F fue mayor (p<0,05) que en el
C, pero no asi dia 36. No se detectaron diferencias en el indice insulinogénico medio

(Fig. 12) entre los animales alimentados con F o C durante 19 dias; pero el dia 36 éste
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fue mayor en el grupo F, ya fuera respecto a C (p<0,01) o respecto al dia 19 (p<0,01,
n=6-8). Tras 19 dias de tratamiento, no se modificd ni el valor de HOMA basal ni post-
prandium del grupo F (Fig. 13) respecto al de C, mientras que tras 36 dias con
fructosa, el basal fue 325+61% de C, y 292+15% (ambos, p<0,01, n=8) del

correspondiente al dia 19.

HOMA
o Basal Post- prandium
[1Glucosa F#4 . insulinogénico
) 400 *8
B Insulina [ GLP-1 l
S
2001 *§ ‘E 300 |
*8 8
)
°
*3 S 200 |
° *
€100 RV == -
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o
@ 100 | ~L-777 T Tt o
°
X
o' A ol 4 —
Dia 19 Dia 36 19 36 19 36

Fig. 13. Glucosa, insulina y GLP-1 plasmaticos, e indice insulinogénico (izquierda), y HOMA
(derecha), en la rata normal sometida a tratamiento crénico con dieta F, relativo a dieta estandar

C (mediaxtEEM, n=5-8 individuos); *: p<0,01 vs C, §: p<0,01 vs F dia 19.

1.3. Respuesta inmediata a aceite de oliva intragas  trico

En esta parte del estudio se incluyeron seis grupos distintos de ratas, a los que se
administrd, respectivamente, glucosa y aceite de oliva en distintas proporciones y
volumen: glucosa 6,7 mmol/Kg (control, C, n=8 ratas), glucosa 8,9 mmol/Kg (Gg o, N=5),
aceite de oliva 3,7 g/Kg/4 ml H,O (AO4, n=5), aceite de oliva 3,7 g/Kg/6 ml H,O (AOs,
n=5) y glucosa + aceite de oliva (C+AQ,4, n=9 y C+AQg, n=5). El peso medio conjunto
de todos (n=37) los animales en ayunas al inicio de la prueba fue 268z7 g; la glucosa

plasmatica basal fue 4,7+0,1 mM; la insulina plasmatica fue 46+3 pM.

La glucosa intragastrica provoco, tanto en el grupo C como en Ggg, un aumento de la
concentracion plasmatica de glucosa e insulina (p<0,001), bien expresado como

incremento medio o como Aarea (Fig. 14 y 15), que fueron proporcionales a la cantidad
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Aceite de oliva intragastrico en la rata normal

-o-C -—e—0Q, —4&—C+0, -—m—C+0s

107
Q0r %
£

4r ~—~ 6 5t
%0} £
—~ ~ =
= 3r e <
E £ S

< | Tl £ of
0 2 c =]
8 - 0
=] 0 £
o1r I o
(8]

g
ot ol £

0 40 80 120 0 40 80 120 010 40 80 120
Tiempo (min) Tiempo (min) Tiempo (min)

Fig. 14. Incrementos pareados de glucosa, insulina e indice insulinogénico tras la administracion
intragastrica de varios volumenes de glucosa (C), aceite de oliva (O,) 0 ambos (C+0,, ¢), en la rata

normal (mediatEEM, n=5-9 individuos); *: p<0,05, C+0O, ¢ vs C, §: p<0,05, C+Og vs C+O,.
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Fig. 15. indice insulinogénico e I/G tras administracion intragastrica de glucosa
(control C), aceite de oliva (O) o ambos (C+O4 C+0g), en la rata normal

(media+EEM, n=5-9 individuos); *: p<0,05 vs control; §: p<0,05 vs O,.

de glucosa administrada. En el grupo con mayor cantidad de glucosa (Gsyo), el Aarea
del indice insulinogénico fue la mitad de la de C, mientras que su valor de HOMA post-
prandium resulto ser 147+23% del de C (n=5-8).
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El aceite de oliva (grupos O y Og) no produjo modificacion alguna en las
concentraciones de glucosa ni en las de insulina respecto a valores basales, ni

tampoco afect6 al indice insulinogénico.

La mezcla de aceite y glucosa (C+0O) redujo (p<0,002) el incremento de glucosa
plasmatica observado en el grupo C a los 10 minutos, sin modificar sensiblemente la
respuesta post-prandium de insulina; ni el Aarea del indice insulinogénico (p<0,006 vs

C) ni el valor de HOMA post-prandium (p<0,003 vs C) fueron distintos de 0.

Sin embargo, parece que el volumen del bolo si afect6 al valor de practicamente todos
los parametros estudiados. El grupo C+04 presentd una tendencia a valores mas altos
de glucosa y menores de insulina plasmatica, que el C+Og grupo que tomé la misma
cantidad de glucosa y aceite, pero en 6 ml/Kg; como consecuencia, el Aarea del indice
insulinogénico de C+0,4 dio un valor negativo, mientras que el de C+Og no sélo fue
positivo, sino similar al de las ratas del grupo C. En cuanto al I/G, las ratas C+Og¢
recuperaron el valor del grupo C, que no se habia alcanzado, sin embargo, en el grupo
C+0a,.

1.4. Respuesta inmediata a la ingestion de pienso e  standar + aceite de
oliva

En esta parte del estudio se incluyeron dos grupos de ratas, subdivididos en machos y
hembras, que tuvieron acceso libre pero limitado en el tiempo (15 minutos), a pienso

estandar solo (grupo control, C) o combinado con 6,5% de aceite de oliva (AO).

Durante el entrenamiento previo (M&M, 5), la cantidad de pienso ingerido en 15
minutos aumentd, en 10 dias, desde 2,7+0,2 g/rata a 5,8+0,3 (n=8), que fue el
resultado de un descenso en las dos primeras jornadas, seguido de un aumento hasta

el séptimo dia; a partir de ese momento, se mantuvo estable.

El dia de la prueba, el peso en ayunas de la rata macho fue 244+6 g (n=8), y el de la
hembra, 1905 g (n=8). En ningun caso, el peso difirié entre C y AO, como tampoco lo
hicieron las concentraciones plasmaticas en ayunas iniciales de glucosa, insulina y
GLP-1 en ninguno de los cuatro grupos, con una media conjunta de 5,4+0,1 mM
(n=16), 117+10 pM (n=16) y 840158 pM (n=4), respectivamente.
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Durante los 120 minutos siguientes (Fig. 16) a la ingestion, la presencia de aceite no
afectd a la respuesta de glucosa o insulina en plasma, ni al indice insulinogénico, pero

si aumento significativamente (p<0,05) la del GLP-1 en los primeros 20 minutos.

El valor de HOMA post-prandium en AO fue 56+14% del C en el caso de las hembras
(p<0,05, n=4), pero no vari6 en el de los machos, ni tampoco al considerar,

conjuntamente, a ambos subgrupos.
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Fig. 16. Efecto inmediato de dieta estandar, C (---O--)) o estandar con aceite de oliva, AO
(—e—), sobre la glucosa, insulina y GLP-1 plasmaticos, e indice insulinogénico, en la rata

normal (mediazEEM, n=8-9 individuos); *: p<0,05 vs C.

1.5. Respuesta al tratamiento crénico con aceite de oliva

En esta parte del estudio se incluyeron dos grupos de ratas, subdivididos en machos y
hembras, a los que se alimentd, durante 50 dias (M&M 8), con pienso estandar solo,
(grupo control, C) o combinado con 6,5% de aceite de oliva (AO). El peso medio
conjunto de los cuatro grupos (n=17) en ayunas al inicio de la prueba fue 21618 g; la
glucosa plasmética basal fue 5,4+0,1 mM; la insulina plasméatica fue 118+9 pM; en

ningun caso se observaron diferencias entre ninguno de los grupos.
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El aumento de peso en AO (Fig. 17) fue un 42,1+8,7% (n=7-8) mayor (p<0,02) que el

del grupo C, sin que se detectara diferencia entre géneros.

La glucosa plasmética (Tabla 4) no sufrio variacion (p>0,4) a lo largo del tratamiento
con ninguno de los dos tipos de dieta, con un valor medio conjunto de 6,69+0,14 mM
(n=17) el dia 4, y 6,81+0,14 (n=16) mM el dia 50.

Tampoco la insulina se maodific6 en

ningun caso; sin embargo, el valor medio 300 |
fue ligeramente mayor en AO, 3
representando un 112,6+4,7% de C 3 2507
(n=32, p<0,06). La media del indice -

200 L . . . .
insulinogénico en el grupo AO (n=32) fue 0 10 20 30 40

120,1+£3,9% de C (p<0,05), independien-

temente del sexo del animal.

El HOMA basal de C, que inicialmente no
diferia del de AO, descendié el dia 19,
pero se recupero el dia 36 hasta el valor

Tiempo (dias)

Fig. 17. Evolucion del peso a lo largo del
tratamiento crénico con dieta C (--o0--) o AO
(—e—), en la rata normal, medido tras ayuno
de 18 horas (mediatEEM, n=8-9 individuos).

de partida. En el grupo AO, el HOMA basal también sufrié un descenso, que en este

Tabla 4. Glucosa, insulina y GLP-1 en plasma, e indice insulinogénico, en
la rata normal saciada y alimentada con dieta C o0 AO durante 50 dias.

o e Clicosa e GLPL e,
P P (nmol/mol)

4 C 664102 (9) 16717 (9) **4 (2) 25+2,6 (9)
AO 674202 (8) 214+16 (8) +(2) 3242,3 (8)

11 C 6,670,1(9) 21819 (9) +(2) 33£2,6 (9)
AO 6,5620,1(8) 20111 (8) +(2) 31+1,5 (8)

27 C  6,89%0,2 (9) 217+17 (9) +(2) 3242,6 (9)
AO 6,8720,1(8) 22318 (8) +(2) 3242,3 (8)

50 C 7,00£0,2 (9) 200+12 (9) +(2) 29+2,1 (9)
AO 6,6120,1(8) 23321 (8) *s *+(2) 23+1,7 (8) *§

Media+EEM (nimero de individuos); p<0,05 vs * C, § dia 4
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caso se mantuvo hasta el dia 36, en el que alcanzé un valor de 0,4+0,07 pM? (n=8),
menor (p<0,05) que el inicial (0,7+0,11 pM?), y también menor que el de C el dia 36
(0,5+0,09, n=9) aunque, en este caso, la diferencia sélo fue significativa en el caso de
las hembras (p<0,05). La concentracion de GLP-1 en plasma se mantuvo estable a lo
largo del tratamiento (108,9+3,5% de C, n=8, p<0,05).

Considerando las respuestas conjuntas al aceite de oliva, en tratamiento agudo o
cronico (R, 1.3-1.5), y a pesar de que, en cualquier caso, las glucemias post-prandium
no fueron llamativamente distintas, se podria afirmar que una dieta enriquecida con
aceite de oliva favorece a la respuesta de insulina y GLP-1, asi como al indice

insulinogénico.

Tolerancia a glucosa intragastrica

Se someti6 a los grupos C y AO a sobrecarga intragastrica de glucosa en ayunas, a los
19 o 36 dias de tratamiento. El dia 19 del tratamiento crénico, el peso del grupo AO
(268120 g, n=8) fue mayor (p<0,05) que el de C (256+14 g, n=9), pero la glucemia
basal en ayunas resulto ser similar en ambos (media global: 4,9+0,1 mM, n=17).

En el grupo AO (Fig. 18 y 19), el incremento medio de glucosa en plasma tras la
administracion del azucar fue, el dia 19, 131+10% (n=40), mayor (p<0,025) que en el C
(100+9%, n=45); en cambio, el dia 36, ese valor fue tan solo 61+5% (n=24, p<0,01) de
C durante los primeros 60 minutos, o de 76+5,8% (n=40, p<0,07) durante los 120 de la
prueba. El porcentaje normalizado del grupo AO fue mucho menor (p<0,001) el dia 36
que el 19.

El incremento de la concentracién de insulina fue, a lo largo de la prueba, siempre
mayor (p<0,001) en el grupo AO, con una media de 161+14% de C, n=40; el dia 36,
también el valor medio del grupo AO fue mayor (175+22% de C, n=40, p<0,05),

diferencia especialmente notable en la primera media hora (216+27%, n=16, p<0,02).

El incremento medio del indice insulinogénico del grupo AO también fue mayor
(p<0,05) que el de C, tanto el dia 19 (133+14%, n=40, p<0,03) como el 36 (202+31%,
n=40, p<0,025), y también més alto (p<0,05) el dia 36 que el 19.
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indice insulinogénico
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Fig. 18. Respuesta de la rata normal a glucosa intragéstrica durante
tratamiento crénico con dieta estandar, C (---0---) o estandar con aceite de

oliva, AO (—e—). Media+EEM, n=8-9 individuos; *: p<0,05 vs C.
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La concentracion basal de GLP-1 en el grupo AO (35518 pM, n=4) fue similar a la del
C (402127, n=4); pero mientras que el dia 19 no parecid que el aceite afectara la
respuesta de GLP-1, si se observé un aumento el dia 36, con un incremento pareado
de 6816 pM (n=10, p<0,005), no detectado con la dieta control.
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Fig. 19. Efecto del tratamiento crénico con AO (EE2), respecto a la dieta estandar control
(1), sobre la respuesta a glucosa intragastrica, en la rata normal (mediatEEM, n=8-45

individuos); *: p<0,05.

1.6. Respuesta inmediata a guar intragastrico

En esta parte del estudio se incluyeron tres grupos distintos de ratas, a los que se
administrd, respectivamente, glucosa (C), guar (G), o la combinacién de glucosa+guar
(C+G). El peso medio conjunto, en ayunas, de todos los animales (n=24) al inicio de la
prueba fue 24245 g; la glucosa plasmética basal (Fig. 20) fue 4,6+0,1 mM, y la insulina,
66919 pM.

La administracion intragastrica de glucosa indujo un claro aumento de la hexosa en
plasma (Fig. 20), ya significativo en el minuto 15 y hasta el 120; sin embargo, en el
grupo G, este aumento en la concentracion solo se detect6 en los minutos 15y 30, y el
Aérea fue claramente menor (p<0,001) que con glucosa. La administracién intragastrica
conjunta de glucosa+guar no produjo modificacion aparente, en la glucosa plasmatica,

en ningin momento a lo largo de la prueba.
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Fig. 20. Efecto, en la rata normal, de una sobrecarga intragastrica de glucosa (C), guar (G), y de la
combinacién de glucosa y guar (C+G), sobre la glucosa, insulina, glucagén y GLP-1 plasmaticos

(media+EEM, n=2-8 ratas); *: p<0,05 vs C.

Ese aumento en la glucosa plasmatica, observado tras glucosa intragastrica, fue
acompafado de un incremento de insulina (minuto 15: p<0,05, n=4), que no se detecto,
sin embargo, tras guar, ni tras glucosa+guar. Como era de esperar, la glucosa indujo
un descenso claro de la concentracién de glucagén plasmatico (minuto 15: p<0,005,
n=20), no observada tras la administracién intragastrica de guar, pero si muy marcada,
sobre todo en el minuto 15, tras glucosa+guar (minuto 15: p<0,005, n=20).

En el caso del GLP-1, se detectd, tras glucosa intragastrica, un aumento aparente en
el minuto 15, seguido de un descenso; sin embargo, el guar provocé un aumento
progresivo del GLP-1 plasmético ya desde el minuto 15, que alcanzé el maximo entre
los minutos 60 y 90 (p<0,05, n=20).
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1.7. Respuesta inmediata a la ingestion de pienso e  standar + guar

En esta parte del estudio se incluyeron dos grupos de ratas, que tuvieron acceso libre
pero limitado en el tiempo (15 minutos), a pienso estandar solo (grupo control, C) o
combinado con 20% de goma de guar (G). El peso, y los valores basales de glucosa,
insulina y GLP-1 plasmaticos iniciales, medidos en ayunas, fueron, respectivamente,
26618 g (n=12), 5,9340,26 mM (n=12), 166+25 pM (n=12) y 220+54 pM (n=4). En

ningun caso hubo diferencia entre los grupos Cy G.

La ingestibn de G provocé un aumento de los valores de glucosa en plasma,
ligeramente menor que el detectado en el grupo que ingiri6 C, alcanzando esta
diferencia entre grupos significacion estadistica en los minutos 10 (p<0,025) y 40
(p<0,05) de la prueba (Fig. 21). La concentracion basal de insulina no se vio alterada
por ninguno de los dos tipos de dieta, pero si se observd, no obstante, un aumento

significativo del GLP-1 en el grupo C, en el minuto 10, que no se habia registrado en G
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Fig. 21. Efecto inmediato, en la rata normal, de la dieta estandar, C (---O--) 0 estandar con
guar, G (—e—), sobre la glucosa, insulina y GLP-1 plasmaticos, e indice insulinogénico

(media+EEM, n=6-8 individuos); *: p<0,05 vs C, §: p<0,05 vs dia 19.
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(g.1.=14, p<0,05). La presencia de guar (G) inhibi6 completamente (p<0,03, n=16) la
respuesta de GLP-1 (8524 pM incremento medio sobre el basal, p<0,01 n=8)

observada en el grupo C.

1.8. Respuesta al tratamiento cronico con guar

En esta parte del estudio se incluyeron

dos grupos de ratas, a los que se 400
alimento, durante 50 dias (M&M 8), con =
pienso estandar solo (control, C) o 2
combinado con 20% de guar (G). El a
incremento de peso tras los 50 dias de

alimentacion cronica fue similar (Fig. 22) o 5 60

en ambos grupos (C: 12349 g, n=6; G: Tiempo (dias)

115+16 g, n=6). La concentracion de Fig. 22. Evolucion del peso a lo largo del

tratamiento crénico con dieta C (---) 0 G
glucosa en plasma en ayunas no sufrié (—e—), en la rata normal (media+tEEM, n=6-8
. . individuos).

cambios aparentes en ninguno de los dos

grupos, C y G, pero, tanto en uno como en el otro, la insulina plasmatica en ayunas fue
en aumento progresivo (C: 171429 pM el dia 0 y

. 591+191 pM el dia 36, n=6; G: 161+31 y 779+107

i pM el dia 0 y 36, respectivamente, n=6). Este

incremento, que resultd ser 18+3 pM/dia en G, fue

mayor (p<0,075) que el de C (9+3 pM/dia). El

100 ------ 1T HOMA basal de G relatvo a C (Fig. 23) se

|_L‘ incrementd (p<0,05, n=10) desde el 92+18% al

inicio del tratamiento hasta el 137+26% 36 dias

200 r

150 r

HOMA basal (% control)

0 19 36 después.
Tiempo (dias)

Fig. 23 HOMA basal de la rata Tolerancia a glucosa intragéstrica
alimentada crénicamente con

dieta estandar con guar (G), Se someti6 a los grupos C y F a sobrecarga
respecto a la dieta control (C). ) o

MediatEEM, n=12 individuos: intragastrica de glucosa en ayunas, a los 19 o 36
*. , . ,
+p<0.05vs C. dias de tratamiento. Todos los parametros

estudiados fueron similares en ambos grupos
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Fig. 24. Respuesta a glucosa intragastrica en la rata normal alimentada durante 19 o 36 dias
con dieta estandar, C (---O--) o estandar con guar, G (—e—). MediatEEM, n=6-8 ratas;

*. p<0,05 vs C, §: p<0,05 vs dia 19.
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inmediatamente antes de la prueba.

Tras 19 dias de alimentacion con G, la tolerancia a glucosa intragastrica (Fig. 24 y 25)
fue ligeramente mayor que la del grupo alimentado con pienso estandar (C),
alcanzando esta diferencia significacion estadistica en los minutos 15 y 30 tras 19 dias
de tratamiento con G (p<0,025), y en el minuto 60 tras 36 dias (p<0,04), con un valor
medio de glucosa 92+4% del de C (n=12). La concentracion basal de insulina fue
similar entre grupos, aunque mayor (p<0,03) en la segunda prueba que en la primera
(dia 19: 388+75 pM, n=12; dia 36: 709+£115 pM, n=12); en las alimentadas con G, se

produjo un aumento mayor

300 (p<0,05) de la respuesta de
- esta hormona.
Q
o T *
£ 200y * El indice insulinogénico en el
(&)
S ‘ grupo de G, cuyo valor basal
8 100} -Lq-o-mmo--- 150 IO I - imi
g = fue similar al de C en ambas
<
pruebas, fue en todo
ot momento mayor en G que en
Glucosa Insulina . insulinogénico C, diferencia que resultd, tras

Fig. 25. Efecto, en la rata normal, del tratamiento cronico con 19 dias de  tratamiento,

dieta estandar combinada con guar, G (|:|), sobre la significativa (p<0,04 o menor)
respuesta a glucosa intragastrica, relativo a la dieta estandar,

c (). Media+EEM, n=12 individuos; *: p<0,05 vs C. los minutos 30-90, y en el

minuto 15, tras 36 dias, con
un valor medio durante los 120 minutos también mayor (p<0,05 en las dos pruebas); el
Aérea de G fue, el dia 19, méas del triple (p<0,001) de la de C, mientras que, 17 dias

después, esta diferencia se redujo al doble (p<0,02).

El GLP-1 basal no fue distinto en C y G. La administracion intragastrica de glucosa no
s6lo no aumentd la respuesta de GLP-1, sino que la disminuy6é (p<0,01) en ambos

grupos, en magnitud similar, con un Aarea en el grupo G 101+8% de la de C (n=4).
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1.9. Respuesta inmediata a la ingestion de pienso e  standar + caseina

En esta parte del estudio se incluyeron dos grupos de ratas, que tuvieron acceso libre
pero limitado en el tiempo (15 minutos), a pienso estandar solo (grupo control, C) o
combinado con un 40% de caseina (CA). El peso de la rata no sufri6 modificacién
durante el entrenamiento (M&M 5), en ningun caso; al finalizar éste, la media del peso
del grupo C fue 26219 g (n=6), y 27511 g (n=8) en el caso del CA, valores no distintos
entre si. No se detectaron incrementos en el Adrea de glucosa plasmatica tras CA (Fig.
26), mientras que en el grupo C ésta fue 112+31 mM-min (n=6, p<0,01). La insulina
presento el patron opuesto, por lo que el indice insulinogénico resultante del grupo
CA en el minuto 10 fue casi el doble (p<0,07 vs C), y también mayor (45+4 vs 33+3
nmol/mol, p<0,009, n=30-40) la media de los valores obtenidos a lo largo de la prueba.

La concentracion media de GLP-1 fue similar en los dos grupos de ratas, con un valor

neto conjunto de 263+17 pM (n=25).
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Fig. 26. Efecto inmediato de la dieta estandar C (---O---) o estandar con caseina, CA
(—e—), sobre la glucosa, insulina y GLP-1 plasmaticos, e indice insulinogénico, en
la rata normal (mediazEEM, n=2-8 individuos); *: p<0,05 vs C.
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1.10. Respuesta al tratamiento crénico con caseina

En esta parte del estudio se incluyeron dos grupos de ratas, a los que se alimenté,

durante 50 dias (M&M 8), con pienso
estandar solo (control, C) o combinado con
40% de caseina (CA). La ganancia de peso a
lo largo del tratamiento fue similar en ambos
grupos, C y CA (Fig. 27). Los valores de
glucosa plasméatica medidos en la rata
saciada sufrieron un incremento a lo largo del
tratamiento, también similar en los dos
grupos; sin embargo, la glucosa medida tras
ayuno nocturno (Tabla 5 y Fig. 26) fue mayor
en CA 