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RESULTATS I DISCUSSIO: CAPITOL 3

EFECTES METABOLICS DE LA SOBREEXPRESSIO HEPATICA
DE LGS 2+3b EN RATA DIABETICA TIPUS | (STZ2)

3.1 Introducci6

Els resultats del capitol previ mostraven com la sobreexpressio hepatica de la LGS 2+3b
en rata sana produia un augment en I’emmagatzematge del glicogen en aquest organ.
Remarcablement, el polisacarid emmagatzemat es podia mobilitzar en resposta al dejuni
prolongat, el que suggeria que el glicogen emmagatzemat es podia mobilitzar. A més, els
resultats també indiquen que la sobreexpressio de la LGS 2+3b en fetge podria contribuir
a reduir I’hiperglucémia post-pandrial, doncs quan s’administrava un excés de glucosa
intraperitoneal, aquest es mobilitzava rapidament cap a la sintesi de glicogen en el fetge.
En tots els casos les millores es produien sense alterar cap parametre plasmatic clau.
Només es detectava una disminucié en la concentracié de cossos cetonics circulants en
resposta a un dejuni prolongat, probablement per tenir més disponibilitat de glucosa en
forma de glicogen. Una de les complicacions de la diabetis és la cetoacidosi, per
acumulacié de cossos cetonics en sang, per tant la nostra aproximacié podria alleujar

aquesta complicacio.

Aixi doncs, es va estudiar els efectes de la sobreexpressio de la la LGS 2+3b en models
diabétics. Generalment, pel disseny de terapies contra la hiperglucémia s’estudien
animals als quals s’administra I’antibiotic estreptozotocina o 2-deoxy-2(3-methyl-3-
nitrosurea)l-D-glucopyranosa (STZ) de Streptomyces achromogenes, que actua
provocant la mort de les cel-lules B pancreatiques, i en conseqiiéncia produeix una

disminucid en la insulinémia dels animals.
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3.2 Efectes de la sobreexpressio hepatica de la LGS 2+3b en rates STZ

alimentades ad libitum.

Es varen usar models de rata diabética tipus I, per injeccid d’una dosi moderada d’STZ
(45 mg/kg) a un grup de rates de 45-48 dies aproximadament. Només aquells animals que
presentaven una glicémia per sobre de 400 mg/dl després de 6 dies de la injeccio de STZ,
van formar part de I’estudi. Aquests animals van ésser injectats amb una preparacio
d’adenovirus purificats que codifiquen per la LGS 2+3b per vena caudal, a una
concentracié de 2*10' pfu / ml. Com a control es van injectar dos grups de rates STZ
amb solucions d’adenovirus a la mateixa concentracié que codifiquen per I’enzim -
galactosidasa d’E. coli (Bgal) o per a la forma salvatge de la LGS (LGS WT) (Esquema
Disseny Experimental). A part, també es va generar un darrer grup de rates sanes a les
que es va injectar una preparaci6é d’adenovirus que codifiquen per 1’enzim Bgal. Tots els
animals van ¢ésser alimentats ad [ibitum 1 amb accés a aigua de beguda durant
I’experiment. A les 144 hores post-injecci6 els animals es van anestesiar amb una
injeccio intraperitoneal de tiobarbital (0,1 g/kg pes), es va col-lectar la sang 1 es van
extreure els diferents teixits, que van ésser immediatament congelats a -80°C fins al seu

analisi.

L’experiment es va allargar fins a 144h aproximadament, a diferéncia de 1’anterior
experiment amb rates sanes (Capitol 2), doncs es va voler estudiar si hi havia una
disminuci6 en la gliceémia dels animals diabétics tractats STZ si era sostinguda en el

temps.
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DISSENY EXPERIMEMNTAL
Rates Wistar 45-48 dies (180-200q)
|
Injeccio 5TZ 45mg/kg

}

6 dies
[ I |
Bgal Bgal LGSWT LGS 2+3b

| | | |

n=7 n=7 n=a n=>5

144 hores

3.2.1 Estudi de I’expressio del transgen en diferents teixits

En el Capitol 2 es mostra que la infusi6 sistémica d’adenovirus purificats resulta en una
distribuci6 preferentment hepatica, pero es va voler comprovar que aixo també es produia

en aquest cas.

Els resultats demostren que en les rates STZ I’expressi6 de la LGS 2+3b o de la LGS WT
també es va produir només en el fetge (Fig.1), doncs en I’analisi per Western blot
d’extractes de diferents teixits amb un anticos contra la LGS només es detectava senyal

per la proteina en els extractes de fetge.
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A Fig.1 Analisi mitjancant Western blot de
: B | Gs DPexpressio de LGS en extractes de diferents
teixits de les rates STZ. Analisi representatiu
- - P
TUB

dels extractes de pancrees (PAN), ronyo

-— LGS (RON), testicle (TEST), pulmé (PUL), muscul

|
(MUSC) i fetge (FET) de les rates STZ que
Sa-aeeg; — =

havien estat injectades amb la LGS WT (A) i
PANC RON TEST PUL MUSC FET
LGS 2+3b (B) amb anticossos contra l’enzim

total (LGS) o la gamma-tubulina (TUB) com a control de carrega. En tots els casos s’han analitzat 20 ug

de proteina per carril.

3.2.2 Quantificacié de I’ARNm del gen de LGS en fetge

Un cop establert que la sobreexpressié només es va produir al fetge, es van quantificar
I’ARNm del gen de la LGS per extraccié d’ARN del fetge de les rates injectades, la seva

retrotranscripci6 1 posterior deteccio per RT-Q-PCR usant una sonda especifica per LGS.

La quantitat ’ARNm de LGS en els fetges de les rates STZ que sobreexpressaven la
LGS WT o la LGS 2+3b era logicament més gran (Fig. 2), que la de la del grup de rates
STZ que sobrexpressaven la Bgal. A part, no es detectaren diferéncies entre els grups de
rates sanes o STZ que sobreexpressaven la Bgal, tot i que en un estudi es demostra que la
quantitat d’ARNm es troba augmentada en animals diabétics STZ alimentats (Gannon

and Nuttall 1997).
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Fig.2 Quantificacio de ’ARNm de LGS en fetge. Analisi per RT-PCR de [’expressio relativa de la LGS
del fetge de les rates sanes que sobreexpressaven la Bgal) (barra blanca) o les rates STZ (barres negres)
que sobreexpressaven la Bgal, la LGS WT, i LGS 2+3b. En tots els casos els valors representen la mitjiana
+ S.EM de 7 rates sanes que sobreexpressaven la Bgal, 7 rates STZ que sobreexpressaven la Bgal, 6 rates
STZ que sobreexpressaven la LGS WT' i 5 rates STZ que sobreexepressaven la LGS 2+3b. El simbol indica
diferéncia significativa amb ** p < 0,005 per comparacio amb el grup de rates STZ que expressen la

Bgal.

3.2.3 Activitat GS en fetge

La mesura de I’activitat GS total (en preséncia de Glc6P) dels extractes dels fetges de les
rates que sobreexpressaven la LGS WT o la LGS 2+3b, mostra que en ambdds casos es
produia un increment similar en aquesta activitat (Fig. 34). Curiosament, els extractes de
les rates STZ que sobreexpressaven la Bgal presentaven una major activitat que el de les
rates sanes, el que ja havia estat descrit préviament en models animals de diabetis tipus I
(Gold 1970; Hornbrook 1970; Miller, Vicalvi et al. 1981; Bahnak and Gold 1982;
Akatsuka, Singh et al. 1983; Gannon and Nuttall 1997).

També¢ es va mesurar 1’activitat GS en abséncia de Glc6P. La sobreexpressio de la LGS
2+3b en rates STZ va provocar un clar increment en aquest valor (Fig. 3B), i la
sobreexpressio de la LGS WT provocava un increment més moderat en aquesta activitat
respecte les rates STZ que sobreexpressaven la Bgal. Aquesta activitat tamb¢ es trobava
augmentada en les rates STZ respecte a les sanes, tal i com s’ha descrit en els estudis amb
models de diabetis tipus I (Pugazhenthi and Khandelwal 1990; Rao, Pugazhenthi et al.
1995).
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Fig.3 Activitat GS en fetge. A) Activitat GS total dels homogenats de fetge de les rates sanes (barra
blanca) que sobreexpressaven la la Bgal, o les rates STZ (barres negres) que sobreexpressaven la Bgal, la
LGS WT o la LGS 2+3b. B) Activitat GS I, mesurada en abséencia de Glc6P. En tots els casos (A i B)
Dactivitat esta expressada en mU per mg de proteina, i els valors representen la mitjana = S.E.M de 7
rates sanes que sobreexpressaven la Bgal, 7 rates STZ que sobreexpressaven la Bgal, 6 rates STZ que
sobreexpressaven la LGS WT i 5 rates STZ que sobreexpressaven la LGS 2+3b. Els simbols indiquen
diferencia significativa amb * p < 0,05 i * p < 0,005 per comparacio amb el grup de rates STZ que

sobreexpressen la Bgal.

3.2.4 Quantificacio de proteina LGS en fetge

Es va estudiar si la quantitat de proteina LGS era semblant en els fetges de les rates que
sobreexpressaven la LGS WT o la LGS 2+3b. Els resultats mostren que ambdds grups de
rates presenten uns valors similars de proteina en fetge, tal i com succeia amb 1’activitat
GS total, i1 que la LGS 2+3b presentava una major mobilitat electroforéetica (Fig. 4). A
més, la senyal per a la LGS fosforilada en el residu 640, o lloc 3a, es trobava augmentada
en el fetge de les rates que sobreexpressaven la LGS WT. Per tant, la fosforilacié de la
forma salvatge de la LGS sobreexpressada produeix la inactivacié d’aquesta, i per aixo
I’activitat GS mesurada en abséncia de GIc6P es trobava disminuida respecte a les rates

que sobreexpressaven la LGS 2+3b.
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Fig.4 Quantificacio de la proteina LGS mitjancant Western blot. Analisi representatiu dels homogenats
de dos a tres extractes de fetge dels grups de rates sanes que sobreexpressaven la fgalactosidasa (Bgal),
rates STZ que sobreexpressaven la Bgal, la LGS WT o la LGS 2+3b, amb anticossos contra [’enzim total
(LGS), la LGS fosforilada en la serina 640 o la MAPquinasa ERK (ERK) com a control de carrega. En

tots els casos s han analitzat 20 ug de proteina per carril.

3.2.5 Analisi macroscopic del fetge

Al finalitzar I’experiment es va procedir a pesar els fetges de totes les rates STZ. Els
fetges dels animals que sobreexpressaven la LGS 2+3b que havien estat alimentats ad
libitum durant tot I’experiment pesaven més que els dels altres grups en el mateix estat
metabolic (Taula 1). El pes relatiu del fetge, relacioé percentual entre el pes del fetge i el
pes corporal, era també més gran en els animals STZ alimentats que sobreexpressaven la
LGS 2+3b. Aquests resultats potser eren indicatius d’un augment en la quantitat de
glicogen acumulat. Cal remarcar que el fetge de les rates STZ pesava més que el de les
rates sanes (Capitol 2), el que podia ésser degut a la inflamacié provocada per

I’administracio de la STZ.
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Parametre Bgal LGSWT LGS 2+3b
Pes fetge (g) 10,7 £0,1 10,4 +£0,5 14,6 1,4 *
Pes relatiu del fetge 4,6 % 4,2 % 6,2 % *

Taula 1. Pes del fetge. En la taula el pes del fetge, en grams, dels diferents grups de rates STZ
alimentades que sobreexpressaven en el fetge la Bgal, la LGS WT o la LGS 2+3b, i el pes relatiu, relacio
percentual entre el pes del fetge i el pes corporal. Els valors representen la mitjana + S.E.M de 7 rates
STZ que sobreexpressaven la Bgal, 6 rates STZ que sobreexpressaven la LGS WT i 5 rates STZ que
sobreexpressaven la LGS 2+3b. Els simbols* indica diferéencia significativa amb p < 0,05 per comparacio

amb el grup de rates STZ que expressen la Bgal.

3.2.6 Quantificacio de glicogen hepatic

Es va mesurar els efectes de la sobreexpressié de la LGS 2+3b i la LGS WT sobre el

contingut de glicogen hepatic.

Els resultats mostren que la sobreexpressio de la LGS 2+3b conduia a un augment en la
quantitat de glicogen emmagatzemat en el fetge, si es comparava amb les rates STZ que
havien estat tractades amb la LGS WT o la Bgal (Fig. 5). De fet, la quantitat de
polisacarid del grup de rates STZ que sobreexpressaven la LGS 2+3b era similar a la que
presentava el fetge de les rates sanes que sobreexpressaven la Bgal. Aixi doncs, la
sobreexpressio de la LGS 2+3b en fetge era capag de restaurar la sintesi de glicogen que

es trobava alterada en les rates diabetiques STZ.
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Fig.5 Quantificacio del
glicogen hepatic.

i o Sana - Analisi del contingut de
20 u m STZ

glicogen acumulat en

fetge de rates sanes
. - (barra  blanca) que
D d
Bgal Bgal LGS WT LGS 2+3b sobreexpressaven la
Bgal, i de rates STZ

Glicogen
mg / g fetge
8]
o

(barres negres) que
sobreexpressaven la Bgal, la LGS WT i la LGS 2+3b, expressat en mg per g de teixit. Els valors
representen la mitjana + S.E.M de 7 rates sanes que sobreexpressaven la Bgal, 7 rates STZ que
sobreexpressaven la Bgal, 6 rates STZ que sobreexpressaven la LGS WT i 5 rates STZ que
sobreexpressaven la LGS 2+3b. El simbol indica diferéencia significativa amb ** p < 0,005 per

comparacio amb el grup de rates STZ que sobreexpressaven la Bgal.

3.2.7 Determinacié de la ramificaci6 del glicogen hepatic

Es va analitzar I’estat de ramificacié del glicogen aillat del fetge dels grups de rates STZ
que sobreexpressaven la Bgal, la LGS WT o la LGS 2+3b, 1 del grup de rates sanes que
sobreexpressaven la Bgal, seguint el métode de Krisman (Krisman 1962). El glicogen
aillat s’acomplexa amb triiodur i es va determinar la longitud d’ona del maxim de
I’espectre d’absorcid per tal de determinar-ne el grau de ramificacio. El glicogen aillat de
les rates sanes que sobreexpressaven la Bgal presentava un pic d’absorcidé a 490 nm
(Taula 2). El glicogen aillat del fetge dels grups de rates STZ que sobreexpressaven la
Bgal i la LGS WT presentaven un pic a 495 nm aproximadament, i el que
sobreexpressava la LGS 2+3b a 501nm. L’amilopectina presentava pic a 563 nm, i el
glicogen comercial de conill presentava un pic d’absorcid de 491 nm. Conseqiientment,
els resultats demostraven que la sobreexpressio de la LGS 2+3b en el fetge de rata STZ

conduia a la sintesi de glicogen normalment ramificat.
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POLISACARID A max (nm)
Sanes Bgal glicogen fetge 490£2
Sanes LGS WT glicogen fetge 493 £2
Sanes LGS 2+3B glicogen fetge 502+7
STZ Bgal glicogen fetge 495+3
STZ LGS WT glicogen fetge 496 +7
STZ LGS 2+3B glicogen fetge 5015
Glicogen fetge comercial 491 +£2
Amilopectina comercial 563 £ 4 **

Taula 2. Determinacio del grau de ramificacio del glicogen hepatic. La taula mostra la longitud d’ona del
maxim de [’espectre d’absorcio del glicogen aillat del fetge de les rates acomplexat amb triiodur Els
resultats s han expressat com la mitjana £ SEM de 5 rates sanes alimentades que sobreexpressaven la
Bgal, 4 rates sanes alimentades que sobreexpressaven la LGS WT, 4 rates sanes alimentades que
sobreexpressaven la LGS 2+3b, 4 rates STZ alimentades que sobreexpressaven la Bgal, 4 rates STZ
alimentades que sobreexpressaven la LGS WT i 4 rates STZ alimentades que sobreexpressaven la LGS
2+3b. Com a control es van fer mesures de [’estat de ramificacio de glicogen aillat de fetge de conill
comercial, i I’amilopectina de blat de moro comercial. El simbol indica diferéncia significativa amb ** p
< 10° per comparacié del grup de rates sanes que sobreexepressaven la LGS 2+3b respecte a

I"amilopectina.

3.2.8 Glicémia

A continuacid es va estudiar si les rates diabétiques STZ que sobreexpressaven la LGS

2+3b en fetge experimentaven una disminucioé en la glicémia.

En la Figura 6 cada punt representa la mitjana dels valors de les glicémies dels animals
STZ corresponents als diferents tractaments. Al iniciar 1’experiment totes les rates STZ
presentaven uns valors similars de glicémia, sobre els 450mg/dl. No obstant, a les 96
hores post-injeccio dels adenovirus, les rates STZ que sobreexpressaven la LGS 2+3b en

fetge presentaven una glicemia disminuida respecte als altres grups de rates STZ, i el
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valor de glicémia era al voltant de 350mg/dl. Aquesta disminuci6 es va mantenir fins al
final de I’experiment a les 144 hores post-injeccié dels adenovirus, on el valor de
glicemia era de 250mg/dl aproximadament mentre que en la resta d’animals STZ es

mantenia al voltant de 450 a 500mg/dl.

600
500
400 | ~. X - %
8 %'" o
EH 300 | {‘k
02 R
(M = 200 %
0 —=— Bgal i
oo | LGS WT
—#&-— LGS 2+3b
D T T T T T 1
Injeccio 24 48 72 % 120 144

hores

Fig.6 Glicéemia de les rates STZ. La glicemia es va mesurar en sang periférica (vena caudal) als temps
indicats després de la injeccio dels adenovirus, i cada punt representa la mitjana + S.E.M de 7 rates STZ
que sobreexpressaven la Bgal, 6 rates STZ que sobreexpressaven la LGS WT, i 5 rates STZ que
sobreexpressaven la LGS 2+3b. Els simbols indiquen diferéncia significativa amb * p < 0,05 i ** p <

0,005 per comparacio amb el grup de rates STZ que sobreexpressaven la Bgal.

3.2.9 Concentraci6 d’insulina, triglicerids, lactat i cossos cetonics en plasma

Es van mesurar una serie de parametres plasmatics al final del tractament (7Taula 3).

La insulinémia en les rates STZ es trobava logicament disminuida si es comparava amb la

de les rates sanes (Capitol 2), perd no trobavem canvis entre els diferents tractaments.

La concentracié de triglicérids i lactat plasmatic tampoc es trobava alterada en els

animals que sobreexpressaven la LGS 2+3b respecte als altres dos grups d’animals STZ.
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Finalment, la quantitat d’acid B-hidroxibutiric circulant (BHBA) es trobava disminuida
en les rates STZ que sobreexpressaven la LGS 2+3b, el que també observavem en les
rates sanes que sobreexpressaven la LGS 2+3b (Capitol 2). Cal remarcar que el fet que no
es produeixi un gran increment en els valors de lipids circulants o cossos cetonics en les
rates STZ pot ésser degut a I’is d’una dosi moderada de STZ, que encara permet una

produccio residual d’insulina.

Bgal LGSWT LGS 2+3b

Glicémia (mg/dl) 495 £43 452 £ 58 258 + 28*
Insulinemia (ng/ml) 0,7£0,2 0,6+0,2 0,8+£0,2
Triglicerids (mg/dl) 126 £ 17 127 £28 132 £23
Lactat (mg/dl) 62=+4 59+£2 68+6
BHBA (mg/dl) 56+0,5 52+0,8 34+0,2*

Taula 3. Concentracio plasmatica de glucosa, insulina, triglicerids, lactat i acid f-hidroxibutiric. Aquests
parametres es van mesurar en plasma a les 144 hores de la injeccio dels adenovirus, en les rates STZ. Els
resultats s han expressat com la mitjana + SEM de 7 rates STZ que sobreexpressaven la Bgal, 6 rates STZ
que sobreexpressaven la LGS WT i 5 rates STZ que sobreexepressaven la LGS 2+3b. El simbol indica

diferéncia significativa amb * p < 0,05 per comparacio amb el grup de rates STZ que expressen la Bgal

3.2.10 Ingesta

Durant I’experiment es va calcular la ingesta diaria dels animals diabétics. En la Figura
9A estan representats els valors d’ingesta després de 120 hores segiients a la injeccid dels

adenovirus.
Les rates STZ que sobreexpressaven la LGS 2+3b presentaven la ingesta disminuida,

aproximadament un 28%, respecte als altres grups de rates STZ (Fig.74). Aixo podia

estar contribuint al descens dels valors de glucosa en sang en el primer grup.
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L’hormona leptina juga un paper molt important en el control de la ingesta, per tant es va
estudiar si les rates STZ que sobreexpressaven la LGS 2+3b presentaven uns valors de
leptina circulant augmentats. Els resultats mostren que els valors de leptina circulants
eren semblants en els tres grups (Fig.7B). Es dedueix doncs que la disminucié en la

ingesta en aquest grup de rates STZ no es devia a priori a cap canvi en la quantitat de

I’hormona.
A v 160. Fig.7 Ingesta i concentracio de
o 140/ lepti
= eptina en plasma. A) Mesura
= 1204 % P p )
= '8000' de la ingesta de les rates STZ,
=, ]
2 60 4 representat el valor de ingesta
40 {
= 201 corresponent a les 120 hores
0 : : :
Bgal LGS WT LGS 2+3b post injeccio dels
adenovirusEls  valors  estan
B - = representats en mg de consum
=
= _ ] de menjar per g de pes de
£ E
° S Uanimal. B) Mesura de
£ = 5
= 7 I’hormona leptina en plasma a
|
o4 les 144 hores post injeccio dels

Bgal LGS WT LGS 2+3b .
adenovirus, representada en les

unitats ng per ml. En ftots els
casos (A i B) cada punt representa la mitjana £ S EM de 7 rates STZ que sobreexpressaven la Bgal,, 6
rates STZ que sobreexepressaven la LGS WT, i 5 rates STZ que sobreexpressaven la LGS 2+3b. Els
simbols indiquen diferencia significativa amb ** p < 0,005 per comparacio amb el grup de rates STZ que

sobreexpressaven la Bgal.

3.2.11 Efectes sobre I’expressid i activitat de la GK i HKs

L’expressio de la GK es troba disminuida en quan hi ha una deficiéncia d’insulina
(Iynedjian 1993; Printz, Magnuson et al. 1993). Per tant, es va determinar si hi havia
canvis en I’expressio o I’activitat de la GK per sobreexpressio de la LGS 2+3b en rates

STZ.
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Els resultats mostren que tots els grups de rates STZ presentaven quantitats similars
d’ARNm de GK (Fig 8A4). Es va procedir també a mesurar 1’activitat de I’enzim. Els
resultats mostraven que 1’activitat GK era similar en tots els grups analitzats (Fig 8B).
Tampoc es trobaren diferéncies de la quantitat de proteina entre els diferents grups de
rates STZ (Fig 8C), tot i que s’observa una notable disminucié respecte a les rates
control, com s’ha descrit anteriorment (Iynedjian 1993; Printz, Magnuson et al. 1993).
Seguidament es va mesurar I’activitat HK. Els resultats mostren que I’activitat HK en les

rates STZ era semblant en tots els grups (Fig 8B).

Fig.8 Quantificacio de I’ARNm,,

@ 2 activitat i proteina de la GK, i
>
¥ 5 activitat HKs. A) Analisi per RT-
T 2
2 _‘5 PCR de expressio relativa en fetge
Z % 11 de la GK de les rates STZ. B)
E ;i- Activitat GK (barres negres) i HK
o 0 4 T 1
Bgal LGS2+3b (barres grises) dels sobrenedants
LGS WT
dels extractes de fetge, expressada en
2 o il mGK mHKs mU per mg de teixit. En els casos A i
¥ 1.4 1
5 % 1.2 1 B els valors representen la mitjana +
@ 1
0 % os | SEM de 7 rates STZ alimentades que
£ E -1 sobreexpressaven la Bgal, 6 rates
‘2 3 0.4 7
E E 02 STZ alimentades que
o
Bgal LGS WT LGS2+3b sobreexpressaven la LGS WT i 5

e rates  STZ  alimentades  que
w.m GK sobreexpressaven la LGS 2+3b. C)

—— o ————  CRK Analisi representatiu dels

homogenats de dos a tres extractes

Bgal + + + + S S S -

LGS WT -~ a3 oL de fetge dels grups de rates STZ

LGS2+3b - - - - - - + + alimentades  que sobreexpressaven
Sana STZ la Bgal, la LGS WT o la LGS 2+3b i

del grup de rates sanes alimentades
que sobreexpressaven la Bgal amb anticossos que reconeixen la glucoquinasa o 640 o la MAPquinasa

ERK (ERK) com a control de carrega. En tots els casos s han analitzat 20 ug de proteina per carril.
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3.2.12 Efectes sobre I’expressio de la GP

Es va determinar si hi havia canvis en I’enzim responsable de la degradaci6 del glicogen,
la GP. La quantitat de proteina es trobava disminuida en les rates STZ respecte a les rates
sanes (Fig 9), tot i que no observavem que el tractament amb els diferents adenovirus en
normalitzes la quantitat. Estudis previs han demostrat que la diabetis induida per STZ
produeix una disminucié en la quantitat d’ARNm 1 proteina de la GP (Rao, Pugazhenthi

et al. 1995).

Tanmateix, es van calcular la quantitat de proteina fosforilada i per tant activa, mitjancant
Western blot usant un anticos que reconeix la proteina fosforilada en el residu Ser 14. La
quantitat de proteina fosforilada es trobava disminuida en les rates diab&tiques respecte a
les sanes (Fig 9A4), confirmant aixi que 1’activacio de la GP es troba reduida en animals
diabetics per injeccid amb STZ (Rao, Pugazhenthi et al. 1995). La quantitat de proteina
fosforilada es trobava augmentada en les rates STZ que sobreexpressaven la LGS 2+3b,
assolint nivells semblants als de les rates sanes. Sembla doncs que la sobreexpressio de la
LGS 2+3b en fetge de rata STZ normalitza 1’estat d’activacié de la GP, el que podria
explicar una millora en 1’Gs del glicogen en aquests animals. Addicionalment es va
mesurar 1’activitat GPa en el fetge de les rates. Els resultats mostraven que les rates STZ
que sobreexpressaven la Bgal o la LGS WT tenien una activitat GPa reduida en fetge,
respecte a les rates sanes que sobreexpressaven la Bgal, no essent aixi pel grup de rates
STZ que sobreexpressaven la LGS 2+3b (Fig 9B). Aquests resultats, pero, son diferents
als que s’han descrit en el Capitol 2, on no s’observava cap canvi aparent en la quantitat
de GP fosforilada per sobreexpressidé de la LGS 2+3b, mitjangant analisi per Western
blot.
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Fig.9 Quantificacio de la proteina GP mitjancant Western blot, i activitat GPa. A) Analisi representatiu
de dos a tres extractes de fetge dels grups de rates sanes alimentades que sobreexpressaven la Bgal ,de les
rates STZ alimentades que sobreexpressaven la Bgal, la LGS WT o la LGS 2+3b amb anticossos contra la
GP fosforilada en la serina 14 (Ser14(P)GP), o la GP total. Com a control de carrega s’ha usat un anticos
contra la quinasa ERK (ERK). En tots els casos s’ han analitzat 20 ug de proteina per carril. B) Activitat
GPa en fetge de rates sanes que sobreexpressaven la Bgal (barra blanca) i en rates STZ (barres negres)
que sobreexpressaven la Bgal, la LGS WT o la LGS 2+3b, expressada en mU per mg de teixit. Els valors
representen la mitjiana = SEM de 7 rates sanes alimentades que sobreexpressaven la Bgal, 7 rates STZ
alimentades que sobreexpressaven la Bgal, 6 rates STZ alimentades que sobreexpressaven la LGS WT i 5
rates STZ alimentades que sobreexpressaven la LGS 2+3b. Els simbols indiquen diferéncia significativa

amb * p < 0,05 per comparacio amb el grup de rates sanes que sobreexpressaven la Bgal.
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3.3 Efectes de la sobreexpressié hepatica de la LGS 2+3b en rata STZ

dejunada.

Tal i com s’havia estudiat en rates sanes, voliem analitzar si el glicogen acumulat en les
rates diabétiques era capa¢ de mobilitzar-se en resposta al dejuni. A tal fi, a un grup de
rates diabetiques (STZ, glicemia > 400mg/dl), van ésser injectades amb una preparacio
d’adenovirus que codifiquen per la LGS 2+3b per vena caudal. També es van injectar dos
altres grups de rates STZ amb adenovirus que codificaven per la Bgal o per la LGS WT.
A part, es va generar un grup de rates sanes injectades amb una preparacié d’adenovirus
que codifiquen per la Bgal. Tots els animals van ésser alimentats ad /ibitum, fins a les
126 hores post-injecci6 dels adenovirus, llavors els animals es van sotmetre a un dejuni
de 18 hores, amb accés a 1’aigua de beguda. Al final d’aquest periode, les rates es van
anestesiar amb una injeccio intraperitoneal de tiobarbital (0,1 g/kg pes), es va col-lectar la
sang i es van extreure els diferents teixits que van ésser immediatament congelats a -80°C

fins al seu analisi.

DISSENY EXPERIMENTAL
Rates Wistar 4548 dies (180-200q)
|

Injeccid STZ 45mg'kg

!

6 dies
| I |
Bgal Bgal LGS WT LGS 2+3b
| | } l
n=7 n=5 n=3 n=f

126 hores + Dejuni 18 hores
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3.3.1 Activitat GS en fetge

L’activitat GS total en els fetges dels grups de rates que sobreexpressaven la LGS WT i la
LGS 2+3b es trobava logicament augmentada, de forma similar, respecte al grup que

sobreexpressava la Bgal (Fig. 10A4).

L’activitat GS mesurada en abséncia de GIc6P es trobava augmentada en les rates STZ
que sobreexpressaven la LGS 2+3b, tot i que les que sobreexpressaven la LGS WT també
en tenien un increment significatiu respecte a les rates STZ que sobreexpressaven la Bgal,

pero aquest increment era menys prominent (Fig. 10B).
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Fig. 10 Activitat GS en fetge. A) Activitat GS mesurada en presencia de GIc6P (A) o en abséncia (B) en els
extractes de fetge de les rates STZ dejunades que sobreexpressaven la Bgal, la LGS WT i la LGS 2+3b i el
grup de rates sanes que sobreexpressaven la Bgal dejunades. El dejuni es va dur a terme durant 18 hores.
En tots els casos (A i B) [Dactivitat esta expressada en mU per mg de teixit, i els valors representen la
mitiana + S.E.M de 5 rates STZ dejunades que sobreexpressaven la Bgal, 3 rates STZ dejunades que
sobreexpressaven la LGS WT, 6 rates STZ dejunades que sobreexpressaven la LGS 2+3b i 7 rates
dejunades que sobreexpressaven la Bgal. Els simbols indiquen diferéncia significativa amb * p < 0,05 i **
p < 0,005 per comparacio amb el grup de rates STZ dejunades que expressen la Bgal en el mateix estat

metabolic.

3.3.2 Quantificacio de proteina LGS en fetge

Addicionalment, es va analitzar la quantitat proteina LGS dels extractes dels fetges de les
rates STZ dejunades mitjancant Western blot. Les rates STZ dejunades que
sobreexpressaven la LGS WT o la LGS 2+3b expressaven una quantitat similar de

proteina LGS (Fig. 11), i la LGS 2+3b presentava una major mobilitat electroforética.
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Fig.11 Quantificacio de la proteina LGS mitjancant Western blot. Analisi representatiu dels homogenats
de tres extractes de fetge dels grups de rates STZ dejunades durant 18 hores que havien estat injectades
amb els adenovirus que codifiquen per la Bgal, la LGS WT i la LGS 2+3b amb anticossos contra la LGS
total (LGS) o la gamma tubulina (TUB) com a control de carrega. En tots els casos s’han analitzat 20 ug

de proteina per carril.

3.3.3 Glicémia

Es va mesurar la glicémia dels animals al llarg de I’experiment. Les rates STZ que
sobreexpressaven la LGS 2+3b presentaven uns valors més baixos de glucosa en sang a
les 120 hores post-injeccid (Taula 4), i aquest resultat era equivalent al que observavem

en el grup de rates STZ que havien estat analitzades préviament (Punt 3.2.8).
Després d’un dejuni de 18 hores es va determinar la glicemia de tots els grups de rates

STZ. El dejuni causa una baixada d’aquest parametre en tots els grups experimentals, i no

es van trobar diferéncies significatives entre els diferents tractaments.
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Glicémia (mg/dl) Bgal LGSWT LGS2+3b
Injeccid (alimentades ad libitum) 440 + 57 450 + 32 440 +29
120h post-injecci6 (alimentades ad libitum) 434 + 63 404 + 31 171 + 54*
144h punt final (després de 18 hores de dejuni) 77+4 70+ 4 80+ 10

Taula 4. Glicemia. Es va mesurar la glicemia dels animals per extraccio de sang de la cua de 5 rates STZ
que sobreexpressaven la Bgal, 3 rates STZ que sobreexpressaven la LGS WT, 6 rates STZ que
sobreexpressaven la LGS 2+3b, al inici de [’experiment, a les 120 hores post injeccio dels adenovirus i
finalment després d’un dejuni de 18 hores (144 hores totals). Els resultats s 'han expressat com la mitjana £
SEM. El simbol indica diferéncia significativa amb * p < 0,05 per comparacio amb el grup de rates STZ

que sobreexpressaven la Bgal.

3.3.4 Quantificacio de glicogen hepatic

Es procedi a analitzar si el glicogen hepatic es trobava reduit en resposta a un dejuni de
18 hores en les rates STZ. Les rates STZ que sobreexpressaven la LGS 2+3b sotmeses a
un dejuni presentaven un descens en la quantitat de glicogen hepatic si es comparaven els
nivells de polisacarid acumulats en el fetge de les rates STZ que sobreexpressaven la
mateix proteina perd que havien restat alimentades ad libitum (Fig.12). El glicogen de les
rates STZ que sobreexpressaven la LGS WT no va disminuir al nivell del de les rates que

sobreexpressaven la Bgal en resposta al dejuni.
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Fig.12 Quantificacio del glicogen hepatic. Analisi del contingut de glicogen acumulat en fetge de les rates
alimentades (barres grises fosques) dejunades durant les 18 hores finals de [’experiment (barres grises
clares) que sobreexpressaven la Bgal (rates sanes i STZ), la LGS WT (STZ) o la LGS 2+3b (STZ). Els
valors estan expressats en mg per g de teixit. Les barres representen la mitjana = S.E.M de 5 rates STZ
dejunades que sobreexpressaven la Bgal, 3 rates STZ dejunades que sobreexpressaven la LGS WT, 6 rates
STZ dejunades que sobreexpressaven la LGS 2+3b i 7 rates dejunades que sobreexpressaven la Bgal, 7
rates sanes alimentades que sobreexpressaven la Bgal, 7 rates STZ alimentades que sobreexpressaven la
Bgal, 6 rates STZ alimentades que sobreexpressaven la LGS WT i 5 rates STZ alimentades que
sobreexpressaven la LGS 2+3b. Els simbols indiquen diferencia significativa en el grup de rates dejunades
amb *p < 0,051 **p <0,005 per comparacio amb el grup de rates STZ que expressaven la Bgal en el
mateix estat metabolic, i el simbol & indica diferéncia significativa entre el grup de rates STZ alimentades
que expressaven la LGS 2+3b i el grup de rates STZ dejunades que sobreexpressaven la mateixa proteina

ambp < 0,005 .

3.3.5 Ultraestructura de fetge

Es va fer un estudi dels fetges de les rates STZ mitjangant microscopia electronica, tant
els grup de les rates que havien restat alimentades ad libitum com el que havia estat
sotmes a un dejuni de 18 hores, per detectar possibles canvis d’ultraestructura cel-lular.
En general, no s’observava cap alteracié en I’ultraestructura cel-lular en cap dels casos

analitzats.
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Els hepatocits de les rates STZ alimentades ad libitum 1 que sobreexepressaven la Bgal
presentaven particules de glicogen acumulat en el citoplasma (Fig. 13), i els hepatocits de
les rates STZ que sobreexpressaven la LGS 2+3b presentaven més quantitat aparent de
particules. Aquests resultats concorden amb les dades de contingut de glicogen (Punt

3.2.6).

En les rates STZ dejunades que sobreexpressaven la Bgal, el glicogen visualitzat
disminuia, respecte a les rates homologues que havien restat alimentades. En aquest grup
de rates dejunades es trobaven nombroses estructures, habituals en diabetis, tals com
cossos densos 1 autofagosomes (Amherdt, Harris et al. 1974). La quantitat glicogen en el
grup de rates STZ dejunades que sobreexepressaven la LGS 2+3b era clarament major
que el de les rates STZ que sobreexpressaven la Bgal en el mateix estat metabolic.
Aquests resultats corroboren doncs els que s’obtenien per la mesura de glicogen (Punt

3.3.4).
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DEJUNADES ALIMENTADES

Fig.13 Analisi per microscopia electronica de les biopsies de fetge. Analisi d ultraestructura cel-lular de
biopsies del fetge de les rates STZ alimentades o dejunades durant les 18 hores finals que
sobrexepressaven la Bgal o la LGS 2+3b. El regle en el cas de les rates alimentades representa 5um i en
les rates dejunades és de lum. Els simbol cd representa cos dens, n representa nucli, m representa

mitocondri, | representa lipid.
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3.4 Discussi6

En aquest capitol s’ha estes volgut estendre 1’estudi sobre els efectes de la sobreexpressio
en fetge de la LGS modificada en els llocs 2 i 3b de fosforilacié sobre la millora de
I’homeostasi de la glucosa en animals diabétics tipus I (STZ). Tres conclusions principals

s’extreuen d’aquest estudi.

Primer, 1’expressio de la LGS 2+3b en el fetge d’animals diabétics STZ és suficient per
restaurar la capacitat d’acumulacié de glicogen, doncs la quantitat de polisacarid
acumulat en el fetge d’aquests animals era similar a la de les rates sanes que
sobrexpressaven la Bgal. Aquesta restauracid en la capacitat de sintetitzar glicogen podia
contribuir doncs a la disminuci6 de la glicémia observada en aquests animals, degut a que
I’excés de glucosa en sang podia ésser desviat cap a la sintesi del polisacarid en el fetge.
Aquesta disminuci6 en la glicemia de les rates STZ que sobreexpressaven la LGS 2+3b
es produia sense que es donés cap alteracid en metabolits circulants clau, com per
exemple els triglicerids, i en el marc d’una insulinémia disminuida deguda a I’estat
diabetic. Cal remarcar, que la sobreexpressio de la mateixa quantitat de LGS WT no
produia cap efecte sobre la glicemia dels animals STZ, pel que les terapies que involucrin

un augment en la quantitat de LGS probablement no resultarien efectives.

Segon, la reducci6 en la glicemia dels animals STZ que sobreexpressaven la LGS 2+3b
ocorria tot 1 que 1’expressio 1 activitat de la GK es trobaven reduides degut a la baixa
insulinémia (Iynedjian 1993). Potser degut aixo, el glicogen acumulat en el fetge de les
rates STZ que sobreexpressaven la LGS 2+3b era menor que el de les rates sanes que
sobreexpressaven la mateixa proteina (Capitol 2). Els resultats suggereixen que els
animals STZ que sobreexpressaven la LGS 2+3b en fetge eren capagos de sintetitzar
glicogen a través de precursors gluconeogenics principalment. Reforcant aquesta idea
trobem els resultats descrits en el primer capitol, on la sobreexpressié de les diverses
formes modificades en els llocs de fosforilaci6 de la LGS en cultius primaris d’hepatdcits

cultivats amb medi sense de glucosa aconseguia que els hepatocits acumulessin glicogen
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mitjancant la conversid gluconeogenica dels aminoacids presents en el medi de cultiu.
Aixi doncs, I’expressio hepatica de la LGS 2+3b probablement deriva gran quantitat dels
precursors gluconeogenics cap a sintesi de glicogen, el que contribuiria a reduir la
quantitat de glucosa alliberada pel fetge al torrent circulatori. El glicogen hepatic
acumulat es mobilitzava en resposta a senyals glicogenolitiques com és el dejuni de 18
hores, el que podria permetre contrarestar a la baixada dels nivells de glucosa en sang en
periodes d’hipoglucémia propis de la diabetis. A més, la sobreexpressio de la LGS 2+3b
en les rates STZ produia una normalitzacié de la fosforilacio de la GP, que es trobava
alterada en la diabetis (Rao, Pugazhenthi et al. 1995). Trobem descrit que en ’activacid
de GP els nivells de Glc6P juguen un paper clau (Aiston, Andersen et al. 2003), per tant
podria ésser que hi hagués una disminucié en els nivells de Glc6P degut a la
sobreexpressio de la LGS 2+3b, doncs aquest metabolit estaria essent conduit
constantment cap a sintesi de glicogen. Una altra possibilitat pot ésser que la forma
constitutivament defosforilada de la LGS competeixi pel mateix lloc d’unié a la PTG que
la GPa (Brady, Printen et al. 1997), al produir-se aquesta competicio, la PTG no es podria
unir a la GPa i aquesta no podria ésser defosforilada (Browne, Delibegovic et al. 2001;
Green, Aiston et al. 2004), encara que també podria ésser que els nivells de PTG es
trobessin disminuits per la sobreexpressido de la LGS 2+3b, el que contribuiria a un

augment en la quantitat de GPa.

Tercer, un altre mecanisme pel qual es podria donar aquesta disminucio en la glicémia en
les rates STZ que sobreexpressaven la LGS 2+3b és la reduccio en la ingesta. La infusio
de leptina en el model de rates diabetiques tipus I per injeccié de STZ (Sindelar, Havel et
al. 1999) causa la normalitzaci6 de la ingesta en aquests animals, i una reduccid
moderada en la glicémia. Pero en el nostre cas, els valors de leptina circulants no varien
per sobreexpressio de la LGS 2+3b. Podria ésser doncs que la reduccid en la ingesta es
donés a través d’un mecanisme independent de leptina, tal vegada altres peptids que
influencien el patré d’ingesta, com la ghrelina o la cholecistoquinina, podrien estar
alterats, el que requereix un estudi més detallat. A més, no es descarta que la reducci6 en
la ingesta pugui estar relacionada amb els canvis en la disposicio de la glucosa i el seu

emmagatzemament, tal i com han suggerit d’altres autors (Mayer 1953; Russek 1963;
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Russek 1971; Tordoff and Friedman 1988; Tordoff, Tluczek et al. 1989; Mayer 1991;
Flatt 1996). En alguns d’aquests estudis es mostra com les infusions isotoniques de
glucosa i fructosa via porta, o de fructosa via jugular, séon capaces de produir un
increment en la quantitat de glicogen sintetitzat en el fetge 1 de reduir la ingesta, el que no
passa amb infusions isotoniques de glucosa per via jugular que produeixen un increment
molt més moderat en la quantitat de glicogen acumulat en fetge (Tordoff and Friedman
1988; Tordoff, Tluczek et al. 1989). A més, 1’administracié d’(-)hidroxicitrat, que també
condueix a un increment en la sintesi de glicogen en fetge de rata, causa una reducci6 en
la ingesta (Hellerstein and Xie 1993). Tanmateix, altres estudis han demostrat que la
sobreexpressid d’una subunitat mixta de la PP1 en fetge de rata STZ, anomenada GCAM,
que provoca un augment moderat en I’emmagatzematge de polisacarid resulta en la
reduccié de la ingesta, en canvi la sobreexpressio de la subunitat Gy, que provoca un
augment encara més intens en 1’acumulaci6 del polisacarid, no causa cap efecte sobre la
ingesta o la hiperglucémia (Yang and Newgard 2003). Aixi doncs, tant aquests estudis,
com el que es descriu en aquest projecte, postulen un model on un increment moderat en
la quantitat de glicogen hepatic generaria signes que regularien la ingesta, encara que

manquen estudis que confirmessin aquesta vinculacio.

En conclusid, en aquest capitol es demostra que la sobreexpressio de la LGS 2+3b és
capag¢ de produir una disminucié en la glicémia de rates diabétiques STZ, tot i la baixa
activitat GK 1 la reduida quantitat d’insulina circulant. Aquest fet es deuria a tres
mecanismes a priori, la restauracié de la sintesi de glicogen en el fetge, una possible
disminuci6 en la produccié de glucosa i una reduccié en la ingesta. Per aixo, aquests
resultats suggereixen que 1’activacié de la LGS podria ser un mecanisme eficag per a

millorar ’homeodstasi de glucosa en la diabetis.
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