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RESUMEN

Introduccion: El glucagon, junto con la insulina, son las principales hormonas
responsables de mantener la glicemia dentro de rangos fisiologicos durante el dia. Pese a
que desde hace largo tiempo se sabe que la secrecion de glucagon aumenta en respuesta
a disminuciones de la glicemia, los mecanismos mediante los cuales ésta regula la
secrecion de glucagon no son del todo claros. EI Zn es un mineral que se encuentra
altamente concentrado en las vesiculas de secrecion de insulina de las células B, siendo
liberado en grandes cantidades junto con ésta y pudiendo contribuir a la supresion de la
secreciéon de glucagdbn mediante distintos mecanismos, incluyendo la interaccion con
canales idnicos especificos y a través de sus propiedades insulino-miméticas. Distintos
estudios sefialan que los pacientes con DM presentan una desregulacion de la secrecion
de glucagdn caracterizada por un aumento absoluto o relativo de su secrecion asi como
por una disminucién de su supresion en respuesta a la glucosa. A su vez, distintos
estudios han mostrado que pacientes con DM2 tienden a presentar una deficiencia de Zn,
mientras que estudios de suplementacion muestran que éste contribuye a un mejor
control de la glicemia. Considerando lo anterior, se decidi6 evaluar el efecto que tiene la
suplementacion con Zn sobre la secrecion de glucagén, la relacion entre éste y la
glicemia e insulina y sobre la regulacion de la glicemia, postulandose la hipotesis de que
la suplementacién crénica con Zn en pacientes con DM2 disminuye en un 10% la
secrecion de glucagén, lo cual esta asociado a un aumento en la expresion del
transportador de Zn ZnT-8 y a un aumento en la secrecién de y en la sensibilidad a la
insulina.

Materiales y Método: Treinta y seis individuos fueron distribuidos aleatoriamente en dos
grupos, uno de los cuales recibi6 un suplemento con 30 mg/dia de Zn durante un afio
mientras que el otro recibi6é un placebo. Al ingreso y al afio se evaluaron a través de un
“screening” tanto la ingesta de Zn como distintos indicadores de estado nutricional de
Zn, ademas del control glicémico, el estado inflamatorio, el estado de estrés oxidativo y
una serie de parametros antropométricos y bioquimicos. También se evaluaron mediante
una curva modificada de tolerancia a la glucosa con muestreo frecuente, tanto la
concentracion plasmatica de glucagon, insulina y glicemia, como distintos parametros
relativos a la homeostasis de la glucosa, los cuales fueron determinados de acuerdo con
el modelo minimo de Bergman.

Resultados: No hubo diferencias significativas en la concentracion plasmatica de
glucagon, insulina o glicemia ni en la supresion de la secrecion de glucagon en respuesta
a la suplementacion con Zn. Sin embargo, mientras el grupo control presento
correlaciones significativas entre la concentracion plasmatica de glucagon en respuesta a
la infusion de insulina y la resistencia a la insulina, el indice de masa corporal, la
circunferencia de cintura, la concentracion plasmatica de colesterol LDL y la
concentracion plasmatica de Proteina C Reactiva ultrasensible, estas correlaciones no se
presentaron o fueron atenuadas en respuesta a la suplementacién con Zn.
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Conclusion: La suplementacion con Zn disminuye el efecto de la resistencia a la
insulina en células a de pacientes con DM2.
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ABSTRACT

Introduction: Glucagon and insulin are the main hormones responsible for keeping
blood glucose within physiological range throughout the day. Although it is known since
long time ago that glucagon rises in response to blood glucose decrease, the mechanisms
involved are still less clear. Zn is a mineral highly concentrated in insulin-containing
vesicles from f cells, being released in substantial amounts together with such hormone
and it possibly contributes to suppress glucagon secretion by distinct mechanisms,
including the interaction with specific ionic channels and through its insulin-mimetic
properties. Different studies pointed out that patients with DM show a dysregulation of
glucagon secretion, characterized by an absolute or relative increased secretion and by a
decreased suppression in response to glucose. In addition, several studies have shown
that patients with T2DM have Zn deficiency, and that Zn supplementation improves
glycemic control. Considering the aforementioned, we investigated the effect of Zn
supplementation on glucagon secretion, the relationship between glucagon, insulin and
glycemia, and on glycemic control, postulating the hypothesis that chronic Zn
supplementation in T2DM patients decreased in 10% glucagon secretion, which is
related with an increase in the expression of Zn transporter ZnT-8 and to an increase in
the secretion and sensitivity to insulin.

Materials and methods: Thirty six subjects were randomly assigned to one of two
groups; one received a 30 mg/day Zn supplement during a year while the other received
a placebo. Zn intake and nutritional status, glycemic control, inflammatory and oxidative
stress indicators as well as anthropometric and biochemical parameters were
investigated at the beginning and at the end of the study. Plasma glucagon and insulin
concentration, glycemia and different parameters relatives to glucose homeostasis and
calculated according to Bergman’s minimal model were also investigated by using the
modified Frequently Sampled Intravenous Glucose Tolerance Test.

Results: There were no significant differences in plasma glucagon or insulin
concentration, glycemia, or glucagon suppression in response to Zn supplementation.
However, while the placebo group showed significant positive correlations between
plasma glucagon after insulin infusion and insulin resistance, body mass index, waist
circumference, LDL-cholesterol and ultrasensitive C Reactive Protein, those correlations
were absent or attenuated in response to Zn supplementation.

Conclusion: Zn supplementation decrease insulin resistance in o cells of T2DM patients.
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INTRODUCCION

El glucagdn es una hormona peptidica pequefia, formada por 29 aminoacidos (Thomsen
et al. 1972), descubierta el afio 1922 en perros por John Kimball y Charles Murlin
durante sus intentos por perfeccionar un método de purificacion de insulina a partir de
extractos pancreaticos (Kimball y Murlin 1923). Esta hormona es producida y secretada
por las células a (Sutherland y De Duve 1948), las cuales se encuentran formando parte
principalmente de los islotes de Langerhans del pancreas endocrino, aunque en especies
como perros y conejos se ha descrito su presencia también en la mucosa gastrica
(Sutherland y De Duve 1948, Muller et al. 1978). En el caso de los humanos,
recientemente se ha descrito la presencia de glucagbn en individuos
depancreatectomizados, sugiriendo también la existencia de células o extrapancreaticas
(Lund et al. 2016).

El glucagon es producido a partir de la expresion del gen del proglucagon (GCG), la
cual hasta el momento se describe restringida s6lo a células a, células L intestinales y
células cerebrales (Gromada et al. 2007). Mientras que en células o la expresion del
GCG da origen a glucagén, en células L y células cerebrales la expresion del GCG da
origen a los péptidos Glucagon Like Peptide-1 (GLP-1) y Glucagon Like Peptide-2
(GLP-2) (Jin 2008). La sintesis de una u otra de estas hormonas por los distintos tipos
celulares esta dada por la presencia diferencial de las enzimas Proprotein Convertases
(PC), siendo la PC2 la responsable del procesamiento de proglucagon a glucagon en
células a y las PC1/3 las responsables de la formacion de GLP-1y GLP-2 en células L y
cerebrales (Jiang y Zhang 2003).

La secrecion de glucagon aumenta principalmente en respuesta a la disminucion de la
concentracion plasmatica de glucosa, siendo su principal funcién aumentar esta Gltima
mediante el incremento en la liberacién de glucosa hepatica (Jiang y Zhang 2003). Para
esto, el glucagén debe unirse con el receptor de glucagén (GR) presente en los
hepatocitos (proteina de membrana perteneciente a la familia B de la superfamilia de
Receptores Acoplados a Proteinas G), dando como resultado la activacion de una
cascada de sefalizacion que involucra la activacion de la proteina Gs, la activacion de la
adenililciclasa y el aumento de la concentracion intracelular de cAMP (Authier y
Desbuquois 2008), traduciéndose finalmente en la estimulacion de la gluconeogénesis y
de la glucogenolisis y en la supresion de la glicolisis y de la glucogenogénesis (Jiang y
Zhang 2003). Adicionalmente, dentro de la cascada de sefializacion del glucagon se ha
descrito la activacion de la PLC y el aumento en la concentracion intracelular de Ca*",
aunque su funcion no es del todo clara (Authier y Desbuquois 2008).

Junto con el higado, el rifion es el 6rgano con mayor presencia de GR. Sin embargo éste
también se encuentra presente, aunque en menor medida, en corazén, tejido adiposo,



bazo, glandulas adrenales, pancreas endocrino y corteza cerebral, donde el glucagén
ejerce diversos efectos (Authier y Desbuquois 2008, Bansal y Wang 2008). Entre las
distintas acciones del glucagon no relacionadas con la mantencion de la homeostasis de
la glucosa, una que ha despertado un creciente interés en los ultimos afios dice relacion
con el rol del glucagon en la regulacion del gasto energético. Distintas observaciones
indican que el glucagon induce un aumento en el consumo de oxigeno a la vez que
favorece una reduccion en el apetito (Habegger et al. 2010, Campbell y Drucker 2015),
lo cual ha derivado en que actualmente sea estudiado su potencial terapéutico en el
control de la obesidad (Habegger et al. 2010).

Mecanismos de Regulacion de la Secrecion de Glucagon

Pese a que ha transcurrido méas de medio siglo desde que se sugirio por primera vez que
la secrecién de glucagon es estimulada por la hipoglicemia (Gromada et al. 2007),
todavia no son bien comprendidos los mecanismos que regulan la secrecion de esta
hormona.

La célula a, al igual que la célula B, es una célula excitable, con una gran variedad de
canales ionicos presentes en su membrana plasmatica. Su regulacion es compleja,
interactuando estimulos de tipo nerviosos, endocrinos, paracrinos, autocrinos vy
yuxtacrinos con el efecto directo que ejercen diversos macro y micronutrientes como la
glucosa, ciertos aminoacidos y lipidos, entre otros (Gromada et al. 2007, Quesada et al.
2008).

Actualmente, las dos principales teorias respecto de los mecanismos de regulacién de la
secrecién de glucagon postulan que: 1) esta regulacion se produce de manera intrinseca a
nivel de la célula a como consecuencia del metabolismo de la glucosa o 2) la regulacion
de la secrecion de glucagon recae fundamentalmente en la accion paracrina de diversos
productos de secrecion liberados por las demas células del islote de Langerhans (Walker
et al. 2011, Gylfe 2016). Sin embargo, resulta probable que ambos mecanismos
colaboren en la regulacién de la secrecién de glucagén y que la importancia relativa de
uno u otro sea dependiente de la concentracion de glucosa plasmatica. De este modo, los
mecanismos de regulacion intrinsecos tendrian una mayor relevancia en un contexto de
hipoglicemia mientras que en estados de hiperglicemia los mecanismos de regulacion
predominantes serian aquellos de tipo paracrino (Walker et al. 2011, Gylfe 2016).

Diversas teorias existen también respecto de los mecanismos intrinsecos mediante los
cuales la glucosa regularia la secrecion de glucagon. Si bien la teoria mas aceptada
propone a los canales de K* sensibles a ATP (K*atp) como los principales responsables
de traducir los cambios metabolicos a cambios en el potencial de membrana de la célula
o (Rorsman et al. 2008), también la bomba Na'/K* ATPasa y la bomba de Ca®* del
reticulo sarco/endoplasmico (SERCA) han sido postulados como posibles intermediarios
a través de los cuales la glucosa ejerceria su efecto inhibitorio (Gylfe 2013).



En el caso de la regulacion paracrina de la secrecion de glucagon, tanto las células 8
como las células 6 han sido propuestas como las responsables de llevar a cabo esta
funcién. Mientras que en ¢l caso de la célula 6 es la somatostatina la que participa en la
modulacion de la secrecion de glucagdn (Hauge-Evans et al. 2009), en el caso de la
célula B se han descrito varios productos de secrecion capaces de modular la secrecion
de ésta hormona, entre los que se cuentan la insulina, el acido y amino-butirico (GABA)
y el Zn (Gromada et al. 2007).

Rol del Zinc en la Regulacién de la Secrecion de Glucagon

El Zn es un micronutriente esencial que participa en maultiples funciones en el
organismo, cumpliendo tanto roles estructurales como cataliticos y de sefializacion
(Maret 2013). En mamiferos, forma parte de mas de 300 metaloenzimas y de mas de
3000 metaloproteinas, encontrandose altamente concentrado en ciertos érganos como
préstata, tejido mamario y pancreas (Kelleher et al. 2011, Maret 2013). En el pancreas,
el Zn se encuentra concentrado principalmente en las vesiculas de secrecion de insulina
de las células B, participando en la cristalizacion de ésta y siendo liberado en gran
cantidad durante su secrecion (Foster et al. 1993, Kristiansen et al. 2001, Qian et al.
2003, Dunn 2005).

El rol inhibitorio del Zn sobre la secrecion de glucagon fue descrito por primera vez en
2003 por lIshihara et al. en experimentos llevados a cabo en pancreas perfundidos e
islotes pancreaticos aislados de ratas. En dichos experimentos, los autores observaron
que la adicion de Zn en una concentraciéon de 30 uM a una solucidén con piruvato
(sustrato mitocondrial capaz de ingresar en células a pero incapaz de ingresar en células
B) disminuy6 en un 80% la secrecion de glucagon inducida por éste mientras que la
aplicacion de EDTA (quelante inespecifico) durante la perfusion de pancreas con una
solucion con monometil-succinato (sustrato mitocondrial capaz de ingresar en células o
y B) modifico el efecto inhibitorio de éste sobre las células o, pasando a ser un
estimulante sin alterar la secrecién de insulina (Ishihara et al. 2003).

Tras un par de afios, y a partir de resultados obtenidos en experimentos con pancreas
perfundidos, islotes pancreaticos aislados y células o aisladas de rata, Franklin et al.
postularon que la accién inhibitoria del Zn sobre la secrecién de glucagén se debia
especificamente a la activacion de los canales K'atp (Franklin et al. 2005), cuya
actividad se encuentra regulada principalmente por el estado energético de las células
(relacion ATP/ADP-Mg) (Seino 1999). En este sentido, los canales K'atp son
considerados como verdaderos sensores metabdlicos, siendo responsables de acoplar el
metabolismo celular a cambios en el potencial de membrana (McTaggart et al. 2010).

Los canales K*atp son canales idnicos de tipo hetero-octameros, estando compuestos por
cuatro subunidades de Receptores de Sulfonilureas (Sulfonylurea Receptor, SUR1 o
SUR2) y cuatro subunidades de Canales de K* de Rectificacion Interna Kir6.0 (Inwardly
Rectifying K™ channels, Kir6.1 o Kir6.2) (Seino 1999). Han sido descritos en maltiples
tejidos, incluyendo células a y B pancreaticas; musculo esquelético, liso y cardiaco;



cerebro; glandula pituitaria y rifion, entre otros (Bokvist et al. 1999, Seino 1999) y
algunos de los procesos fisioldgicos en los cuales participan incluyen la secrecién de
insulina, la excitabilidad de miocitos y neuronas y el reciclaje de K* en el epitelio renal
(Seino 1999). En el caso especifico de las células a, se ha descrito que la ausencia de
canales de K*a1p funcionales en islotes pancreéticos aislados de raton (ratones K.O. para
la subunidad SUR1) produjo una disminucion en la secrecion de glucagén frente a bajas
concentraciones de glucosa, a la vez que inhibié la respuesta de las células a a la
adicion de glucosa y de tolbutamida (sulfonilurea) (Gromada et al. 2004).

El Zn es capaz de modular la actividad de los canales de K™ atp tanto a nivel intra como
extracelular. A nivel extracelular, el Zn puede actuar como un activador o como un
inhibidor de éstos dependiendo de la conformacion que posean, siendo su accion
inhibitoria en el caso de los canales compuestos por subunidades SUR2A y activadora
en el caso de los canales compuestos por subunidades SUR1. A nivel intracelular el Zn
es capaz de activar tanto los canales K*atp compuestos por subunidades SUR1 como por
subunidades SUR2A (Prost et al. 2004). En cuanto al efecto activador del Zn sobre los
canales K*atp compuestos por subunidades SUR1, este estaria mediado especificamente
por la union del Zn a dos residuos de histidina presentes en la fraccion extracelular de
dicha subunidad (Bancila et al. 2005). En el caso de los islotes de Langerhans, se sabe
que células a y P pancreaticas s6lo expresan canales K atp compuestos por subunidades
SUR1 y Kir6.2 (Bokvist et al. 1999, Miki et al. 1999), por lo que la presencia
extracelular de Zn resultaria en la apertura de éstos.

Pese a que distintos estudios confirman la participacion de los canales de K'atp en la
inhibicidn de la secrecion de glucagon mediada por Zn (Franklin et al. 2005, Zhou et al.
2007, Slucca et al. 2010), diversos estudios han fallado en demostrar esta relacion
(Ravier y Rutter 2005, Quoix et al. 2009), lo cual se suma al hecho de que, a diferencia
de lo que sucede con el rol de los canales K*atp en las células B, el rol de estos canales
en las células a atn no estd del todo claro. En este sentido, mientras que esta bien
establecido que en las células B el aumento en la glucosa induce el cierre de los canales
de K'atp, lo cual genera la despolarizacion de la célula y la secrecion de insulina
(Tarasov et al. 2004, McTaggart et al. 2010), en el caso de las células a la hipotesis mas
aceptada postula que el cierre de los canales de K*atp produce la inactivacion de ciertos
canales de Na" que operan a bajo voltaje, de los cuales depende a su vez la actividad de
los canales de Ca** responsables del ingreso del Ca®* necesario para la exocitosis de las
vesiculas de glucagon (Rorsman et al. 2014). Sin embargo, hasta el momento al menos
un estudio ha descrito un fendomeno diferente en células o de ratas, en las cuales el
mecanismo de secrecion de glucagén remeda al mecanismo de secrecion de insulina de
las células B, siendo exclusivamente el efecto paracrino el responsable de inhibir la
secrecion de glucagon frente a concentraciones elevadas de glucosa (Olsen et al. 2005).

Ademas de la accion del Zn sobre los canales K* a1p, 0tro mecanismo mediante el cual el
Zn podria inhibir la secrecion de glucagon dice relacion con la actividad del
transportador de Zn ZnT-8. Este transportador de Zn fue descrito originalmente como un
transportador de Zn especifico de las células P pancreaticas, encontrandose asociado



exclusivamente a las vesiculas de secrecion de insulina (Chimienti et al. 2004). Sin
embargo, estudios posteriores demostraron su presencia en otros tipos celulares, aunque

su expresion resulta particularmente abundante en células a y B pancreaticas (Murgia et
al. 2009, Zhong et al. 2012).

A diferencia de lo que sucede en las células B, en las cuales estd bien descrito que el
ZnT-8 es necesario para permitir el ingreso del Zn a las vesiculas de secrecion de
insulina y la adecuada cristalizacion de ésta (Wijesekara et al. 2010), el rol de este
transportador en la célula o todavia se desconoce. Sin embargo, un estudio reciente
llevado a cabo en ratones K.O. para ZnT-8 en células a describio que el silenciamiento
de este transportador indujo una mayor secrecion de glucagén en respuesta a una baja
concentracion de glucosa (1 mM) en un subgrupo de estas células respecto de células a,
de ratones wild type, situacién que no se replicd frente a altas concentraciones de
glucosa (17 mM) (Solomou et al. 2015). Del mismo modo, la sobreexpresion de este
transportador también en células o de raton produjo en estos animales una disminucion
significativa de la secrecion de glucagon en respuesta a la hipoglicemia evaluada
mediante un clamp hipoglicémico hiperinsulinémico, lo cual fue reafirmado luego en
cultivos estaticos de células a de estos mismos ratones cuando fueron expuestas a bajas
concentraciones de glucosa. Al igual que en el caso anterior, este efecto tampoco fue
observado frente a concentraciones elevadas de glucosa (Solomou et al. 2016). De esta
forma, pese a que el mecanismo involucrado todavia es desconocido, los antecedentes
permiten especular que el ZnT-8 tiene un rol importante en la regulacion de la secrecion
de glucagon por parte de las células o, aunque al parecer solo en situaciones de
hipoglicemia.

Finalmente, un altimo mecanismo mediante el cual el Zn podria inhibir directamente la
secrecion de glucagén dice relacion con su interaccion con canales de Ca** operados por
voltaje (VGCC, voltage gated calcium channels). En este caso, un estudio llevado a
cabo por Drobinskaya et al. en ratones K.O. para la subunidad Ca,2.3 de los canales
VGCC, mostré que el silenciamiento de esta subunidad produjo un aumento en la
secrecion de glucagon en ratones hembra, lo cual fue también observado en ratones
hembras wild type tratadas con DEDTC (Diethyldithiocarbamate), el cual es un quelante
de Zn utilizado en los roedores para inducir la deplecion de este mineral. Pese a que el
efecto del DEDTC sobre la secrecion de glucagon fue igualmente observado en ratones
hembra K.O. para la subunidad Ca,2.3, este efecto fue significativamente mas
prounciado en los ratones hembras wild type. De este modo, la posible explicacion
propuesta por Drobinskaya et al. sugiere que los canales Ca,2.3 también estarian
involucrados en la regulacion paracrina de la secrecién de glucagén, siendo el Zn en este
caso un inhibidor alostérico de estos canales (Drobinskaya et al. 2015).

Ademas de los efectos directos del Zn en la regulacion de la secrecion de glucagon, éste
también podria contribuir de manera indirecta mediante su actividad insulino-mimética
(Vardatsikos et al. 2013). En ese sentido, Miranda y Dey observaron que la aplicacion
de Zn (20 puM) en cultivos estaticos de células C2C12 fue capaz de estimular
significativamente la fosforilacion del receptor de insulina (IR), teniendo ademas un



efecto aditivo a la insulina y siendo su efecto aun mayor sobre la fosforilacion del
sustrato del receptor de insulina-1 (IRS-1) (Miranda y Dey 2004). El efecto del Zn sobre
la fosforilacion del IR e IRS-1 estaria mediado mas bien por la inhibicion de la actividad
de fosfatasas como la PTP1B (principal enzima responsable de desfosforilar ambas
proteinas luego de su activacion) mas que por la estimulacion directa de la actividad
tirosina quinasa del IR (Haase y Maret 2003), siendo su resultado una mayor
estimulacion de la actividad de PI-3K y Akt (Barthel et al. 2007). Ademas del aumento
en la fosforilacion de IR e IRS-1, el efecto insulino-mimético del Zn seria amplificado a
nivel de Akt producto del efecto inhibitorio de éste sobre la actividad de otra fosfatasa,
la fosfatasa PP2A, la cual es una serina/treonina fosfatasa responsable de desfosforilar a
Akt activado (Lee et al. 2009).

En el caso de la via de las MAPK, se ha descrito un efecto estimulador del Zn sobre la
actividad de ERK1/2, el cual podria ser atribuido en algunos casos a la activacion de Ras
(la cual seria especifica para ciertas isoformas de ésta) (Klein et al. 2006) y a la
inhibicion que ejerce el Zn sobre la actividad de fosfatasas como PP2A (Ho et al. 2008).

En cuanto al efecto de la insulina sobre la secrecion de glucagon, se han descrito al
menos tres mecanismos mediante los cuales la insulina inhibe la secrecion o expresion
de glucagdn (Bansal y Wang 2008): 1) disminucion de la sensibilidad de los canales de
K*atp al ATP, 2) aumento de la actividad del GABA en la célula o y 3) inhibicion de la
expresion del gen de glucagon (GCG).

En el caso de la accion de la insulina sobre los canales de K*atp, Se ha observado que
ésta es capaz de disminuir la sensibilidad de los canales K'arp al aumento de la
concentracion de ATP y posiblemente disminuya también la estabilidad de la
conformacion cerrada de éstos, induciendo una hiperpolarizacion de la célula a (Leung
et al. 2006, Lin y Chai 2008). A diferencia del Zn, cuyo efecto se produce sobre las
subunidades SUR1 (reguladoras) de los canales K*atp (Bancila et al. 2005), la accion de
la insulina estaria mediada por la fosforilacion de las subunidades Kir6.2, responsables
estructuralmente de la formacion del poro (Lin y Chai 2008). En cuanto a su mecanismo
de accién, se ha descrito tanto que estaria mediado por PI-3K como que seria
independiente de ésta y estaria mediado por la via de Ras-ERK (Leung et al. 2006, Lin y
Chai 2008).

El GABA se encuentra presente en las células 3 en vesiculas de secrecion similares a las
vesiculas sinapticas, las cuales son diferentes de las vesiculas de secrecion de insulina, e
inhibe la secrecién de glucagdn a partir de su unién con el receptor de GABA tipo A
(GABAAR), cuya activacion induce el influjo de iones CI" y la hiperpolarizacion de las
células a (Braun et al. 2004, Gromada et al. 2007). Aunque no existe claridad respecto
del efecto de la glucosa sobre la secrecion de GABA por parte de las células B (Franklin
y Wollheim 2004), se ha observado que la insulina es capaz de inducir la traslocacién de
los receptores GABAAR hacia la membrana plasmatica de las células o, efecto que
estaria mediado por la accion de Akt sobre residuos especificos de Ser presentes en la
subunidad B de este receptor (Xu et al. 2006). De este modo, pese a que no habria un



aumento en la secrecion de GABA por parte de la célula B, la mayor presencia de
receptores GABAAR seria responsable de una mayor supresion de la secrecion de
glucagon.

Finalmente, se ha observado que la insulina es capaz de inhibir la expresion del gen del
proglucagdn (Philippe 1989). Aunque posiblemente esto no tenga ningun efecto sobre la
secrecion aguda de glucagon, si podria representar un mecanismo de control de largo
plazo sobre la secrecién de éste. En este caso, al igual que lo que sucede con la
traslocacion de los GABAAR, el efecto estaria mediado especificamente por la via de la
P1-3K (Schinner et al. 2005).

Pese a todo lo anterior, el efecto del Zn en la via de sefializacion de la insulina al parecer
seria dependiente del tipo celular estudiado (Vardatsikos et al. 2013), lo cual requeriria
estudiar el efecto del Zn especificamente en el 6rgano o tejido de intereés.

Desregulacion de la Secrecion de Glucagon en la Diabetes Mellitus

De acuerdo a la Asociacion Americana de Diabetes (American Diabetes Association,
ADA), la diabetes mellitus (DM) corresponde a un conjunto heterogéneo de
enfermedades metabdlicas caracterizadas por la presencia de hiperglicemia,
presentandose como resultado de defectos en la secrecion de insulina, en su respuesta, o
en ambas (American Diabetes Association 2014). De acuerdo a su etiologia, ésta puede
ser clasificada como diabetes tipo 1 (DM1), tipo 2 (DM2), gestacional, 0 como otro tipo
de diabetes, siendo este dltimo grupo de baja prevalencia (American Diabetes
Association 2016).

A nivel mundial, la DM1 da cuenta aproximadamente del 5 — 10% del total de casos de
DM, siendo el 90 — 95% restante DM2 (American Diabetes Association 2016). Esto es
importante considerando que mientras la DM1 es consecuencia principalmente de un
trastorno autoinmune con un fuerte componente genético, la DM2 es mas bien
multifactorial, con un componente genético méas acotado, y sus principales factores de
riesgo son la edad, el sedentarismo y la obesidad (American Diabetes Association 2016).

Actualmente, la DM2 es considerada una epidemia (Zimmet et al. 2001), estimandose
que el afio 2010 esta enfermedad alcanzd una prevalencia mundial de 6,4% en personas
entre 20 y 79 afios, afectando a aproximadamente 285 millones de individuos (Shaw et
al. 2010). Para el afio 2030 se estima que esta enfermedad afectara a aproximadamente
439 millones de personas en el mundo, alcanzando una prevalencia de 7,7% vy
observandose el mayor aumento de ésta en paises en vias de desarrollo (Shaw et al.
2010). Ademas del fuerte impacto que esta enfermedad tiene en los pacientes y sus
familias, ésta repercute también fuertemente en las sociedades, las cuales deben hacer
frente a altos costos por conceptos de tratamientos de salud asi como por pérdidas de la
capacidad laboral de los individuos afectados. En este sentido, se estima que tan solo en
2012 los costos directos e indirectos de la DM en los Estados Unidos alcanzaron los
US$245 billones, siendo US$69 billones asociados a pérdida en la productividad



(American Diabetes Association 2013). En Chile, los datos de la Encuesta Nacional de
Salud 2009-2010 revelaron una prevalencia de DM de 9,4% en personas sobre 15 afios,
reflejando esto un importante aumento respecto del 6,3% observado en la Encuesta
Nacional de Salud del afio 2003 (Chile. Ministerio de Salud. 2011).

Aungue segun la definicion de la ADA la DM es considerada una enfermedad mono-
hormonal, desde hace ya algun tiempo que ciertos autores han planteado que los
defectos en la secrecion de glucagon son una parte fundamental y necesaria para el
desarrollo de ésta, postulando que la deficiencia de insulina seria responsable de la
intolerancia a la glucosa mientras que el exceso de glucagon lo seria de su excesiva
produccién enddgena (Unger y Orci 1975). Diversas revisiones se han publicado al
respecto (Dunning y Gerich 2007, D'Alessio 2011, Cryer 2012, Gaisano et al. 2012, Li y
Zhuo 2013), observandose que 1) los pacientes con DM presentan niveles elevados de
glucagon plasmético, ya sea en forma absoluta o relativa a los niveles de glucosa
plasmatica; 2) a su vez, estos pacientes presentan una inadecuada supresion de la
secrecién de glucagdn en respuesta a la glucosa, ya sea ésta administrada por via oral o
por via endovenosa; 3) los pacientes con DM presentan una secrecion exagerada de
glucagon en respuesta a estimulos como arginina o una dieta rica en aminoacidos; y 4) la
falta de supresion de la secrecion de glucagon contribuye al exceso de produccién de
glucosa hepética, la cual a su vez participa en el desarrollo de la hiperglicemia
postprandial.

Estudios realizados en modelos animales confirman el rol del glucagon en el desarrollo
de la DM. En ese sentido, Li et al. observaron que la administracion de glucagén en
ratas por cuatro semanas produjo trastornos en la homeostasis de la glucosa y dafio renal
propios de la DM2, lo cual no fue replicado por la administracion de glucosa durante el
mismo tiempo (Li et al. 2008), mientras que Lee et al. observaron en ratones K.O. para
el GR tratados con estreptozotocina que la ausencia del efecto del glucagon en
condiciones de déficit de insulina evita la aparicién de manifestaciones clinicas de DM
(Lee et al. 2012). De este modo, algunos autores sugieren que seria mas bien el exceso
de glucagén mas que la ausencia de insulina o de su efecto el principal responsable de la
DM (Unger y Cherrington 2012).

En cuanto a la posible causa de la desregulacion en la secrecion de glucagon, se postula
que ésta responde a la ausencia del efecto de la insulina sobre las células o, ya sea esto
producto de la falta misma de insulina (propia de la DM1 o de estados avanzados de
DM2) o del desarrollo de resistencia a la insulina en estas células. En este sentido,
Tsuchiyama et al. evaluaron la secrecion de glucagon e insulina (medida mediante
péptido C) en respuesta a la infusion de arginina en 35 sujetos sanos, 35 sujetos con
DM1 y 130 sujetos con DM2, hallando una correlacion inversa entre la secrecion de
glucagon (expresada como area bajo la curva, AUCRrs) y la secrecion de insulina
(expresada como area bajo la curva, AUCcpr) en individuos con DM1 y una correlacion
positiva entre el AUCrc Yy el AUCcpr en pacientes con DM2. Al relacionar estos
resultados con otros pardmetros, en el caso de la DM1 observaron que el AUCrs
aumentaba en la medida que aumentaba la duracion de la enfermedad mientras que



disminuia el AUCcpr. En el caso de la DM2, tanto el AUCrc como el AUCcpr
aumentaban en la medida que aumentaba el IMC y la resistencia a la insulina (evaluada
mediante HOMA-IR), mientras que disminuian en la medida que aumentaba la
sensibilidad a la insulina (evaluada mediante QUICKI) (Tsuchiyama et al. 2007). Por su
parte, Gonzalez et al. observaron que la exposicion prolongada de células InR1-G9
(células o de hamster) a la accion de la insulina abolid el efecto inhibidor de esta Gltima
sobre la expresion del gen del proglucagon debido al desarrollo de resistencia a la
insulina en este tipo de células (disminucion del contenido de IR, menor fosforilacion de
IR, IRS-1, Akt) (Gonzalez et al. 2008), mientras que Piro et al. observaron que la
exposicion de células aTC1-6 a una concentracion de 0,5 mmol/L de palmitato durante
48 horas gener6 una condicion de resistencia a la insulina en estas células (menor
fosforilacion de IR, IRS-1, PI-3K, y Akt), lo que a su vez provoco un incremento en la
secrecion basal de glucagon y una disminucion en la supresion de ésta por parte de la
insulina (Piro et al. 2010). En este ultimo caso, los autores observaron también que la
exposicion a palmitato produjo un aumento en la expresion del gen del proglucagon
mediado por un aumento en la activacion de la via de las MAPK de forma independiente
a lainsulina (Piro et al. 2010).

Relacion entre el Zny la Diabetes Mellitus tipo 2

La relacion entre la homeostasis del Zn y la DM es compleja; mientras que la
homeostasis del Zn se ve alterada en presencia de DM, la instauracion y progresion de
esta Ultima también se ve modificada en relacion con distintos parametros de la
homeostasis del Zn.

Una importante caracteristica de la DM2 es la presencia de un estado inflamatorio
crénico de bajo grado, el cual involucra la desregulacion de multiples citoquinas entre
las que destacan la IL-1p, el TNF-a y la IL-6 (Pickup y Crook 1998, Alexandraki et al.
2006, Donath y Shoelson 2011). Mientras que el exceso de IL-1p ha sido relacionado
principalmente con la disfuncion de la célula B (Dinarello et al. 2010), el TNF-a ha sido
identificado como el principal responsable de la generacién de resistencia a la insulina a
nivel de tejidos periféricos (Hotamisligil et al. 1994). Distintos estudios han observado
que el Zn es capaz de modular tanto la secrecion de IL-1B como la activacion de NF-xB,
principal mediador involucrado en la sefializacion de esta citoquina y que también
participa en la sefializacién de TNF-a (Jansen et al. 2009, Ortis et al. 2012). A su vez,
las propiedades insulino-miméticas del Zn descritas previamente podrian contribuir a
atenuar los efectos que el TNF-a ejerce sobre la fosforilacion del IR e IRS-1,
disminuyendo la resistencia a la insulina. En el caso de la IL-6, aunque su rol en la DM
es menos claro, se postula que su elevacion crénica también participa en la generacién
de resistencia a la insulina mediante la activacion de la via JAK2-STAT3-SOCS3
(Wunderlich et al. 2013), la cual es inhibida a nivel STAT3 por el Zn (Kitabayashi et al.
2010).

Ademas del estado inflamatorio, otra caracteristica de la DM2 es la presencia de un
estado de estrés oxidativo producto, entre otras cosas, del aumento cronico de la
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glicemia y del consiguiente incremento en la glicolisis y fosforilacion oxidativa, el cual
puede llevar, entre otras cosas, a una disminucion de la secrecién de insulina (Keane et
al. 2015). En este sentido, se ha observado que el Zn posee importantes propiedades
antioxidantes, siendo capaz de inducir la expresion de antioxidantes enzimaticos y no
enzimaticos como superédxido dismutasa (SOD), catalasa y glutation; inhibir la actividad
de enzimas pro-oxidantes como la Oxido Nitrico Sintasa inducible (iNOS) y la NADPH
oxidasa; inducir la expresion de metalotioneina, proteina rica en residuos cisteina con
gran capacidad antioxidante; e incluso regular al alza la actividad de Nrf2, factor de
transcripcion fundamental para la expresion de multiples proteinas y enzimas
antioxidantes (Prasad 2014).

Diversos estudios de suplementacion con Zn en pacientes con DM2 han concluido que la
suplementacion con Zn mejora el manejo de la glicemia en estos pacientes (Jayawardena
et al. 2012, Capdor et al. 2013, Ruz et al. 2016), mientras que el polimorfismo
rs13266634 C/T del transportador de Zn ZnT-8 se ha asociado con un aumento de en el
riesgo de DM2 (Scott et al. 2007, Sladek et al. 2007, Zeggini et al. 2007). A su vez, se
ha descrito que el transportador ZnT-8 actlia como autoantigeno en DM1 (Wenzlau et al.
2007).

La DM también afecta la homeostasis del Zn, siendo una de las consecuencias mas
comunmente observadas la hipozincemia, la cual se especula podria tener su origen en la
excrecion aumentada de Zn a través de la orina, en una disminucién de la absorcion de
Zn o en ambos (Chausmer 1998), y podria contribuir a profundizar los defectos
presentes en la homeostasis de la glucosa (Ruz et al. 2016). Ademas, el aumento del
contenido de metalotioneina hepatica generado en respuesta a la inflamacion crénica de
bajo grado antes mencionada podria contribuir también a la disminucion del Zn
plasméatico mediante el secuestro de éste (Pickup y Crook 1998). En el caso de la
hiperzincuria, éste también es un fendbmeno comuin en pacientes con DM, siendo
posiblemente una consecuencia secundaria de la poliuria ocasionada por la
hiperglicemia (Chausmer 1998).

Pese a todos los antecedentes previamente mencionados, hasta el momento no existen
estudios de suplementacién con Zn cuyo objetivo sea evaluar el efecto de ésta sobre la
secrecion de glucagdn en pacientes con DM2, por lo cual el objetivo de este estudio fue
evaluar el efecto de la suplementacion cronica con Zn sobre la secrecion de glucagén y
la homeostasis de la glucosa.
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HIPOTESIS

La suplementacion cronica con Zn a niveles fisioldgicos en pacientes con DM2
disminuye en un 10% la secrecién de glucagén, lo cual estd asociado a un aumento en la
expresion del transportador de Zn ZnT-8 y a un aumento en la secrecién y en la
sensibilidad a la insulina.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la suplementacion con Zn sobre la regulacion de la glicemia y
concentraciones plasmaticas de glucagén, insulina y relacion insulina/glucagon en
individuos con DM2, asi como sobre la expresion del transportador de Zn ZnT-8 y su
relacién con la secrecién de glucagon.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar el efecto de la suplementacion crénica con Zn sobre distintos indicadores
de estado nutricional de Zn en individuos con DM2.
2. Evaluar el efecto de la suplementacion cronica con Zn sobre la expresion del

transportador de Zn ZnT-8 en células mononucleares periféricas de individuos con
DM2.

3. Evaluar el efecto de la suplementacion crénica con Zn sobre el control de la
glicemia en individuos con DM2.

4. Evaluar el efecto de la suplementacién cronica con Zn sobre las concentraciones
plasmaticas de glucagon, insulina y relacion insulina/glucagon en individuos con DM2.
5. Evaluar el efecto de la suplementacion crdénica con Zn sobre la relacion entre la
glicemia y la concentracion plasmatica de insulina con la regulacion de la secrecion de
glucagon en individuos con DM2.

6. Evaluar el efecto de la suplementacion crénica con Zn sobre la relacion entre la
expresion del transportador de Zn ZnT-8 en células mononucleares periféricas y el
control de la glicemia y las concentraciones plasmaticas de glucagon, insulina y relacién
insulina/glucagon.

7. Evaluar el efecto de la suplementacion crénica con Zn sobre perfil lipidico,
estado inflamatorio y estrés oxidativo en pacientes con DM2.
8. Evaluar el efecto de la suplementacién crénica con Zn sobre la relacién entre

parametros antropométricos, perfil lipidico, estado inflamatorio y estrés oxidativo con la
regulacion de la secrecion de glucagon.



MATERIALES Y METODOS

Treinta y seis pacientes con DM2 fueron reclutados mediante el uso de correos
electronicos institucionales masivos y avisos en prensa local. Los criterios de inclusion y
exclusion se detallan en la Tabla 1.

El estudio fue disefiado como un estudio clinico doble ciego, aleatorizado, pareado por
sexo Yy tiempo de diagndéstico (ver Figura 1) y controlado por placebo. Para esto, los
individuos fueron asignados aleatoriamente a uno de los siguientes dos grupos:

a) Grupo suplementado: EIl cual recibié una suplementacion diaria con 30
mg de zinc elemental durante un afio, suministrado en la forma de sulfato de
zinc. El suplemento se entreg6 en envases con 30 capsulas, los cuales fueron
reemplazados mensualmente en el domicilio de los voluntarios, retirdndose el
envase anterior. La adherencia fue controlada mediante el recuento de las
capsulas sobrantes en los envases retirados.

b) Grupo control: EI cual recibié un placebo, con capsulas de igual aspecto
al suplemento. La entrega y retiro del placebo, asi como el control de su
adherencia, se realiz6 de la misma manera que para el grupo control.

[ INGRESO J

Anosde j ARosde

diagnostico <: :> diagnostico
<5 anos >5 afos
Hombre <: :> Mujer

s

Figura 1: Criterios utilizados en la estratificacion de voluntarios.
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Tabla 1 - Criterios de inclusion y exclusion.
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Criterios de inclusién

Criterios de exclusion

Edad entre 30 — 65 afios

Diabetes Mellitus tipo 2 con menos de 10 afios de diagndstico

IMC entre 20 — 40 kg/m?
Menos de 5% de variacion de peso en los Gltimos tres meses
Hb Alc entre 5,7 — 8,0%

Glicemia en ayunas menor a 180 mg/dL

Terapia con insulina

Antecedentes de cetoacidosis o sindrome hiperglicémico hiperosmolar no
cetosico en los Ultimos seis meses

Tasa de filtracion glomerular (TFG) menor a 60 mL/min de acuerdo con la
ecuacion MRDR (Levey et al. 2006)

Valores de ALT o AST sobre 2,5 veces el limite superior

Insuficiencia cardiaca congestiva grado 111 o IV de acuerdo con la
definicidn de la New York Heart Association (Dolgin y New York Heart
Association Criteria Committee 1994)

Hipertensién no controlada

Colesterol plasmatico sobre 240 mg/dL o triglicéridos plasmaticos sobre
200 mg/dL

Ataque isquémico transitorio, infarto agudo al miocardio o accidente
cerebrovascular en los Gltimos cinco afios

Antecedentes de cirugia o infeccion aguda en los Gltimos tres meses
Enfermedades psiquidtricas que puedan afectar la adherencia
Terapia con farmacos agonistas de GLP-1 o inhibidores de DPP4
Uso de farmacos antipsicoticos

Uso de glucocorticoides sistémicos en las Gltimas seis semanas
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Criterios de inclusién

Criterios de exclusion

Ingesta de alcohol igual o superior a dos vasos/dia

Diagndstico o terapia por cancer en los Gltimos cinco afios a excepcion de
aquellos que hayan sido curados y tengan buen prondstico

Infeccién por VIH
Embarazo o lactancia

Uso de suplementos vitaminicos o minerales en los Gltimos tres meses
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Tanto al ingreso como a los 12 meses de estudio los pacientes fueron citados en ayunas
para la realizacién de un screening, procedimiento en el cual se recolectaron muestras de
sangre y pelo para la determinacion de:

o Estado metabolico en ayunas mediante la determinacion de glicemia en
ayunas y HbAlc;

o Estado inflamatorio mediante la determinacion de Proteina C Reactiva
ultrasensible (PCRus);

o Estado Nutricional de Zn mediante la determinacion de Zn plasmatico, Zn
en pelo, pool de intercambio rapido de Zn (EZP) y Zn en células mononucleares
periféricas (PBMC);

o Estrés oxidativo mediante determinacion de sustancias reactivas al acido
tiobarbiturico (TBARS), glutatién total, glutation reducido, relacién glutation
reducido/glutatién total, glutation peroxidasa (GPX) e isoprostanos totales en
plasmay;

o Determinacion de expresion de ZNT-8 en células PBMC.

Adicionalmente, a los pacientes se les realiz6 una encuesta alimentaria y un registro de
consumo de alimento de tres dias para determinar la ingesta de zinc.

Luego del “screening” y dentro de un mes los pacientes fueron citados nuevamente para
la realizacion de una curva de tolerancia a la glucosa intravenosa con muestreo frecuente
modificada (FSIVGTT, Frequently Sampled Intravenous Glucose Tolerance Test). Para
esto, los pacientes fueron admitidos a primera hora de la mafiana luego de 12 horas de
ayuno, colocandoseles un catéter en cada brazo para permitir la infusion de glucosa,
insulina y permitir la toma de muestras. A tiempo 0 (To) a los pacientes se les infundid
un bolo de 0,3 g/kg de peso de glucosa al 50% en un periodo de dos minutos y a los 20
minutos (T2) se les infundié un bolo de 0,05 Ul/kg de insulina en un periodo de 30
segundos. Quince y cinco minutos previos a la infusion de glucosa (T.15 ¥y Ts5) se
procedié a la toma de muestras de sangre para la determinacion de glicemia e insulina
plasmatica basal y luego de la infusidn de glucosa se tomaron muestras de sangre a los 2,
3,4,5,6, 8,10, 12, 14, 19, 22, 24, 27, 30, 40, 50, 70, 90, 120, 150 y 180 minutos. Los
datos de glicemia e insulina fueron analizados utilizando el software MINMOD 6.02 de
acuerdo al modelo minimo de Bergman para calcular los valores de respuesta insulinica
aguda a la glucosa (AIRQ), el indice de disposicién (DI), la sensibilidad a la insulina
(Si), la eficacia de la glucosa (Sg), la eficacia de la glucosa en ausencia de insulina
(GEZI), la funcion de la célula B y la resistencia a la insulina (Boston et al. 2003). Cinco
minutos previos a la infusion de glucosa, asi como 10 y 30 minutos luego de ésta se
tomaron muestras de sangre para determinar la concentracion plasmatica de glucagon.
Para esto, 2 mL de sangre fueron recolectados en tubos con 500 KIU de aprotinina
(Merck Millipore, Alemania)/mL de sangre, previamente enfriados en hielo. Las
muestras fueron centrifugadas inmediatamente tras su recoleccion a 4.000 g durante
cinco minutos, separadas y almacenadas a -70°C hasta su analisis.
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La glicemia fue analizada mediante colorimetria de punto final (DIALAB GmbH, Wr.
Neudorf, Austria) y la Proteina C Reactiva ultrasensible fue analizada mediante
inmunoturbidimetria (Quimica Clinica Aplicada S.A., Tarragona, Espafia) en un
espéctrofotometro Shimadzu UV-1601 de doble haz (Shimadzu Corporation, Kioto,
Japon).

El Zn en plasma fue determinado de acuerdo al método de Smith et al. (1979) en un
espetrofotdmetro de absorcion atomica marca Perkin-Elmer AAnalyst 100 (Perkin-
Elmer Corporation), mientras que las muestras de pelo y orina fueron procesadas de
acuerdo al método descrito por Ruz et al. (2011), siendo luego determinado el Zn por
espectrofotometria de absorcion atémica (Smith et al. 1979, Ruz et al. 2011).

Para la evaluacion de Zn en PBMC, las células fueron resuspendidas en 100 puL de agua
desionizada y una alicuota de 10 pL fue retirada para la determinacién de proteinas. Los
90 pL restantes fueron diluidos con la misma cantidad de HNOj3 e incubados a bafio
maria a 60 — 80°C durante 12 horas para su digestion. Finalmente, los PBMC digeridos
fueron diluidos en agua desionizada y el Zn fue medido por espectrofotometria de
absorcion atomica.

Para la evaluacion del EZP se prepar6 una solucién stock de ’Zn mediante disolucion
de 'Zn en H,S0, 0,5M y neutralizacién con NH,OH hasta alcanzar pH 6,0. La solucién
stock fue luego diluida con solucion salina estéril hasta alcanzar una concentracion final
de Zn de 1,5 mM vy filtrada mediante el uso de un filtro de jeringa de 0,2 um. La
solucién final de ®Zn fue analizada para detectar la presencia de pir6genos
inmediatamente previo a su uso.

El andlisis de is6topos estables de Zn fue realizado mediante espectrometria de masa con
plasma de acoplamiento inductivo (ICP-MS) en un PlasmaQuad Il (VG Elemental,
Winsford, Reino Unido) en el Laboratorio de Nutricion del Departamento de Pediatria,
Escuela de Medicina, Universidad de Colorado, Denver, de acuerdo a Miller et al.
(1994).

La concentracion de TBARS fue determinada de acuerdo al método descrito por Jo y
Ahn (1998) y la concentracion de glutation total y reducido fue determinada de acuerdo
al método descrito por Rahman et al. (2006). Tanto la actividad de glutatién peroxidasa
como la concentracién de 8-isoprostanos fueron determinadas mediante el uso de kits
comerciales siguiendo las indicaciones de los fabricantes. En el caso de la determinacion
de actividad de glutatién peroxidasa, esta fue realizada mediante colorimetria (BioVision
Incorporated, CA, Estados Unidos), mientras que la concentracion plasmatica de 8-
isoprostanos fue determinada mediante EIA (Cayman Chemical Company, Ml, Estados
Unidos). En todos los casos salvo en la determinacion de TBARS se utilizd un equipo
Infinite® mM200 Pro NanoQuant (Tecan, Mannedorf, Suiza). Para la determinacion de
TBARS se utilizd un espéctrofotometro Shimadzu UV-1601 de doble haz (Shimadzu
Corporation, Kioto, Japén).
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El célculo de la ingesta de Zn a partir de las encuestas alimentarias y registros de
consumo de alimentos de tres dias fue realizado utilizando el software Food Processor
SQL (ESHA Research, OR, Estados Unidos).

El glucagon fue analizado mediante radioinmunoensayo (Siemens Healthcare
Diagnostics Inc., Los Angeles, CA, USA) al ingreso y mediante enzimoinmunoensayo
(RayBiotech Inc., Norcross, GA, USA) al término del periodo de suplementacion debido
a la descontinuacion del kit de RIA utilizado en un inicio. La insulina fue determinada
mediante radioinmunoensayo (Siemens Healthcare Diagnostics Inc., Los Angeles, CA,
USA).

Para la expresion de ZNT-8, la extraccion de RNA de células PBMC fue realizada
utilizando TRIzol ® Reagent (Thermo Fisher Scientific Inc., MA, Estados Unidos) de
acuerdo a las indicaciones del fabricante y el RNA extraido fue luego retrotranscrito a
cDNA (Improm II™ reverse transcriptase, Promega Corporation, W1, Estados Unidos).
La cuantificacion relativa de la expresion de ZNT-8 fue determinada mediante gPCR
utilizando el kit Brilliant 11 SYBR Green (Agilent Technologies, CA, Estados Unidos)
en un equipo Stratagene Mx3000P (Agilent Technologies, CA, Estados Unidos) y
analizados mediante el software MxPro. Como normalizador se utilizé el gen de
GAPDH. Las secuencias de los partidores utilizados fueron: GAPDH, F: 5’- AAT GGG
CAG CCG TTA GGA AA -3’, R: 5’- GCC CAA TAC GAC CAA ATC AGA G -37;
ZNT-8, F: 5’- AGC ATG CTG TCA CCT CTC AAT -3’, R: 5’- AGG GAG AGA GAC
ATC CGC AG -3".

Todos los sujetos participantes fueron adecuadamente instruidos respecto de los
potenciales riesgos y beneficios de participar en este estudio, debiendo firmar un
consentimiento informado previo a su incorporacion. Este estudio fue desarrollado de
acuerdo a los principios éticos para la investigacion en seres humanos provistos por la
Declaracion de Helsinki (World Medical Association 2013), contando con la aprobacion
del Comité de Etica de Investigacion en Seres Humanos de la Facultad de Medicina de
la Universidad de Chile.



RESULTADOS Y DISCUSION

Las caracteristicas demograficas, antropomeétricas y de bioquimica clinica de los sujetos
reclutados, tanto al inicio como al término del periodo de suplementacion, se detallan en
la Tabla 2. De los 36 sujetos reclutados inicialmente, tan sélo 28 completaron el periodo
de estudio (ver Figura 2).

Respecto de los ocho sujetos que abandonaron el estudio, cuatro lo hicieron por motivos
personales mientras que cuatro comenzaron terapia con inhibidores de DPP4. Ninguno
de los voluntarios reportd la presencia de efectos secundarios durante el desarrollo del
estudio ni tampoco al término del periodo de intervencion.

L INGRESO (N= 36) ]
PLACEBO SUPLEMENTO
(N =20) (N = 16)
Pacientes <;/ Pacientes
perdidos: 5 perdidos: 3
Va o Va ™
PLACEBO SUPLEMENTO
(N =15) (N =13)
J J
4 )\
' MOTIVOS DE ABANDONO
- Motivos personales no
declarados (4 de 8).

- Instauracion de terapia
con inhibidores de DPP4 (4
de 8).

Figura 2: Numero de voluntarios iniciales y al término del estudio.
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Pese a que las caracteristicas demograficas y de bioguimica clinica de ambos grupos al
ingreso fueron similares, ambos grupos presentaron diferencias significativas al ingreso
respecto de los valores de IMC (Figura 3) y de circunferencia de cintura (CC) (Figura 4),
los cuales fueron mas altos en el grupo suplementado. Esta diferencia se mantuvo a lo
largo de todo el estudio.

En el caso de los afios transcurridos desde el diagndstico de DM2 también se observo
una diferencia significativa entre los grupos placebo y suplemento la cual, sin embargo,
solo estuvo presente al téermino del estudio, siendo atribuida al efecto generado por los
casos perdidos. En cuanto al impacto que esta diferencia puede tener, si bien la
disfuncion de la célula a en la progresion de la DM2 no ha sido bien caracterizada,
estudios llevados a cabo en pacientes con DM1 sugieren que los defectos en la secrecion
de glucagdn aparecen precozmente luego del diagnostico de ésta, aumentando con el
tiempo. En este sentido, al menos tres estudios han observado un aumento significativo
en la secrecion de glucagon entre el ingreso y el afio frente a una ingesta de comida
mixta en pacientes con DM1 con menos de un afio de diagndstico (Brown et al. 2008,
Sherr et al. 2014, Fredheim et al. 2015). A su vez, esta secrecion mostré un aumento
significativo a los cinco afios respecto del ingreso y del afio (Fredheim et al. 2015). Por
otra parte, adicionalmente al exceso de glucagon secretado en respuesta a la ingesta, los
defectos en la secrecion de glucagbn en pacientes con DM incluyen una respuesta
disminuida a la hipoglicemia. En este caso, Siafarikas et al. compararon la respuesta a la
hipoglicemia en 28 individuos con DM1 y 12 individuos controles mediante un clamp
hipoglicémico hiperinsulinémico y observaron que los defectos en la respuesta de la
célula a a la hipoglicemia aparecieron con una mediana de tiempo de 8 meses desde el
diagnostico de DML, siendo en algunos casos tan tempranos como un mes luego del
diagnostico (Siafarikas et al. 2012). En el caso de la DM2, al menos un estudio ha
descrito que la secrecion de glucagbn se encuentra ya desregulada en individuos
categorizados como prediabéticos (Calanna et al. 2014).

Respecto del control metabdlico de los voluntarios durante el transcurso del estudio, no
se observaron diferencias significativas en los valores de HbAlc entre ambos grupos, ya
sea al comienzo o al término de éste. Sin embargo, si se observaron diferencias
significativas cuando se evalud la diferencia entre grupos respecto del cambio absoluto
en los valores de HbALc entre el ingreso y el término del estudio (ver Figura 5). En
cuanto a los valores de glicemia en ayunas, no se observaron diferencias significativas
en ninguno de los tiempos evaluados.

Los resultados de HbAlc y glicemia en ayunas fueron inesperados, considerando que en
al menos dos meta-analisis recientes, uno llevado a cabo exclusivamente en individuos
con DM (Jayawardena et al. 2012) y otro en el cual se incluyeron estudios realizados en
sujetos con DM, sindrome metabdlico e individuos sanos (Capdor et al. 2013), han
encontrado una disminucion modesta pero significativa en la glicemia en ayunas en los
individuos que han recibido suplementacion con Zn y uno de ellos reportd ademas una
disminucion significativa en la concentracion de HbAlc (Jayawardena et al. 2012),
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aunque en el meta-analisis de Capdor igualmente se presentd una tendencia a la
disminucion de ésta.

Sin embargo, de acuerdo con Ruz et al. los efectos positivos de la suplementacion con
Zn sobre el control de la glicemia podrian ser dependientes de la presencia previa de
deficiencia de Zn (Ruz et al. 2016), condicion no observada en este estudio (ver Tabla 3)
y que podria explicar la ausencia de efecto de la suplementacion con Zn sobre la
glicemia en ayunas. Hasta el momento no tenemos informacion de otro estudio en el
cual la suplementacion con Zn haya producido un aumento en la HbAlc, sin embargo, el
pequefio tamafio de los grupos impide realizar correcciones por factores como tiempo de
diagnostico, IMC o CC, los cuales podrian actuar como fuentes de confusion. En este
sentido, Yoshida et al. observaron en 7.726 japoneses (hombres y mujeres entre 50 y 74
afios de edad) un aumento significativo en los niveles de HbAlc en la medida que
aumentd la CC (Yoshida et al. 2009), mientras que Philipsen et al. recientemente
reportaron una asociacion entre distintos parametros de obesidad, entre ellos CC, y
HbAlc, seglin la cual el aumento en una desviacion estdndar en alguno de ellos se
asocio con un aumento de 0,06 a 0,1% en HbAlc (Philipsen et al. 2015). En el caso de
este estudio, no se puede descartar que la disminucién de la CC observada en el grupo
placebo esté asociada con un retraso en el deterioro de los niveles de HbAlc, efecto que
si se observé en el grupo suplementado. Sin embargo, debe considerarse la posibilidad
de que la suplementacién con Zn a largo plazo en pacientes con DM2 bien controlados
(como los reclutados en este estudio) pueda tener efectos no deseados en el control de la
glicemia, con el consiguiente aumento en el riesgo de desarrollo de comorbilidades.

En cuanto a los valores de lipidos plasmaticos, en este estudio se consideraron dentro de
los criterios de exclusién la presencia de valores de colesterol total iguales o superiores a
240 mg/dL vy de triglicéridos plasméticos iguales o superiores a 200 mg/dL, utilizando
como puntos de corte valores considerados de alto riesgo cardiovascular de acuerdo a la
definicion presentada por el estudio ATP Il (National Cholesterol Education Program
(NCEP) Expert Panel on Detection Evaluation and Treatment of High Blood Cholesterol
in Adults (Adult Treatment Panel I11) 2002). De este modo, ambos grupos presentaron
valores promedios de colesterol total y de triglicéridos plasmaticos considerados
deseables, mientras que los niveles de colesterol LDL fluctuaron entre deseables y
ligeramente elevados y los de colesterol HDL estuvieron ligeramente reducidos al
término del estudio en ambos grupos. En cuanto a la comparaciéon de los valores de
lipidos plasmaticos entre ambos, éstos presentaron valores similares tanto de colesterol
total, HDL, LDL y VLDL, asi como de triglicéridos plasmaticos (P > 0,05 en todos los
casos) tanto al inicio como al término del estudio.

Sobre el efecto de la suplementacion con Zn en los valores de lipidos plasmaticos, se
observo una diferencia significativa entre los grupos control y suplementado en cuanto
al cambio en la concentracion de colesterol HDL entre el ingreso y el término de la
intervencion (ver Figura 6), presentdndose una mayor disminucion de este parametro en
el grupo que recibié el suplemento. Este resultado se contrapone también a los
resultados de dos meta-anélisis recientes, en los cuales la suplementacion con Zn se ha
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asociado con un aumento en el colesterol HDL en pacientes con DM2 (Foster et al.
2010) o en sujetos considerados “no sanos” (incluyendo pacientes con DM,
degeneracion macular, enfermedad de Wilson, enfermedad renal en etapa de dialisis,
cancer intestinal, obesidad o enfermedad cardiaca isquémica) (Ranasinghe et al. 2015).
Adicionalmente, Ranasinghe et al. observaron una disminucion significativa en los
valores de colesterol total, LDL y triglicéridos plasmaticos en los analisis que incluyeron
a todos los sujetos, efecto que fue mayor para todos los parametros cuando se analizaron
especificamente a los sujetos “no sanos” y que perdié significacion o disminuyo su
magnitud en los sujetos sanos. Estos efectos no fueron observados en este estudio.

Una posible explicacién de las diferencias observadas en este estudio dice relacion con
el adecuado control de la enfermedad presente en estos participantes. En este sentido,
tanto en el meta-analisis de Foster et al. como en el de Ranasinghe et al. se describe que
al realizar los andlisis por grupo, los individuos sanos que recibieron suplementacién con
Zn presentaron una reduccion significativa en sus niveles de colesterol HDL (Foster et
al. 2010, Ranasinghe et al. 2015).

Al igual que en el caso de la HbAlc, debe evaluarse esta informacion considerando la
posibilidad de que la suplementacion con Zn tenga efectos no deseados en los valores de
colesterol HDL en individuos con DM2 bien controlada, lo cual podria aumentar el
riesgo cardiovascular.

Finalmente, los niveles de fosfatasa alcalina (FA) presentaron un aumento al término del
estudio en el grupo suplementado, aunque no se observaron diferencias significativas en
los valores de cada tiempo entre los grupos control y suplemento. Si se observaron en
cambio diferencias significativas cuando el analisis se realiz6 respecto de la diferencia
entre los valores de FA plasmatica entre el ingreso y el afio para ambos grupos.

La FA es una glicoproteina de membrana capaz de hidrolizar ésteres de monofosfatos y
cuyo pH éptimo, como su nombre lo indica, se encuentra en el rango de los pH
alcalinos. Existen varias isoformas de FA: intestinal, placentaria, de linea germinal e
inespecifica, la cual es producida en higado, hueso y rifidn. Su funcién es poco conocida
aungue en el caso de la isoforma Gsea se especula participa en la mineralizacién del
hueso (Sharma et al. 2014).

La FA es considerada una metaloenzima, debido a que para su actividad requiere de la
presencia de dos iones Zn®* y un ion Mg** en su sitio activo (Sharma et al. 2014). Por
este motivo, al igual que otras metaloenzimas dependientes de Zn, ha sido estudiada
como potencial biomarcador del estado nutricional de éste. Hasta el momento no se ha
logrado establecer una relacion directa entre estado nutricional de Zn y concentracion de
enzimas Zn-dependientes, por lo que no se recomienda su uso (King et al. 2016). En este
sentido, un meta-analisis realizado por Lowe et al. en el cual se evaluaron distintos
candidatos a biomarcadores de estado nutricional de Zn observé que la suplementacion
con Zn no mostrd efectos concluyentes sobre la concentracidn de esta enzima (Lowe et
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al. 2009). Adicionalmente, existen una serie de condiciones patoldgicas en las cuales la
concentracion de esta enzima se puede presentar alterada (Sharma et al. 2014).

Pese a esto, los resultados observados en este estudio sugieren que la concentracion de
FA plasmatica responde a la suplementacién con Zn, al menos de largo plazo,
requiriendo este aspecto de mayores estudios.
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Tabla 2 - Caracteristicas demogréficas, antropométricas y bioquimicas de los sujetos al inicio y término del periodo de suplementacion. Los valores se
presentan como promedio + desviacién estandar o como mediana [Q1 — Q3].

Ingreso Post-Suplementacion P (A ingreso-

Placebo Suplemento P Placebo Suplemento P término)
N 20 16 - 15 13 - ]
Edad al ingreso (afios) L0620 93 6300 O io-e0 [3s eg 0% '
Sexo (mujeres’hombres) 8/12 10/6 0,180 2 6/9 9/4 0,122 2 -
Afios de diagnéstico al ingreso [2705i07,0] [1,02;56,0] 0,175 [270520770] [1’02i05’5] 0,0411 -
ALT (U/L) 34,4+151 29,8 +12,2 0,479* 33,7+23,2 37,8+26,5 0,629* 0,197*
AST (U/L) 24,0+99 21,0 £ 6,4 0,459 * 24,0+12,3 25,0+9,6 0,269 * 0,210
FA (U/L) 190,2+59,4  187,3+433 0,871 190,3+54,6  224,2+58.2 0,125 0,016
GGT (U/L) 27,2+18,8 315+17,0 02111 255+92 37,4+326 0,333 08171
Bilirrubina total (mg/dL) 0,54 + 0,40 0,45 + 0,22 0,814 0,45 + 0,16 0,37 £0,11 0,160 0,861
Bilirrubina directa (mg/dL) 0,14 + 0,08 0,14 0,07 06711 0,16 + 0,09 0,13+ 0,03 0,835 0,644
Bilirrubina indirecta (mg/dL) 0,40 + 0,35 0,31+0,16 0,7411 0,29 +0,12 0,24 +0,10 0,257 0,796
Creatinina plasmatica (mg/dL) 0,88+0,16 0,90+ 0,16 0,798 0,82+0,14 0,87 +0,17 0,397 0,176
TFG 99,2 +21,4 97,8+ 24,1 0,694 * 1056+19,8  100,2+22,1 0,503 0,148
IMC (kg/m2) 276+34 30,8 + 3,2 0,008 26,8 + 3,6 31,4+34 0,002 0,118
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Ingreso Post-Suplementacion P (A ingreso-

Placebo Suplemento P Placebo Suplemento P término)
Circunferencia de cintura (cm) 943+93 100,1 +6,2 0,040 91,4+97 99,9+6,2 0,011 0,064
Glicemia en ayunas (mg/dL) 127,9+20,9 125,7+214 0,762 126,7 £ 30,5 131,2+22,5 0,661 0,299*
Hb Alc (%) 6,6 +0,6 6,4+0,6 0,176 6,6 +0,8 6,8 +0,6 0,4191 0,0141
Colesterol total (mg/dL) 169,6 £ 31,5 160,5+ 27,0 0,366 189,6 + 30,7 165,7 + 34,3 0,062 0,257
Colesterol HDL (mg/dL) 40,1+8,5 39,3+12,0 0,539* 38,0+£8,8 34,2+8,9 0,2131 0,049
Colesterol LDL (mg/dL) 108,6 £ 27,0 97,5+ 30,4 0,251 126,8 £ 29,6 1075+ 34,4 0,122 0,672
Colesterol VLDL (mg/dL) 20,9+6,8 23877 0,251 24,8 + 8,6 24074 0,809 0,281
Relacién Col. total/HDL 44+0,9 44+16 0,846 52+13 51+18 0,595 * 0,931
Triglicéridos plasmaticos 1047+343  1189+383 0,249 12384429  120,1+369 0,811 0,281

(mg/dL)

Diferencias entre tratamientos fueron analizadas mediante prueba de t de Student para muestras independientes salvo que se indique otra cosa.
! Prueba de la U de Mann-Whitney

2 Prueba de X2
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Ingesta y estado nutricional de Zn

Los valores de ingesta de Zn asi como los de los distintos indicadores de estado
nutricional de Zn evaluados al ingreso y post intervencion se presentan en la Tabla 3.

Como se puede apreciar, la ingesta de Zn no presentd diferencias significativas al
ingreso entre ambos grupos (ver Figura 7), siendo en ambos casos inferior a lo
recomendado (RDA mujeres > 19 afios, 8 mg/d; RDA hombres > 19 afios, 11 mg/d)
(King et al. 2016). Mientras que en el caso del grupo control la ingesta de Zn se
mantuvo insuficiente al término del estudio, en el grupo suplementado ésta aumento
como efecto de la intervencion, encontrandose al término del estudio dentro de rangos
considerados adecuados Valores de ingesta de Zn similares a los observados en este
estudio fueron reportados previamente por Olivares et al., quienes dan cuenta de una alta
prevalencia de deficiencia en la ingesta de Zn en el Gran Santiago (Olivares et al. 2004).

La evaluacion del estado nutricional de Zn mediante el uso de distintos indicadores
mostré resultados dispares. Pese a que tanto el grupo control como el grupo
suplementado presentaron deficiencias en la ingesta de Zn, ambos grupos presentaron
valores de Zn plasmatico dentro del rango considerado adecuado, mostrando este
indicador una baja sensibilidad frente a deficiencias moderadas en la ingesta. Esta
afirmacion es apoyada a su vez por el hecho de que la gran diferencia en la ingesta de Zn
observada entre ambos grupos al término de la intervencion no se vio reflejada en
diferencias significativas en los valores de Zn plasmatico ni tampoco al comparar el
cambio en los valores de este indicador entre el ingreso y el afio entre ambos grupos (ver
Figura 8).

En el caso del Zn en pelo no se observaron diferencias significativas entre los grupos
control y suplementado al término del periodo de intervencion ni tampoco al comparar el
cambio en la concentracion de Zn en pelo entre el ingreso y el término de la
suplementacion. Cabe destacar el bajo nimero de sujetos que pudieron ser evaluados al
término del estudio (seis y ocho personas de los grupos control y suplemento,
respectivamente; correspondiendo la mayor proporcion a mujeres), debido a la escasa
cantidad de pelo disponible en gran parte de los voluntarios.

En el caso del EZP, el valor de éste al término del estudio si fue significativamente mas
alto en el grupo suplementado que en el grupo que recibid el placebo, diferencia que
también se observ6 al evaluar el cambio en los valores de EZP entre el ingreso y el
término del periodo de intervencidn entre ambos grupos, reflejando de mejor manera las
diferencias en la ingesta (ver Figura 9).

Finalmente, en el caso del Zn en PBMC tampoco se observaron diferencias
significativas entre los grupos control y suplemento al ingreso o al término del periodo
de suplementacion, asi como tampoco se observaron cuando se compararon entre ambos
los valores de cambio entre el ingreso y el término de la intervencion.
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El anélisis de las correlaciones observadas entre los distintos indicadores de estado
nutricional de Zn con la ingesta de Zn previo a la suplementacion se presenta en la Tabla
4. Como se puede observar, no se encontraron correlaciones significativas entre la
ingesta de Zn y ninguno de los indicadores de estado nutricional de Zn evaluados, asi
como tampoco se encontraron asociaciones entre uno Yy otro indicador de estado
nutricional de Zn. Considerando que solo la transformacion logaritmica del EZP
presento diferencias significativas al término del periodo de suplementacion entre ambos
grupos, se realizd un anélisis de regresion lineal simple considerando la suplementacion
como variable independiente, la cual arrojé un coeficiente de determinacién (R?)
ajustado de 0,466. De este modo, la suplementacion con Zn no alcanza a explicar ni
siquiera el 50% de la variacion observada en el Unico indicador de estado nutricional de
Zn que presentd diferencias significativas al término de la intervencion.

A la fecha, varias revisiones han abordado el tema de los indicadores de estado
nutricional de Zn en la busqueda de sistematizar la informacion existente y de proponer
alternativas a los indicadores actualmente en uso, de manera de mejorar la sensibilidad y
especificidad de la determinacion (Wood 2000, de Benoist et al. 2007, Gibson et al.
2008, Lowe et al. 2009, King 2011, King et al. 2016, Lowe 2016). Sin embargo, hasta
ahora los Unicos indicadores aceptados por la comunidad cientifica siguen siendo la
ingesta de Zn, el Zn sérico o plasmatico y el crecimiento en respuesta a la
suplementacion en nifios, utilizado como indicador funcional (de Benoist et al. 2007,
King et al. 2016). Pese a esto, en el caso del Zn plasmatico la recomendacion de uso es a
nivel poblacional y no individual, presentando su aplicacién a nivel individual varias
limitantes para la deteccién de deficiencias marginales de Zn (King 1990), tal como se
observo en este estudio. En el caso del crecimiento en respuesta a la suplementacion,
ademas de ser éste un indicador de tipo poblacional y restringido exclusivamente a
nifios, debe ir acompafiado de la evaluacion de indicadores bioquimicos de estado
nutricional de Zn (King et al. 2016).

Uno de los biomarcadores de estado nutricional de Zn considerado prometedor es el EZP
(Lowe et al. 2009, King et al. 2016), el cual puede ser definido como la cantidad de Zn
que se intercambia completamente con el Zn plasmatico en dos dias y que se estima
representa menos del 10% del total de Zn corporal (Miller et al. 1994). Considerando
que el Zn requerido para funciones cataliticas y de sefializacion debe estar disponible
rapidamente, se especula que esta fraccion del Zn corporal seria responsable de varias de
las funciones fisioldgicas de este mineral (Miller et al. 1994). Mientras que se estima
que los cambios en Zn plasmatico podrian ser un buen indicador del cambio en el pool
de intercambio rapido de Zn cuando las condiciones de deficiencia son tan severas que
se sobrepasan los mecanismos encargados de la homeostasis de este mineral (King
1990), el uso de is6topos estables provee de un método relativamente sencillo para
estimar el tamafio del pool de intercambio répido de Zn en condiciones de normalidad
(Miller et al. 1994). Respecto de su utilidad como indicador de estado nutricional de Zn,
si bien se ha observado que éste se correlaciona con la ingesta, el nUmero de estudios
disponibles al respecto aun es insuficiente para establecer valores de referencia para este
indicador o para determinar si cambios en el EZP se correlacionan también con
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modificaciones en las funciones metabolicas dependientes de Zn (King et al. 2016). De
acuerdo a lo observado en este estudio, pese a que el EZP fue el Unico indicador
bioquimico de Zn que reflejo la diferencia en la ingesta de este mineral entre los grupos
control y suplemento al término del estudio, éste carecié de la sensibilidad necesaria
para detectar el aumento en el estado nutricional de Zn del grupo que recibio la
suplementacion.

En el caso del Zn en pelo, éste ha sido reconocido recientemente por el panel de expertos
en Zn de la iniciativa BOND (Biomarkers of Nutrition for Development) como un buen
potencial biomarcador de estado nutricional de Zn (King et al. 2016). Fisiolégicamente,
el Zn es captado por el pelo durante su fase de formacién en el foliculo piloso a partir
del Zn circulante, quedando recluido en su interior al momento de la queratinizacion. De
este modo, a diferencia del Zn plasmatico o del EZP, su medicion representa el estado
nutricional de Zn de aproximadamente cuatro a ocho semanas antes del momento de la
toma de muestra, que es el tiempo aproximado que tarda en crecer uno o dos centimetros
de pelo desde la superficie del cuero cabelludo (King et al. 2016). A diferencia de las
conclusiones presentadas por los expertos de la iniciativa BOND, los resultados en este
estudio sugieren que el Zn en pelo es poco sensible frente a modificaciones de la ingesta
de Zn, respondiendo de forma erratica frente a la suplementacion.

En el caso del Zn en PBMC, la mayoria de los autores concuerdan en que este no refleja
cambios en la ingesta, por lo que no cumple con los requisitos necesarios para ser
considerado un biomarcador de estado nutricional de Zn (Gibson et al. 2008, Lowe et al.
2009, King et al. 2016). Los resultados de este estudio se encuentran en linea con lo
anterior, observandose una ausencia de respuesta a la suplementacion.

La ausencia de un indicador sensible y especifico para el estado nutricional de Zn se
explica en parte por las caracteristicas nutricionales propias de este mineral. ElI Zn es
considerado un nutriente tipo 2, los cuales se caracterizan por participar en multiples
funciones metabdlicas y carecer de reservas organicas adecuadas para soportar una
deficiencia de més de un par de dias. A diferencia de los nutrientes tipo 1, en los cuales
la deficiencia genera una disminucién en la actividad de una o mas vias metabdlicas
especificas y ocasiona signos clinicos claramente reconocibles, en el caso de los
nutrientes tipo 2 la deficiencia genera una rapida disminucion de las pérdidas enddgenas
junto con la disminucion de la actividad metabolica de las vias de mas alta demanda,
siendo los signos clinicos de deficiencia de tipo inespecificos (King 2011).

Cabe destacar también que no necesariamente un indicador de estado nutricional de Zn
se correlaciona adecuadamente con cambios en los efectos fisiologicos de este mineral,
lo cual se explica por la diversidad de funciones en las que éste participa. En este mismo
sentido, King plantea que aunque la busqueda de un indicador de estado nutricional de
Zn se ha enfocado tradicionalmente en que este refleje los cambios en la ingesta, los
estudios a nivel de metabolismo celular sugieren que los cambios en las funciones
fisiolégicas relacionadas con el Zn se encuentran mas bien ligadas a fluctuaciones
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intracelulares de este mineral, las cuales no necesariamente se correlacionan con
cambios en la ingesta (King 2011).
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Tabla 3 — Estado nutricional de Zn al ingreso y al cabo de un afio de suplementacién. Los valores se presentan como promedio + desviacién estandar o
como mediana [Q1 — Q3].

Ingreso Post-suplementacion P (A ingreso-
Placebo Suplemento P Placebo Suplemento P término)

Ingesta de zinc 4,1 5,6 5,0 34,1
(mg/d) [30-7,7] [32-8,3] 07231 [43-6,1] [32,7-35,3] <0,001° <0,001
N 18 16 11 10
(Z'“fd‘i';‘sma“co 89,5+ 8,4 88,8+ 9,5 81,6+ 10,4 85,5+ 10,4
HE 0,828 0,329 0,433
N 20 16 15 13
Zinc en pelo (ug/g) 156,5 + 56,2 141,6 + 20,7 139,0 + 47,4 108,6 +11,9

0,396 0,103 0,897 2
N 13 9 6 8
Zinc en PBMC 1,32 1,20 0,71 0,81
(ug/g de proteina) [0,98 —1,69] [0,88 —1,70] 07662 [0,48 —0,87] [0,71-0,97] 0,053 07902
N 19 16 15 13
EZP (mg) 167,7 + 28,6 161,8 + 26,4 138,8 + 23,2 205,4 +51,8

0,523 0,003* 0,003
N 20 16 8 7

Diferencias entre tratamientos fueron analizadas utilizando la prueba de t de Student para muestras independientes salvo que se indique otra cosa.
! Prueba de t sobre variable normalizada mediante transformacion logaritmica en base e.
2 Prueba de la U de Mann-Whitney
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Tabla 4 — Coeficientes de Correlacion de Pearson (r) o Spearman (p) al ingreso entre ingesta de Zn e indicadores de estado nutricional de Zn.

Zn plasmatico Zn en pelo Znen PBMC EZP
(ng/dL) (ng/g) (ug/g de proteina) (mg)

Ingesta de Zn (mg/d) p=-0,296 p=0,084 p=-0,160 p=0,080
N 34 21 33 34
Zn plasmatico (pg/dL) r=-0,058
N 36
Zn en pelo (ng/g) p=0,110
N 22
Zn en PBMC (ng/g de p=0,092
proteina)
N 35
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Figura 7: A) Ingesta de Zn pre-suplementacidn, B) Ingesta de Zn post-suplementacion, C) Cambio en la
ingesta de Zn entre pre y post-suplementacion. *** p < 0,001.
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Figura 8: A) Zn plasmatico pre-suplementacion, B) Zn plasmético post-suplementacion, C) Cambio en Zn
plasmaético entre pre y post-suplementacion.
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Figura 9: A) Pool de intercambio rapido de Zn pre-suplementacién, B) Pool de intercambio rapido de Zn
post-suplementacion, C) Cambio en el pool de intercambio rapido de Zn entre pre y post-suplementacion.
**

p <0,01.
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Expresion de ZNT-8

Los resultados de expresion de ZNT-8 en PBMC al ingreso y al afio se presentan en la
Tabla 5. Tanto al ingreso como al afio, la expresién de ZNT-8 se observd en alrededor
del 50% de los pacientes evaluados (17 de 35 individuos al ingreso, equivalentes al 49%
de los sujetos evaluados, y 15 de 27 individuos al afio, equivalentes al 56%), lo cual
concuerda con los resultados de estudios realizados por Foster et al., quienes observaron
que la expresién de ZNT-8 en PBMC es variable, no presentandose en todos los
individuos (Foster et al. 2011, 2013).

Al comparar el nivel de expresion de ZNT-8 entre los grupos que recibieron placebo y
suplemento, no se observaron diferencias significativas en la expresion de éste ni al
comienzo ni al término de la intervencion (teniendo en consideracion el bajo nimero de
individuos que expresaron el transportador). Del mismo modo, no se observaron
diferencias en cuanto al cambio en la expresion de ZNT-8 entre el ingreso y el término
de la suplementacion al comparar ambos grupos. Cabe mencionar, sin embargo, que tan
solo cinco individuos del grupo control y cuatro individuos del grupo suplementado
expresaron ZNT-8 al ingreso y luego de la intervencion. De este modo, aunque el grupo
que recibid suplementacion presenté un aumento importante en la expresion de ZNT-8 al
término del estudio (ver Figura 10), el nimero de individuos incluidos en el anélisis fue
muy pequefio para determinar si este cambio fue significativo.

De acuerdo a la informacion encontrada en la literatura, al parecer la concentracion
intracelular de Zn en células B pancreaticas modificaria la expresion de ZNT-8. En este
sentido, Lefebvre et al. observaron que la deplecién de Zn inducida mediante la adicion
de TPEN (N,N,N’,N’-Tetrakis-(2-pyrydilmethyl) ethylendiamine, 20 uM por 18 horas)
en islotes pancreaticos humanos aislados produjo una disminucién en la expresion de
ZNT-8 de un 74%, sin alterar la expresion de otros transportadores evaluados (ZNT-1,
ZNT-5 y ZNT-6), mientras que Nygaard et al. observaron en cultivos estaticos de
células INS-1E (linea celular p pancreatica de rata) que tanto la suplementacion del
medio de cultivo con Zn como la quelacion de Zn mediante el uso de TPEN,
modificaron los niveles de expresion de znt-8 (Lefebvre et al. 2012, Nygaard et al.
2014). Los resultados de este estudio, si bien no mostraron diferencias significativas,
sugieren que la suplementacion con Zn tuvo algun grado de efecto sobre la expresion de
ZNT-8 en células PBMC. Sin embargo, es importante considerar que los estudios antes
descritos fueron realizados modificando directamente la concentracion de Zn intracelular
en células B pancreaticas mientras que en este estudio la expresion de ZNT-8 fue
evaluada en células PBMC como indicador de expresion en células B. En este sentido,
los resultados observados en células PBMC en cuanto a modificaciones en la expresion
génica no necesariamente replican las modificaciones que se producen a nivel de tejidos
especificos. Aunque la informacion existente al respecto es escasa, Witt et al.
compararon mediante un analisis de genoma completo (Genome Wide Microarray) la
expresion de 29.215 genes en sangre completa, hipocampo y corteza prefrontal de ratas,
observando una expresion de genes compartida entre sangre y un tipo de tejido cerebral
de tan so6lo un 56,8%, mientras que esta cifra alcanzé el 55,3% cuando se evaluo la
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expresion compartida entre sangre y ambos tejidos cerebrales (Witt et al. 2013).
Respecto de estudios que hayan evaluado el cambio en la expresion de genes especificos
en multiples tejidos cuando éstos han sido expuestos a un estimulo, no existe
informacion. Otra diferencia importante de destacar entre este estudio y los estudios
mencionados anteriormente es que mientras estos indujeron cambios en el estado
intracelular de Zn en las células B pancreaticas mediante la suplementacion o quelacion
directa de éste, la evaluacion de la concentracion intracelular de Zn en PBMC no reflejo
cambios entre el ingreso y el término de la suplementacion ni tampoco presento
diferencias al término del estudio entre ambos grupos, de modo que el estimulo evaluado
en los estudios de Lefebvre et al. y de Nygaard et al. no coinciden con lo sucedido en
este estudio.
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Tabla 5 - Expresion de ZNT-8 en PBMC al ingreso y post suplementacién. Los datos se presentan como

mediana [Q1 — Q3].

Placebo Suplemento P
Expresion relativa de 0,17 0,29 0499
ZNT-8 al ingreso [0,09 - 0,42] [0,14 - 0,43] '
N 9 8
Expresion relativa de
1,12 1,32

ZNT-8 post- [0,01-1,37] [0,09 - 2,07] 0,315
suplementacion
N 9 6
A Expresion relativa de

. 0,98 1,09
ZNT-8 (ingreso- ’ ’ 0,327
término) [-3,14 - 1,61] [0,27 — 2,69]
N 5 4

Diferencias entre grupos fueron analizadas mediante prueba de la U de Mann-Whitney.
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Figura 10: A) Expresion relativa de ZNT8 en PBMC pre-suplementacion, B) Expresion relativa de ZNT8
en PBMC post-suplementacion, C) Cambio en expresion relativa de ZNT8 en PBMC entre pre y post-

suplementacion.
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Efecto de la suplementacion con Zn sobre la secrecion de glucagon, relaciéon con la
glicemia y relacion con la concentracion plasmatica de insulina

Los valores de glucagon plasmético observados durante la FSIVGTT al ingreso y al
término de la suplementacion se presentan separadamente en la Tabla 6 y Tabla 9,
respectivamente, debido a que entre ambas mediciones el kit utilizado para la
determinacion de glucagon fue descontinuado, debiendo ser reemplazado. Esto trajo
como consecuencia una modificacion tanto en el método de determinacion de glucagon
(RIA vs. EIA) como en la empresa fabricante del kit, por lo que los valores obtenidos en
ambas determinaciones no fueron comparados. En este sentido, diversos estudios
muestran que la sensibilidad y especificidad de los distintos kits comerciales para
determinacion de glucagon difieren (Bak et al. 2014, Wewer Albrechtsen et al. 2014,
Wewer Albrechtsen et al. 2016), siendo ésta una de las principales dificultades al
momento de interpretar los resultados en funcion de los datos presentes en la literatura.
Los valores de glicemia, insulina plasmatica y relacion insulina/glucagén obtenidos en
los mismos tiempos de la FSIVGTT que el glucagdn, se presentan en la Tabla 7 y Tabla
10.

Como se puede apreciar en la Tabla 6, la secrecion de glucagon al ingreso disminuyo
significativamente luego de la infusién de glucosa e insulina, sin presentarse diferencias
significativas entre ambos grupos. La adecuada supresion del glucagdn en respuesta a
ambos estimulos sugiere que al momento del ingreso los pacientes reclutados no
presentaban un deterioro significativo en la capacidad de respuesta de estas células, lo
cual, debido a la ausencia de pacientes controles sanos, no pudo ser confirmado. De la
misma forma, la ausencia de controles sanos impide saber si es que al momento del
ingreso los pacientes presentaban o no el estado de hiperglucagonemia absoluta o
relativa descrito en la literatura (ver Desregulacién de la Secrecion de Glucagon en la
Diabetes Mellitus

)-

En el caso de la glicemia en ayunas, ésta se presentd en promedio ligeramente por sobre
los niveles considerados por la ADA como prediabetes (American Diabetes Association
2016), lo cual sumado a los bajos niveles de HbAlc observados al momento del
screening sugieren un excelente control de la enfermedad por parte de los voluntarios al
momento del ingreso, caracteristica que podria explicar la falta de deterioro observada
en la respuesta de las células a. Como era de esperar, luego de la infusion de glucosa
esta se elevo significativamente en ambos grupos, disminuyendo a los 10 minutos de la
infusion de insulina también en ambos grupos. En ninguna de las mediciones se
observaron diferencias significativas entre los grupos. En el caso de la insulina, esta
aumento significativamente luego de la infusion de glucosa e insulina también en ambos
grupos.

Respecto de la regulacion de la secrecion de glucagon, se observo que la infusion de
glucosa produjo una supresion significativa de la secrecion de éste. Sin embargo, al ser
la glucosa también un estimulo para la secrecion de insulina, resulta imposible distinguir
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si el efecto en la supresion de la secrecion de glucagon se produjo por efecto propio del
metabolismo de la glucosa, producto del alza de la insulina en respuesta a la glucosa, o
debido al efecto combinado de ambas. La administracion de insulina por su parte
produjo nuevamente una disminucion significativa en la secrecién de glucagon, la cual
considerando que fue acompafiada de una reduccion significativa en la glicemia, puede
atribuirse con relativa certeza al efecto que tiene la insulina por si misma. Aunque el
efecto supresor de la insulina en la secrecion de glucagén posteriormente a su infusion
predominé por sobre la reduccion de la glicemia, debe considerarse que los valores de
glicemia plasmatica alcanzados todavia fueron lo suficientemente elevados como para
no estimular en si mismos la secrecion de glucagon (Gromada et al. 2007). Por otro
lado, debe considerarse también que los niveles plasmaticos de insulina luego de su
infusion fueron aproximadamente 10 veces los valores alcanzados post-infusion de
glucosa. Contrario a este Gltimo punto, sin embargo, se puede argumentar que aunque la
concentracion de insulina plasméatica se encontr6 bastante por sobre los niveles
fisioldgicos, tanto la concentracion de insulina como la concentracion de glucagén
disminuyen de manera importante luego de abandonar el islote de Langerhans producto
del efecto de dilucion que se produce en la circulacion sistémica (Unger y Orci 2010).
Ademas, el flujo sanguineo del pancreas drena a través de la circulacion portal, siendo el
higado uno de los principales 6rganos blancos tanto de la insulina como del glucagén y
participando activamente en el clearance de ambas hormonas (Balage y Grizard 1986,
Duckworth et al. 1998).

En resumen, aunque se observo que la insulina por si misma es capaz de suprimir la
secreciéon de glucagén, no se puede determinar si el efecto supresor de la glucosa es
producido por la glucosa en si misma o por su efecto sobre la secrecion de insulina. Por
otro lado, con los antecedentes disponibles tampoco es posible determinar si el efecto
supresor de la insulina observado en este estudio es comparable con el efecto causado a
nivel del islote de Langerhans por la secrecién de insulina por parte de las células .

En el caso de la relacion insulina/glucagon, se observo una diferencia significativa en
ésta en ayunas entre los grupos control y suplemento al ingreso, siendo ésta mayor en el
grupo posteriormente suplementado lo cual podria estar explicado por la diferencia en el
IMC y la CC entre ambos grupos. En este sentido, se ha descrito que tanto la secrecion
de insulina como la secrecion de glucagén se correlacionan positivamente con el
sobrepeso (Borghi et al. 1984, Polonsky et al. 1988). Luego de la infusion de glucosa, la
diferencia en la relacion insulina/glucagon entre ambos grupos perdi6 significancia.

Por ultimo, cabe destacar que dos de 35 sujetos presentaron un aumento en la
concentracion de glucagon plasmatico en vez de una disminucion luego de la infusion de
glucosa, aumentando esta cifra a siete de 31 sujetos luego de la infusion de insulina. De
éstos, ningln sujeto presentd incrementos en la concentracion plasmatica de glucagon en
respuesta a ambos estimulos. En la busqueda de una posible explicacién a este fenémeno
se analizo graficamente la relacion entre el cambio en la concentracion de glucagon
post-infusion de glucosa y post- infusion de insulina con algunos otros parametros
evaluados en este estudio: afios desde el diagnéstico de DM2 como indicador de



44

progresion de la enfermedad; HbAlc como indicador del grado de deterioro en la
homeostasis de la glucosa; IMC y CC como indicadores de obesidad y obesidad central,
respectivamente; HOMA-IR como indicador de resistencia a la insulina; PCRus como
indicador de estado inflamatorio; TBARS, GPX, glutation total, relacion glutation
reducido/glutatién total e isoprostanos como indicadores de estrés oxidativo; colesterol
total, colesterol HDL, colesterol LDL, colesterol VLDL vy triglicéridos plasmaticos como
indicadores de dislipidemia; e ingesta de Zn, Zn plasmatico y EZP como indicadores de
estado nutricional de Zn; sin encontrarse asociacion con ninguno de estos parametros
salvo en el caso del cambio relativo en la concentracion plasmatica de glucagon luego de
la infusion de glucosa y el IMC (ver Efecto del sobrepeso/obesidad sobre la secrecion
de glucagon: Rol del Zn) vy en el caso del cambio relativo en la concentraciéon de
glucagon plasmético luego de la infusion de insulina y la ingesta de Zn (p = 0,572, N =
29, p = 0,001), ambas correlaciones contrarias a lo esperado.

Considerando la complejidad de los mecanismos de regulacién de la secrecion de
glucagén y la diversidad de estimulos que participan de ésta, es claro que la supresién o
estimulacion de la secrecion de glucagén en respuesta a la glucosa o a la insulina
depende de més de un factor. Sin embargo, considerando el pequefio nimero de
participantes de este estudio resulto inviable la realizacion de analisis multivariados que
pudieran haber contribuido a aclarar este aspecto.

En la Tabla 8 se presentan las correlaciones observadas al ingreso entre los valores de
glucagon plasmatico, el cambio relativo en la concentracion plasmatica de glucagén
luego de las infusiones de glucosa e insulina y los valores de glicemia e insulina
plasmatica evaluados en los mismos tiempos. Como se puede observar, solo el cambio
relativo en la concentracion de glucagén plasmatico post-infusion de glucosa se
correlaciond negativamente con el valor de glicemia post-infusion de glucosa (ver
Figura 11), siendo mayor la supresion relativa de la secrecion de glucagon cuando se
alcanzaron valores de glicemia mas elevados. Esta asociacion sugiere que frente a un
aumento en la glicemia, la glucosa por si misma regularia directamente la secrecion de
glucagén, aunque nuevamente no es posible discernir si esto lo hace interactuando
directamente con la célula o o si lo realiza mediante otros mecanismos, responsables
finalmente de la supresion de la secrecién de glucagoén. Por otro lado, aunque la ausencia
de correlaciones significativas entre la supresion de la secrecién de glucagén vy las
concentraciones plasméticas de insulina sugieren que la insulina no es la principal
determinante de la supresion de la secrecion de glucagon, no puede descartarse por
completo su efecto ya que, como se menciond anteriormente, las concentraciones de
insulina y glucagdn plasmaticos no son representativas de las concentraciones de dichas
hormonas al interior del islote de Langerhans y, ademas, la infusion de insulina en
concentraciones superiores a las fisioldgicas pueden sobrepasar el umbral de respuesta
de la célula o, perdiéndose de esta forma la asociacion entre uno y otro valor.
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Tabla 6 - Glucagén plasmatico al ingreso. Los valores se presentan como promedio * desviacion estandar.

Basal (pg/mL) Post-glucosa (pg/mL) Post-insulina (pg/mL) (tiempo*t;tamiento)
Placebo 62,86 + 32,48 * 34,74 +2547° 30,98 + 23,02 ¢
Suplemento 66,29 + 36,12 44,77 +£32,10° 35,90 + 28,00 ¢ 037
N (placebo/suplemento) 20/16 20/16 20/16

Diferencias entre tratamientos y tiempos fueron evaluadas mediante andlisis de Modelo Lineal General (GLM) para muestras repetidas utilizando el factor
de correccion de Greenhouse-Geisser. Distintos superindices indican diferencias significativas (p < 0,05) entre tiempos.
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Tabla 7 - Glicemia (mg/dL), insulina plasmatica (WUI/mL) y relacion insulina/glucagon (wUI/pg) al ingreso. Los valores se presentan como promedio +
desviacion estandar o como mediana [Q1 — Q3].

P

Basal Post-glucosa Post-insulina (tiempo*tratamiento)

Glicemia (mg/dL)

Placebo 129,93 + 23,242 289,12 +33,97° 221,11 +31,41°
0,089
Suplemento 126,02 +£12,83% 284,18 +30,77° 234,26 29,59 ¢
N (placebo/suplemento) 20/16 20/16 20/16
Insulina (uUIl/mL)
Placebo 7,24 +3,65° 15,34 +12,97° 192,66 + 57,09
0,563
Suplemento 10,92 +5,36° 24,04 +17,45° 244,51 +57,18 ¢
N (placebo/suplemento) 20/16 20/16 20/16
Relacion insulina/glucagon (uWUl/pg)
0,093 0,272 5,486
Placebo [0,062 — 0,148] * [0,205 — 1,011] ° [3,360 — 10,664] © ND
Suplemento 0179 0,404 7,616
P [0,123 —0,207] * * [0,241 - 0,750] ° [3,539 — 18,717] ©
N (placebo/suplemento) 19/16 17/14 17/15

Diferencias entre tiempos y tratamientos fueron evaluadas utilizando el Modelo Lineal General (GLM) para muestras repetidas corregidas mediante el
factor de Greenhouse-Geisser en el caso de variables con distribucion normal. Para variables con distribucion no normal, las diferencias entre tiempos
fueron evaluadas mediante la prueba de Friedman y en caso de diferencias significativas (P < 0,05) se realizaron contrastes pareados entre tiempos
utilizando la prueba de los Rangos con Signo de Wilcoxon sin corregir. A su vez, las diferencias entre tratamientos para cada tiempo fueron analizadas
utilizando la prueba de la U de Mann-Whitney. Diferentes superindices indican diferencias significativas (p < 0,05) entre tiempos. * p < 0,05 respecto del
placebo. ND = No Determinado.
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Tabla 8 — Coeficientes de Correlacion de Pearson (r) o Spearman (p) al ingreso entre glucagdn y glucosa y glucagén e insulina durante la curva de
tolerancia a la glucosa intravenosa modificada (FSIVGTT) (N = 36).

Glucagén basal Glucagdn post glucosa  Glucagon post insulina A Glucago6n basal — quogufa%z? iﬁglj:ina
(pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) post glucosa (%) * g (02) )2
Glicemia
Glucosa basal (mg/dL) r=-0,220 r=-0,135 r=-0,111 r=0,026 p=-0,023
Glucosa post glucosa r=-0,085 r=-0212 r=-0,074 =-0,396 * p=0,124
(mg/dL)
Glucosa post insulina r=-0,109 r=-0,133 r=-0,027 r=-0,176 p=0,226
(mg/dL)
Insulina plasmatica
Insulina basal _ _ _ _ _
(WU/mL) p=0,110 p=0,032 p=0,168 p=-0,168 p=0,137
Insulina post glucosa _ _ _ _ _
(wUI /mL) p=0,228 p=0,113 p=0,118 p=-0,180 p=-0,141
Insulina post insulina p=0,059 p=-0,070 p=-0,022 p=-0,148 p=0,120

(uUI /mL)

* P < 0,05.
IN=35
ZN=31
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Figura 11: Cambio relativo (%) en la concentracién de glucagdn plasmatico tras la infusion de glucosa en
funcion de la glicemia alcanzada tras la infusion de glucosa al ingreso.
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En cuanto a los resultados obtenidos luego del término del periodo de suplementacion,
no se observaron cambios significativos en la concentracion plasmética de glucagén
luego de la infusion de glucosa o insulina en ninguno de los dos grupos, asi como
tampoco se observaron diferencias significativas entre los grupos para ninguna de las
condiciones evaluadas. Esta situacion difiere de lo observado al ingreso y una
posibilidad es que sea consecuencia del cambio en la técnica de determinacion de
glucagon. En este sentido, la alta variabilidad observada en los resultados influy6
directamente en la ausencia de resultados significativos. En promedio, los valores de
glucagon plasmatico obtenidos mediante EIA fueron un 325% mas altos que los valores
al ingreso, lo cual posiblemente de cuenta de importantes diferencias en la recuperacion
de glucagon desde el plasma (Bak et al. 2014).

Respecto de los valores de glicemia y concentraciéon plasmatica de insulina al término
del estudio, el grupo que recibid el placebo presentd un aumento significativo en la
concentracion de insulina en ayunas respecto del ingreso mientras que el grupo
suplementado presentd un aumento significativo en los valores de glicemia y
concentracion plasmatica de insulina luego de la infusion de glucosa. En el caso del
incremento en la insulina plasmatica en ayunas del grupo control, éste seguramente
responde a la progresion normal de la enfermedad, reflejando un aumento en la
resistencia a la insulina. En el caso de las diferencias observadas en el grupo
suplementado, los cambios en la glicemia e insulinemia post-infusién de glucosa
muestran un deterioro en la tolerancia a esta Ultima, el cual no es prevenido por la
suplementacion con Zn. En cuanto al efecto diferencial de la suplementacion con Zn,
solo se observé en el grupo suplementado una mayor concentracion de insulina
plasmatica en respuesta a la infusion de glucosa que en el grupo control, la cual
posiblemente fue en respuesta al aumento observado en la glicemia post-infusion de
glucosa y no a un efecto directo de la suplementacién con Zn.

Las correlaciones entre las concentraciones plasmaticas de glucagon, la glicemia y las
concentraciones plasmaticas de insulina al término del periodo de intervencion se
presentan en la Tabla 11 y Tabla 12 para los grupos placebo y suplemento,
respectivamente. Como se puede observar, en el grupo placebo se presentaron
correlaciones positivas entre la glicemia post-infusion de glucosa con las
concentraciones de glucagén plasmatico post-infusion de glucosa y post-infusiéon de
insulina (ver Figura 12 y Figura 13), mientras que en el grupo suplementado se
presentaron correlaciones positivas entre la glicemia post-infusién de glucosa y el
cambio en la concentracion plasmatica de glucagdén post-infusion de glucosa y entre la
glicemia post-infusién de insulina y los valores de glucagon plasmatico tras la infusién
de insulina (ver Figura 12 y Figura 14).

Respecto de las correlaciones observadas entre las concentraciones plasmaéticas de
glucagon e insulina, el grupo placebo presentd correlaciones inversas entre la
concentracion de insulina plasmatica post-infusion de insulina y las concentraciones
plasmaticas de glucagon en ayunas y post-infusion de insulina (ver Figura 15 y Figura
19), mientras que el grupo suplementado presentd correlaciones inversas entre la
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concentracion de insulina plasmatica post-infusion de insulina y las concentraciones de
glucagon plasmatico post-infusion de glucosa y post-infusion de insulina, asi como con
el cambio en la concentracion de glucagon plasmatico en respuesta a la infusion de
glucosa (ver Figura 15, Figura 17 y Figura 18).

Contrario a lo esperado, el andlisis de las correlaciones por grupo de intervencion no
mostrd diferencias importantes en la magnitud o sentido de éstas, sugiriendo que la
suplementacion con Zn no tuvo efectos significativos sobre la modulacion de la
secrecion de glucagon por parte de la glucosa o de la insulina. En cuanto a los efectos
mismos de la glucosa y de la insulina en la regulacion de la secrecion de glucagon, en
ambos grupos los valores mas altos de glicemia se asociaron con niveles mas elevados
de glucagon plasmatico mientras que los niveles méas elevados de insulina se asociaron
con una mayor supresion en la secrecion de glucagén.

La interpretacion de los resultados observados es compleja. Considerando que no se
observaron diferencias entre la concentracion de glucagon plasmatico en ayunas, post-
infusion de glucosa y post-infusion de insulina es posible especular que las correlaciones
observadas entre la glicemia y la concentracion de glucagon plasméatico se deban a
diferencias en la capacidad de supresion de las células o en funcion de la glicemia
misma y a la contribucidn realizada por el glucagén a la liberacion de glucosa enddgena.
Sin embargo, también es posible que la infusién de glucosa produzca de manera
paradgjica una mayor secrecion de glucagén, fendbmeno observado en ratones y ratas
(Olsen et al. 2005, Salehi et al. 2006).

En el caso de las relaciones observadas entre las concentraciones plasmaticas de
glucagon e insulina, aungue éstas son concordantes con el efecto supresor de la insulina
sobre la secrecién de glucagon, la temporalidad observada en estas asociaciones aporta
complejidades a su interpretacion. En este sentido, una posible explicacion a las
asociaciones observadas entre la concentracion plasmatica de glucagén en ayunas y
post-infusion de glucosa respecto de la concentracion plasmatica de insulina post-
infusién de insulina es que los resultados observados no estén evidenciando la accién
directa de la insulina sobre la secrecion de glucagon sino la accién de mecanismos
comunes a la regulacion de la secrecion de glucagén y al manejo de la insulina. La
carencia de péptido C impide distinguir si las relaciones observadas son explicadas por
la secrecion de insulina o por la infusion de insulina exdgena, incorporando un nuevo
elemento de confusion.

Es importante destacar que no se observaron asociaciones estadisticas entre la glicemia
pre-infusion de glucosa o en la insulina pre-infusion de insulina con la concentracion de
glucagbn plasmatico en ninguno de sus tiempos, lo cual sugiere que los efectos
observados fueron producidos especificamente por la infusion de la glucosa e insulina.
En el caso de la glucosa, esta condicion se produce normalmente luego de la ingesta de
alimentos y podria indicar que la desregulacion en la supresion de la secrecion de
glucagon (al menos en el caso de estos pacientes) contribuye especificamente a la
intolerancia a la glucosa y no a la hiperglicemia en ayunas. Sin embargo, considerando
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las glicemias alcanzadas y en linea con el posible efecto estimulador de la glucosa sobre
la secrecion de glucagon, también podria indicar que para que la glucosa tenga este
efecto se debe sobrepasar una determinada concentracion umbral que se encontraria por
sobre la concentracion de glucosa plasmatica observada en estos pacientes en ayuno.

En el caso de la insulina, los resultados demuestran que pese a que la insulina se
relaciona negativamente con la secrecion de glucagon (y es posible especular que tenga
un rol supresor sobre éste), las concentraciones necesarias para que esta situacion se
produzca no son logradas por estos pacientes de manera fisioldgica (caracteristica
esperable en pacientes con DM2), por lo que desde el punto de vista de la regulacion
hormonal normal, el aporte de la concentracién de insulina seria marginal en estos
sujetos.
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Tabla 9 - Glucagén plasmatico post-suplementacion. Los valores se presentan como mediana [Q1 — Q3].

Basal (pg/mL) Post-glucosa (pg/mL) Post-insulina (pg/mL) (entre tlijempos)
105,50 198,80 119,40
Placebo [27,40 — 260,80] [27,40 — 246,00] [27,60 — 147,10] 0,627
195,60 194,60 205,10
Suplemento [48,30 — 250,45] [56,50 — 297,85] [56,55 — 260,10] 0,368
N 15/13 15/13 15/13

Diferencias entre tiempos fueron evaluadas mediante la prueba de Friedman y diferencias entre tratamientos fueron evaluadas utilizando la prueba de la U
de Mann-Whitney.
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Tabla 10 - Glicemia (mg/dL), insulina plasmatica (WUI/mL) y relacidn insulina/glucagdn (WUI/pg) post-suplementacion. Los valores se presentan como
promedio * desviacion estandar o como mediana [Q1 — Q3].

Basal Post-glucosa

P

Post-insulina (tiempo*tratamiento)

Placebo
Suplemento

N

Placebo
Suplemento

N

Placebo
Suplemento

N

Glicemia (mg/dL)

130,81 + 26,56 288,69 + 36,28 °
123,86 + 20,80 303,68 + 38,60 ™ &
15/13 15/13

Insulina (wWUIl/mL)

10,50 17,20
[7,60 - 15,00] * [12,10 - 21,00] °
11,60 31,70
[8,10 —21,45] * [18,40 — 48,90] > * &
15/13 15/13

Relacion insulina/glucagon (WUl/pg)

0,119 0,098
[0,038 —0,452] [0,052 - 0,675] °
0,069 0,155
[0,034 — 0,336] [0,091 — 0,748] °
15/13 15/13

226,19 +29,33°
0,193
238,43 + 28,97 °

15/13

175,20
[149,00 — 268,60] ©
227,60
[188,45 — 327,75] ©

15/13

ND

2,781
[0,919 — 8,265] °
1,224
[0,808 — 8,876] ©

15/13

ND

Diferencias entre tiempos y tratamientos fueron evaluadas utilizando el Modelo Lineal General (GLM) para muestras repetidas corregidas mediante el
factor de Greenhouse-Geisser en el caso de variables con distribucién normal. Para variables con distribucién no normal, las diferencias entre tiempos
fueron evaluadas mediante la prueba de Friedman y en caso de diferencias significativas (P < 0,05) se realizaron contrastes pareados entre tiempos
utilizando la prueba de los Rangos con Signo de Wilcoxon sin corregir. A su vez, las diferencias entre tratamientos para cada tiempo fueron analizadas
utilizando la prueba de la U de Mann-Whitney. Diferentes superindices indican diferencias significativas (p < 0,05) entre tiempos. * p < 0,05 respecto del
placebo, ¢ p < 0,05 respecto del ingreso. ND = No Determinado.
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Tabla 11 — Coeficientes de Correlacion de Spearman (p) al término del periodo de suplementacion entre glucagén y glucosa y glucagon e insulina durante
la curva de tolerancia a la glucosa intravenosa modificada (FSIVGTT) para el grupo control (N = 15).

Glucagon basal Glucagon post glucosa  Glucagon post insulina A Glucagén basal — Iuﬁoge:u—ca%g?iﬁgjiin a
(pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) post glucosa (%) g (EA))
Glicemia
Glucosa basal (mg/dL) p=0,143 p=0,343 p=0,211 p=0,079 p=-0,154
Glucosa post glucosa _ _ * _ % _ _
(mg/dL) p=0,361 p=0,629 p=0,536 p=0,118 p=0,032
Glucosa post insulina _ _ _ _ _
(mg/dL) p=0,225 p=0,336 p=0371 p=-0,021 p=0,082
Insulina plasmatica
};ﬁ‘jma basal (uUI p=0,200 p=0,132 p=10,250 p=-0,275 p=0229
Insulina post glucosa _ _ _ _ _
(wUI /mL) p=-0.193 p=-0,364 p=-0,068 p=-0,239 p=0,429
Insulina post insulina p=-0546 * o =-0,500 p=-0,529 * p =-0,204 p=-0,054

(uUI /mL)

* P <0,05.
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Tabla 12 — Coeficientes de Correlacion de Spearman (p) al término del periodo de suplementacion entre glucagén y glucosa y glucagoén e insulina durante
la curva de tolerancia a la glucosa intravenosa modificada (FSIVGTT) para el grupo suplementado (N = 13).

Glucagén basal Glucagén post glucosa ~ Glucagén post insulina A Glucagén basal — A Glucagdn post
(pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) postglucosa (%) 91UC0%? ‘(E/f)’)St insulina
Glicemia
Glucosa basal (mg/dL) p=-0,143 p =-0,055 p=0,044 p=0,324 p =-0,005
(GrTI]l;(/:gsLa; post glucosa p=-0,082 p=0,324 p=0,291 p = 0,692 ** p=-0,170
(Gn']‘é‘;gsl_"’; post insulina p=0,104 p=0401 p=0,555 * p=0,363 p=0,121
Insulina plasmatica
EE%III/iEit))asal p=-0,292 p=-0,217 p=0,099 p=-0,234 p=0,613*
EE%’I' i/“rzf)oSt glucosa p=0,033 p=-0181 p=0,137 p=-0412 p=0,544
Insulina post insulina p=-0,137 p=-0,637* p=-0,560 * p =-0,758 ** p=0,209

(uUI /mL)

*P <0,05;, ** P <0,01.
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Figura 12: Concentracién plasmética de glucagén luego de la infusién de glucosa en funcién de la
glicemia alcanzada tras la infusién de glucosa al término del periodo de suplementacion. Circulos negros,
placebo; circulos blancos, suplemento.
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Figura 13: Concentracion plasmatica de glucagon luego de la infusién de insulina en funcion de la
glicemia alcanzada tras la infusién de glucosa al término del periodo de suplementacion. Circulos negros,
placebo; circulos blancos, suplemento.



58

1200,00 o

1000,00

300,007

600,00+

Glucagén (pg/mL)

400,00

200,00 o o
e & . .,

Ce

.I 2 |O e .l Lo T e T
173,00 200,00 225,00 250,00 273,00

Glicemia (mgldL)

Figura 14: Concentracion plasmatica de glucagén luego de la infusion de insulina en funcién de la
glicemia alcanzada tras la infusion de insulina al término del periodo de suplementacion. Circulos negros,
placebo; circulos blancos, suplemento.
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Figura 15: Concentracion plasmatica de glucagon luego de la infusién de insulina en funcion de la
concentracion plasmatica de insulina alcanzada tras la infusion de insulina al término del periodo de
suplementacion. Circulos negros, placebo; circulos blancos, suplemento.



60

00,00
- .
=
2 so000
=
E
wm
il .
o 400,00
=
<O
=]
S
S5 300,00
=]
|
Q
o -
g 20000
E
b . o
2 100,004 fo}
)
E . " . 0 4 o]
&
T B ® P &
' o] * L0
©ce .
(o}
-100,00 T T T T T
200,00 250,00 300,00 350,00 400,00
Glicemia (mgldL)

Figura 16: Cambio relativo (%) en la concentracién de glucagdn plasmatico tras la infusion de glucosa en
funcidén de la glicemia alcanzada tras la infusion de glucosa al término del periodo de suplementacion.
Circulos negros, placebo; circulos blancos, suplemento.



61

500,00
.
o
500,00
—_
-
E
—]
= -
2 400,00
"
o o .
E .
E o
@]
=
= o o
300,001
.
[ ]
. o © ©
200,00 o .
[s] [ ]
ee
0 L . »
o [
100,00 . | T T | T
00 100,00 200,00 300,00 400,00 500,00

Glucagén (pg/mL)

Figura 17: Concentracion plasmatica de insulina alcanzada tras la infusion de insulina en funcion de la
concentracion plasmética de glucagén alcanzada tras la infusion de glucosa al término del periodo de
suplementacion. Circulos negros, placebo; circulos blancos, suplemento.
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Figura 18: Concentracion plasmatica de insulina alcanzada tras la infusion de insulina en funcion del
cambio relativo (%) en la concentracion de glucagén plasmatico tras la infusién de glucosa al término del
periodo de suplementacién. Circulos negros, placebo; circulos blancos, suplemento.
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Figura 19: Concentracion plasmaética de insulina alcanzada tras la infusion de insulina en funcién de la
concentracion plasmaética de glucagon en ayunas al término del periodo de suplementacion. Circulos
negros, placebo; circulos blancos, suplemento.
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Las asociaciones observadas entre la expresion relativa de ZNT-8 y la glicemia y la
concentracion plasmatica de insulina y glucagén, tanto al ingreso como luego del
periodo de suplementacion, se presentan en la Tabla 13. Como se puede apreciar, sélo se
presentaron correlaciones estadisticamente significativas luego del término del periodo
de suplementacion, presentandose una marcada asociacion inversa entre la expresion de
ZNT-8 y la concentracion plasmatica de insulina tras la infusion de glucosa en ambos
grupos (ver Figura 20). Ademas, se presentd también una marcada asociacion entre la
expresion de ZNT-8 y la disminucidon en la supresion de la secrecion de glucagén tras la
infusion de glucosa, aunque en este caso solo en el grupo control (ver Figura 21).

Respecto de la asociacion entre la expresion de ZNT-8 y la concentracion plasmaética de
insulina tras la infusién de glucosa, los resultados fueron contrarios a lo esperado,
considerando que se ha descrito que la disminucion de la expresion de ZNT-8 en células
B pancreaticas produce una disminucidn en la secreciéon de insulina en respuesta a la
glucosa (Fu et al. 2009, Pound et al. 2009). Una posible explicacion es que el aumento
en la expresion de ZNT-8 produjera un aumento en la concentracion de Zn al interior de
las vesiculas de secrecion de insulina, el cual al ser liberado junto con la insulina tras la
infusién de glucosa, podria ejercer un efecto de feedback negativo sobre la posterior
secrecion de insulina. En este sentido, se ha descrito que el Zn tienen un efecto inhibidor
sobre la secrecion de insulina, el cual estaria mediado entre otros por los canales de
K*atp ¥ canales VGCC (Li 2014). Sin embargo, estos resultados igualmente deben de
interpretarse con precaucion, dado que como se mencioné anteriormente, la expresion de
ZNT-8 en células PBMC no necesariamente refleja la expresion de éste en células B
pancreaticas. Ademas, el numero de sujetos evaluados fue pequefio, considerando que
solo la mitad de los sujetos expresaron ZNT-8 en células PBMC. Finalmente, esta
asociacion se presentd tanto en el grupo placebo como en el grupo suplementado de
manera similar, sugiriendo que la suplementacién con Zn no tuvo impacto sobre esta
asociacion.

En el caso de la asociacion observada entre la expresion relativa de ZNT-8 y la menor
supresion de la secrecion de glucagon (ver Figura 21), esto podria atribuirse a la menor
concentracion plasmatica de insulina alcanzada luego de la infusion de glucosa en el
caso de los individuos que presentaron una mayor expresion de ZNT-8, disminuyendo
por tanto el efecto supresor que esta hormona ejerce sobre la célula a. La pérdida de la
significancia estadistica observada en el grupo suplementado podria ser consecuencia de
una mayor liberacién de Zn junto con la secrecion de insulina, el cual podria contribuir a
una mayor supresion de la secrecion de glucagdn mediante sus propiedades insulino-
miméticas.
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Tabla 13 — Coeficientes de Correlaciéon de Spearman (p) al ingreso y término del periodo de
suplementacion entre expresion de ZNT-8 y glicemia, concentracién de insulina plasmatica y
concentracion de glucagdn plasmatico durante la curva de tolerancia a la glucosa intravenosa modificada

(FSIVGTT).

Expresion de ZNT-8

Ingreso Post-suplementacion

Total Placebo Suplemento

N=17 N=9 N=6
Glucosa basal (mg/dL) 0,210 0,393 0,200
Glucosa post glucosa
(mg/dL) 0,258 0,393 0,257
Glucosa post insulina
(mg/dL) -0,049 0,259 0,429
Insulina basal (pUI/mL) -0,034 0,109 0,143
Insulina post glucosa i i - i -
(uUI /mL) 0,073 0,720 0,829
Insulina post insulina
(uUI /mL) 0,072 -0,126 0,029
Glucagén basal (pg/mL) -0,266 -0,243 -0,543
Glucagén post glucosa -0.245 0527 0.200
(pg/mL) ’ ’ ’
Glucagdn post insulina 0278 -0.100 0.143
(pg/mL) ’ ' ’
A Glucag6n basal — post *
glucosa (%) -0,080 0,703 0,429
A Glucag6n post
glucosa — post insulina -0,192 -0,569 -0,429
(%)

*P <0,05.
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Figura 20: Concentracion plasmética de insulina alcanzada tras la infusion de glucosa en funcion de la
expresion relativa de ZNT-8 al término del periodo de suplementacion. Circulos negros, placebo; circulos
blancos, suplemento.
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El modelo minimo de Bergman corresponde a un modelo matematico no lineal que
permite describir a través de una serie de parametros el modo mediante el cual la glucosa
y la insulina controlan la produccion y la utilizacion de la glucosa (Boston et al. 2003).
Entre estos parametros se pueden mencionar (Bergman et al. 1979, Boston et al. 2003,
Nittala et al. 2006):

e Eficacia de la glucosa (Glucose effectiveness, Sg): Corresponde al incremento
cuantificable en la desaparicion de la glucosa en funcion del aumento en la
glicemia.

e Sensibilidad a la insulina (Insulin sensitivity, Si): Corresponde a la influencia
cuantificable que ejerce la insulina en el aumento de la desaparicion de la
glucosa.

e Eficacia de la glucosa en ausencia de insulina (Glucose effectiveness at zero
insulin, GEZI): Exactamente igual a la eficacia de la glucosa pero considerando
una condicion de ausencia de insulina.

e Respuesta insulinica aguda a la glucosa (Acute insulin response to glucose,
AIRQ): Corresponde a la insulina liberada durante la primera fase de secrecion de
insulina

e Indice de Disposicion (DI): Corresponde al producto de la sensibilidad a la
insulina (Si) y la respuesta insulinica aguda a la glucosa (AIRg), es adimensional
y ha sido descrito como un buen predictor de la predisposicion a desarrollar DM2
en indios Pima (Nittala et al. 2006).

Ademaés de los parametros antes mencionados, el modelo minimo de Bergman permite
estimar la resistencia a la insulina (IR) y la funcion de las células B en funcion del
HOMA u Homeostasis Model Assessment (Boston et al. 2003).

Los valores de los pardmetros del modelo minimo se presentan en la Tabla 14. Como se
puede apreciar, al ingreso se observd una funcion de las células B pancreaticas
significativamente mas alta junto con una mayor resistencia a la insulina en el grupo
posteriormente suplementado, lo cual posiblemente se explique por el mayor IMC y
mayor CC de este grupo. Al término del periodo de intervencion el Unico pardmetro que
presento diferencias significativas entre ambos grupos fue la sensibilidad a la insulina, la
cual fue significativamente mayor en el grupo placebo. Al igual que al ingreso, esto
posiblemente responde a las diferencias en IMC y CC. Finalmente, no hubo diferencias
significativas entre los grupos en cuanto al cambio observado entre el ingreso y el
término de la intervencion respecto de ninguno de los parametros evaluados.

Respecto de las asociaciones observadas entre los parametros del modelo minimo con la
concentracion plasmatica de glucagon, mientras que al ingreso no se observaron
asociaciones significativas (ver Tabla 15), al término de la intervencion si se observo
una correlacion positiva entre la resistencia a la insulina y la concentracion de glucagon
plasmatico luego de la infusion de insulina s6lo en el grupo control (ver Tabla 16, Tabla
17 y Figura 22). En el caso del grupo suplementado esta correlacion fue inexistente, lo
cual sugiere que la suplementacion con Zn modifica la respuesta de la célula o a la
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insulina, lo que si bien no tuvo impacto en la magnitud de la secrecion de glucagén, si
permite especular que la suplementaciébn con Zn podria ser una alternativa en
condiciones en las cuales la resistencia a la insulina sea mas elevada. En este sentido es
necesario considerar que todos los pacientes reclutados se encontraban en excelente
estado de control de la DM2, con bajos niveles de glicemia en ayunas y HbAlc, ademas
de presentar niveles suficientes de Zn evaluado mediante Zn plasmaético. De esta
manera, la suplementacion con Zn podria tener un mayor impacto en sujetos con déficit
franco de Zn (Ruz et al. 2016) o en aquellos sujetos que presenten mayor deterioro en la
homeostasis de la glucosa.

En el caso del grupo suplementado se observo una correlacion positiva entre la eficacia
de la glucosa (Sg) y el cambio relativo en la concentracion de glucagon plasmaético tras
la infusién de ésta, la cual no se observo en el grupo control (ver Tabla 16, Tabla 17 y
Figura 23). Sin embargo, la eficacia de la glucosa también presentd una correlacion
significativa con el cambio absoluto en la glicemia luego de la infusion de glucosa (r =
0,741, N = 13, p = 0,004), presentando esta Gltima una mayor correlacion con el cambio
en la concentracién plasmatica de glucagon tras la infusion de glucosa (r = 0,651, N =
13, p = 0,016) que la eficacia de la glucosa. De este modo, la correlacion observada
entre el cambio en la concentracién de glucagdn plasmatico con la eficacia de la glucosa
posiblemente no es méas que el reflejo de la asociacién entre el primero y el cambio
absoluto en la glicemia tras la infusion de glucosa. Esto plantea las mismas interrogantes
enunciadas anteriormente respecto de si mayores incrementos en la glicemia responden a
un mayor aporte de la produccion de glucosa enddgena asociado a concentraciones de
glucagon plasmaticas mas elevadas o si son los aumentos de la glicemia los que generan
aumentos en la secrecion de glucagon de manera paraddjica.

Finalmente, en cuanto a la asociacion observada entre la eficacia de la glucosa y el
cambio absoluto en la glicemia tras la infusion de glucosa, ésta responde a que mayores
aumentos en la glicemia producen también un aumento en la captacion de la glucosa
como consecuencia de la mayor disponibilidad de sustrato (Ader et al. 1997).

En base a lo anterior, es posible concluir que aunque la suplementacién con Zn no
modificdé mayormente la asociacion entre la concentracion plasmatica de insulina y la
glicemia con la secrecion o supresion de la secrecion de glucagon, la suplementacion
con Zn modificé la respuesta de la célula a a la insulina, lo que se manifesté como la
pérdida de la correlacién entre la concentracién de glucagdén plasmatico tras la infusion
de insulina con la resistencia a la insulina. Aungue con la informacién disponible no es
posible reconocer el mecanismo mediante el cual el Zn ejerci6 este efecto, este
concuerda con la hipotesis de que el Zn es capaz de modular la respuesta de las células a
mediante su efecto insulino-mimético en presencia de resistencia a la insulina en este
tipo celular.
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Tabla 14 - Parametros de Modelo Minimo de Bergman al ingreso y al término del periodo de suplementacion. Los datos se presentan como mediana [Q1 —

Q3].
Ingreso Post-suplementacion P (A ingreso-

Placebo Suplemento P Placebo Suplemento P término)
N 20 16 15 13
AIRg 35,75 64,05 54,40 118,50
(mU-L*min) [6,50 — 98,73] [2655-17760] 0161 [6,60 — 148,80] [72.65-208,75] 160 0,504

54,30 115,90 206,56 192,00

DI [3,25 — 198,20] [6400-22858] O [3755-43494]  [1249-39983 = 982 0,908
Si 2,00 155 2,50 1,30
((mULY*-min) [1,05-2,50] [1,20 - 1,98] 0,300 [1,50 - 3,30] [0,80 - 2,15] 0.020 0712
Sg 0,020 0,010 0,020 0,010 .
(min) [0,010 — 0,020] [0,010 — 0,020] 0.132 [0,010 - 0,020] [0,010 - 0,025] 0.903 0,260
GEZI 0,010 0,010 0,010 0,010
(min) [0,010 — 0,020] [0,010 — 0,010] 0.131 [0,010 - 0,020] [0,000 — 0,025] 0.788 0,665
Funcién célula B 49,10 73,95 68,19 84,31
(mUImM) [3183-7085]  [4660-11565]  O0%  [4698-111,70]  [5850-22693  O% 0,534
IR 1,95 2,30 2,78 3,20 )
(mMmUL?) [1,15 - 2,95] [1,90 - 4,10] 0048 [1,76 - 3,60] [2,25 - 4,48] 0504 0,902

Diferencias entre tratamientos placebo/suplemento fueron evaluadas mediante la prueba de la U de Mann-Whitney mientras que diferencias entre tiempos

ingreso/términofueron evaluadas mediante la prueba de los Rangos con Signo de Wilcoxon. * Prueba de t para muestras independientes.



Tabla 15 — Coeficientes de Correlacion de Spearman (p) entre glucagon y pardmetros del modelo minimo al ingreso (N = 36).
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Glucagon basal Glucagén post glucosa ~ Glucagon post insulina A Glucagon basal — Iuéo?e:u—ca%g?iﬁgjiina
(pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) post glucosa (%) * g ((ﬁ) )2

AIRg (mU-L™min) p=0,218 p=0,178 p=0,113 p =-0,065 p=-0,154
DI p=0,160 p=0,132 p=10,048 p=-0,092 p=-0,195
Si (mU/L)*min™) p=-0,195 p=-0,223 p=-0,256 p=-0,155 p=-0,094
Sg (min™) p=0,019 p=0,117 p = 0,098 p=0,143 p =-0,042
GEZI (min) p=-0,035 p=0,036 p = 0,049 p=0,103 p = 0,054
Funcién célula B _ _ _ _ _
(MU/mM) p=0,201 p=0,106 p=0,167 p=-0,158 p=-0,041
IR (mM-mU/L?) p=0,147 p=0,084 p=0221 p=-0,136 p=0,126
"N=35

ZN=31



72

Tabla 16 — Coeficientes de Correlacion de Spearman (p) al término del periodo de suplementacidon entre glucagon, y pardmetros del modelo minimo para
el grupo control (N = 15).

Glucagon basal Glucagén post glucosa ~ Glucagon post insulina A Glucagon basal — Iuéo?e:u—ca%g?iﬁgjiina
(pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) post glucosa (%) g &)

AIRg (mU-L™min) p=-0,171 p=-0,164 p =-0,089 p=0,057 p=0,061
DI p=-0,079 p =-0,004 p=0,014 p=0,136 p=0,121
Si ((mU/L)*min™) p=07338 p=0317 p=0,386 p=0,168 p=0,261
Sg (min™) p=-0,217 p=-0,178 p=-0,219 p=0,117 p=-0,039
GEZI (min™) p=-0274 p=-0,166 p=-0,346 p=0,233 p=-0,235
Funcion célula B ~0,018 ~.0,018 0,093 0,046 = 0,282
(mU/mM) = p= p=5 P~ p=5

IR (mM-mU/L?) p=0393 p=0,436 p=0,536* p=-0,229 p=0,225

* P <0,05.
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Tabla 17 — Coeficientes de Correlacién de Spearman (p) al término del periodo de suplementacion entre glucagén y parametros del modelo minimo para el
grupo suplementado (N = 13).

Glucagon basal Glucagén post glucosa ~ Glucagon post insulina A Glucagon basal — Iuéo?e:u—caig?iﬁgjina
(pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) post glucosa (%) g &)
AIRg (mU-L™*min) p=0011 p =-0,082 p=-0,033 p=-0,269 p=-0,011
DI p=0,253 p=0,132 p=0,137 p =-0,352 p=-0,060
Si ((mU/L)*min™) p=0,534 p=0,430 p=0,204 p=-0,154 p =-0,452
Sg (min™) p=-0,168 p=0314 p=0,160 p=0,576* p=-0,334
GEZI (min™) p=-0,267 p=0,164 p =-0,009 p=0,551 p=-0,215
Funcion célula B = 0,275 ~.0,154 ~0,176 ~.0,104 0,505
(mMU/mM) P P P e P
IR (mM-mU/L?) p =-0,305 p=-0,327 p=0,085 p=-0,127 p=0,550

* P <0,05.
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Figura 22: Concentracion plasmatica de glucagon luego de la infusién de insulina en funcion de la
resistencia a la insulina al término del periodo de suplementacion. Circulos negros, placebo; circulos
blancos, suplemento.
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Figura 23: Cambio relativo (%) en la concentracién de glucagdn plasmatico tras la infusion de glucosa en
funcion de la eficacia de la glucosa al término del periodo de suplementacion. Circulos negros, placebo;
circulos blancos, suplemento.
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Efecto del sobrepeso/obesidad sobre la secrecién de glucagon y su relacion con el Zn

Como se menciond anteriormente, la obesidad es uno de los principales factores de
riesgo de desarrollar DM2, proponiéndose entre otros a la produccion aumentada de
citoquinas y adipoquinas proinflamatorias, al depdsito ectdpico de lipidos, y a la
disfuncion mitocondrial, como posibles mecanismos responsables de inducir resistencia
a la insulina y finalmente DM2 (Eckel et al. 2011). Sin embargo, poco se ha investigado
respecto de la relacidn existente entre la obesidad y la secrecién de glucagén, pudiendo
ésta ser un potencial vinculo entre ambas patologias.

De distintos estudios que han evaluado la relacion entre la obesidad y la secrecion de
glucagon, solo algunos han observado un aumento en la secrecion de éste en respuesta a
la obesidad (Borghi et al. 1984, Larsson y Ahren 1996, Knop et al. 2012), mientras que
otros no han observado efecto alguno (Reaven et al. 1987, Inokuchi et al. 1989,
Gastaldelli et al. 2000, Carroll et al. 2007). Weiss et al. observaron una menor
concentracion plasmatica de glucagén en ayuno y una menor area bajo la curva para la
concentracion plasmatica de glucagén durante un clamp euglicémico hiperinsulinémico
en individuos normopeso y obesos con tolerancia normal a la glucosa respecto de
individuos obesos con resistencia a la insulina o intolerancia a la glucosa (Weiss et al.
2011). De forma similar, en un estudio llevado a cabo en sujetos obesos
metabolicamente sanos comparados con sujetos obesos metabdlicamente en riesgo,
Calanna et al. observaron menores niveles de glucagén en ayunas en los individuos
obesos metabdlicamente sanos (de acuerdo a HOMA-IR), asi como una mayor
reduccion de la concentracion de glucagon a los 30 minutos post-carga durante un
OGTT (Calanna et al. 2013).

Estudios morfoldgicos de pancreas de animales obesos también han mostrado
diferencias respecto de individuos normopesos. En ese sentido, Guardado-Mendoza et
al. han descrito cambios morfoldgicos en el pancreas de babuinos que incluyen un
aumento relativo en el volumen de células o respecto del tamafo del pancreas en funcion
de la duracién y de la severidad de la obesidad, sugiriendo la presencia de adaptaciones
morfolGgicas asociadas con una mayor secrecion de glucagén. Sin embargo, estos
aumentos disminuyeron progresivamente en la medida que aumentd la duracién o la
severidad de la obesidad por sobre el nivel asociado con el peak de incremento en el
volumen relativo de células o (Guardado-Mendoza et al. 2013). En ratones alimentados
con una dieta alta en grasa durante 12 semanas y con tolerancia normal a la glucosa,
Merino et al. observaron una hipoglucagonemia en ayunas y post-ingesta asociada con
una disminucién en el contenido y capacidad de secrecion de glucagon en respuesta a la
glucosa, asi como una disminucion de la masa de células a. Sin embargo, a las 24
semanas del consumo de dieta alta en grasa, la disminucion de la masa de células a
desaparecio, observandose incluso un leve aumento, al igual que desaparecio la
hipoglucagonemia (Merino et al. 2015). A diferencia de lo descrito en animales, en el
caso de estudios en humanos Inaishi et al. no observaron efectos atribuibles a la
obesidad sobre la masa de células a, aunque cabe considerar que este estudio se realizo
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en trozos sanos de pancreas obtenidos de resecciones pancreaticas asociadas en su gran
mayoria a neoplasias (Inaishi et al. 2016).

Distintos estudios han observado que individuos obesos presentan un estado nutricional
de Zn disminuido en relacién con individuos normopeso (Chen et al. 1997, Marreiro et
al. 2002, Ozata et al. 2002, Torkanlou et al. 2016). Si se considera que una de las
principales alteraciones presentes en la obesidad es la inflamacion crénica de bajo grado
(Gregor y Hotamisligil 2011), que esta es considerada uno de los principales
mecanismos mediante los cuales la obesidad induce la resistencia a la insulina y
favorece el desarrollo de la DM2 (Xu et al. 2003, Kwon y Pessin 2013, Kohlgruber y
Lynch 2015), que el Zn potencialmente modula la inflamacion y tiene efectos insulino-
miméticos (ver Rol del Zinc en la Regulacién de la Secrecion de Glucagon

y Relacion entre el Zn y la Diabetes Mellitus tipo 2

) y que éste se encuentra disminuido en los sujetos obesos, es posible especular que la
suplementacion con Zn puede tener algin impacto también en el efecto que la obesidad
tiene sobre la secrecion de glucagon.

En base a lo anterior, considerando que en los Gltimos afios ha resurgido el interés en la
relacién entre obesidad y glucagdn debido al posible efecto de este ultimo sobre el gasto
energeético y que la mayoria de los estudios desarrollados a este respecto han evaluado el
potencial terapéutico del glucagdn respecto de la obesidad mediante la administracion de
agonistas (Habegger et al. 2010, Cho et al. 2012), sin profundizar mayormente respecto
de los posibles vinculos de la obesidad con la secrecién de glucagén, en este estudio se
evaluo la asociacion entre dos indicadores antropomeétricos de obesidad ligados al riesgo
de desarrollar problemas metabdlicos como son el IMC y la CC (Lee et al. 2008,
Bhowmik et al. 2013) con la secrecion y la supresion de la secrecion de glucagon en las
distintas condiciones evaluadas, las cuales se presentan en la Tabla 18 y Tabla 19 para
las correlaciones observadas al ingreso y al término del periodo de suplementacion,
respectivamente.

Mientras que al ingreso sélo se observo una pequefia correlacion inversa entre el IMC y
el cambio relativo en la concentracidn plasmatica de glucagén tras la infusion de glucosa
(ver Figura 24), al afio se observo en el grupo placebo una correlacion positiva del IMC
con la concentracién plasmatica de glucagon luego de la infusion de insulina y con el
cambio relativo en la concentracion plasmética de glucagdén luego de la infusion de
insulina, a la vez que se observo una correlacion inversa entre el IMC y el cambio
relativo en la concentracion plasmatica de glucagén luego de la infusion de glucosa (ver
Figura 25, Figura 26 y Figura 27).

En cuanto a lo observado con la circunferencia de cintura, mientras al ingreso ésta no
mostro asociaciones significativas con la secrecion o supresion de la secrecion de
glucagon, al afio ésta se observO positivamente correlacionada con la concentracion
plasmatica de glucagon luego de la infusion de insulina y con el cambio relativo en la
concentracion plasmatica de glucagén luego de la infusion de insulina sélo en el grupo
placebo (ver Figura 28 y Figura 29).
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Las asociaciones observadas entre IMC y CC con la concentracion y supresion de la
secrecion de glucagon tras la infusion de insulina sugieren que la suplementacion con Zn
modifica el efecto de la resistencia a la insulina en la respuesta de las células a, hipdtesis
que es reforzada por el hecho de que pese a que al afio la CC se correlaciona
positivamente con la resistencia a la insulina en el ambos grupos (p= 0,638, N =15, p =
0,010 vs p = 0,775, N = 13, p = 0,002, para los grupos control y suplemento
respectivamente), en el caso del IMC este se correlaciona positivamente con la
resistencia a la insulina s6lo en el grupo control, perdiéndose la asociacion en el grupo
suplementado (p = 0,613, N = 15, p = 0,015 vs p = 0,341, N = 13, p = 0,254, para los
grupos control y suplemento respectivamente).

En el caso de la débil correlacion negativa observada al ingreso entre el IMC y la
supresion de la secrecion de glucagon tras la infusion de glucosa, esta es dificil de
explicar, especialmente a la luz de los resultados observados al término de la
intervencion. Considerando que los pacientes al ingreso presentaron un patrén de
secrecion y supresion de la secrecion de glucagén diferente, mas cercano a lo esperado
en un individuo sano, es posible que las alteraciones iniciales en el metabolismo hayan
desencadenado mecanismos adaptativos similares a los descritos por Merino et al. en
ratas, destinados a la mantencién de la homeostasis de la glucosa, en las cuales la
pérdida del efecto supresor de la insulina es compensado con una mayor respuesta de las
células a al efecto intrinseco de la glucosa. Sin embargo, también es posible que la
ausencia de resultados significativos responda a una baja sensibilidad del kit utilizado en
la determinacion de la concentracion plasmatica de glucagon.

En sintesis, la concentracion plasmética de glucagon en individuos con DM2 se asocid
positivamente con el sobrepeso/obesidad en el grupo control, posiblemente relacionado
con el efecto de la resistencia a la insulina. Aungue la suplementacion con Zn suprimio
esta asociacién en el grupo que recibié el suplemento, esto no se tradujo en una
reduccidn significativa de la concentracion plasmatica de glucagon.
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Tabla 18 — Coeficientes de Correlacion de Pearson (r) o Spearman (p) entre glucagén e Indice de Masa
Corporal (IMC) y Circunferencia de Cintura (CC) al ingreso.

IMC (kg/m2) CC (cm)
Glucagon basal (pg/mL) r=-0,130 r=-0,094
Glucagon post glucosa (pg/mL) r=-0,259 r=-0,150
Glucagon post insulina (pg/mL) r=-0,209 r=-0,099
A Gllucago'n basal — post glucosa F=-0,345 * r=-0.106
(%)
A Glucag6n post glucosa — post 0=0,073 p=0,156

insulina (%) *

N =36, * P < 0,05.
IN=35
ZN=31
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Tabla 19 — Coeficientes de Correlacion de Spearman (p) entre glucagén e indice de Masa Corporal (IMC)
y Circunferencia de Cintura (CC) al término del periodo de suplementacion.

IMC (kg/m2) CC (cm)
Placebo Suplemento Placebo Suplemento
Glucagon basal (pg/mL) p=10,356 p =0,302 p=0,168 p=-0,127
E;gjlﬁgl_‘))” post glucosa p=0,088 p=10,286 p=0,077 p=-0,144
E;'g‘;/‘ﬁgl_‘))” post insulina 0=0,569 * p=0341 p=0,542 * p=0,116
Shi'c‘;":%% basal — post p=-0,520* p=0,093 p=-0,324 p = -0,050
A Glucag6n post glucosa — p=0,674 ** p=0011 p=0,683 ** p=0,409

post insulina (%)

N = 15/13 para los grupos placebo/suplemento, respectivamente. * P < 0,05; ** P < 0,01.
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Figura 24: Cambio relativo (%) en la concentracién de glucagdn plasmatico tras la infusion de glucosa en
funcidn del IMC al ingreso.
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Figura 25: Concentracion plasmética de glucagdn luego de la infusion de insulina en funcién del IMC al
término del periodo de suplementacion. Circulos negros, placebo; circulos blancos, suplemento.
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Figura 26: Cambio relativo (%) en la concentracion de glucagén plasmatico tras la infusion de glucosa en
funcion del IMC al término del periodo de suplementacién. Circulos negros, placebo; circulos blancos,

suplemento.
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Figura 27: Cambio relativo (%) en la concentracion de glucagdn plasmatico tras la infusion de insulina en
funcion del IMC al término del periodo de suplementacién. Circulos negros, placebo; circulos blancos,

suplemento.
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Figura 28: Concentracion plasmatica de glucagon luego de la infusién de insulina en funcion de la
circunferencia de cintura al término del periodo de suplementacion. Circulos negros, placebo; circulos
blancos, suplemento.
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Figura 29: Cambio relativo (%) en la concentracion de glucagdn plasmatico tras la infusion de insulina en
funcion de la circunferencia de cintura al término del periodo de suplementacion. Circulos negros,
placebo; circulos blancos, suplemento.
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Glucagon y lipidos plasmaticos: Efecto de la suplementacion con Zn

La dislipidemia se puede definir como un trastorno en la produccion y remocion de
lipoproteinas desde el plasma, encontrandose fuertemente asociada con la DM2. En ésta,
la manifestacion caracteristica incluye la presencia de hipertrigliceridemia, disminucion
del colesterol HDL y transformacién de las particulas de colesterol LDL en particulas
mas pequefias y densas (Goldberg 2001, Mooradian 2009). Pese a que su fisiopatologia
no es del todo clara aun, la dislipidemia de la DM2 se ha vinculado principalmente con
el efecto de la resistencia a la insulina, estando asociada con el aumento en el flujo de
acidos grasos libres hacia el higado, los cuales a su vez promueven la liberacion de
triglicéridos a la circulacion (Goldberg 2001, Mooradian 2009). Adicionalmente, se ha
descrito que la resistencia a la insulina podria inducir alteraciones en la produccion y
secrecion de ciertas apolipoproteinas, en la regulacion de la lipoproteina lipasa (LpL) y
en la regulacion de la transferasa de ésteres de colesterol (Cholesterol Ester Tranfer
Protein, CETP) (Goldberg 2001).

Distintos estudios que han investigado el efecto del glucagon sobre el metabolismo
lipidico han observado que éste disminuye la concentracion de colesterol y triglicéridos
a nivel de diferentes lipoproteinas (Habegger et al. 2010). Sin embargo, no existe
informacion respecto del efecto que la dislipidemia tiene a nivel de la regulacion de la
secrecion de glucagon. Estudios in vitro han mostrado que la exposicion por corto
tiempo de las células o a distintos acidos grasos estimula la secrecion de glucagén,
siendo este efecto dependiente, entre otros factores, de la longitud de la cadena y del
grado de insaturacion de éstos (Hong et al. 2005). También se ha descrito, como se
menciond anteriormente, que la exposicién por periodos prolongados de células o a
palmitato induce en éstas el desarrollo de resistencia a la insulina, modificando la
expresion, sintesis y secrecion de glucagdn (Piro et al. 2010). Considerando que el flujo
aumentado de &cidos grasos libres hacia el higado es parte de la fisiopatologia de la
dislipidemia, es posible que éstos acidos grasos también produzcan algun efecto a nivel
de las células o.

Dado que el Zn es capaz de disminuir el colesterol total y el colesterol LDL e inducir
aumentos en el colesterol HDL en pacientes con DM2 (ver pagina 20) y que es posible
que los lipidos plasmaticos tengan algin efecto sobre la secrecion de glucagén, es
posible también que el Zn tenga efectos en como los lipidos plasmaticos se relacionan
con la secrecion de glucagén, por lo que se evaluaron las posibles correlaciones
existentes entre los niveles de colesterol total, colesterol HDL, colesterol LDL,
colesterol VLDL, relacion entre colesterol total y colesterol HDL vy triglicéridos
plasmaticos con la secrecion y supresion de la secrecion de glucagon tanto al ingreso
como al término del periodo de intervencion. Estos valores se presentan en la Tabla 20,
Tabla 21 y Tabla 22.

Aunque al ingreso no se observaron correlaciones significativas entre los lipidos
plasmaticos y la concentracion plasmatica de glucagon, al término de la intervencién si
se observaron correlaciones positivas significativas entre la concentracion de colesterol
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total y colesterol LDL con la concentracion plasmatica de glucagon en ayunas y luego
de la infusion de insulina (ver Figura 30 y Figura 31), aunque so6lo en el grupo que
recibio el placebo. Considerando la alta correlacion observada entre el colesterol total y
el colesterol LDL (r = 0,928, N = 15, p < 0,001 para el grupo placebo; ver Figura 32) es
probable que la asociacion observada entre la concentracion plasmatica de glucagon en
ayunas Yy luego de la infusion de insulina con el colesterol total tan s6lo sea un reflejo de
la relacion existente con el colesterol LDL.

Como se mencion0 anteriormente, no existe informacion disponible respecto de como la
dislipidemia afecta la regulacion de la secrecién de glucagén. Siendo la dislipidemia de
la DM2 atribuida principalmente al efecto producido por la resistencia a la insulina, lo
mas probable es que las correlaciones observadas entre la concentracion plasmética de
glucagon en ayunas y tras la infusion de insulina con el colesterol LDL respondan a esta
misma condicién, encontrandose una correlacion significativa entre el colesterol LDL al
afio y la resistencia a la insulina calculada durante el FSIVGTT (r = 0,520, N = 15, P =
0,047). La ausencia de correlaciones en el grupo suplementado se encuentra en linea con
lo propuesto anteriormente en cuanto a que la suplementacion con Zn afecta la respuesta
de las células a a la insulina, posiblemente atenuando la resistencia a la insulina de éstas.



Tabla 20 — Coeficientes de Correlacion de Pearson (r) o Spearman (p) entre glucagon y lipidos plasmaticos al ingreso.
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A Glucagén post

Glucagon basal Glucagén post glucosa ~ Glucagon post insulina A Glucagon basal — B R
(pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) post glucosa (%) * dlucosa (0%’5} insulina

E:rgée;fjtsol total r=-0,144 r =-0,055 r=0,008 r=0,010 p =-0,065
E:n?;jztsol HDL p=0,022 p=0,073 p=0,124 p=0,095 p=0,046
E:n?;jztsol LDL r=-0,243 r=-0,158 r =-0,099 r=-0,036 p=-0,030
E:rgé]e;;tgol VLDL r=0,279 r=0,246 r=0,231 r=-0,020 p=-0,161
Relacion Col.
total/HDL (mg/dL) p=-0124 p=-0,140 p=-0,110 p=-0,135 p=-0,009
Triglicéridos - 02 ~02 = 0232 _ 2 _
plasmaticos (mg/dL) r=0.273 r=0,246 r=0,23 r=-0,020 p=-0,159
N = 36.
'N=35

ZN=31
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Tabla 21 — Coeficientes de Correlacion de Spearman (p) al término del periodo de suplementacion entre glucagdn y lipidos plasmaticos al afio para el
grupo control.

Glucagon basal Glucagdn post glucosa  Glucagon post insulina A Glucagon basal — Iu?ogu—ca%z?iﬁ Sjiina

(pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) post glucosa (%) g &)
Colesterol total _ % _ _ * _ _
(mg/dL) p=0,529 p=0,218 p = 0,600 p=-0,354 p = 0,404
Colesterol HDL _ _ _ _ -
(mg/dL) p=-0,179 p=-0,148 p=0,023 p=0,331 p=0,138
Colesterol LDL _ or _ _ o _ _
(mg/dL) p=0,650 p=0414 p=0,704 p =-0,346 p=0,321
Colesterol VLDL _ _ _ _ .
(mg/dL) p=-0,109 p=-0,386 p=-0,243 p =-0,440 p=0,077
Relacion Col. _ _ _ . _
total/HDL (mg/dL) p=0,511 p=0,389 p=0,383 p=-0,472 p = 0,065
Triglicéridos _ _ _ _ _

p=0,121 p =-0,400 p=-0,246 p=-0,436 p = 0,086

plasméticos (mg/dL)

N =15. *P <0,05; ** P <0,01.
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Tabla 22 — Coeficientes de Correlacion de Spearman (p) al término del periodo de suplementacion entre glucagdn y lipidos plasmaticos al afio para el
grupo suplementado

Glucagon basal Glucagdn post glucosa  Glucagon post insulina A Glucagon basal — Iu?ogu—ca%z?iﬁ Sjiina

(pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) post glucosa (%) g &)
Colesterol total _ . _ . _
(mg/dL) p=-0,291 p=-0,115 p=-0,093 p=0,253 p=-0,159
Colesterol HDL _ _ _ _ _
(ma/dL) p=0,096 p=0,539 p=0,305 p=0,498 p =-0,459
Colesterol LDL _ _ _ _ _
(mg/dL) p=-0,324 p=-0,363 p=-0,286 p=0,044 p=-0,055
Colesterol VLDL _ _ _ _ _
(ma/dL) p=0,181 p=0214 p=0,385 p=0225 p=0,297
Relacion Col. _ _ _ _ _
total/HDL (mg/dL) p=--0,170 p=-0,484 p=-0,236 p=-0,264 p=10,385
Triglicéridos _ _ _ _ _

p=0,181 p=0,214 p=0,385 p=0,225 p=0,297

plasméticos (mg/dL)

N =13.
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Figura 30: Concentracion plasmética de glucagdn en ayunas en funcién de la concentracion plasmética de
colesterol LDL al término del periodo de suplementacion. Circulos negros, placebo; circulos blancos,
suplemento.
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Figura 31: Concentracion plasmatica de glucagon luego de la infusién de insulina en funcién de la
concentracion plasmatica de colesterol LDL al término del periodo de suplementacién. Circulos negros,
placebo; circulos blancos, suplemento.
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Efecto de la suplementacion con Zn sobre la relacion entre la secrecion de glucagon y el
estado inflamatorio

Los resultados de PCRus se pueden observar en la Tabla 23. La PCR es una proteina de
fase aguda producida y secretada por los hepatocitos frente a la accion de IL-6, efecto
que es potenciado por la presencia de IL-1p (Zhang et al. 1996, Black et al. 2004). Esta
proteina es capaz de unirse a multiples ligandos presentes en bacterias o expuestos en la
superficie de células dafiadas o apoptdticas, lo cual desencadena una serie de respuestas
entre las que se cuentan la activacion del complemento y la estimulacion de la
fagocitosis (Black et al. 2004).

Al ser la inflamacién crénica de bajo grado parte importante de la fisiopatologia de la
DM2, no es de extrafiar que la PCR, junto con la IL-6, hayan sido descritas como buenos
predictores de esta enfermedad (Wang et al. 2013). Sin embargo, existe poca
informacidn respecto del efecto que esta inflamacion tiene sobre el funcionamiento de
las células a. Al respecto, se ha descrito que las células a expresan el receptor de IL-6 y
que ésta induce un aumento en la expresion y en la secrecion de glucagon, a la vez que
aumenta la proliferacion de estas células y las protege de la glucolipotoxicidad
(Ellingsgaard et al. 2008). Ademas, se ha descrito también que la IL-6 aumenta la
produccion y secrecion de GLP-1 por parte de las células a (Ellingsgaard et al. 2011).

Considerando el efecto del Zn sobre la produccion y secrecién de diversas citoquinas y
sobre las vias de sefializacion de éstas, se evaluaron las correlaciones existentes entre la
concentracion de PCRus al ingreso y al término de la suplementacion con la
concentracion plasmatica y la supresion de la secrecion de glucagon.

Como se puede ver en la Tabla 23, la determinacion de los niveles de PCRus no mostré
diferencias entre los grupos control y suplementado ni al ingreso ni al término del
periodo de intervencién. De igual forma, no se observaron diferencias entre ambos
grupos en cuanto al cambio en la concentracion de PCRus entre el ingreso y el término
del estudio.

En cuanto a la asociacion entre la PCRus y el glucagon, no se observaron correlaciones
significativas entre la concentracion plasmatica de éste y la PCRus al ingreso, aunque al
término del estudio el grupo placebo si presenté una correlacién positiva entre la
concentracion plasmaética de PCRus y la concentracion plasmatica de glucagon en
ayunas, mientras que ambos grupos presentaron una correlacion positiva con la
concentracion plasmatica de glucagén tras la infusién de insulina (ver Tabla 24, Figura
33 y Figura 34). La menor significancia estadistica observada en las correlaciones
presentadas por el grupo suplementado sugiere que la suplementacion con Zn disminuye
el efecto que la inflamacidn tiene sobre la secrecion de glucagdn, pese a que en este caso
particular no fue capaz de suprimir ésta asociacion completamente.

Es importante de considerar nuevamente que los pacientes reclutados se encontraban en
un estado metabolico bien controlado, con niveles de inflamacion relativamente bajos de
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acuerdo a los niveles de PCRus observados. Por este motivo es posible que pacientes
con un estado inflamatorio més severo puedan verse mayormente beneficiados de la
suplementacion con Zn. Respecto de las diferencias en las asociaciones observadas entre
el ingreso y el término del estudio, es posible que la presencia de correlaciones entre la
PCRus y la concentracién plasmatica de glucagon exclusivamente al final del estudio se
deba a la progresion natural de la enfermedad. Debido a lo exigente de los criterios de
inclusion y exclusion es posible que los pacientes al ingreso todavia no manifestaran una
afectacion metabolica tan severa como para presentar una desregulacion en la secrecion
de glucagon asociada con el estado inflamatorio, presentandose ésta solamente al cabo
de transcurrido un afio desde el inicio. Sin embargo, no es posible descartar que el
cambio en la técnica de determinacion de glucagén tenga relacién con los cambios
observados en las correlaciones al término del periodo de suplementacion.
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Tabla 23 - Proteina C Reactiva ultrasensible al ingreso y al término del periodo de suplementacion. Los
valores se presentan como mediana [Q1 — Q3].

Placebo Suplemento P

Proteina C Reactiva

. . 3,19 5,63
ultrasensible al ingreso ' ’ 0,160
(mg/L) [1,88 - 6,64] [2,94 - 9,02]
N 20 16
Proteina C Reactiva

. . 2,30 2,40
ultrasensible al afio ' ‘ 0,299
(mg/L) [1,30 - 3,00] [1,55 - 4,90]
N 15 13
A Proteina C Reactiva

. -0,80 -2,40
yltrasen5|bl~e entre [-5,20 — 0,30] [-6,40 — 1,70] 0,712
ingreso y afio (mg/L)
N 15 13

Diferencias entre tratamientos fueron evaluadas mediante prueba de la U de Mann Whitney.



Tabla 24 — Coeficientes de Correlacién de Spearman (p) entre glucagén y PCR (mg/L) al ingreso y al
término del periodo de suplementacion.

Post suplementacion

Ingreso
(N =36) Placebo Suplemento
(N =15) (N =13)

Glucagon basal (pg/mL) p=-0,323 p=0,671 ** p=0,143
Glucagon post glucosa ~.0.238 — 0401 ~0.506
(pg/mL) p 1 p 5 p )
Glucag6n post insulina - 0241 _ 4 % _ *
(pg/mL) p=-0, p=10,70 p=0,569
A Glucag6n basal — post _ 1 _ -
glucosa (%) p =-0,107 p=-0,485 p=0,443
A Glucag6n post
?Iu)cosa — post insulina p=-02112 p=0,489 p =-0,052
%
* P <0,05; ** P <0,01.
'N=35

ZN=31
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Figura 33: Concentracion plasmética de glucagén en ayunas en funcion de la transformacion logaritmica
en base e de la concentracién plasmética de Proteina C Reactiva ultrasensible al término del periodo de
suplementacion. Circulos negros, placebo; circulos blancos, suplemento.
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Impacto del estrés oxidativo sobre la secrecion de glucagon y efecto de la
suplementacion con Zn

Se puede definir al estrés oxidativo como el resultado del desequilibrio entre la
produccién de especies moleculares altamente reactivas y la capacidad del organismo
para neutralizarlas (Rahal et al. 2014). Este desbalance puede ser consecuencia de una
produccién aumentada de especies reactivas, de una disminucion de la capacidad
antioxidante o de ambas, lo cual lleva a la generacion de dafio tisular debido a la
oxidacion de maltiples moléculas de importancia bioldgica incluyendo lipidos, proteinas
y &cidos nucleicos (Kohen y Nyska 2002, Rahal et al. 2014).

El estrés oxidativo ha sido implicado en la fisiopatologia de multiples enfermedades,
incluyendo enfermedades autoinmunes, neurodegenerativas, cardiovasculares y DM
entre otras (Rahal et al. 2014), siendo el estrés oxidativo en esta Gltima enfermedad la
consecuencia del flujo incrementado de glucosa y de &cidos grasos libres. En el caso del
flujo incrementado de glucosa, los mecanismos involucrados en la produccion de estrés
oxidativo estarian relacionados con 1) un aumento en la via del sorbitol (o poliol), lo que
llevaria a una reduccion en la concentracién de NADPH y una disminucidn en la sintesis
de glutation, 2) la generacion de productos avanzados de glicosilacion (Advanced
Glycation End Products, AGE), los cuales mediante su interaccion con el receptor de
AGEs producirian un incremento en los ROS debido a la activacion de la NADPH
oxidasa, 3) la activacion de la via de DAG-PKC vy la activacion de NF-xB y 4) el
aumento en la generacién de ROS a nivel de la cadena transportadora de electrones
(Rains y Jain 2011). En el caso de los &cidos grasos, sus efectos sobre el estrés oxidativo
incluirian un aumento en el desacople de la fosforilacion oxidativa y el aumento de la
generacion de ROS, la disminucion del glutation intracelular y la activacion de PKC
(Evans et al. 2003).

En el caso de la DM, el efecto del estrés oxidativo estaria mediado ademés de por el
dafio directo de las especies reactivas sobre las distintas macromoléculas, por su
interaccion con diferentes vias de sefializacion, incluyendo las vias de NF-xB,
JNK/SAPK y p38 MAPK. La activacion de estas quinasas como consecuencia de la
exposicion al ambiente prooxidante estaria vinculada con la generacion de resistencia a
la insulina producto de la fosforilacion de distintos componentes de la cascada de la
sefializacion de la insulina en residuos de serina, siendo particularmente importante la
fosforilacion de IRS (Rains y Jain 2011). Aparte del efecto sobre la resistencia a la
insulina, el estrés oxidativo en las células B llevaria a defectos en la secrecion de
insulina, pese a que niveles controlados de especies reactivas son necesarios para una
adecuada secrecion de ésta (Keane et al. 2015).

La informacion respecto del efecto del estrés oxidativo sobre la secrecion de glucagon es
escasa, siendo el Unico antecedente disponible lo reportado por Allister et al., quienes
observaron que la preincubacion de islotes pancreaticos de raton con H,O, produjo un
aumento en la secrecion de glucagdn frente a altas concentraciones de glucosa y una
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disminucion de la secrecion de glucagon frente a concentraciones bajas (Allister et al.
2013).

Considerando la falta de informacion respecto del rol del estrés oxidativo en la
regulacién de la secrecion de glucagon, ademas del reconocido efecto antioxidante del
Zn, se evaluaron las asociaciones entre diferentes indicadores de estrés oxidativo y la
concentracion y secrecion de glucagon al ingreso y al término de la suplementacion,
presentandose los datos de indicadores de estrés oxidativo en la Tabla 25, mientras que
las correlaciones observadas entre los distintos indicadores de estrés oxidativo y la
concentracion plasmatica de glucagon al ingreso y al término de la suplementacion se
presentan en la Tabla 26, Tabla 27 y Tabla 28.

Como se puede apreciar en la Tabla 25, la suplementacion con Zn no mostrd ningdn
efecto significativo sobre el comportamiento de los indicadores de estrés oxidativo. Sin
embargo, al término del estudio se observaron correlaciones inversas entre la
concentracion plasmatica de isoprostanos y las concentraciones plasmaticas de glucagon
tras la infusion de glucosa y tras la infusion de insulina sélo en el grupo control (ver
Figura 36 y Figura 37), mientras que el grupo suplementado mostrdé una correlacion
positiva entre la actividad de la glutation peroxidasa y la concentracion plasmatica de
glucagon basal. En cuanto a las correlaciones al ingreso, s6lo se presentd una correlacion
negativa entre el TBARS y el cambio relativo en la concentracion plasmatica de
glucagodn luego de la infusion de glucosa (ver Figura 35).

Las correlaciones observadas entre TBARS e isoprostanos con la concentracion
plasmatica de glucagdn y con la supresion de éste tras la infusion de glucosa difieren de
los resultados observados in vitro por Allister et al. En este sentido, los resultados
observados en este estudio sugieren que los aumentos en el estado oxidativo (al menos
en los niveles aqui reportados) se asocian con una supresion y no con un aumento de la
secrecién de glucagon. Debe considerarse, sin embargo, que mientras que los resultados
de Allister et al. fueron observados mediante la aplicacion directa de H,O, en el medio
de cultivo de células o, los resultados de este estudio son consecuencia de la interaccion
de multiples estimulos, siendo los niveles de TBARS e isoprostanos indicadores del
estado oxidativo general de los individuos y no pudiendo ser extrapolados a la condicion
particular de un tipo celular. Pese a esto, los resultados sugieren que un mayor grado de
stress oxidativo en los rangos aqui observados se asocia con una mayor supresion de la
secrecion de glucagon en respuesta a la glucosa y a la insulina.

Considerando que la DM se asocia con un aumento en el estrés oxidativo y con la
presencia de hiperglucagonemia absoluta o relativa, resulta contradictorio que un
aumento en el estrés oxidativo se correlacione negativamente con la concentracion y
supresion de glucagon. Una posible explicacion seria que los niveles de estrés oxidativo
presentes en estos pacientes estan en el rango necesario para mantener niveles adecuados
de especies reactivas a nivel de células o, las cuales serian necesarias para llevar a cabo
una correcta sefializacion intracelular. En ese sentido, si niveles controlados de especies
reactivas son requeridos para llevar a cabo labores de sefializacion intracelular en células
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B, resulta razonable pensar que las especies reactivas puedan participar también de una
adecuada regulacion de la secrecion de glucagon.

En el caso de los individuos que recibieron suplementacion con Zn, al igual como se
describi6 para el caso de las asociaciones observadas entre concentraciones plasmaticas
de glucagdn y mediciones antropométricas o concentraciones plasmaticas de glucagon y
valores de colesterol plasmatico, nuevamente se observa que frente a la suplementacion
con Zn las correlaciones presentes en el grupo control pierden significancia, pese a que
esto no estuvo asociado con modificaciones significativas en la concentracion
plasmética de isoprostanos. Aunque esto podria reflejar un efecto especifico del Zn a
nivel de las células a, es imposible afirmarlo con los datos obtenidos en este estudio.

Respecto de la asociacion observada entre la concentracion de glucagon en ayunas y la
actividad de GPX en el grupo suplementado, esta relaciona una disminucién de la
capacidad antioxidante con una mayor concentracion de glucagon plasmatico en ayunas,
caracteristica propia de los pacientes con DM2. Sin embargo, por qué esta asociacion se
presenta solo en los individuos suplementados y no en los pacientes controles resulta una
incongnita.

Para concluir, para conocer por qué la suplementacion con Zn disminuye la asociacion
entre la respuesta de la célula alfa a la glucosa e insulina y el nivel de estrés oxidativo de
los pacientes con DM2 y como es que el Zn afecta la relacion entre el glucagon en
ayunas y la actividad de GPX se requiere de posteriores estudios, los cuales deben ir
dirigidos especificamente a evaluar la respuesta de la célula a al estrés oxidativo. De
cualquier modo, los resultados de este estudio sugieren que la secrecion de glucagon se
ve afectado por el nivel de estrés oxidativo presente en los pacientes con DM2.



Tabla 25 - Estado oxidativo al ingreso y al término del periodo de suplementacion.
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Ingreso Post-suplementacion P (A ingreso-
Placebo Suplemento P Placebo Suplemento P término)
1,11 1,28 1,19 1,47
TBARS (mmol/mol) 095 1.44] (106 2,54 0,356 097 1,55 (118 163] 0,222 1,000
N 20 16 15 13
Glutation total (mM) 2,07 + 0,69 2,18 0,75 0,634 1,26 + 0,60 1,22 + 0,61 0,854 0,407 X
N 19 16 15 13
g . 0,077 0,076 0,078 0,034
Clutation reducido (MM) 19034 01211 [0042-0119] %% 0043 -0109] [0.013- 0085 %080 0259
N 19 16 15 13
Glutation reducido/ 0,036 0,052 0,065 0,026
Glutation total [0023-0063]  [0021-0056]  °®7  [0043-0101] [0013-0081] O3 0,069
N 19 16 15 13
Glutation Peroxidasa 3835 5664 5933 6039
(mu/mL) [2323 - 6533] [2843 — 7197] 0246 [3909-10838]  [2157-31455] 928 0,758
N 19 16 12 11
16,10 14,72 13,80 18,10 .
Isoprostanos (pg/mL) [13,70-2520]  [10,23 —22,60] 0,562 [12,70-18,00]  [14,05— 26,15] 0,056 0,887
N 19 16 15 13

Los datos se presentan como promedio + desviacién estandar o como mediana [Q1 — Q3]. Diferencias entre tratamientos fueron evaluadas utilizando la
prueba de la U de Mann-Whitney.

! Prueba de t de Student para muestras independientes.
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Tabla 26 — Coeficientes de Correlacion de Pearson (r) o Spearman (p ) entre glucagén e indicadores de estrés oxidativo al ingreso.

Glucagon basal Glucagén post glucosa ~ Glucagon post insulina A Glucagon basal — A Glucagdn post
(pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) post glucosa (%) glucosa 7(5))2; tinsulina
TBARS (mmol/mol) p=-0,217 p=-0,293 p=-0,310 p=-0,423%* p=-0,233
N 36 36 36 35 31
Glutation total (mM) r=0,033 r=-0,074 r=0,031 r=-0,063 p=0,073
N 35 35 35 35 31
g:\‘l‘\;"’;“é” reducido p = -0,050 p=0,123 p=0.130 p=0277 p=-0,024
N 35 35 35 35 31
g:ﬁgt:gg [gfaL;CidO/ p=-0,019 p=0,136 p=0,052 p =058 p=-0,106
N 35 35 35 35 31
?n']‘l’j";‘rt_r'ﬁ_r; Peroxidasa r=0,048 r = 0,068 r=0,019 r=0,139 p=-0,118
N 35 35 35 35 31
Isoprostanos (pg/mL) p=0,074 p=0,045 p=0,093 p=-0,096 p=0,014
N 35 35 35 35 31

* P <0,05.
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Tabla 27 — Coeficientes de Correlacion de Spearman (p) entre glucagon e indicadores de estrés oxidativo al término del periodo de suplementacién para el
grupo control.

Glucagon basal Glucagdn post glucosa  Glucagon post insulina A Glucag6n basal — A Glucagén.pOSt.
(pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) post glucosa (%) glucosa 7(5))2; tinsulina
TBARS (mmol/mol) p=-0,032 p=0,061 p=-0,154 p=-0,232 p=-0,121
N 15 15 15 15 15
Glutation total (mM) p=0,272 p=0,214 p=0,164 p=-0,270 p=-0,020
N 15 15 15 15 15
?J\‘I‘\;"’;“é” reducido p=0,179 p=0272 p=0341 p=-0,025 p=0,034
N 15 15 15 15 15
& unavion reducidol p=0.182 p= 0,393 p=0418 p=0.179 p=0,043
N 15 15 15 15 15
?n']‘l’j";‘rt_r'ﬁ_r; Peroxidasa p=-0,077 0=0,189 p=0,168 0=0,189 o =-0,049
N 12 12 12 12 12
Isoprostanos (pg/mL) p=-0,479 p =-0,649 ** p=-0,617* p=-0,016 p=-0,147
N 15 15 15 15 15

*P <0,05; ** P <0,01.
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Tabla 28 — Coeficientes de Correlacion de Spearman (p) entre glucagon e indicadores de estrés oxidativo al término del periodo de suplementacion para el
grupo suplementado.

A Glucagon post

Glucagon basal Glucagdn post glucosa  Glucagon post insulina A Glucagon basal — lucosa — post insulina

(pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) post glucosa (%) g &)
TBARS (mmol/mol) p=-0,424 p=-0,531 p=-0,248 p=-0,349 p=0,553
N 13 13 13 13 13
Glutation total (mM) p=-0,077 p=0,451 p=0,385 p=0,571* p=-0,231
N 13 13 13 13 13
?J\‘I‘\;";“O” reducido p=0,297 p=0,399 p = 0,484 p=0,160 p = 0,000
N 13 13 13 13 13
Glutation reducido/ _ _ _ _ _
Glutation total p=0,297 p=0,368 p = 0,440 p=0,143 p = 0,049
N 13 13 13 13 13
Glutation Peroxidasa _ " _ _ _ _
(mU/mL) p=0,718 p=0,027 p=-0,036 p=-0,527 p=-0,073
N 11 11 11 11 11
Isoprostanos (pg/mL) p=-0,231 p=-0,445 p=-0,302 p=-0,538 p=0,390
N 13 13 13 13 13

*P <0,05.
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Figura 36: Concentracion plasmatica de glucagén luego de la infusién de glucosa en funcién de la
concentracion plasmatica de isoprostanos al término del periodo de suplementacién. Circulos negros,
placebo; circulos blancos, suplemento.
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Modelo Integrado de Secrecion de Glucagon

Considerando los datos presentados en las secciones anteriores se evaludé un disefio
integrado de secrecion de glucagén post suplementacién (N = 28) elaborado mediante
regresion lineal maultiple para cada una de las condiciones analizadas (ayuno, post
infusion de glucosa y post infusion de insulina). Las variables evaluadas fueron: Grupo
(placebo vs suplemento), edad, tiempo de diagnostico de DM2, IMC, colesterol total,
triglicéridos plasmaticos, HbAlc, fase rédpida de secrecién de insulina (AIRQ),
sensibilidad a la insulina (Si), Indice de Disposicion (DI), PCRus, Zn plasmatico, EZP,
glicemia e insulinemia para cada una de las condiciones. Los datos fueron analizados
mediante el modulo “Regresion Lineal Automatica” de SPSS 23.0 con preparacion
automatica de los datos, considerando como resultado el disefio del modelo y valor de F
como criterio de seleccion de variables. La incorporacion de las variables se realizd
mediante el procedimiento stepwise con incorporacién ante p < 0,05 y exclusion con p >
0,10.

Para el caso de glucagon basal, el Unico parametro estadisticamente significativo fue Zn
plasmaético, con un coeficiente de regresion = 6,978, p = 0,001 y un R2 ajustado para
el modelo igual a 0,339. Si bien es posible que este bajo R2 y la ausencia de otras
variables en el modelo se deban a un bajo poder de la prueba debido al pequefio tamarfio
muestral, es posible también que otras variables no incluidas en este estudio, como la
regulacion nerviosa, sean mas relevantes en ayuno. En este sentido, la regulacién a nivel
de sistema nervioso auténomo de la secrecion de glucagon frente a la hipoglicemia se
encuentra bien descrita (Thorens 2011) (ver Figura 38).

En el caso de glucagon post infusion de glucosa los parametros significativos fueron Zn
plasmético (B = 7,366, p < 0,001), glicemia post infusion de glucosa (B = 1,479, p =
0,004) e indice de Disposicion (B = 0,134, p = 0,008) con un R2 ajustado = 0,542.
Respecto de estos resultados, es posible que la asociacion positiva entre el indice de
Disposiciéon y la concentracion de glucagon plasmatico se relacione con un efecto
compensatorio de la secrecion de glucagbn para evitar descensos potencialmente
peligrosos de la glicemia frente a mayor sensibilidad o secrecion de insulina. En cuanto
a la relacion potencial entre mayor glicemia y mayor concentracién plasmatica de
glucagon, posiblemente responda a un orden equivocado de los factores siendo una
mayor concentracion plasmatica de glucagén la responsable de mantener elevados los
valores de glicemia.

Para el caso de glucagdn post infusion de insulina y luego de la eliminacién de un outlier
(N = 27), los parametros significativos fueron Zn plasmatico (B = 8,635, p < 0,001) y
PCRus (B = 13,872, p = 0,044) con un R2 ajustado = 0,519. En este caso, resulta
interesante que frente a una infusion de insulina a niveles suprafisioldgicos ante los
cuales es posible especular que su efecto supresor sea maximo, sea el estado
inflamatorio el que resulte determinante en la respuesta de la célula a. En este mismo
sentido se ha descrito que IL-6 estimula la secrecién de glucagdn, asi como la expansién
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de la masa de células a al estimular su proliferacion y prevenir su apoptosis
(Ellingsgaard et al. 2008).

Finalmente, de acuerdo con los resultados encontrados la concentracion plasmatica de
Zn afectd significativamente la concentracion de glucagon plasmatico en las tres
condiciones evaluadas, siendo en todos los escenarios mayor la concentracion
plasmatica de glucagon frente a mayores concentraciones de Zn plasmatico. Si
consideramos como parte de la fisiopatologia de la DM2 la desregulacién de la secrecion
de glucagon con presencia de hiperglucagonemia absoluta o relativa, mayores niveles de
Zn plasmatico resultarian indeseables. Futuros estudios deben apuntar a evaluar este
efecto en el contexto del control glicémico en un mayor nimero de pacientes asi como si
este efecto persiste en condiciones de deficiencia de Zn.
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CONCLUSIONES

Respecto de la hipotesis planteada originalmente en este estudio, la suplementacion
cronica con Zn a niveles fisioldgicos en los pacientes evaluados no produjo una
disminucion significativa de la concentracion plasmatica de glucagdn ni aumento
significativamente la expresion de ZNT-8, la secrecion de insulina o la sensibilidad a la
insulina. Sin embargo, los resultados de este estudio sugieren que la suplementacion con
Zn modifica la respuesta de las células a a la insulina mediante cambios en su nivel de
resistencia a esta hormona. En este sentido, la suplementacion con Zn atenud o suprimié
las asociaciones observadas en el grupo control entre la concentracion plasmaética de
glucagon en respuesta a la insulina y el IMC, la CC, el colesterol LDL y la PCRus, todos
pardmetros relacionados con una mayor insulino-resistencia. De este modo, la
suplementacion con Zn podria ser particularmente relevante en estados de severa
resistencia a la insulina o en pacientes con un pobre control metabolico, aunque su
impacto en pacientes bien controlados como los participantes de este estudio no sea
significativo.

Por otro lado, aunque la determinacion de glucagon en puntos especificos de la
FSIVGTT demostro ser una técnica adecuada para evaluar la respuesta de las células o
frente a estimulos como la glucosa y la insulina, proveyendo ademéas de todos los
parametros del modelo minimo, estudios destinados a evaluar especificamente la
respuesta de las células a como la estimulacion de la secrecion de glucagon mediante
infusion de arginina o el uso del clamp euglicémico hiperinsulinémico podrian dar
mayores luces respecto de como la suplementacion con Zn puede afectar el
comportamiento de estas células en pacientes con DM2.

Respecto de la evaluacion de los indicadores de estado nutricional de Zn, éstos
presentaron una baja sensibilidad a los cambios que se produjeron en la ingesta. En ese
sentido, tan sélo el EZP presento6 diferencias significativas al término del estudio entre el
grupo control y el grupo que recibi6 suplementacion, aunque menos del 50% del cambio
en este indicador al afio fue explicado por la suplementacion misma, ademas de no
presentar correlacion alguna con la ingesta. Pese a esto, se observod que una mayor
concentracion de Zn plasmatico podria determinar una mayor concentracion de glucagén
plasmatico en ayunas, post infusion de glucosa y post infusion de insulina, lo cual seria
perjudicial frente a desregulaciones de la secrecion de glucagon con presencia de
hiperglucagonemia. En este sentido, seria recomendable evaluar estos datos con un
mayor nimero de sujetos y en un contexto de peor control metabdlico asi como en
estados de deficiencia nutricional de Zn.
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En relacion con el efecto de la expresion de ZNT-8 sobre la regulacion de la glicemia y
la secrecidn de insulina y glucagén, las asociaciones observadas en este estudio sugieren
que la expresion de este transportador es capaz de modular la secrecion de ambas
hormonas, posiblemente mediante su efecto sobre la acumulacion de Zn en las vesiculas
de secrecion de insulina y, por lo tanto, sobre la liberacion de Zn que acompafia la
secrecion de ésta. Sin embargo, la imposibilidad de abordar la expresion de ZNT-8 y la
concentracion y la liberacién de Zn en células B pancredticas directamente impide
confirmar esta hipotesis.

En cuanto a las correlaciones observadas entre los indicadores de estrés oxidativo y la
concentracion plasmética de glucagon, pese a no tener una explicacion a éstas, la
presencia de correlaciones estadisticamente significativas propone nuevas alternativas de
investigacion respecto de los mecanismos de regulacion de la secrecién de glucagon.

Entre las debilidades de este estudio se pueden sefialar dos, una es la falta de individuos
controles sanos y otra la modificacion de la técnica de determinacién de glucagén
plasmatico utilizada entre el ingreso y el término del estudio. En el primer caso, el buen
control de la enfermedad de los pacientes reclutados y la falta de individuos sanos
impide afirmar que los pacientes evaluados hayan presentado al ingreso defectos en la
secrecion de glucagon. Pese a que esto no impide evaluar el efecto de la suplementacion
con Zn o la presencia de asociaciones entre la suplementacion con Zn u otros con la
secrecion o supresion de la secrecion de glucagén, es posible que la falta de efectos
observados tenga relacién con un bajo nivel de compromiso inicial de las células a. En
el segundo caso, las diferencias en las concentraciones plasmaticas de glucagon y en las
respuestas observadas a diferentes estimulos aportan un factor de confusion a la
interpretacion de los resultados, dificultando la realizacion de comparaciones entre los
valores obtenidos al ingreso y los observados al término del estudio.

Finalmente, la suplementacion con Zn en este estudio se asocié con un leve aunque
significativo aumento en la concentracion de HbAlc, asi como con una disminucion de
la concentracion de colesterol HDL, situacion que en el caso del colesterol HDL ya
habia sido descrita anteriormente en individuos sanos. En este sentido y considerando la
falta de beneficios observados en estos pacientes en cuanto al control de la glicemia,
resulta aconsejable evaluar la incorporacién de la suplementacion con Zn en pacientes
cuya enfermedad se encuentre en estados mas avanzados o que presenten deficiencia
franca de Zn, contexto en el cual las propiedades insulino-miméticas, antiinflamatorias y
antioxidantes de este mineral podrian ser de mayor beneficio, mientras que no se
justificaria su inclusién frente a un adecuado control metabolico.
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