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ABSTRACT
This project evaluated the effect of chronic administration of metformin, EGL-6M (a
metformin analog) and 17B-estradiol on cardiovascular responses as well as the

expression of AMPK, AKT and eNOS in rats with fructose-induced insulin resistance.

Cardiovascular responses were evaluated using pharmacological tools for the
induction of vasopressor responses; for example, the stimulation of the
preganglionic sympathetic fibers that innervate the blood vessels; as well as by the
administration of a-1/2 adrenergic agonists. Likewise, the vasodepressor responses
induced by stimulation of vascular smooth muscle and endothelium were evaluated
by administering acetylcholine, isoprenaline and sodium nitroprusside. This project
also evaluated the effects of treatment on the metabolic profile of animals and the
activation of some cellular pathways associated with vascular dysfunction during

insulin resistance.

A decrease in sympathetic transmission during insulin resistance was observed in
both male and female animals, which was improved after the administration of the
analog but not by the administration of metformin or estradiol. In the same way we
observed a decrease in the activation of the AMPK pathway which was significantly

improved after the administration of metformin and its analog in mesenteric arteries.

In the female rats we observed that ovariectomy affected the cardiovascular
responses and the metabolic profile of the animals and this affectation can not be
distinguished in insulin resistant animals. Remarkably, in animals resistant to insulin,

estradiol lost its beneficial effects on the cardiovascular system.
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RESUMEN
Este proyecto evalud el efecto de la administracién cronica de metformina, de
EGL-6M (un analogo de metformina) y 17@-estradiol sobre las respuestas

cardiovasculares en animales resistentes a la insulina.

Las respuestas cardiovasculares fueron evaluadas utilizando herramientas
farmacoldgicas para la induccion de respuestas vasopresoras; como la estimulacion
de las fibras simpéticas preganglionares que inervan los vasos sanguineos; como
por medio de la administracion de agonistas a-adrenérgicos. Asi mismo se
evaluaron respuestas vasodepresoras inducidas por la estimulacion del musculo
liso y del endotelio administrando acetilcolina, isoprenalina y nitroprusiato de sodio.
En este proyecto también se evaluaron los efectos del tratamiento sobre el perfil
metabdlico de los animales y la activacidon de algunas vias celulares asociadas a la

disfuncién vascular durante la resistencia a la insulina.

Se observo una disminucién de la transmisién simpatica durante la resistencia a la
insulina tanto en animales machos como en hembras, la cual mejoré tras la
administracion del analogo pero no asi por la administraciéon de metformina o de
estradiol. De la misma manera observamos una disminucién en la activacion de la
via AMPK la cual mejoré tras la administracion de metformina y su analogo en

arterias mesentéricas.

En las ratas hembras pudimos observar que la ovariectomia afecta las respuestas
cardiovasculares y el perfil metabélico de los animales y que esta afectacion no es
posible distinguirla en animales resistentes a la insulina. Ademas, en animales
resistentes a la insulina el estradiol perdié sus efectos benéficos sobre el sistema

cardiovascular.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

Las principales causas de mortalidad en el mundo son la cardiopatia isquémica y el
accidente cerebrovascular las cuales provocaron 15 millones de defunciones en el
2015 y han sido las principales causas de mortalidad durante los ultimos 15 afios
En el mismo sentido la diabetes alcanzé los 1.6 millones de defunciones en este
afio (OMS, 2017). En México, las enfermedades cardiovasculares, la diabetes y el
cancer son las tres principales causas de muerte (INEGI, 2017). Se ha observado
una relacion entre las enfermedades cardiovasculares y la diabetes. Puesto que un
paciente diabético tiene 2 a 4 veces mas riesgo de padecer un derrame cerebral
qgue los no diabéticos y se estima que entre el 60% y 65% de los diabéticos son
hipertensos (OMS, FID, INEGI, 2017) (Benjamin et al., 2017; Guyenet, 2006).

Varios mecanismos de asociacion entre la diabetes y las enfermedades
cardiovasculares han sido sugeridos incluyendo la disfuncién endotelial (Schalkwijk
et al., 2005). Al inicio de la diabetes se observan algunas caracteristicas que pueden
modificar directamente las vias de sefalizacion asi como la funcién vascular; estas
son baja respuesta a la sefalizacion de la insulina, acumulacion e inflamacion del
tejido adiposo (ectopico), e hiperglucemia. Estos factores impiden la vasodilatacion
estimulada por insulina, incrementan el efecto de algunas adipocinas y se observan
productos de glicacion de proteinas principalmente en células endoteliales (Eringa
et al., 2013). En estados fisioldgicos las células endoteliales regulan el tono vascular
liberando compuestos que promueven la contraccion y la relajacion. Sin embargo,
durante la diabetes se observa una disminucién en la respuesta a compuestos
vasorelajantes, (Matsumoto et al., 2004), una reduccién de la concentracion de
oxido nitrico y un incremento de sustancias contractiles como endotelinas vy

prostanoides (Wong et al., 2013).

La resistencia a la insulina es uno de los factores que se correlacionan a estas
enfermedades por ello se vuelve importante el estudio de las disfunciones
cardiovasculares en este estadio, con la finalidad de conocer un poco mas la

fisiopatologia de estas enfermedades.
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CAPITULO 2. ANTECEDENTES

La insulina es una hormona secretada por las células B del pancreas que se encarga
de la regulacion del metabolismo de la glucosa y de los lipidos, promueve la
captacion de glucosa por el musculo y el tejido adiposo, y suprime la produccién de
ésta en el higado mediante la inhibicion de la gluconeogénesis y de la glucogenolisis
(Reaven, 1993); ademas, regula el metabolismo de los lipidos incrementando la
sintesis de acidos grasos por esterificacion de los acidos grasos libres y suprimiendo
la lipdlisis (Sesti, 2006) (figura 1).

e

Misculo esquelético

l\

Higado

Tejido adiposo

libres

l’ - Activacion

Cetodcidos  ymmmd rohibicion

Figura 1. Efectos de la insulina sobre sus principales érganos blancos

2.1Resistencia ala insulina
La resistencia a la insulina es normalmente definida como un estado metabdlico en
el que los efectos fisioldgicos de la insulina sobre sus tejidos blanco se encuentran
disminuidos. La resistencia a la insulina se compensa con un aumento en la
secrecion por parte de la célula 3 del pancreas, de lo cual resulta la hiperinsulinemia
(Mercurio et al., 2012; Sesti, 2006). Sin embargo, a pesar de existir grandes
cantidades de insulina, esta no puede cumplir su funciéon y debido a esto, la

utilizacién periférica de glucosa se ve disminuida, provocando un aumento en la
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produccion de glucosa hepética y un aumento de los valores plasméaticos de glucosa
(Bazotte et al., 2014).

Uno de los principales mecanismos fisiopatoldgicos observado en la diabetes
mellitus tipo 2 (DM2) es la resistencia a la insulina. La resistencia a la insulina no
solo desempefia un papel importante en la DM2 sino que también se considera
como un defecto etiolégico que da origen a varias alteraciones metabdlicas, tales
como: dislipidemias, en donde se observan que las concentraciones de triglicéridos
estan elevadas; asi como, concentraciones bajas de colesterol unido a lipoproteinas
de alta densidad (figura 2) (Mlinar et al., 2007).

Resistencia a la insulina e -

Hipertension . E— l «! Intelerancia a la
arterial

— glucosa
Hiperinsulinemia l g
/ [ Disfuncion de las |
L celulas )
|sfun-::|an ] l

endntellal
[ Diabetes tipo 2 ]

"

[ Dislipidemias ]

Ateroesclerosis ] “ l
[ Enfermedades ]_[ Hiperglucemia ]

Cardiovasculares

Figura 2. Relacion entre la resistencia a la insulina y el desarrollo de las enfermedades
cardiovasculares

La resistencia a la insulina también ha sido relacionada con la obesidad abdominal,
pues la mayoria de los pacientes con obesidad cursan con algun grado de
resistencia a la insulina (Eckel et al., 2005). Se ha propuesto que la obesidad
visceral es un factor causante de resistencia a la insulina. Se sabe que los adipocitos
son capaces de secretar sustancias proinflamatorias: factor de necrosis tumoral
(TNF-a) e interleucina 6 (IL-6). EI TNF-a aumenta la lipolisis en el adipocito,

aumentando las concentraciones de acidos grasos libres no esterificados (NEFA
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por sus siglas en inglés) y con ello afectando directamente la sefializaciéon de
insulina (Johnson et al., 2013). El aumento de los &cidos grasos libres provoca un
aumento de metabolitos intracelulares, como diacilglicerol, acil CoA y ceramidas,
los cuales son capaces de activar Ser/Thr cinasas, que al ser activadas tienen la
capacidad de modificar y reducir la habilidad de la insulina de interactuar con su
receptor, por lo que el transporte de glucosa se ve afectado (Samuel et al., 2012).

El termino de resistencia a la insulina o insensibilidad a la insulina fue empleado por
primera vez por Himsworth en 1936 (Cabezas-Cerrato et al., 2003; Himsworth,
2011). Este concepto fue retomado por Gerarld Reaven en 1988, quien ante la
coexistencia de diferentes factores de riesgo cardiovascular en un mismo individuo
(obesidad, diabetes mellitus tipo 2, hipertension y dislipidemias), propuso la
existencia de una entidad patolégica que denomino “Sindrome X" o “Sindrome de
resistencia a la insulina”, debido a que considera a la resistencia a la insulina como
la base fisiopatoldégica comin entre todos estos factores. En la actualidad se le

denomina sindrome metabolico (Reaven, 1993).

El método mas utilizado para el diagndstico de la resistencia a la insulina es el indice
HOMA (Homeostasis Model Assessment), el cual se deriva de la interaccion entre
la funcion de la célula B y la sensibilidad a la insulina en un modelo matematico
donde se utilizan las concentraciones de glucosa e insulina en ayuno (Tang et al.,
2015). El modelo se calibra con una funcién celular 8 de 100% y una resistencia a
la insulina normal de 1 de acuerdo con la siguiente formula:

mmol
L)

Insulina (l:;?LI) * Glucosa (

HOMA =
0 22.5
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2.2Enfermedades y estadios fisioldgicos relacionados con la resistencia a

lainsulina
2.2.1 Sindrome metabdlico

El termino sindrome metabdlico se refiere a un conjunto de desdrdenes metabdlicos
asociados a la resistencia a la insulina. Dentro de estos desordenes se encuentran
diabetes, obesidad abdominal, niveles sanguineos de colesterol alto asi como
presion sanguinea alta (Alberti et al., 2006). Se estima que el 20-25 % de la
poblacion adulta del mundo padecen este sindrome. El diagnostico de este
sindrome segun la Federacion Internacional de Diabetes se da cuando una persona
padece obesidad abdominal y presenta dos de los cuatro siguientes factores:
niveles elevados de triglicéridos, niveles bajos de colesterol HDL, presion sanguinea
elevada y niveles elevados de glucosa en plasma en ayuno, (ver Tabla 1).

Tabla 1. Criterios de diagndstico de sindrome metabodlico de acuerdo con Federacién
Internacional de Diabetes.

Obesidad central IMC>30 Kg/m?+ dos de los siguientes cuatro factores

Niveles elevados de =150 mg/dL (1.7mmol) o estar recibiendo
triglicéridos tratamiento previo para esta enfermedad
lipidica
Niveles bajos de colesterol <40 mg/dL (1.03 mmol/L) en hombres
HDL <50 mg/dL (1.29 mmol/L) en mujeres

o estar recibiendo tratamiento previo para esta
enfermedad lipidica

Presiéon sanguinea alta Presion sistolica = 130 o presién diastélica 285
mmHg o estar recibiendo tratamiento previo
para la hipertension

Niveles plasmaticos altos de | Glucosa plasmatica en ayuno = 100 mg/dL
glucosa en ayuno (5.6 mmol/L) o diagndstico previo de diabetes
tipo 2

Varios estudios han mostrado que personas con sindrome metabdlico tiene mas
probabilidades de generar enfermedad cardiovascular ateroesclerotica, reduciendo
con ello la esperanza de vida de estos individuos (Alberti et al., 2006; Eckel et al.,
2005).
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2.2.2 Diabetes mellitus tipo 2

En el mundo existen 422 millones de personas con algun tipo de diabetes, de los
cuales aproximadamente el 90 % padecen diabetes mellitus tipo 2 (DM2), en este
tipo de diabetes la resistencia a la insulina juega un papel clave para el desarrollo
de esta enfermedad (OMS, 2017) (Scheen, 2003).

La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) define a la diabetes como un desorden
metabolico de multiple etiologia caracterizado por hiperglucemia cronica con
desordenes en el metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas como resultado
de los defectos en la secrecion de insulina, en su accion o en ambas. La DM2
actualmente ha comenzado a ser considerada como una pandemia. Es una
enfermedad compleja que incluye varias anormalidades metabdlicas; elevada
producciéon de glucosa por el higado, secrecion deficiente de insulina por el
pancreas y una pobre respuesta del organismo hacia la insulina. Es una enfermedad
progresiva que a medida que trascurren los afios su control metabdlico va

empeorando producto de la resistencia a la insulina (Sesti, 2006).

El principal mecanismo fisiopatol6gico observado en la DM2 es la resistencia a la
insulina; la cual se define como una condicién metabdlica en la que los efectos
tisulares de la insulina estan disminuidos (Ostenson, 2001; Scheen, 2003). La
resistencia a la insulina se compensa con un aumento en su secrecion por parte de
la célula, de lo cual resulta la hiperinsulinemia. Debido a la falta de accién de la
insulina, la utilizacion periférica de glucosa se ve disminuida, provocando un
aumento en la produccion de glucosa hepatica con lo que los valores plasmaticos

incrementan (Sesti, 2006).

2.2.3 Diabetes y enfermedades cardiovasculares

Durante mucho tiempo se ha observado una asociacion entre la diabetes y las
enfermedades vasculares (Paneni et al., 2013). Varios mecanismos de asociacion
han sido sugeridos incluyendo la disfuncion endotelial (Schalkwijk et al., 2005). Al
inicio de la diabetes se observan algunas caracteristicas que pueden modificar

directamente la sefializacion asi como la funcién vascular; estas son baja respuesta
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a la sefializacion de la insulina, acumulacion e inflamacién del tejido adiposo
(ectdpico), e hiperglucemia. Estos factores impiden la vasodilatacion estimulada por
insulina, incrementan el efecto de algunas adipocinas, se observan productos de

glicacion de proteinas principalmente en células endoteliales (Eringa et al., 2013).

El 6xido nitrico (ON) es una sustancia vasodilatadora liberada por el endotelio
vascular. Es una molécula gaseosa producida a partir del grupo guanidino de la
L-arginina que es catalizada por un grupo de enzimas denominadas Oxido nitrico
sintasas (NOS) (Huang, 2009). Existen tres isoformas identificadas: (1) la 6xido
nitrico sintasa neuronal (NNOS), la éxido nitrico sintasa inducible (iNOS) y la 6xido
nitrico sintasa endotelial (eNOS). Uno de los mecanismos de regulacién de la
actividad de la eNOS es a través de la fosforilacién de esta enzima. La fosforilacion
en los residuos de Ser617, Ser635 y Serl177 da como resultado la activacion de la
eNOS mientras que la fosforilacion en residuos de Serll6 y Thr497 reduce su
actividad (Huang, 2009). Se ha observado que durante la DM2, la cual esta
caracterizada por resistencia a la insulina, hay modificaciones en algunas vias de
sefializacion (PI3K/Akt) que afectan la fosforilacion de la eNOS principalmente del
residuo de Serll177 (Ewart et al., 2011; Taguchi et al., 2011).

La via fosfatidilinositol-3-cinasa/ Protein cinasa B (PI3K/Akt) (figura 3) es uno de los
principales mecanismos para la fosforilacion de la eNOS (Huang, 2009). La cascada
de sefalizacién se inicia cuando la insulina interacciona con su receptor, esta union
lleva a la activacion de PI3K, la cual es activada al asociarse con el sustrato 1 del
receptor de insulina (IRS-1) a través de su dominio SH2. La activacion de PI3K
convierte el fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2), en fosfotidilinositol 3,4,5-trifosfato
(PIP3), el cual activa de forma indirecta a Akt. Cuando esta cinasa (IRS-1) se
encuentra unida a PIP3 es activada por otra cinasa, denominada proteina cinasa D
(PKD). Cuando Akt se encuentra activa, es capaz de fosforilar residuos de Ser o Thr
de sus proteinas diana, en este caso el residuo de Serl1177 de la eNOS, provocando
un incremento en la concentracion de éxido nitrico (Eringa et al., 2013; Kobayashi
et al., 2004).
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Figura 3. Activacion de la via de sefializacion PI3K/Akt por insulina en el endotelio.

2.2.4. Efectos de cardiovasculares de la metformina

La metformina es uno de los farmacos mas utilizados en el tratamiento de la
diabetes tipo 2. Su mecanismo de accion es a traves de la activacion de la cinasa
activada por AMP (AMPK). La activaciéon de AMPK por metformina se da de manera
indirecta por inhibiciébn del complejo | de la cadena respiratoria aumentando los
niveles de AMP con respecto a los de ATP (Thackeray et al., 2011). Se ha
demostrado que la cinasa activada por AMP (AMPK) también es capaz de fosforilar

a la eNOS en el residuo de Serl1177 y con ello activarla, dando como resultado final
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un aumento en la sintesis de 6xido nitrico (Morrow et al., 2003). Varios estudios han
demostrado la capacidad de metformina para restaurar la funcién endotelial. Sin
embargo, el mecanismo por el cual metformina mejora la funcion endotelial no se
encuentra del todo clara (Katakam et al., 2000; Sena et al., 2011). Algunos estudios
demuestran que metformina no solo incrementa los niveles de 6xido nitrico sino que
también tiene la capacidad de inhibir la produccion de radicales libres de oxigeno
(especies reactivas de oxigeno; ROS) o de compuestos vasoconstrictores (Lobato
et al., 2012; Puyo et al., 2012). Recientemente se ha sugerido que la hiperglicemia
(40 mM) en células endoteliales disminuyé los niveles de la proteina sirtuin-1 (Sirt1)
y que la metformina puede restaurar los niveles de dicha proteina para que pueda
restituir la funcién endotelial (Arunachalam et al., 2014). Ademas, se ha observado
que el tratamiento con metformina reduce la presion arterial y mejora la funcién
endotelial en aortas aisladas de rata (Majithiya et al., 2006; Sena et al., 2011; Verma
et al., 2000) asi como en arterias mesentéricas aisladas de ratas de las cepas SHR
y Sprague-Dawley en las que se ha observado vasodilatacion (Katakam et al., 2000;
Matsumoto et al., 2008; Puyo et al., 2012; Sartoretto et al., 2005). Se han
investigado algunos mecanismos por los cuales metformina podria restaurar la
funcién endotelial dentro de los cuales se ha encontrado disminucion del estrés
oxidativo sistémico (Ouslimani et al., 2005; Sena et al., 2011). También algunos
estudios sugieren que la metformina es capaz de mejorar la funcion endotelial

suprimiendo la produccioén de prostanoides (Lobato et al., 2012).

2.2.4 Anélogo de metformina (EGL-6M)

En el laboratorio de Quimica Farmacéutica de la Facultad de Farmacia de la
Universidad Autonoma del Estado de Morelos. Se llevo a cabo el disefio y la sintesis
de anélogos de metformina. Para su disefio se tomé como base la estructura de la
metformina y la fenformina. El disefio del analogo EGL-6M fue basado en la
estructura de la fenformina, este farmaco fue utilizado para el tratamiento de la
diabetes tipo I, con una eficacia mayor que la de metfomina; sin embargo, fue
retirada del mercado en varios paises debido a que causa acidos lactica grave. Esta

biguanida se conforma de un anillo de benceno unido al nitrégeno de la biguanida
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por medio de un grupo etilo (figura 4), todas estas caracteristicas le confieren una
alta liposolubilidad, propiedad que le permite atravesar membranas facilmente
llegando a la mitocondria donde inhibe al complejo | de la cadena respiratoria,
provocando que la glucdlisis se lleve a cabo en ausencia de oxigeno, y generando
acido lactico como producto final. Debido a esto, en el disefio se consideré una
homologacién inferir de la cadena alifatica, lo cual disminuira la liposolubilidad pero
conservando el anillo aromatico, lo que podria conservar la eficacia del compuesto
pero disminuyendo la toxicidad. Una vez disefiado de manera racional, se realizo la
sintesis y purificacion del compuesto; asi como la obtencion del compuesto en

cantidades suficientes para su evaluacion.
NH \n/NH \n/NHZ
NH NH

Figura 4. Estructura quimica del analogo EGL-6M

Se realiz6 una evaluacion in vitro sobre un cultivo primario de hepatocitos en donde
el EGL-6M provocé un incremento en la expresion de AMPK total, pAMPK Thr 172
(sitio de activacion por fosforilacion de la enzima) y en la pACC ser 79 mayor al

observado por metformina.

Debido a ello se seleccion6 al EGL-6M para su evaluacién en un modelo murino de
diabetes no insulino dependiente. Se realizdé un ensayo agudo, observando que tras
la administracion del compuesto los niveles de glucosa disminuyeron y este efecto
se mantuvo durante 7 horas. Ademas, de ello se realiz6 una curva de tolerancia a
la glucosa tras la administracion del EGL-6M en la cual se observo que el compuesto
tiene un efecto antihiperglucemiante, puesto que retorna los valores glucosa
disminuyeron a valores basales y no a valores menores como sucede con

compuestos hipoglucemiantes.
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2.2.5 Obesidad

La obesidad es una enfermedad crénica, compleja y multifactorial prevenible. La
OMS la define como un acumulo excesivo de grasa corporal, que se traduce en un
aumento del peso corporal. De acuerdo con la OMS en el afio 2016 mas de 1900
millones de la poblacion adulta (de 18 o més afios) tenian sobrepeso, de los cuales
650 millones eran obesos (OMS, 2017).

La obesidad es considerada como uno de los mayores factores de riesgo de
padecer alguna enfermedad cardiovascular (figura 5). Sin embargo, no todos los
obesos tienen el mismo grado de riesgo (Wilson et al., 2002). Esta asociacion entre
la obesidad y el riesgo cardiovascular parece estar mediada por multiples cambios
metabdlicos. Un exceso de tejido adiposo puede llegar a afectar al metabolismo de
la glucosa y de los lipidos, a la regulacion de la presion sanguinea, a los procesos
trombaticos y fibrinoliticos, asi como a las reacciones inflamatorias (Lambert et al.,
2010; Sharma et al., 2017).

Hipercortisolismo

Hipogonadismo
/ Hiperandrogenismo
Obesidad
Miocardio \ visceral \

SAOS

i - Esteatosis
Higado « Estrés oxidativo \
Péncreas / l AGL - adipocinas tons
ln"amaCIén MUSCUIO \ A
R Inflamacién
T \

Estado protrombético | I Diabetes Dislipemia Hipertension
Estrés oxidativo

™

\“—-/ R
Disfuncién endotelial
} :

Riesgo cardiovascular aumentado }

Figura 5. Fisiopatologia de riesgo cardiovascular incrementado por la obesidad visceral,
AGL, éacidos grasos libres; SAOS, Sindrome de apnea obstructiva del suefio; eRAA, Eje
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Renina-angiotensina; SNS, sistema nervioso simpdtico; IR, resistencia a la insulina.
Tomado de (Gonzalez Jimenez, 2013).

Los adipocitos son capaces de secretar sustancias proinflamatorias: factor de
necrosis tumoral (TNF-a) e interleucinas (IL-6, IL-18 e IL10). El TNF-a aumenta la
lipdlisis en el adipocito, aumentando las concentraciones de los acidos grasos libres
no esterificados (NEFA) y con ello afectando directamente la sefalizacion de
insulina. Los NEFAs son capaces de activar los receptores FFAR1 (GPR40),
FFAR2, FFAR3 y FFARA4. Dentro de los mas importantes en la regulacién del
metabolismo son los receptores FFARL los cuales aumentan la produccion de
glucosa hepética y cuando se activan en el pancreas promueven la secrecion de
insulina (Milligan et al., 2017). Ademas, se sabe que el aumento de NEFAs participa
en la fisiopatologia de la esteatosis tanto hepética y muscular, como en la cardiaca
y pancreatica, o que conlleva a un estrés oxidativo y a una disfuncion endotelial,
permitiendo el desarrollo de enfermedades cardiovasculares (Gonzalez Jimenez,
2013; Nakamura et al., 2014).

2.2.6 Sindrome de ovario poliquistico

El sindrome de ovario poliquistico (SOP) es un trastorno endocrino-metabdlico. Es
importante destacar que se trata de un sindrome y no de una enfermedad, esto con
la finalidad de entender mejor su fisiopatologia. Esta caracterizado por
hiperandrogenismo, trastorno menstrual, infertilidad anovulatoria y obesidad. Es un
trastorno heterogéneo que varia desde su presentacion clasica, descrita con
obesidad, amenorrea e hirsutismo, hasta mujeres con ciclos normales e incluso en

algunos casos, con ovarios ecograficamente normales (Rasquin Leon et al., 2017).

Uno de los posibles factores desencadenantes del sindrome es la hiperinsulinemia
como resultado de la resistencia a la insulina pues se ha observado una correlaciéon
entre los niveles de andrégenos y la resistencia a la insulina (Dunaif, 1997).
Ademas, se ha observado que mujeres con obesidad central (androide), las cuales
tienen niveles de andrégenos libres mayores, presentan un grado significativamente
mas alto de resistencia a la insulina. Por lo que se cree que se establece un circulo

vicioso entre los niveles de androgenos y la insensibilidad a la insulina (Bellver et
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al., 2017; Rasquin Leon et al., 2017). Algunos de los efectos promovidos por la
hiperinsulinemia (figura 6) observados son la facilitacion de la secrecion ovérica de
androgenos mediada por la hormona luteinizante (LH), la secrecién de andrégenos
suprarrenales mediada por corticotropina (ACTH), asi como la reduccion en la
sintesis y secrecion de globulina transportadora de hormonas sexuales (SHBG) en
el higado, la cual aumenta la cantidad de testosterona circulante facilitando su unién

a sus tejidos blancos (Anagnostis et al., 2017; Dunaif, 1997; Rasquin Leon et al.,

2017).
Sindrome de ovario
[ paliquistico } l

Alteracion de
Obesidad Alteraciones
[ Hiperinsulinemia J h [ Resistencia a la } a largo plazo

|
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Figura 6. Asociacion del Sindrome de ovario poliquistico y el desarrollo de enfermedades
cardiovaculares. Influencia de la resistencia a la insulina. SAOS; sindrome de apnea
obstructiva del suefio, SHBG; globulina fijadora de hormonas sexuales, IGFBP-1; proteina
transportadora del factor de crecimiento similar a la insulina.
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2.2.7. Menopausia

La menopausia no es una enfermedad sino un periodo de transicion normal en la
mujer, en la que sufre la perdida de la menstruacion que incluye diversas
alteraciones hormonales, como el descenso de los niveles de estrogenos (Yang et
al.,, 2017). La pérdida de estas hormonas provoca alteraciones en el metabolismo
asi como un descenso en la sensibilidad a la insulina (Bessesen et al., 2015).
Ademas, se ha observado una asociacion entre la perdida de los estrégenos y el

desarrollo de enfermedades cardiovasculares (Regensteiner et al., 2015).

Las mujeres al igual que los hombres con la edad experimentan un aumento en el
riesgo cardiovascular. Sin embargo, en la etapa reproductiva la mujer tiene una
menor prevalencia de hipertension arterial que el hombre, mientras que después de
la menopausia esta relacion se invierte, encontrando mas mujeres mayores de 50
afios con hipertension que hombres con esta enfermedad. Esto sugiere que las
hormonas sexuales pudieran estar implicadas en el desarrollo de esta enfermedad
(Duckles et al., 2010).

Algunos estudios han demostrado que las hormonas esteroideas tienen la
capacidad de modular la produccién de 6xido nitrico endotelial. Una de estas
hormonas investigadas es el 17B-estradiol. Esta hormona ha demostrado tener un
efecto cardioprotector (Satake et al., 2008) asi como efectos vasorelajantes (Acosta-
Cota et al., 2014; Cairrao et al., 2012; McNeill et al., 1999). Se han propuesto
algunos mecanismos por el cual el estradiol estd generando esta protecciéon y
mejora de la funcién endotelial; tales como inhibicion de los canales de calcio
dependientes de voltaje del tipo L (LTCC; por sus siglas en ingles), asi como la
participacion de los receptores vainilloides (Cairrao et al., 2012; Ho, 2013). Mientras
qgue en ratas con sindrome metabdlico inducido por una dieta rica en grasas, el 173-
estradiol mejord la disfuncion endotelial y disminuyé las respuestas contractiles
inducidas por angiotensina Il (Bendale et al., 2013) ademas, de mejorar la funcién
hemodinamica (Pelzer et al., 2005). Otro de los mecanismos que se ha propuesto
por la cual el 17(3-estradiol provoca vasorelajacion es a través de la activacion de la

via PI3K/Akt, lo cual provocaria la liberacion de oxido nitrico, produciendo con ello
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un efecto vasorelajante, mientras que a largo plazo se lleva a cabo una regulacion
génica incrementando la cantidad de mRNA y asi como de la cantidad de eNOS
(Duckles et al., 2010; Ishihara et al., 2014; Satake et al., 2008). Asi, el 173-estradiol,
no solo tiene la capacidad de aumentar la cantidad de 6xido nitrico sino también
aumenta la expresion de eNOS. Estudios en érgano aislado han demostrado que el
17B-estradiol induce vasorelajacion; esto se observé en aortas aisladas de rata
(Reslan et al., 2013; Seok et al., 2012) mientras que en arterias mesentéricas reduce
las respuestas vasoconstrictoras de fenilefrina (Zhang et al., 1999). Este efecto
también se ha observado en un modelo in vivo de rata descerebrada y desmedulada
en donde se observd que las respuestas vasopresoras a noradrenalina se
encuentran disminuidas (Acosta-Cota et al., 2014). De la misma manera se ha
observado una mejora en la funcion de las células B pancreaticas, dando como
resultado un efecto benéfico en la hiperglucemia en ratas diabéticas inducida con
estreptozotocina (Duckles, 1986; Satake et al., 2008; Tiano et al., 2012; Yamabe et
al., 2010). En este mismo modelo, Han y col. (2012) observaron una mejoria en la
funcién endotelial vascular. Esta mejora se la atribuyeron a la activacion de eNOS
por medio de fosforilacion a través de la via de las MAP cinasas (MAPK1/3). Se han
realizado algunos estudios para observar la importancia de esta via en el efecto
producido por estradiol utilizando aortas aisladas de ratas diabéticas asi como
algunos inhibidores, encontrando que cuando esta via se encuentra afectada el

efecto relajante del estradiol se ve disminuido (Taguchi et al., 2012).

2.2.8. Enfermedades cardiovasculares

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte en todo el
mundo (OMS, 2017). Estas enfermedades afectan en mayor medida a los paises
de ingresos bajos y medios. Se estima que para el 2030 casi 23.6 millones de
personas habran muerto por alguna enfermedad cardiovascular, principalmente por
cardiopatias y accidentes cerebrovasculares. Los factores de riesgo incluyen
tabaquismo, inactividad fisica, mala alimentacion, sobrepeso y obesidad,
hipercolestorolemia y dislipidemias; asi como, factores genéticos. Ademas, se ha

observado una alta asociaciéon entre la DM2 y el sindrome metabdlico; siendo estos
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los principales factores de riesgo para desarrollar enfermedades cardiovasculares
(Benjamin et al., 2017).

De acuerdo con la OMS las enfermedades cardiovasculares son un conjunto de
trastornos del corazén y de los vasos sanguineos. Las cuales pueden ser

clasificadas en:

a) Hipertension arterial

Se entiende por hipertension arterial (HTA) la elevacion sostenida de la presion
arterial sistélica (PAS), diastolica (PAD) o ambas que, de manera uniforme,
constante y exponencial aumenta la morbimortalidad cardiovascular. Este trastorno
es debido a una tension persistentemente alta, lo que con el paso del tiempo puede
dafarlos. La tension arterial normal en adultos es de 120 mmHg cuando el corazén
esta contraido (tension sistélica) y de 80 mm Hg cuando el corazén se relaja (tensiéon
diastélica). Cuando la tension sistdlica es igual o superior a 140 mmHg y/o la tensién
diastolica es igual o superior a 90 mm Hg, la tension arterial se considera alta o
elevada (OMS, 2017) (Hall, 2011).

La mayoria de las personas no presentan sintomas, por ello se le conoce como el
“asesino silencioso”. Si la hipertension no se controla puede provocar infarto al
miocardio, ensanchamiento del corazén y, a largo plazo, insuficiencia cardiaca.
Posteriormente, los vasos sanguineos pueden desarrollar protuberancias
(aneurismas), los cuales si se forman en vasos pequefios son susceptibles a
obstruirse y a romperse. Adicionado a esto la tension arterial puede ocasionar que
la sangre se filtre en el cerebro y provocar un accidente cerebrovascular. Ademas,
se ha observado una correlacion con deficiencia renal, ceguera y deterioro cognitivo
(Forlivesi et al., 2017).

b) Cardiopatia coronaria
La cardiopatia coronaria o enfermedad de las arterias coronarias, es una afeccion
en la que se forma una placa dentro de las arterias coronarias. Esto es importante
ya que estas arterias son las que suministran sangre oxigenada al musculo

cardiaco. La placa esta formada por grasa, colesterol, calcio y otras sustancias que
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se localizan en la sangre; esta placa es conocida como ateroma y produce una
enfermedad llamada aterosclerosis. En la lesion ateroesclerética se observan:
acumulacion sub-intimal de macroéfagos, infiltracion y diferenciacion de células
musculares lisas, esto incrementa el tejido conectivo, lo que con lleva a disminuir

las propiedades antitrombogénicas y vasodilatadoras del endotelio (Hall, 2011).

c) Enfermedad cerebrovascular

Un accidente cerebrovascular ocurre cuando se interrumpe o se reduce gravemente
el suministro de sangre al cerebro, lo cual hace que el tejido cerebral no reciba
oxigeno y nutrientes. En cuestion de minutos, las células cerebrales empiezan a
morir. Se clasifica en 2 subtipos: isquemia y hemorragia. La isquemia cerebral es la
consecuencia de la oclusion de un vaso y puede tener manifestaciones transitorias
(ataque isquémico transitorio) o permanentes, lo que implica un dafio neuronal
irreversible. En la hemorragia intracerebral (HIC) la rotura de un vaso da lugar a una
coleccién hemaética en el parénquima cerebral o en el espacio subaracnoideo (Hall,
2011).

d) Enfermedad vascular periférica
La enfermedad vascular periférica (EVP) consiste en un dafio u obstruccion en los
vasos sanguineos mas alejados del corazon: las arterias y venas periféricas. La
EVP ocurre cuando hay un estrechamiento de los vasos sanguineos fuera del
corazdn. La causa de esta enfermedad es la arterioesclerosis. Esto sucede cuando
placa se acumula en las paredes de las arterias que abastecen de sangre a brazos
y piernas. Si la obstruccion del flujo sanguineo es lo suficientemente grave, puede
causar la muerte de los tejidos y, a veces, la amputacion del pie o la pierna (Zipes

Douglas P. et al.).

e) Insuficiencia cardiaca
La insuficiencia cardiaca es una enfermedad grave en la que el corazén no bombea
la sangre al organismo como deberia. Esto significa que la sangre no puede llevar
suficiente oxigeno y nutrientes al organismo para que funcione normalmente. Puede

producirse cuando el corazébn no bombea (sistole) o no se llena (diastole)
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correctamente. La insuficiencia cardiaca es, en casi todos los casos, el resultado
final de la mayoria de las enfermedades cardiacas primarias y de deterioro del

corazén (Zipes Douglas P. et al.).

f) Cardiopatia reumética
La cardiopatia reumatica es una afectacion sobre las valvulas cardiacas. La cual es
producida por la fiebre reumatica, una complicacién de una infeccién bacteriana con
estreptococos con un mal tratamiento. La amigdalitis estreptocécica o la fiebre
escarlatina pueden causar fiebre reumatica si no son tratadas adecuadamente (Hall,
2011).

g) Miocardiopatias
Es un grupo heterogéneo de enfermedades del miocardio asociadas a una
disfuncién mecénica y/o eléctrica que generalmente (aunque de no de manera
invariable) presentan hipertrofia ventricular inadecuada o dilatacion. Estas

afectaciones tienen una amplia variedad de causas (Zipes Douglas P. et al.).

2.3Sistema cardiovascular
El sistema cardiovascular comprende el corazén y los vasos sanguineos (arterias y
venas) que conducen la sangre de ida y vuelta a los distintos tejidos y érganos del
cuerpo. El corazén actia como una bomba muscular doble cuyas partes se hayan
vinculadas por la circulacion pulmonar. La bomba derecha recibe la sangre
desoxigenada a través de las venas cavas superior e inferior, mientras que la bomba
izquierda expulsa la sangre oxigenada por la arteria aorta para su distribucion por

el cuerpo (Palastanga et al., 2007) (figuras 7).
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Figura 7. Circulacion pulmonar y periférica

La funcién de la circulacion es satisfacer las necesidades de los tejidos: transportar
nutrientes a los tejidos, llevarse los productos de desecho, conducir hormonas de
una parte del cuerpo a otra y en general, mantener un ambiente apropiado en todos
los liquidos tisulares para una supervivencia y funcién éptimas de las células. Para
cumplir con esta funcion los vasos sanguineos se dividen en cinco grupos: arterias,

arteriolas, capilares, vénulas y venas.

La funcién de las arterias es transportar sangre a una presion elevada a los tejidos.
Por esta razon, las arterias tienen paredes vasculares fuertes, y la sangre fluye con
rapidez en las arterias. Las arteriolas son las ultimas ramas pequefias del sistema
arterial, y acttan como conductos de control a través de los cuales la sangre pasa
a los capilares. Las arteriolas tienen una pared muscular fuerte que puede cerrar
la arteriola por completo o dilatarla varias veces, lo que le da la capacidad de alterar
enormemente el flujo sanguineo que llega a los capilares en respuesta a las
necesidades de los tejidos. La funcién de los capilares es intercambiar liquido,
nutrientes, electrolitos, hormonas y otras sustancias entre la sangre y el liquido

intersticial. Las vénulas recogen la sangre de los capilares y gradualmente se unen
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para formar venas cada vez mayores. Las venas actian como conductos de

transporte de la sangre desde los tejidos hasta el corazon, pero de forma igualmente

importante sirven como reservorio fundamental de la sangre (Hall, 2011; Palastanga

et al., 2007). En la tabla 2 se observan las principales caracteristicas y funciones de

los vasos sanguineos.

Tabla 2. Caracteristicas y funciones de los vasos sanguineos

Vaso sanguineo

Caracteristicas

Funcién

Arterias

Diametro: 10-0.1 mm,
pared gruesa.
Tunica intima:
endoteliales
Tunica media: mas de
10 capas de células
musculares

células

Regulan el flujo
sanguineo a un tejido u
organo determinado

Arteriolas

Diametro: 100 um
Tdnica intima: células
endoteliales planas
Tanica media: 1-3 capas
de células musculares
Tdnica adventicia: tejido
conectivo laxo

Vasos de resistencia
periférica 'y  presion
sanguinea diastélica

Capilares

Diametro: 10 pm, se
anastomosan y forman
dominios capilares
rodeados de células
capilares lisas, su pared
celular esta formada por
células endoteliales

Unen las arterias a las
venas Yy llevan sangre al
interior de los tejidos

Vénulas

Formadas por capilares,
pared delgada, algunas
veces hay células
musculares lisas
aplanadas

Colectoras de sangre.

Venas

Pared delgada, tejido
elastico ademas, carecen
de lamina externa e
interna

Conducen la sangre de
regreso al corazon
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2.3.1 Presion arterial y su regulacion

La presion arterial es definida como la fuerza o presion que ejerce la sangre sobre
las paredes de las arterias, tiene dos componentes, la presion arterial sistOlica y la
presion arterial diastélica. La primera corresponde al valor maximo de la tension
arterial durante la sistole (contraccion del corazén); mientras que la presion arterial
diastolica corresponde al valor minimo de la tension arterial cuando el corazon esta
relajado (diastole). La cual depende principalmente de la resistencia vascular
periférica. La regulacion de la presion arterial es un proceso complejo, que esta
determinado por la acciéon del sistema nervioso autébnomo y los centros de
regulacion cardiovascular del sistema nervioso central (SNC), los factores
vasodilatadores y vasoconstrictores, asi como el rifion. Cada uno de estos sistemas
actua diferente en formay tiempo. La regulacidén nerviosa intenta mantener un nivel
adecuado de la presion arterial mediante la correccién y el reajuste instantaneo de
los cambios de presion arterial. Los sistemas humorales participan junto con el
sistema nervioso simpatico (SNS) en la regulacién del didmetro de las arterias
musculares, por lo que son los responsables de los cambios de la resistencia
periférica (Hall, 2011; Klabunde, 2012).

2.3.1.1 Sistema nervioso central

El sistema nervioso central (SNC) coordina el control reflejo de la presién arterial y
tiene su centro en el bulbo raquideo. Este mecanismo de control se denomina reflejo
barorreceptor. El reflejo se inicia en varios receptores sensitivos periféricos de
distension, denominados presorreceptores o barorreceptores, localizados en las
arterias carétidas y aorta (estimulo aferente). Un aumento de la presion arterial
distiende los barorreceptores y hace que transmitan sefiales aumentando su
descarga hacia el SNC. Si por el contrario disminuye la presion, se reduce dicha
descarga (Silverthorn, 2008). Estos receptores ubicados en las grandes arterias
sistémicas se consideran de alta presion, pues responden a cambios en la presion
arterial sistolica y diastdlica, en el rango de 60 a 180 mmHg. Sin embargo, existen
otros receptores que actuan de manera similar y estan ubicados tanto en la auricula

derecha como en las arterias pulmonares y se denominan receptores de baja
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presion. Estos contribuyen al control minimizando los cambios de la presion arterial
en respuesta a las variaciones en el volumen de sangre; se activan a partir de
variaciones, por ejemplo, en el tamafio de las cavidades cardiacas, ocurridas por
aumentos o disminuciones del volumen sanguineo (Dampney, 1994; Silverthorn,
2008).

2.3.1.2 Regulacion por el sistema nervioso autbnomo

El sistema cardiovascular es regulado por el sistema nervioso autbnomo a través
de sus divisiones simpética y parasimpatica. Asi, la division simpética produce
efectos inotrépicos, cronotropicos y dromotropicos positivos en el corazén. En los
vasos sanguineos la division simpatica puede producir vasoconstriccion
principalmente en los vasos sanguineos de resistencia mientras que en las arterias

coronarias produce vasorelajacion.

Los efectos inotrépicos, cronotrépicos y dromotropicos negativos son mediados
principalmente por los receptores B-adrenérgicos mientras que los efectos
vasoconstrictores son mediados por los receptores ai/az-adrenérgicos. Los

receptores [3- adrenérgicos median la relajacion en las arterias coronarias.

La divisibn parasimpatica ejerce un efecto opuesto a la division simpatica en el
corazon. Estos efectos son mediados por receptores muscarinicos Mz. En los vasos
sanguineos no existe inervacion parasimpatica, aunque existen receptores
muscarinicos M3 que producen relajacion dependiente del endotelio (Klabunde,
2012; Zipes Douglas P. et al.).

La presion arterial esta determinada por dos factores la propulsién de la sangre por
el corazon y la resistencia al flujo de la misma a través de los vasos sanguineos. La
estimulacion simpatica aumenta tanto la propulsion por el corazon como la
resistencia al flujo, con lo que habitualmente se observa un incremento agudo en la
presion arterial, pero un cambio minimo posterior, a menos que se estimule la
retencion simultanea de Na* y agua por los rifiones. En contraste, la estimulacion
parasimpatica moderada disminuye el bombeo cardiaco pero no tienen

practicamente efecto sobre la resistencia periférica (Hall, 2011).
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Cuando el sistema nervioso simpético esta estimulado en la mayor parte del cuerpo,
durante el estrés o el ejercicio, las terminaciones nerviosas simpéticas de los tejidos
liberan noradrenalina que estimula el corazon, las venas y las arteriolas. Ademas,
los nervios simpaticos de la médula suprarrenal hacen también que estas glandulas
secreten a la sangre noradrenalina y adrenalina. La noradrenalina es una
catecolamina con multiples funciones fisiolégicas y homeostéticas que puede actuar
como hormona y como neurotransmisor. En los vasos sanguineos actia como un
vasoconstrictor potente. Mientras que la adrenalina es un potente estimulador alfa
y beta con efectos beta predominantes a bajas dosis produciendo broncodilatacién
y aumento de gasto cardiaco sin incremento a la resistencia periférica. Si aumenta
la concentracion predominan los efectos alfa provocando vasoconstriccion,

hipertension y taquicardia (Hall, 2011; Zipes Douglas P. et al.).

2.3.1.3 Regulacion humoral

La regulacién humoral de la circulacion es una regulacion por sustancias secretadas
o absorbidas en los liquidos corporales, como hormonas o iones. Algunas de estas
sustancias se forman en glandulas especiales y después son transportadas por la
sangre a todo el organismo. Mientras que otras se producen en zonas definidas de
tejido y causan solo efectos circulatorios locales. Algunos de estos factores que

regulan la presion arterial son los siguientes:

a) Renina-Agiotensina-Aldosterona.

El sistema renina-angiotensina aldosterona cumple una funcién importante en el
mantenimiento de la presion arterial y del volumen extracelular. El sistema consiste
en una serie de proteinas y péptidos que reaccionan en una cascada para
desencadenar una serie amplia de acciones. La cascada basica consiste en la
conversion del angiotensindogeno en angiotensina | a través de la accion de la
renina. La angiotensina | es transformada en angiotensina Il por la accion de la
enzima convertidora de angiotensina producida por el endotelio de los vasos

pulmonares. La angiotensina Il produce diversos efectos como la vasoconstriccion
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en los vasos sanguineos, incremento de la ingesta de agua al estimular el centro de
la sed en el hipotalamo; mientras que en la corteza suprarrenal estimula la
produccion de aldosterona, la cual promueve la reabsorcion de NaCl, excrecion de
K*y de H* en el riidn. De esta manera el sistema renina-angiotensina-aldosterona

regula la presion arterial (Dampney, 1994; Hall, 2011).

b) Vasopresina

La vasopresina denominada hormona antidiurética, es un vasoconstrictor potente.
Se forma en el hipotdlamo, pero es transportada siguiendo el eje de axones a la
neurohipdfisis, desde donde se secreta al torrente sanguineo. Es claro que la
vasopresina podria cambiar drasticamente la presion arterial. Sin embargo, en
condiciones normales, solo se secretan cantidades minimas. Se ha observado que
la secrecidbn aumenta durante hemorragias graves, lo suficiente como para

incrementar la presién hasta 60 mmHg (Hall, 2011).

2.3.1.4 Regulacion local. Oxido nitrico

El oxido nitrico (ON) es una sustancia vasodilatadora liberada por el endotelio
vascular. Es una molécula gaseosa producida a partir del grupo guanidino de la L-
arginina que es catalizada por un grupo de enzimas denominadas éxido nitrico
sintasas (NOS). Existen tres isoformas identificadas: (1) la 6xido nitrico sintasa
neuronal (nNOS), la éxido nitrico sintasa inducible (iNOS) y la 6xido nitrico sintasa
endotelial (eNOS). Uno de los mecanismos de regulacion de la actividad de la eNOS
es a traves de la fosforilacion de esta enzima; la fosforilacion en los residuos de
Ser617, Ser635 y Serll177 da como resultado la activacion de la eNOS mientras
que la fosforilacion en residuos de Serll1l6 y Thr497 reduce su actividad. Se ha
observado que durante la DM2, la cual esta caracterizada por resistencia a la
insulina, hay modificaciones en algunas vias de sefalizacion (PI3K/Akt) que afectan
la fosforilaciébn de la eNOS principalmente del residuo de Serll177 (Hall, 2011;
Rochette et al., 2013).
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CAPITULO 3. JUSTIFICACION
La resistencia a la insulina tiene una alta prevalencia en la poblacion en general y
se encuentra altamente asociada a algunas patologias como diabetes mellitus tipo
2, dislipidemias, hipertension, ateroesclerosis y obesidad lo cual a largo plazo puede
incrementar el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares. Por ello en este
trabajo se pretende analizar la funcidn vascular en un modelo de resistencia a la
insulina y si el tratamiento crénico con metformina o su analogo (EGL-6M) pueden
pueden revertir los efectos de la resistencia a la insulina sobre la funcion vascular;
puesto que en estudios in vitro se ha demostrado que la metformina mejora la

funcién vascular en modelos experimentales de diabetes.

De la misma manera, se ha observado una disminucion a la sensibilidad a la insulina
en mujeres postmenopausicas; asi como un incremento en la prevalencia de
enfermedades cardiovasculares. Esto denota una importancia de las hormonas
sexuales femeninas sobre la regulacién de las respuestas cardiovasculares por ello
se pretende evaluar el efecto de la administracion crénica de 173-estradiol en

animales resistentes a la insulina.
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HIPOTESIS

CAPITULO 4. HIPOTESIS
La metformina, el anédlogo de la metformina (EGL-6M) y el 17B-estradiol mejoraran
las respuestas cardiovasculares en un modelo experimental de resistencia a la
insulina inducido por una dieta alta en fructosa.
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CAPITULO 5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto de la administracién cronica de la metformina, el analogo de la
metformina (EGL-6M) y el 17B-estradiol sobre la funcién vascular in vivo en ratas
descerebradas y desmeduladas con resistencia a la insulina inducida por fructuosa.

5.20BJETIVOS ESPECIFICOS
5.2.1 Determinar en ratas resistentes a la insulina inducidas por fructosa el
efecto de la administracion oral cronica de metformina, el analogo o el
vehiculo sobre:
5.2.1.1 Las respuestas vasopresoras por estimulacién simpatica en la regién T7-
T9 despues del tratamiento o bolos i.v. de noradrenalina, metoxamina y
UK 14,304.
5.2.1.2 Las respuestas vasodepresoras inducidas por bolos i.v. de acetilcolina,
isoprenalina o nitroprusiato de sodio
5.2.1.3 La activacion de las proteinas AMPK, AKT y eNOS y sobre la expresion
de los receptores B adrenérgicos mediante un ensayo de western blot.
5.2.2 Determinar en ratas resistentes a la insulina inducidas por fructosa el
efecto de la administracion cronica de 17B-estradiol o su vehiculo
sobre:
5.2.2.1 Las respuestas vasopresoras inducidas por la estimulacion simpatica en
la region T7-T9 después del tratamiendo o bolos i.v. de noradrenalina,
metoxamina y UK 14,304.
5.2.2.2 Las respuestas vasodepresoras inducidas por bolos i.v. de acetilcolina,

nitroprusiato de sodio o isoprenalina.

5.2.2.3 La activacién de la via AKT/eNOS mediante un ensayo de western blot.
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CAPITULO 6. DESARROLLO EXPERIMENTAL

Para el cumplimiento de los objetivos, este proyecto fue dividido en dos fases de
estudio. En la primera fase se evaluo el efecto de la administracion cronica de la
metformina y su analogo (EGL-6M). En la segunda fase se evalué6 el efecto de la
administracion cronica de 17p-estradiol.

El desarrollo experimental de este proyecto se dividié en tres partes. La primera
parte se describe la metodologia general para la induccién del modelo experimental
y su validacion. La metodologia general para la evaluacion de las respuestas
cardiovasculares (vasopresoras Yy vasodepresoras), la metodologia para
determinacion de la expresion y activacion de las proteinas AKT, AMPK y eNOS, y
de los receptores B adrenérgicos. La segunda parte (fase 1 del proyecto) se describe
la metodologia para la evaluacién del efecto de la administracién cronica de
metformina y su analogo sobre el perfil metabdlico y las respuestas
cardiovasculares. Finalmente, en la tercera parte (fase 2) se detallan los métodos
para determinar los efectos de la administracion crénica de 173-estradiol sobre las

respuestas cardiovasculares y el perfil metabdlico.

6.1Metodologia general

6.1.1 Animales

Se utilizaron un total de 216 ratas de la cepa Wistar de las cuales 120 ratas fueron
hembras y 96 ratas macho con un rango de peso inicial de 200-250 g. Los animales
fueron alojados en el bioterio del Departamento de Farmacobiologia del Centro de
Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional en cajas
de plastico en un cuarto con temperatura controlada (22 + 1 °C, 50 % de humedad)
asi como periodos de luz-oscuridad (12/12 h), con libre acceso a alimento y agua.
Este estudio se llevo a cabo de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana para el Uso
y el Bienestar de los Animales de Laboratorio (NOM-062-Z0O0-1999) y de acuerdo
con la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio en EE.UU
(Wolfensohn et al., 2013), tratando de minimizar el nimero de animales empleados

asi como el sufrimiento de los mismos.
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6.1.2 Induccién del modelo experimental de resistencia a la insulina por
tratamiento con fructosa.
Para la primera fase del proyecto se utilizaron un total de 96 ratas macho de la cepa
wistar de las cuales 72 ratas se utilizaron para la evaluacion de las respuestas
cardiovasculares y 24 ratas fueron empleadas para determinar la expresion de las
proteinas AMPK, AKT y eNOS asi como la expresion de los 3 adrenoceptores. En
la segunda fase del proyecto se emplearon 120 ratas hembras de las cuales 96
ratas se utilizaron para la determinacion de las respuestas cardiovasculares y 24
ratas para la evaluacion de la expresion de las proteinas AKT y eNOS. Las ratas
fueron seleccionadas al azar y divididas en 2 grupos (Control y Fructosa) El grupo
control recibié una dieta regular para ratas y agua ad libitum mientras que el grupo
de tratamiento con fructosa recibié una dieta regular para ratas y una solucién de

fructosa al 15% (p/v) ad libitum, durante 16 semanas.

6.1.3 Determinacion de parametros bioquimicos y metabdlicos del modelo
experimental
Los niveles de glucosa vy triglicéridos fueron evaluados antes y después de los
tratamientos farmacoldgicos utilizando un glucometro portatil (AccuCheck® vy
Accutrend® Plus; Roche of Mexico). Asi mismo, los niveles de insulina fueron
determinados posterior a la administracion de 1 g/kg de glucosa a los tiempos 0, 5,
10, 15, 30 y 60 min por medio de un ensayo inmunoenzimatico competitivo (ELISA).
Para ello se utilizd un kit de la marca ALPCO (Windham, NH, USA), el cual consta
de una microplaca de 96 pozos, los cuales contienen un anticuerpo conjugado e
inmovilizado especifico para insulina. La cuantificacion de la reaccion enzimatica se
realiz6 a una longitud de onda de 450 nm. Todas las determinaciones se realizaron
por duplicado y se incluyé una curva estandar en cada experimento segun lo

sugerido por el proveedor.

6.1.4 Medicion de la presion arterial y frecuencia cardiaca no invasiva
La frecuencia cardiaca y la presion arterial se obtuvieron por la medicion del pulso

pletismografico utilizando el aparato automético de presion arterial LE 5001
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(Letical, PanLab, Barcelona, Espafa). Las mediciones se realizaron antes y
después de los tratamientos farmacologicos.

6.1.5 Curvade tolerancia ala glucosa

Para la realizacion de la curva de tolerancia a la glucosa los animales fueron
sometidos a un periodo de ayuno de 12 horas. Las muestras sanguineas se
obtuvieron realizando una pequefia incisibn en la cola. Las muestras fueron
recolectadas a los tiempos 0 (antes), 5, 10, 15, 30 y 60 min después de la
administracion de 1 g/kg de glucosa por via oral para la determinacion de los niveles
plasmaticos de insulina. Las muestras sanguineas para la determinacion de los
niveles de glucosa fueron tomadas a los tiempos 0, 5, 10, 15, 30, 60, 90 y 120 min.

Este ensayo se realizé antes y después de los tratamientos farmacolégicos.

6.1.6 Modelo de rata descerebrada y desmedulada

Los animales fueron anestesiados con isoflurano al 3%. Después de la anestesia
se realizdé una traqueostomia; que consiste en realizar una incision en el cuello y
traguea para permitir la insercion de una canula en esta. Posteriormente, las ratas
fueron descerebradas y desmeduladas por medio de la insercién de un estilete de
acero inoxidable a través de la orbita ocular y el foramen magnum en el canal
vertebral (Shipley et al., 1947). Enseguida, los animales fueron ventilados
artificialmente con aire ambiental usando una bomba de Ugo Basile (Comerio, VA,
Italy) a 56 respiraciones por minutos con un volumen de respiracién de 20 ml/kg
(Kleinman et al., 1964). Después de realizar una vagosimpatectomia bilateral a nivel
cervical. Se colocaron dos o tres catéteres. El primero se coloco en la arteria
cardtida izquierda y los demas en las venas femoral izquierda y/o derecha para la
administracion de farmacos. El catéter de la arteria carétida izquierda se conecto al
transductor de presion P23XL (Grass Technologies, Warwick, RI, USA) para
registrar la presion arterial sanguinea y la frecuencia cardiaca. Estos parametros
fueron registrados simultaneamente usando una unidad de adquisiciébn de datos
(MP150A-CE) y procesados a través del software Acgknowledge v3.8.1 (Biopac
Systems Inc., Goleta, CA, USA).
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6.1.7 Estimulacién simpética

Para realizar la estimulacion simpatica, al finalizar el procedimiento de
descerebracidon y desmedulacion, el estilete de acero inoxidable fue remplazado por
un electrodo esmaltado en su superficie excepto por 1 cm de longitud localizado a
9 cm de la punta. De esta manera el segmento no aislado se situ6 en la regién T7-
To de la médula espinal para permitir la estimulacion selectiva del tono simpético
vasopresor (Gillespie et al., 1970). Previo a la estimulacion eléctrica se administro
galamina (25 mg/kg, i.v.) con la finalidad de evitar los espasmos musculares
inducidos por la estimulacion eléctrica. Después de alcanzar una condicion
hemodinamica estable por al menos 30 minutos, se determinaron los valores
basales de presion sanguinea diastélica y la frecuencia cardiaca. El tono simpatico
vasopresor fue estimulado con un generador de pulsos cuadrados S88X (Grass
Technologies, Warwick, RI, USA) mediante la aplicacion de trenes monofasicos de
10-s, en pulsos rectangulares (2 ms, 60 volts), a frecuencias crecientes de
estimulacién a 0.03, 0.1, 0.3, 1.0y 3.0 Hz. Estas frecuencias aplican 1, 1, 3, 10y 30
pulsos en 10 segundos. Para mimimizar los artefactos ocosionados por los
estimulos se utilizé una unidad de aislamiento SIU-V (Grass Technologies, Warwicl,
RI, USA). Cuando la presién sanguinea diastdlica regreso a los niveles basales, se
aplicé la siguiente frecuencia de estimulacion. Este procedimiento se llevé a cabo
sistematicamente hasta completar la curva estimulo-respuesta (aproximadamente

en 30 min).

6.1.8 Estimulacién de los receptores a2 adrenérgicos

Después de la descerebracién y desmedulacién, se colocaron dos catéteres el
primero en la arteria carétida para realizar la medicion de la presion arterial y el
segundo en la vena femoral derecha en la cual se administraron los agonistas a
adrenergicos. Una vez que los niveles de presion arterial fueron estables se
realizaron las curvas dosis respuesta a los agonistas. Se empleo6 noradrenalina para
la estimulacién de ambos receptores (a12) a las dosis de 0.003, 0.01, 0.03, 0.1, 0.3,
1y 3 ug/kg. Mientras que para la estimulacion selectiva de los receptores a: se
utilizé metoxamina a las dosis 1, 3, 10, 30 y 100 uyg/kg. Las respuestas inducidas
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por la activacion de los receptores a2 fueron determinadas mediante la
administracion i.v. de UK 14,304 a dosis de 0.03, 0.1, 0.3, 1, 3, 10 y 30 pg/kg.

6.1.9 Estimulacion del endotelio y del musculo liso vascular

Para evaluar la funcion endotelial y la funcion demusculo liso vacular, se
determnaron las respuestas vasodepresoras inducidas por la administracion de
acetilcolina (agonista muscarinico), isoprenalina (agonista [p-adrenergico) y
nitroprusiato de sodio (donador de oOxido nitrico). Después del procedimiento de
descerebracion y desmedulacion se observa una caida de la presion arterial, la cual
alcanza valores aproximados de 50 mmHg, por esta razén es nesario administrar
un compuesto que permita elevar y mantener la presion arterial alrededor de 100
mmHg para poder observar el efecto vasodepresor de los compuestos. Por esta
razon se colocaron 3 cateteres. El primero en la arteria carétida para realizar la
medicion de la presion arterial y la frecuencia cardiaca. El segundo se coloco en la
vena femoral derecha en el cual se administrd por infusidn intravenosa metoxamina
(agonista ai-adrenergico; produce un efecto vasocostrictor) a una dosis de 20
pag/kgemin. El tercer cateter fue colocado en la vena femoral izquierda en la cual se
administraron los compuestos a evaluar (acetilcolina, isoprenalina y nitroprusiato de
sodio). Una vez que los niveles de presion arterial fueron estables se realiz6 una
curva dosis respuesta a acetilcolina a las dosis de 0.03, 0.1, 0.3, 1y 3 yg/kg. Este
mismo procedimiento se seguié para realizar la curva dosis-respuesta de
nitroprusiato de sodio a dosis 0.56, 1.0, 1.8, 3.1, 5.6, 10 y 18 ug/kg; asi como la
curva dosis-respuesta a isoprenalina utilizando las dosis de 0.056, 0.1, 0.18, 0.31,
0.56 y 1.0 pg/kg.

6.1.10 Western Blot

6.1.10.1 Obtencion de muestras

Una vez establecido el modelo experimental y posterior a los tratamientos
farmacoldgicos (metformina, EGL-6M, estradiol o sus vehiculos) los animales
fueron anestesiados con isoflurano al 3%. Bajo anestesia se realizé una incision en

el abdomen inferior y se expusieron los intestinos. Posterior a ello se busco la arteria
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renal, pues debajo de ella corre la primera porcion de la arteria mesentérica cuando
se localizé se colocé un hilo para impedir el flujo sanguineo, se limpid y se extrajo
la arteria completa. Esta se coloco en solucién salina sobre una cama de hielo para
terminar de limpiarla del tejido adiposo teniendo cuidado de no dafiar al endotelio.
Una vez limpios los tejidos se colocaron en un tubo para su almacenamiento (-70°C)

y posterior homogenizacion.

Para la extraccion de la aorta se realiz6 una incision sobre el abdomen superior
hasta las costillas, esto con la finalidad de observar mas facilmente la aorta; la cual
se localiza a lo largo de la columna vertebral. Para poder limpiarla mas facilmente
se colocan dos hilos al inicio y al final de esta y se realizaron los cortes y se extrajo
la aorta. Se coloc6 en solucion salina sobre una cama de hielo y se quitaron todos
los restos de sangre, una vez limpios los tejidos se colocaron en un tubo para su

almacenamiento (-70°C) y posterior homogenizacion.

Finalmente se extrae el corazon y se realiza una perfusion continua con solucion
salina fria hasta observar un cambio de coloracion del tejido (un tejido mas claro),
Una vez limpios se colocaron en un tubo para su almacenamiento (-70°C) y posterior

homogenizacion.

6.1.10.2 Homogenizacion

Para la homogenizacion de las arterias (mesentéricas y aorta) se utilizo buffer RIPA
mas inhibidores de proteasas y fosfatasas con triton al 1% (buffer de lisis). Mientras
gue para el corazon se realizan dos homogenizaciones la primera bajo las mismas
condiciones pero sin tritdn y la segunda con tritdn al 10%. La cantidad de volumen

depende de la cantidad de tejido que se tenga.
Buffer RIPA
Para la preparacion de este buffer se utilizan:

e NaCl 150 nM e Tris-HCI (pH 7.5) 50 mM
e EDTA5mM
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Buffer de lisis:

Esta solucién se utilizé para inhibir a las proteasas y fosfatasas que se encuentran
naturalmente en los organismos vivos. Para preparar esta solucion se utilizo buffer
RIPA mas Tritdn X100 al 1 0 10% dependiendo del tejido.

Inhibidores de proteasas (1:1000)

e Aprotinina 2 mg/mi e Pepstatina 10 mg/ml
e Leupeptina 2 mg/ml e PMSF 100 mM

Inhibidores de fosfatasas (1:100)

e Sacarosa 250 mM e EGTA1mMM

e NaPPi5mM e PMSF 0.5 mM

e NAF 50 mM e 0-vanadato 0.5 M
e EDTA1mM e [-glicerol 5 mM

6.1.10.3 Cuantificacion

La cuantificacion de proteinas se realizd6 mediante el método de Bradford, usando
un kit de BIORAD (Cat. 500-0001, BioRad). Primero se realizdé una curva patrén
utilizando y-globulina (stock 1.39 mg/ml en un volumen final de 20 ul) como patrén
de referencia. Cada valor de la curva, asi como las muestras se prepararon por
duplicado. En la tabla 3 se muestran las cantidades a colocar para la realizacion de
la curva patrén. Para las muestras se colocaron 1 pl de muestras méas 19 pl de Buffer
RIPA para un volumen final de 20 pl, a los cuales se les adiciona 1 ml de solucion
de Bradford (diluido previamente con agua miliQ, (1:5)) y se midié a una longitud de

onda de 595 nm.
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Tabla 3. Curva patron para la cuantificacion de proteinas.

Concentracion de proteina  Stock y-globulina (pl) Buffer RIPA
(mg/ml) (u)
Blanco 0.00 20 0
0.25 15 5
0.50 10 10
0.75 5 15
1.00 0 20

6.1.10.4 Inmunoblot

Para realizar el western blot se colocé el volumen necesario para tener 50 ug de
muestra por carril y se ajusté a un volumen de 15 pl con buffer RIPA. Posteriormente
se agreg6 15 pul con buffer muetra 2X y se hirvieron las muestras a 95 °C por 3
minutos. Se utiliz6 un gel desnaturalizante de SDS-poliacrilamida al 10%
desnaturalizante de acrilamida se colocaron las muestras de proteinas totales y se
realizé la electroforesis a 60 volts hasta que las muestras estuvieron en el gel
resolvedor; en ese momento se cambid el voltaje a 120. Posteriormente se
transfirieron las proteinas a una membrana de PVDF durante 2 horas continuas a
75 volts. Después de la transferencia las membranas fueron blogqueadas con una
solucién de leche al 5% y albumina al 1% en PBS-Tween al 0.1% durante 2 horas
a temperatura ambiente o durante toda la noche a 4°C.

La membrana se incub6 con el anticuerpo primario durante 2 horas a temperatura
ambiente o durante toda la noche a 4°C. Después de la incubacion se realizaron
tres lavados de 10 min con leche al 1% en PBS-tween 20 al 0.1%. Para su posterior
incubacion con el anticuerpo secundario (anti-conejo 1:3000 o anti-raton para la
actina) durante 2 horas a temperatura ambiente y agitacion constante. Esto se
realizé para la determinacion de las proteinas fosforiladas, totales y actinas. Este

procedimiento fue el mismo para los tres tejidos y para ambas fases del proyecto.
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6.2 Tratamiento farmacolégico con metformina o el andlogo EGL-6M

6.2.1 Sintesis a escala del anadlogo EGL-6M

La sintesis del analogo EGL-6M (figura 8) se realizé a partir de cianoguanidina la
cual se hizo reaccionar con bencilamina utilizando 1,2 dimetoxietano (glima) como
disolvente, asi como una solucion de HCI al 50% (v/v), para protonar la
cianoguanidina. Para monitorear el avance de la reaccion se realiz6 cromatografia
de capa fina y para la visualizacion de la placa se utilizé una lampara de UV. Para

mayor detalle ver (Gutierrez-Lara et al., 2017; Gutierrez-Lara, 2014).

NH NH

NH _NH A Glima J\ J\
NH, N Z \f ma_ NH SNH SNH,
H,N HCI 50%
Bencilamina Cianoguanidina EGL-6M

Figura 8. Sintesis del analogo EGL-6M. Tomada de (Gutierrez-Lara et al., 2017,
Gutierrez-Lara, 2014).

6.2.2 Protocolo experimental de la Fase 1 (Tratamiento con metformina o
EGL-6M)

Los animales (n=72) fueron divididos en dos grupos (n=36 cada uno). El primer

grupo recibié el vehiculo de fructosa (agua) durante 16 semanas y posteriormente

fue dividido en tres subgrupos que recibieron durante 28 dias por via oral: (1)

metformina (50 mg/kg por dia; n=12); (2) EGL-6M (50 mg/kg por dia; n=12); o (3) su

vehiculo (1 ml/kg por dia n=12).

El segundo grupo (n=36) recibid fructosa (15%, p/v) durante 16 semanas y
posteriormente fue dividido en tres subgrupos que recibieron durante 28 dias por
via oral: (1) metformina (50 mg/kgedia; n=12); (2) EGL-6M (50 mg/kgedia; n=12); o
(3) su vehiculo (1 mi/kgedia; n=12). Al término de este tratamiento cada uno de estos
grupos se dividio en dos, a la primera mitad (n=6 por subgrupo) se le midieron

respuestas vasopresoras inducidas por:
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1) Estimulacién simpatica en la regién toracica T7-Te (0.03, 0.1, 0.3, 1.0y 3.0

Hz);

2) Noradrenalina, un ligando enddgeno de los receptores o adrenérgicos (0.003,

0.01,0.03, 0.1, 0.3, 1.0 y 3.0 pg/kg);

3) Metoxamina, un agonista de los receptores ai-adrenérgicos (1, 3, 10, 30 y

100 pg/kg).

4) UK 14,304, un agonista de los receptores a2 adrenérgicos (0.1, 0.3, 1, 3, 10

y 30 ug/kg). Ver figura 9.

Experimento rata descerebrada y

desmedulada

Vehiculo
n=6

Control

(Vehiculo de
fructosa)

Metformina 1

Estimulacién simpéticaT,-T,
(0.03,0.1,0.3, 1.0 y 3.0 Hz)

n=6

n=18

EGL-6M
n=6

Ratas
macho

(0.003, 0.01, 0.03, 0.1, 0.3, 1.0 y 3.0 pg/kg)

Noradrenalina

Vehiculo u
n=6

n=36

(1, 3,10, 30 y 100 pg/kg)

Metoxamina

Fructosa

Metformina
n=6

15%

(0.03,0.1,0.3, 1, 3, 10 y 30 pg/kg)

n=18

UK 14,304

EGL-6M
n=6

Semana 0 Semana 16

Semana 20

Figura 9. Esquema de protocolo experimental para evaluar las respuestas vasopresoras.
Metformina y su analogo fueron administrados a una dosis de 50 mg/kg por via oral cada
dia durante 28 dias, mientras que el vehiculo fue administrado a 1 ml/kg.

El segundo sungrupo (n=6 por subgrupo) fueron utilizadas para determinar

respuestas vasodepresoras. Para tal proposito se administr6 una infusion de

metoxamina (20 ug/kg min) y posteriormente se administré de manera secuencial:
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1) un agonista muscarinico, acetilcolina (0.03, 0.1, 0.3, 1y 3 pg/kg);

2) un donador de oOxido nitrico, nitroprusiato de sodio (0.56, 1.0, 1.8, 3.1, 5.6, 10y
18 ug/kg);

3) un agonista B- adrenérgico, isoprenalina (0.056, 0.1, 0.18, 0.31, 0.56, y 1 ug/kg);
Véase figura 10.

Experimento rata descerebrada y
desmedulada

Vehiculo
n=6

Control

(Vehiculo de
fructosa)

n=18

Acetilcolina

Metformina [ (0.03, 0.1, 0.3, 1.0 y 3.0 pg/kg)

n=6

Rat?_'s Nitroprusiato de sodio
macho Vehiculo (0.56, 1.0, 1.8, 3.1, 5.6, 10 y 18 pg/kg)
n=36
n=6
Fructosa -
o Metformina Isoprenalina
18% n=6 4 (0.056, 0.1, 0.18, 0.31, 0.56 y 1.0 pg/kg)
n=18
EGL-6M

n=6

Semana 0 Semana 16 Semana 20

Figura 10. Esquema de protocolo experimental para evaluar las respuestas
vasodepresoras. Metformina y su analogo fueron administrados a una dosis de 50 mg/kg
por via oral cada dia durante 28 dias, mientras que el vehiculo fue administrado a la dosis
de 1 ml/kg.

6.2.3 Perfil metabdlico y hemodindmico

Para evaluar el perfil metabdlico y hemodinamico, los niveles sanguineos de
triglicéridos y glucosa e insulina plasmatica fueron determinados antes y después
de los tratamientos con metformina (50 mg/kg por dia durante 28 dias), EGL-6M (50
mg/kg por dia durante 28 dias) o el vehiculo (agua destilada; 1 ml/kg por dia durante
28 dias). Con ello se calcularon los indices HOMA de los animales. Ademas, la
presion arterial diastolica (PAD), sistélica (PAS), media (PAM) y frecuencia cardiaca

(FC) fueron medidas. Asi mismo curvas de tolerancia a la glucosa fueron
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determinadas para medir los niveles de glucosa sanguinea e insulina plasmética.

Ver figura 11.

Semana 0
Tratamiento con
fructosa

|

Semana 20
Modelo de rata
descerebrada y

Semana 16 desmedulada
Tratamiento con
metformina, EGL- 6M o su Vasopresoras
vehiculo Vasodepresoras
Semana 0 - 20
Fructosa 15%

Semana 0

6.2.4 Western blot

Semana 10

l

Semana 16 y 20

Evaluacion de las
caracteristicas metabdlicas
(Curva de tolerancia a la
glucosa, niveles de insulina
plasmatica,indice HOMA.
Niveles de glucosay
triglicéridos)
Evaluacion de las
caracteristicas
hemodinamicas: frecuencia
cardiaca y presién sanguinea.

Figura 11. Curso temporal de la fase 1.

Con la finalidad de encontrar un posible mecanismo de accién de los farmacos

administrados la expresion y activacion de algunas proteinas (AMPK, AKT, eNOS)

y receptores B adrenérgicos fueron medidas en arterias mesentéricas, aorta y

corazén de animales control (n=4). Para tal propdsito, a los animales con resistencia

a la insulina a los que se les administro (n=12, tratados con fructosa): 1) vehiculo

de fructosa, grupo control (n=4), 2) metformina (n=4), 3) EGL-6M (n=4) o su 4)

vehiculo (n=4). Se utilizaron arterias mesentéricas y aortas toracicas sin tejido

adiposo y con endotelio y corazones limpios de sangre completos.
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Para la determinacion de las proteinas de interés se utilizaron 50 pg de proteina
total (de cada tejido), las cuales se colocaron en un gel desnaturalizante de SDS-
poliacrilamida al 10% para la electroforesis. Al término de ésta se realizd una
electrotransferencia a una membrana de PVDF durante 2 horas a 75 volts. La
membrana fue bloqueada con leche al 5% y albumina al 1% en PBS-Tween 20 al
0.1%.

La expresion de la proteina total y la proteina fosforilada Akt fue determinada
utilizando como control la expresion de B actina. Primero se determiné la proteina
Akt fosforilada utilizando el anticuerpo, anti-fosfo Akt (S473) Pan de la marca RyD
Systems (Cat. AF887; Minneapolis, Minnesota) en una dilucion 1:800. La membrana
se dejo incubar con el anticuerpo primario durante 12 horas a 4°C. Posterior a ello
la membrana se incubd con el anticuerpo secundario (goat anti-rabbit 1IgG-HRP,
Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas) durante 2 horas a temperatura ambiente
con agitacién constante a una dilucién 1:3000. Una vez que se obtuvieron las
imagenes a las membranas se les realizé una separacion del anticuerpo fosforilado
(stripping) con la finalidad de medir la proteina total utilizando el anticuerpo anti-Akt
Pan (Aktl+Akt2+Akt3) de la marca Thermo Fisher Scientific (Cat. MA5-14999;
Rockford, IL) a una dilucion 1:800 e incubandola durante 2 horas. Ambas proteinas
tienen un peso molecular de 60 kDa. Posteriormente las membranas fueron
incubadas con anti-actina (1:5000, Cat. MAB1501R; MerckMillipore, Billerica, MA)
durante 1 hora y su anticuerpo secundario: anti-mouse (Cat. 115-035-003; Jackson
Inmuno Research, Wesr Grove, PA) a una dilucién de 1:10000 durante 1 hora. En
el caso del corazon primero se determiné la actina y posteriormente las proteinas

de interés.

La activacion de la enzima AMPK se realiz6 midiendo primero la AMPK fosforilada
utilizando el anti-fosfo-AMPK alfa pThrl72 (Cat. PA5-36045; Thermo Fisher
Scientific; Rockford, IL) a una dilucién 1:400 y dejandola incubar 12 horas a 4°C.
Posteriormente la membrana fue incubada con el anticuerpo secundario (anti-rabbit)
a una dilucion 1:3000 durante 3 horas. Después, se realizd un stripping ligero, la
membrana fue incubada con el anticuerpo primario de AMPK total (AMPK alfa 1+2;
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Cat. PA5-17831; Thermo Fisher Scientific; Rockford, IL) a una dilucién 1:500
durante 3 horas a temperatura ambiente y posteriormente con su anticuerpo
secundario (anti-rabbit) durante 2 horas. Esta proteina tiene un peso molecular de
63 kDa. Posteriormente las membranas se incubaron con anti-actina durante 1 hora
y su anticuerpo secundario: anti-mouse a una diluciéon de 1:10000 durante 1 hora.
Para el corazon primero se determiné la actina y posteriormente las proteinas de

interés.

Para observar la activacion de la eNOS, la eNOS fosforilada fue determinada
utilizando el anticuerpo fosfo-eNOS (Ser1177) de la marca Thermo Fisher Scientific
(Cat. PA5-17917; Rockford, IL) a una dilucion de 1:700 durante toda la noche.
Posterior a ello la membrana se incubo con el anticuerpo secundario (anti-rabbit)
durante 2 horas. Después de obtener la imagen se realizé un stripping ligero y la
membrana fue incubada con el anticuerpo primario de eNOS (Cat. PA3-031A;
Thermo Fisher Scientific; Rockford, IL) a una dilucion de 1:800 durante 3 horas y
posteriormente fue incubada con el anticuerpo secundario (anti-rabbit) durante 2
horas. Esta proteina tiene un peso molecular de 140 kDa. En las arterias tanto
mesentéricas como en aorta se observa una solo banda. Sin embargo, en el corazén
se observaron 2 bandas una en 140 kDa y otra en 70 kDa perteneciente al
mondémero de la proteina. Para el corazén primero se determind la actina y
posteriormente las proteinas de interés.

La expresion de los receptores B2 adrenérgicos fue determinada utilizando el
anticuerpo especifico para esta proteina (Cat. PA5-27083; Thermo Fisher Scientific;
Rockford, IL) a una dilucion de 1:500 y dejandola incubar durante 24 horas,
posteriormente la membrana fue incubada durante 3 horas con el anticuerpo
secundario (anti-rabbit). Esta proteina se localiza a 55 kDa. Nuevamente para el
corazén se incubo primero con actina y posteriormente con el anticuerpo B2
adrenérgico.

Finalmente, la expresion de los receptores Bl adrenérgicos solo se realizd en
corazén. Para ello, las membranas fueron incubadas con anti-actina y

posteriormente con el anticuerpo 1 adrenérgico (Cat. PA1-049; Invitrogen™,
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Thermo Fisher Scientific; Rockford, IL) a una dilucion de 1:500 durante 3 horas y

posteriormente con el anticuerpo secundario (anti-rabbit) durante 2 horas.

6.3 Tratamiento farmacoldgico con estradiol
Para esta fase del proyecto se utilizaron ratas hembras de la cepa Wistar (n=96)
con un rango de peso de 200-250 g iniciales. Estas fueron alojadas bajo las

condiciones antes descritas y separadas en los grupos control y fructosa.

6.3.1 Ovariectomia bilateral

Después de 16 semanas de tratamiento con fructosa o vehiculos, los animales
fueron sometidos a una ovariectomia o una falsa cirugia. Para ello los animales
fueron anestesiados con ketamina (70 mg/kg, i.m.) y xilazina (5 mg/kg, i.m.).
Después de la anestesia, el abdomen medio inferior fue rasurado, limpiado y
desinfectado con benzal; posteriormente se realiz6 una pequefia incision en piel
(aproximadamente 1 cm) y en muasculo (cercano a 0.5 cm). Los oviductos fueron
ligados con catgut crémico 3-0 y posteriormente se hizo un corte por debajo de la
ligadura; después de la extirpacion de los dos ovarios, el masculo fue suturado con
catgut crémico y la piel con hilo de seda de 2-0. El sitio de cirugia limpiada con
solucion salina, benzal y ademas, se aplicd un insecticida y acaricida de uso topico
gue ayudod a una rapida cicatrizacion. Después se les administré fluvicina® 1 mi/kg,
i.m. que contiene los antibiéticos penicilina G procainica (80,000 IU/kg) y
dihidroestreptomicina (2.5 mg/kg) y el agente anti-inflamatorio flumetasona (12.5

ng/kg). Se les dio una semana de recuperacion a los animales.

6.3.2 Protocolo experimental del tratamiento con 1783-estradiol

Para esta fase del proyecto se utilizaron ratas hembras de la cepa wistar (n=96) las
cuales fueron dividas en dos grupos control (n=48) y fructosa (n=48). Después de
16 semanas de tratamiento, la mitad de los animales de cada grupo fueron
sometidos a una ovariectomia, mientras que la segunda mitad fueron sometidos a
una falsa cirugia. Dos semanas después de los procedimientos, los subgrupos

fueron divididos de acuerdo con el tratamiento que recibirian vehiculo; es decir,
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aceite de maiz, (0.5 mL/kg por via subcutanea, diariamente 35 dias) o estradiol (10

pg/kg por via subcutanea, diariamente 35 dias) (figura 12).

Semana 23
Modelo de rata
descerebrada y

desmedulada

Semana 0
Tratamiento con Vasopresoras
fructosa Vasodepresoras
Semana 0 - 23 Semana 18
Fructosa 15% Tratamiento con 17p-estradiol
Semana 0 Semana 9 I Semana 18 I
Semana 16 Semana 23
Ovariectomia (ovx) o falsa
cirugia (sham) Evaluacién de las

caracteristicas metabolicas
(Curva de tolerancia a la

glucosa, niveles de insulina
plasmatica,indice HOMA.

Niveles de glucosa y
triglicéridos)
Evaluacion de las
caracteristicas
hemodinamicas: frecuencia
cardiaca y presién sanguinea.

Figura 12. Curso temporal del tratamiento con estradiol.
Después de 35 dias de tratamiento cada subgrupo se dividié en dos. La primera
mitad fue utilizada para medir las respuestas vasopresoras; mientras que la
segunda mitad fue utilizada para realizar el protocolo de las respuestas

vasodepresoras.

Los animales fueron anestesiados con isoflorano y posteriormente fueron
descerebrados y desmedulados para la determinaron respuestas vasopresoras

(figura 13). Para este propdsito se administro:

1) Estimulacion simpatica en la region toracica T7-Te (0.03, 0.1, 0.3, 1.0 y 3.0 Hz);
2) Noradrenalina, un ligando enddgeno de los receptores o adrenérgicos (0.003,
0.01, 0.03, 0.1, 0.3, 1.0 y 3.0 pg/kq);

3) Metoxamina, un agonista de los receptores adrenérgicos a1 (1, 3, 10, 30 y 100

Hg/kg).
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4) UK 14,304, un agonista de los receptores a2 adrenérgicos (0.1, 0.3, 1, 3, 10 y
30ug/kg).

Aceite B
Sham n=6 Experimento de rata descerebrada
y desmedulada
n=12 Estradiol
Ne——
n=6
—_— Aceite ] Estimulacién simpética
Ovariectomia h=6 {0.03,0.1,0.3, 1.0 y 3.0 Hz)
n=12 Estradiol
Ratas wistar —_— n=6 a Noradrenalina
hembras (0.003, 0.01, 0.03, 0.1, 0.3, 1.0 y 3.0 pg/kg)
-48 Aceite
n= Sham n=6 - Metoxamina
(1, 3, 10, 30 y 100 ug/kg)
n=12 Estradiol
Fructosa n=6 | UK 14,304
n=24 Aceite (0.1,0.3, 1, 3, 10 y 30 pg/kg)
Ovariectomia n=6
n=12 Estradiol
n=6
Semana 0 Semana 16 Semana 18 - Semana 23

Figura 13. Protocolo general para la medicibn de las respuestas vasopresoras del
tratamiento con estradiol (10 pg/kg-dia, 35 dias).

En la segunda mitad de los animales las respuestas vasodepresoras fueron
determinadas. Para este propésito se administré una infusion de metoxamina (20
Mg/kgemin) y posteriormente se determinaron las respuestas vasodepresoras (figura

14) inducidas por:

1) Una administracién secuencial de acetilcolina, agonista muscarinico (0.03, 0.1,
0.3, 1y 3 pg/kg);

2) Una administracion secuencial de nitroprusiato de sodio, donador de éxido nitrico
(1.8, 3.1,5.6, 10 y 18 pg/kg);

3) Una administracion secuencial de isoprenalina, agonista B adrenérgico (0.056,
0.1, 0.18, 0.31, 0.56, y 1 pg/kg); en la figura 14 se representa el protocolo

experimental.
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Aceite B
Experimento de rata descerebrada
Sham n=6
y desmedulada
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n=6
Semana 0 Semana 16 Semana 18 - Semana 23

Figura 14. Protocolo general para la medicibn de las respuestas vasopresoras del
tratamiento con estradiol (10 pg/kg-dia, 35 dias).

6.3.3 Perfil metabdlico y hemodindmico

Después del tratamiento con estradiol (10 pg/kg por dia durante 28 dias, p.0.) o su
vehiculo (aceite de maiz; 0.5 ml/kg por dia durante 28 dias, s.c.) se realizaron
determinaciones de los niveles de triglicéridos y glucosa sanguinea e insulina
plasmética. Con ello se calcularon los indices HOMA de los animales. Ademas, los
siguientes valores hemodindmicos fueron determinados por el método del
pletismografico: presion arterial diastolica (PAD), sistélica (PAS), media (PAM) y
frecuencia cardiaca (FC). Asi mismo se realizaron curvas de tolerancia a la glucosa
en donde se evaluaron los niveles de glucosa sanguinea e insulina plasmatica. Ver

figura 15.

6.3.4 Western blot
Para la determinacion de la activacion de las proteinas Akt y eNOS se utilizaron
ratas control (sin resistencia a la insulina) y tratadas con fructosa (resistentes a la

insulina) a las cuales a la semana 16 se les realizé la remocion de los ovarios. En
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la semana 18 se inicio6 el tratamiento con estradiol o su vehiculo teniendo asi 4
grupos experimentales: 1) control+vehiculo, 2) control+estradiol, 3)

fructosa+vehiculo y 4) fructosa+ estradiol).

Al final del tratamiento crénico se procedio a sacrificar a los animales y a disectar
las arterias mesentéricas, aortas del segmento toraco-lumbar con endotelio y
corazones. Las cuales fueron homogenizadas y guardadas a 70 °C hasta su

utilizacion.

Para la determinacion de las proteinas de interés se utilizaron 50 pg de proteina
total (de cada tejido). Las cuales se colocaron en un gel desnaturalizante de SDS-
poliacrilamida al 10% para la electroforesis. Al término de ésta, se realiz6 una
electrotransferencia a una membrana de PVDF durante 2 horas a 75 volts. La
membrana fue bloqueada con leche al 5% y albumina al 1% en PBS-Tween 20 al
0.1%.

La activacion de la enzima Akt, fue medida a través de la expresion de la proteina
total y fosforilada utilizando como control la expresion de B actina. Asi, la
determinacién de Akt fosforilada fue realizada utilizando el anticuerpo, anti-fosfo Akt
(S473) Pan de la marca RyD Systems (Cat. AF887; Minneapolis, Minnesota) en una
dilucién 1:800. La membrana fue incubada con el anticuerpo primario durante toda
la noche a 4°C. 12 horas después, la membrana se incubd con el anticuerpo
secundario (goat anti-rabbit IgG-HRP, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas)
durante 2 horas a temperatura ambiente con agitacion constante a una dilucién
1:3000. Una vez que se obtuvieron las imagenes, las membranas fueron sometidas
a una separacion del anticuerpo fosforilado (stripping) con la finalidad de medir la
proteina total utilizando el anticuerpo anti-Akt Pan (Aktl+Akt2+Akt3) de la marca
Thermo Fisher Scientific (Cat. MA5-14999; Rockford, IL) a una diluciéon 1:800 e
incubandola durante 2 horas. Ambas proteinas tienen un peso molecular de 60 kDa.
Posteriormente las membranas fueron incubadas con anti-actina (1:5000, Cat.

MAB1501R; MerckMillipore, Billerica, MA) durante 1 hora y su anticuerpo
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secundario: anti-mouse (Cat. 115-035-003; Jackson Inmuno Research, Wesr Grove,
PA) a una dilucion de 1:10000 durante 1 hora.

La activacion de la eNOS fue medida a través de la expresion de la eNOS fosforilada
utilizando el anticuerpo fosfo-eNOS (Ser1177) de la marca Thermo Fisher Scientific
(Cat. PA5-17917; Rockford, IL) a una dilucion de 1:700 durante 12 horas a 4°C.
Posterior a ello se incubo con el anticuerpo secundario (anti-rabbit) durante 2 horas.
Después de obtener la imagen, la membrana fue sometida a un stripping ligero y
fue incubada con el anticuerpo primario de eNOS (Cat. PA3-031A; Thermo Fisher
Scientific; Rockford, IL) a una dilucién de 1:800 durante 3 horas y posteriormente
fue incubada con el anticuerpo secundario (anti-rabbit) durante 2 horas. Esta
proteina tiene un peso molecular de 140 kDa. En las arterias tanto mesentéricas
como en aorta se observOo una solo banda. Sin embargo, en el corazon se
observaron 2 bandas una en 140 kDa y otra en 70 kDa perteneciente al monémero

de la proteina.

6.4Analisis estadistico
Para determinar el efecto del tratamiento con fructosa o del vehiculo sobre el peso
corporal, niveles de glucemia, niveles de triglicéridos en sangre, presion arterial, y
niveles de insulina, los datos fueron sometidos a un analisis estadistico en el que
se determiné la media * error estandar de la media (e.e.m) de los valores obtenidos
de ambos grupos. Posteriormente se realizé andlisis de varianza (anova) de una via
para comparar el grupo experimental (fructosa) con el grupo control (vehiculo de
fructosa), utilizando una prueba de post-hoc de Tukey, considerando un nivel de
significancia de P<0.05. Estos mismos analisis se realizaron al final del tratamiento
con los compuestos a evaluar: metformina, el analogo de metformina y 173-estradiol

comparados con sus respectivos vehiculos.

Para determinar el efecto de los tratamientos (metformina, analogo de metformina
y 17B-estradiol) sobre las respuestas vasodepresoras (inducidas por acetilcolina,
nitroprusiato de sodio e isoprenalina), los resultados obtenidos fueron sometidos a

un analisis estadistico obteniendo la media + e.e.m. de los decrementos maximos
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de la presion arterial diastdlica. Después de esto se realiz6 una anova de dos vias
y una prueba post-hoc de Tukey, considerando un nivel de significancia estadistica
de P<0.05.

Para determinar el efecto de los tratamientos (metformina, analogo de metformina
y 17B-estradiol) sobre las respuestas vasopresoras (inducidas por estimulacion
eléctrica, noradrenalina, metoxamina y UK 14,304) los resultados obtenidos fueron
sometidos a un analisis estadistico obteniendo la media + e.e.m. de los aumentos
maximos de la presion arterial diastélica. Se aplicO un anova de dos vias y una

prueba de post-hoc de Tukey, considerando un nivel de significancia de P<0.05.

Finalmente, para determinar las diferencias en la expresién y activacion de las
proteinas evaluadas por western blot se obtuvieron las medias + e.e.m. y fueron
sometidos a un andlisis de varianza de una via y una prueba pos-hoc de Dunnett

considerando una significancia estadistica de P<0.05.
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CAPITULO 7. RESULTADOS

7.1FASE 1. Tratamiento farmacol6gico con metformina o el analogo EGL-6M
7.1.1 Parametros bioquimicos
La tabla 4 muestra el efecto del tratamiento de una solucion de fructosa al 15%
después del6 semanas sobre los niveles de glucosa sanguinea, insulina
plasmatica, indice HOMA, triglicéridos sanguineos, peso corporal, comparados

versus el grupo control que Unicamente recibieron agua de la llave.

De manera interesante, el tratamiento con fructosa: 1) disminuy6 los niveles de
glucosa sanguinea; y 2) aumentd los niveles plasmaticos de insulina, HOMA-IR,
triglicéridos sanguineos y peso corporal de manera significativa, comparadas contra

el control.

Tabla 4. Parametros bioquimicos después del tratamiento con fructosa.

Semana 16
Grupo Glucosa Insulina HOMA-IR Triglicéridos Peso
(mmol/L) (MUI/mL) (mg/dL) corporal
(Kg)
Control (n=9) 5.52+0.15 7.59 +0.89 1.77 £0.23 142 +7 0.46 + 0.01
Fructosa (n=15) 479 +£0.12* 17.27 £ 2.66* 5.25 £ 1.6* 177 £ 6* 0.54 £ 0.02*

* P<0.05 vs. Control cada valor representa la media + error estandar de la media 9 o

animales

Por otra parte, la tabla 5 muestra el efecto del tratamiento farmacoldgico durante 4
semanas con vehiculo (1 ml/kg-dia), metformina (50 mg/kg-dia) o EGL-6M (50
mg/kg-dia) sobre la glucosa sanguinea y peso corporal en los grupos control o
tratados con fructosa al 15%. Es importante sefalar que en animales control, la
metformina o el EGL-6M no modificaron significativamente las variables medidas,

al compararse control el vehiculo.

De manera notable, en animales tratados con fructosa, el tratamiento con
metformina o EGL-6M disminuyeron significativamente los niveles plasméaticos de

insulina y el indice HOMA, cuando se compararon contra el vehiculo.
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Tabla 5. Parametros bioquimicos posteriores a los tratamientos farmacoldgicos

Tratamiento farmacolégico

Grupo Glucosa Insulina HOMA-IR Triglicéridos Peso corporal
(mmol/L) (uUl/mL) (mg/dL) (Kg)

< —~ Vehiculo 509+0.31 6.81+141 1.63+0.71 145+5 0.48 + 0.02
= 0

€ 5 Metformina 5.26+0.19 7.43+1.00 1.64 +£0.32 136+ 4 0.47 £0.02
SE EGL-6M 576 £0.21 7.43%+1.52 1.94 +0.45 131 +£12 0.45 +0.02
»n g Vehiculo 552+031 34.64+413 8.21%1.00 143 + 15 0.55+0.02
o

3] TCI' Metformina 4.53+0.92 453+0.922 0.95+0.16% 164 + 13 0.57 £ 0.05
> N—r

L ¢ EGL-6M 5.00+0.21 16.93+3.07% 3.81+1.062 176 £ 15 0.56 + 0.04

2 P<0.05 vs. Fructosa-vehiculo. Cada valor representa a media * error estandar de la media

de 6 animales

7.1.2 Valores hemodinamicos

La tabla 6 muestra los valores de FC, PAS, PAD y PAM en animales control o en
aguellos que recibieron fructosa al 15% durante 16 semanas. Asi, el tratamiento con
fructosa durante 16 semanas incrementé de manera significativa la PAS, PAD y
PAM sin modificar significativamente a la FC. Cabe resaltar que los valores

normales de FC de una rata adulta se encuentran entre 250-450 latidos/min.

Tabla 6. Valores de presién arterial obtenidos por el método pletismografico al final
de las 16 semanas de tratamiento con fructosa al 15 %.

Semana 16
Grupo FC PAS PAD PAM
(lat/min) (mmHgQ) (mmHgQ) (mmHQg)
Control (n=6) 418 £ 10 113+ 2 86+3 95+2
Fructosa (n=6) 431 +8 134 + 3* 109 + 2* 117 £ 2*

* P<0.05 vs. Control. Cada valor representa la media + error estandar de la media de los 6

animales.

La tabla 7 muestra el efecto del tratamiento crénico de vehiculo (1 mil/kg-dia),
metformina (50 mg/kg-min) o EGL-6M (50 mg/kg-min) sobre algunas variables

hemodindmicas obtenidas con el método pletismografico.
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En animales control, el tratamiento con metformina o el EGL-6M increment6
ligeramente la FC, PAS, PAD, PAM. Sin embargo, es importante enfatizar que

dichos valores se encuentran dentro del rango normal de una rata adulta.

En animales tratados con fructosa, la metformina no modificé dichas variables
hemodindmicas. Sin embargo, el EGL-6M incrementdé de manera significativa la

PAS, comparado contra el vehiculo.

Tabla 7. Valores de presion arterial obtenidos por el método pletismografico después del
tratamiento farmacoldgico con vehiculo (1 ml/kg-dia), metformina (50 mg/kg-min) o EGL-
6M (50 mg/kg-min).

Semana 20

Grupo F.C. PAS PAD PAM
(lat/min) (mmHgQ) (mmHQg) (mmHQg)

Vehiculo 438 £ 10 108 +£3 74+3 83+3
Control Metformina 447 £ 10 116 £ 22 90+3¢ 97 +2¢2
EGL-6M 401 + 132 124 + 52 84+4¢2 97 +4¢2
Vehiculo 382+12 130+ 7 108 £ 5 115+6
Fructosa Metformina 394 + 22 145+ 9 118+ 6 127 +7
EGL-6M 405 + 14 147 +5° 121 +5 129+5

2 P<0.05 vs control-vehiculo, P P<0.05 vs Fructosa-vehiculo. Cada valor representa la media
* error estandar de la media de los 6 animales. PAS, presion arterial sistélica; PAD, presion

arterial diastdlica; PAM, presién arterial media; F.C. frecuencia cardiaca.

7.1.3 Curvade tolerancia ala glucosa

La figura 14 ilustra el area bajo la curva (ABC) del curso temporal de los niveles de
glucosa sanguinea e insulina plasmatica durante la prueba oral de tolerancia a la
glucosa en: 1) animales control o tratados con fructosa después de 16 semanas
(panel superior) y 2) animales tratados con vehiculo, metformina o EGL-6M durante

4 semanas, diariamente (panel inferior).

Asi, el tratamiento durante 16 semanas con fructosa no modificé significativamente
la curva de glucosa (figura 15A). En contraste, el tratamiento con fructosa
incrementd significativamente la curva de insulina plasmatica, sugiriendo

hiperinsulinemia (figura 15B). Por otra parte, en animales control, el tratamiento
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cronico con metformina, EGL-6M o su vehiculo por 4 semanas, no modifico la curva
de glucosa (figura 15C) o la curva de niveles plasmaticos de insulina (figura 15D)

durante la prueba oral de tolerancia a la glucosa.

En marcado contraste, en animales tratados con fructosa, la metformina o el
EGL-6M disminuyd ligera pero significativamente la curva de los niveles de glucosa
sanguinea (figura 15C) durante la prueba oral de tolerancia a la glucosa. Asi mismo,
la metformina disminuyé significativamente la curva de insulina plasmatica (figura
15D). Por ultimo, el EGL-6M disminuyo la curva de insulina plasmética aunque este

decremento no alcanzé una diferencia estadisticamente significativa.
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1
E m -
2 g T
T = 1ol S
= = SR
= =
= EEa = 50
3 3 i
=T 0—= T = - ¥

Control Fructosa Control Fructosa

c Semana 20 D
7o Glucosa =1 i
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& 20000 = 20
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= i = =
= i =] —
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Figura 15. Area bajo la curva (ABC) de los cursos temporales de glucosa e insulina
obtenidos durante la curva de tolerancia a la glucosa a la semana 16 (antes de los diferentes
tratamientos) y a la semana 20 (después de 4 semanas de administracion de los diferentes
tratamientos). * P< 0.05 vs control, 2 P<0.05 vs Fructosa-vehiculo. Cada barra representa
la media + error estdndar de la media de 6 animales.
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7.1.4 Respuestas cardiovasculares

7141 Efecto de la resistencia a la insulina sobre las respuestas
vasopresoras inducidas por estimulacion del sistema simpaético.

La figura 16 muestra las respuestas vasopresoras generadas por estimulacion
simpatica, noradrenalina (agonista o y p adrenérgico), metoxamina (agonista o) y
UK 14,304 (agonista a2) en el grupo control y el grupo tratado con fructosa (con
resistencia a la insulina). La estimulacion simpatica o los bolos i.v. de noradrenalina,
metoxamina y UK 14, 304 produjeron incrementos de la presion arterial diastélica
de manera dependiente de la frecuencia de estimulacién o de la dosis. Asi, las
respuestas inducidas por la estimulacion simpatica no fueron modificadas por la
fructosa, excepto a la frecuencia de 3 Hz. Efectivamente, dicha respuesta fue
significativamente disminuida en animales tratados con fructosa (figura 16A). En
contraste las respuestas vasodepresoras inducidas por la administracion de
noradrenalina (figura 16B) fueron mayores en el grupo tratado con fructosa. Por
ultimo las repuestas vasopresoras inducidas por metoxamina o UK 14,304 no

fueron modificadas por el tratamiento con fructosa (figuras 16C y 16D).

# Control # Fructosa
AEsﬁmuIadénsimpétic:a B MNoradrenalina C Metoxamina D UK 14, 304
100+ 100 100 1001
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Figura 16. Efecto del tratamiento cronico (16 semanas) con fructosa al 15% sobre las
respuestas vasopresoras generadas por la estimulacién simpatica o bolos intravenosos de
noradrenalina, metoxamina y UK 14,304 en animales control y fructosa (resistentes a la
insulina), *P<0.05 vs vehiculo. Cada punto representa la media * error estandar de la media

de 6 animales.
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7.1.4.2 Efecto de la administracion cronica de metformina o el analogo
de metformina sobre las respuestas vasopresoras en animales control

En la figura 17 se pueden observar las respuestas generadas en los grupos control
después de los tratamientos con el vehiculo, metformina o el analogo. La
metformina no modificé las respuestas vasopresoras generadas por estimulacion
simpética o por bolos intravenosos de noradrenalina, metoxamina o UK 14,304. Sin
embargo, el analogo (EGL-6M) incrementé significativamente las respuestas
generadas por la estimulacion simpatica sobre todo a las frecuencias de
estimulacién de 0.3 a 3 Hz. En contrate las respuestas generadas por UK 14, 304,
un agonista selectivo a los receptores a2 adrenérgicos, fueron disminuidos por el
tratamiento con EGL-6M. Por ultimo, el EGL-6M no modifico significativamente las

respuestas generadas por noradrenalina o metoxamina.
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Figura 17. Efecto de la administracion cronica de metformina o EGL-6M sobre las
respuestas vasopresoras generadas por estimulacion simpatica o bolos intravenosos de
noradrenalina, metoxamina y UK 14,304, en los grupos control, *P<0.05 vs vehiculo. Cada
punto representa la media + error estandar de la media de 6 animales.

Pagina | 56



7.1.4.3 Efecto de la administracion créonica metformina o EGL-6M sobre
las respuestas vasopresoras en animales con resistencia a lainsulina

En la figura 18 se puede observar el efecto de la metformina o EGL-6M sobre las
respuestas vasopresoras generadas por estimulacion simpatica, noradrenalina,
metoxamina y UK 14,304 en los animales tratados con fructosa. De manera
interesante, la metformina disminuyo las respuestas generadas por noradrenalina,
asi como en la ultima dosis de metoxamina (100 pg/kg). En contraste, la metformina
no modificé las respuestas generadas por la estimulacion simpatica y por UK
14,304. En el grupo tratado con EGL-6M no se observaron diferencias
estadisticamente significativas en las respuestas generadas por noradrenalina y UK
14,304. Sin embargo, el EGL-6M increment6 las respuestas generadas por la

estimulacién simpética a las a frecuencias de estimulacion altas (1 y 3Hz).
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Figura 18. Respuestas vasopresoras generadas por estimulacién simpatica o bolos
intravenosos de noradrenalina, metoxamina y UK 14,304, en los grupos tratados con
fructosa. *P<0.05 vs vehiculo. Cada punto representa la media * error estdndar de la media

de 6 animales.
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En la figura 19 se ilustra el &rea bajo la curva de las respuestas vasopresoras
generadas por la estimulacion simpética o por bolos intravenosos de los agonistas
noradrenalina, metoxamina y UK 14,304. Asi se puede observar que el area bajo la
curva generados por las respuestas simpaticas en los grupos tratados con EGL-6M
fueron significativamente mayores comparadas con los grupos tratados con
vehiculo o con metformina en animales control o tratados con fructosa (figura 19A 'y
19E). Asi mismo, se puede observar una disminucion estadisticamente significativa
sobre las respuestas generadas por metoxamina en animales resistentes a la

insulina posterior a la administracion de metformina y su anélogo (figura 19G).
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Figura 19. Areas bajo la curva de las respuestas vasopresoras generadas por estimulacion
simpatica o bolos intravenosos de noradrenalina, metoxamina y UK 14,304 en animales
control o tratados con fructosa y tratados cronicamente con vehiculo, metformina o
EGL-6M. 2P<0.05 vs control-vehiculo,  P<0.05 vs fructosa-vehiculo. Cada barra representa
la media + error estdndar de la media de 6 animales.
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7.1.4.4 Efecto de la administracion de fructosa o su vehiculo sobre las
respuestas vasodepresoras inducidas por acetilcolina, isoprenalina y
nitroprusiato de sodio

En la figura 20 se muestran las respuestas vasodepresoras generadas por la
acetilcolina, nitroprusiato de sodio e isoprenalina de los grupos control y fructosa.
Asi, la administracion de bolos i.v. de acetilcolina, nirtroprusiato de sodio e
isoprenalina disminuyeron de manera significativa y dependiente de la dosis la
presion arterial diastolica. Ademas, el tratamiento crénico con fructosa al 15%
incrementd de manera significativa las respuestas vasodepresoras a la acetilcolina
comparado con el grupo control. En contraste, las respuestas generadas por
isoprenalina fueron disminuidas por la fructosa. Ademas, las respuestas

vasodepresoras a nitroprusiato de sodio no fueron modificadas significativamente.
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Figura 20. Efecto del tratamiento cronico con fructosa 15 % por 16 semanas sobre las
respuestas vasodepresoras generadas por bolos intravenosos de acetilcolina, nitroprusiato
de sodio e isoprenalina en los grupos control y fructosa. * P<0.05 vs control. Cada punto
representa la media + error estandar de la media de 6 animales.

7.1.45 Efecto de la administracion cronica de metformina o EGL-6M
sobre las respuestas vasodepresoras en animales control
Las respuestas vasodepresoras obtenidas de la administracion de acetilcolina,

nitroprusuiato de sodio e isoprenalina sobre los grupos control que fueron tratados
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con vehiculo, metformina o EGL-6M se ilustran en la figura 21. En esta figura se
observd que la administracion con metfomina disminuyé las respuestas
vasodepresoras a acetilcolina e isoprenalina, especificamente a la dosis de 0.03
pg/kg de acetilcolina y 0.056-0.18 pg/kg de isoprenalina. En contraste, el EGL-6M
no modificd significativamente las respuestas a acetilcolina, isoprenalina o

nitroprusiato de sodio.
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Figura 21. Efecto de la administracion cronica de metformina o EGL-6M sobre las
respuestas vasodepresoras generadas por bolos intravenosos de acetilcolina, nitroprusiato
de sodio e isoprenalina en el grupo control. * P<0.05 vs vehiculo. Cada punto representa la
media * error estdndar de la media de 6 animales.
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7.1.4.6 Efecto de la administracion crénica de metformina o EGL-6M
sobre las respuestas vasodepresoras en animales con resistenciaalainsulina
En la figura 22 se muestra el efecto de la metformina o el EGL-6M sobre las
respuestas vasodepresoras de acetilcolina, nitroprusiato de sodio o isoprenalina en
animales tratados con fructosa. Como se puede observar la metformina disminuy6
las respuestas vasodepresoras a la acetilcolina comparado con el grupo tratado con
el vehiculo. Ademas, la metformina incremento significativamente las respuestas a
isoprenalina. Por otro lado, el tratamiento con el EGL-6M no modifico las respuestas
a acetilcolina ni a nitroprusiato de sodio, mientras que las respuestas a isoprelina

fueron exacerbadas por el tratamiento con EGL-6M.
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Figura 22. Efecto del tratamiento crénico con metformina, EGL-6M o su vehiculo sobre las
respuestas vasodepresoras generadas por bolos intravenosos de acetilcolina, nitroprusiato
de sodio e isoprenalina en los grupos tratados con fructosa. * P<0.05 vs vehiculo. Cada
punto representa la media + error estandar de la media de 6 animales.
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7.1.5 Expresion de los receptores B adrenérgicos y activacion de proteinas
AMPK, Akt, eNOS

7.151 Expresion del receptor B2 adrenérgico y activacion de proteinas
AMPK, Akt y eNOS en arterias mesentéricas

La figura 23 ilustra la expresion de los receptores $2-adrenergicos y la activacion de
las enzimas AMPK, AKT, y eNOS en animales con resistencia a la insulina inducida
por fructosa y el efecto del tratamiento cronico con: 1) vehiculo, 2) metformina y 3)
EGL-6M.

En la figura 23A se muestra que la resistencia a la insulina incrementd la expresion
de los receptores Bz-adrenergicos, cuando es comparado con el grupo control.
Ademas, los tratamientos con metformina y EGL-6M redujeron dicho incremento de
la expresion B2, regresando a los niveles de expresion observados en el grupo
control (P>0.05).

Por otra parte, en la figura 23B se observa que la resistencia a la insulina inducida
por fructosa disminuye la activacion de la enzima AMPK (AMPK-p (Thr172)/AMPK
total) comparada con el grupo control (control vs fructosa+vehiculo). De manera
interesante, la administracién cronica de metformina y EGL-6M incrementd la
activacion de la enzima AMPK en animales con resistencia a la insulina, cuando se

compardé contra el grupo que recibié el vehiculo.

La figura 23C ilustra que la resistencia a la insulina inducida por fructosa no modifico
la activacion de la enzima AKT (AKT-p (Ser473)/AKT total), cuando se compar6
contra el grupo control (control vs fructosa+vehiculo). Ademas, en animales con
resistencia a la insulina el tratamiento con metformina, pero no con EGL-6M,

incrementd la activacién de AKT, comparado con el grupo tratado con el vehiculo.

Por ultimo, en la figura 23D se ilustra la activacion de la enzima eNOS (eNOS-p (Ser
1177)/eNOS total) en donde se observa que la resistencia a la insulina inducida por
fructosa disminuye la activacion, comparado contra el grupo control. Asimismo, en
animales con resistencia a la insulina, la metformina, pero no el EGL-6M,

incrementd la activacién de la enzima eNOS comparado contra el vehiculo.
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Figura 23. Efecto de la resistencia a la insulina y del tratamiento farmacoldgico con
metformina y EGL-6M sobre la expresion de los receptores (3. adrenérgicos y activacion de
las proteinas AMPK, AKT y eNOS en arterias mesentéricas. Grupo control (C), grupos
resistentes a la insulina (Fructosa), vehiculo (V), Metformina (M), EGL (EGL-6M). Cada
barra representa la media * error estdndar de la media de 3-4 muestras independientes, #
P<0.05 vs control, * P<0.05 vs vehiculo.
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7.15.2 Expresion del receptor B2 adrenérgico y activacion de proteinas
AMPK, AKT y eNOS en aortas

En la figura 24 se ilustra la expresion de los receptores PB2-adrenergicos y la
activacion de las enzimas AMPK, AKT y eNOS en animales con resistentes a la
insulina inducida por la administracion de fructosa al 15 % durante 16 semanas y el
efecto del tratamiento cronico con: 1) vehiculo, 2) metformina y EGL-6M.

En la figura 24A se observa que la resistencia a la insulina inducida por fructosa no
modific la expresidon de los receptores B2-adrenérgicos cuando fue comparada
contra el grupo control (control vs fructosa+vehiculo). En contraste, los tratamientos
con metformina y el EGL-6M incrementaron la expresion de estos receptores

cuando se comparo contra el grupo que recibio el vehiculo.

Por otra parte en la figura 24B se observa que la resistencia a la insulina, al igual
que los tratamientos con metformina y EGL-6M, no modificé la activacion de la
enzima AMPK (AMPK-p (Thrl72)/AMPK total). De la misma manera, en la figura
23C se muestra que la resistencia a la insulina inducida por fructosa no modifico la
activacion de la enzima AKT (AKT (Ser473)/AKT total). Asimismo, los tratamientos

con metformina y EGL-6M no tuvieron efecto sobre la activacion de esta enzima.

Por ultimo la figura 24D muestra que la resistencia a la insulina no tuvo efecto sobre
la activacion de la enzima eNOS (eNOS (Ser1177)/eNOS total) cuando se compar6
contra el grupo control. Mientras que los tratamientos crénicos con metformina y
EGL-6M disminuyeron la activacion de esta enzima cuando se compararon contra

el grupo que recibio vehiculo.
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Figura 24. Efecto de la resistencia a la insulina y del tratamiento farmacolégico con
metformina y EGL-6M sobre la expresion de los receptores . adrenérgicos y activacion de
las proteinas AMPK, AKT y eNOS en aortas. Grupo control (C), grupos resistentes a la
insulina (Fructosa), vehiculo (V), Metformina (M), EGL (EGL-6M). Cada barra representa la
media * error estandar de la media de 3-4 muestras independientes, * P<0.05 vs vehiculo.

7.15.3 Expresion del receptor B2 adrenérgico y activacién de proteinas
AMPK, AKT y eNOS en corazon

En la figura 25 se observa la expresion de los receptores Bi/Bz2-adrenergicos y la
activacion de las enzimas AMPK, AKT y eNOS en el corazén. En el primer panel
(figura 25A) se observa la expresion de los receptores Bi1; la expresion no fue
modificada en animales resistentes a la insulina (vehiculo) comparada contra el
grupo control. Sin embargo, en animales con resistencia a la insulina, el tratamiento

con el analogo EGL-6M disminuyd la expresion de estos receptores. Por otra parte,
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la expresion de los receptores B2 no fue afectada por metofrmina o EGL-6M en este

organo (figura 25B).

La activacion de la enzima AMPK (AMPK (Thrl72)/AMPK total) se muestra en la
figura 25C. En esta grafica se observo que la resistencia a la insulina disminuy6 su
activacion (vehiculo vs control) y, de manera notable, esta disminucion fue
restaurada después de la administracion con el EGL-6M. Ademas, la metformina
tiene una tendencia a incrementar esta activacion; sin embargo, esta tendencia no

alcanz6 una diferencia estadisticamente significativa.

En la figura 25D se observa que la resistencia a la insulina inducida por fructosa
disminuyo la activacién de la enzima Akt (Akt (Ser473)/Akt total). Adicionalmente, el
tratamiento con metformina tuvo una tendencia a incrementar los niveles de
activacion de la enzima; sin embargo, dicha tendencia no alcanzé la diferencia
estadisticamente significativa. Por altimo, el EGL-6M incrementé estos valores de
manera estadisticamente significativa cuando se compard contra el grupo que
recibio vehiculo (p=0.0043, F=7.202).

En la figura 25E se puede observar que la resistencia a la insulina incrementé la
expresion de la enzima Akt total. Mientras que los tratamientos crénicos con
metformina y el analogo no tuvieron efecto sobre la expresion de esta proteina total

cuando se compararon contra los animales administrados con vehiculo.

Finalmente, en la figura 25F se observa que la resistencia a la insulina no tuvo efecto
sobre la activacion de la enzima eNOS (eNOS (Ser1177)/eNOS total). De igual
manera, los tratamientos crénicos con metformina y el EGL-6M no tuvieron efecto

sobre la activacion de esta enzima comparados contra el vehiculo.
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Figura 25. Efecto de la resistencia a la insulina y del tratamiento farmacolégico con
metformina y EGL-6M sobre la expresion de los receptores . adrenérgicos y activacion de
las proteinas AMPK, Akt y eNOS en corazén. Grupo control (C), grupos resistentes a la
insulina (Fructosa), vehiculo (V), Metformina (M), EGL (EGL-6M). Cada barra representa la
media + error estandar de la media de 3-4 muestras independientes, * P<0.05 vs vehiculo.

Por ultimo, los resultados de la expresion y activacion de las proteinas se
encuentran resumidos en la tabla 8.

Tabla 8. Resumen de la expresién de los receptores - adrenérgicos y las proteinas AMPK,
Akt y eNOS en arterias mesentericas, aortas y corazén de animales con resistencia a la
insulina. R.I. (Resistencia a la insulina), ND (NO Determinado), NC (Ningln cambio), A
(aumentd), Disminuyé (D).

W B: | B2 | AMPK-p/AMPK | AKT-p/AKT | eNOS-p/eNOS
Grupo
Arterias mesentéricas
R.I. (Vehiculo) | ND | A D NC D
Metformina |ND | D A A A
EGL-6M ND | D A NC NC
Aorta
R.l. (Vehiculo) | ND | NC NC NC NC
Metformina | ND | A NC NC D
EGL-6M ND | A NC NC D
Corazon
R.l. (Vehiculo) | NC | NC D D NC
Metformina | NC | NC NC NC NC
EGL-6M D | NC A A NC
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7.2 FASE 2. Tratamiento farmacolégico con 17-B estradiol

7.2.1 Caracteristicas metabdlicas

En la tabla 9 se muestran algunos pardmetros bioquimicos como niveles
sanguineos de glucosa y triglicéridos, niveles plasmaticos de insulina, indice HOMA
y peso corporal en ratas hembras falsamente operadas (sham) u ovariectomizadas

tratadas con agua de la llave (control) o con fructosa al 15 % durante 23 semanas.

En ratas falsamente operadas, el tratamiento con fructosa incrementé los nivele
plasmaticos de insulina e indice HOMA, aunque no fue significativo cuando se
compardé contra el grupo control. Ademas, la fructosa incrementé significativamente
los niveles sanguineos de triglicéridos sin modificar significativamente los niveles de

glucosa o el peso corporal.

Por otra parte, en animales ovariectomizadas, el tratamiento con fructosa no
modificé significativamente los niveles de glucosa, insulina, HOMA-IR, triglicéridos
0 peso corporal. Sin embargo, es importante analizar el efecto de la ovariectomia
en animales control. Al respecto, la ovariectomia aumenté el indice HOMA-IR y los
niveles plasmaticos de insulina, al compararlos con el grupo falsamente operadas

(sham).

Tabla 9. Parametros bioquimicos de los grupos control y de los grupos tratados con

fructosa.
Control vs Fructosa
Grupo Glucosa Insulina HOMA-IR  Triglicéridos Peso corporal
(mmol/L) (uUI/mL) (mg/dL) (Kg)

Control 3.82+1.22 368+046 0.95+0.15 120+ 21 0.38+0.01

Sham Fructosa 563+0.24 857+365 2.84+1.02 212 + 27* 0.43+0.03
Control 417+ 1.34 15.27 £3.93* 9.14 + 2.54* 138 + 26 0.41+0.03

Ovx Fructosa 529+0.24 1434+3.69 3.60+0.95 214 + 24 0.47 £ 0.03

* P<0.05 vs sham+control. Cada valor representa la media £ error estandar de la

media de 6 animales.

En la tabla 10 se muestra el efecto del tratamiento cronico con 173-estradiol sobre

los niveles de glucosa vy triglicéridos sanguineos. Asi como los niveles de insulina
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plasmatica, indice HOMA y peso corporal. Los cuales no fueron modificados por el

tratamiento con estradiol.

Tabla 10. Efecto del estradiol sobre algunos pardmetros bioguimicos y el peso corporal en
animales tratados con fructosa.

Control
Grupo Glucosa Insulina HOMA-IR  Triglicéridos Peso corporal
(mmol/L) (pUI/mL) (mg/dL) (Kg)
Sham Vehiculo 3.82+1.22 368+046 0.95+0.15 120+ 21 0.38+0.01
Vehiculo 417 +1.34 15.27 £3.93* 9.14 + 2.54* 138 £ 26 0.41+0.03
Ovx Estradiol 3.82+1.21 13.01+0.80 351+0.61 179+ 16 0.35+0.01
Fructosa
Sham Vehiculo 563+0.24 857+365 284+1.02 212 + 27 0.43+0.03
Vehiculo 529+0.24 1434+3.69 3.60+0.95 214 + 24 0.47 £ 0.03
Ovx Estradiol 564+0.22 14.70+£2.38 3.67+0.61 287 + 38 0.40 £ 0.01

* P<0.05 vs sham+vehiculo. Cada punto representa la media + error estandar de la media
de 6 animales

7.2.2 Valores hemodinamicos

En la tabla 11 se muestran los valores de frecuencia cardiaca (FC), presion arterial
sistolica (PAS), presion arterial diastolica (PAD) y presion arterial media (PAM) por
el método pletismografico en los grupos falsamente operados y ovariectomizados

tratados con agua de la llave (control) o con fructosa al 15% .

De manera interesante, en la tabla 10 se observa que el tratamiento con fructosa en

ratas falsamente operadas incrementé significativamente estos valores

hemodindmicos (FC, PAS, PAD, PAM). En contraste, en las ratas ovx solamente
hubo un incremento estadisticamente significativo en el valor de PAS y una
tendencia a incrementar los demas valores sin llegar a la diferencia estadistica
cuando se comparan con el grupo control ovariectomizado. Sin embargo, se puede
observar que la ovariectomia produjo un incremento en los parametros
hemodinamicos evaluados al comparar el grupo ovx-control contra el grupo sham-

control.
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Tabla 11. Valores de presion arterial y frecuencia cardiaca obtenidos por el método
pletismogréfico después del tratamiento con fructosa.

Control vs Fructosa

Grupo FC PAS PAD PAM
(lat/min) (mmHg) (mmHg) (mmHg)

Control 368 + 17 105+ 4 84 +5 91+5
sham o ctosa 443 + 6% 137+ 4* 109 + 4* 118 + 4*
Control 401 +22 131 +3* 101 + 5* 110 + 4*

OVX'  Fructosa 439+7 153+ 4° 130+ 4 138+ 4

*P<0.05 vs sham+control, 2P<0.05 vs ovx+control. Cada valor representa la media * error
estdndar de la media de 6 animales. FC (frecuencia cardiaca), PAS (presion arterial
sistélica), PAD (presion arterial diastolica), PAM (presion arterial media).

Por otra parte, la tabla 12 muestra el efecto del 17B-estradiol sobre las variables
hemodindmicas. En los animales control ovariectomizados se observo una ligera
disminucién en los valores de PAS, PAD y PAM tras la administracion crénica de
estradiol al compararse contra el grupo ovx+vehiculo aunque no alcanzé diferencias
significativas. Sin embargo, esta reduccion alcanz6 diferencia significativa en
animales con resistencia a la insulina inducida por fructosa al comparar el grupo
ovx+vehiculo contra ovx+E2.

Tabla 12. Efecto del estradiol o su vehiculo sobre los valores de presion arterial y frecuencia
cardiaca obtenidos por el método pletismografico.

Control
Grupo FC PAS PAD PAM
(lat/min) (mmHgQ) (mmHg) (mmHgQ)
Sham _ Vehiculo 368+ 17  105+4 84 +5 91+5
Vehiculo 401+22  131+3 101 £5 110+ 4
OVX' Estradiol 366+23  118+2 91+3 100 + 2
Fructosa
Sham _ Vehiculo 443+ 6 137+4 109 £ 4 118 + 4
Vehiculo 439+ 7 153 +4 130+ 4 138+4
OVX' " Estradiol 431%5 123 + 42 97 + 52 105 + 42

*P<0.05 vs Sham+vehiculo, 2 P<0.05 vs ovx+vehiculo. Cada valor representa la media +
error estandar de la media de 6 animales. FC (frecuencia cardiaca), PAS (presion arterial
sistolica), PAD (presion arterial diastélica), PAM (presion arterial media).
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7.2.3 Curvade tolerancia ala glucosa

En la figura 26 se observa el &rea bajo la curva durante la prueba de tolerancia a la
glucosa oral de los niveles obtenidos de glucosa (figura 26A) e insulina (figura 26B)
en los grupos control y fructosa durante 23 semanas no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos en los niveles de glucosa
durante la prueba. Sin embargo, se puede observar un incremento de los niveles de
insulina obtenidos durante la CTG en los grupos tratados con fructosa asi como en

el grupo control con ovariectomia.

Glucosa Insulina

W 200, g 25
Z = *
B £ 20
'a 150 =]

o — 1 [ ]
© T 45
e o
- 100+ o]
E _E 1.0
c e =
=] 50 3 05.
3 g

| I ovx |

Figura 26. Area bajo la curva de los valores de glucosa e insulina obtenidos durante la
curva de tolerancia a la glucosa. Grupo control vs fructosa. Cada barra representa la media
* error estandar de la media de 6 animales. * P<0.005 vs sham+control. (C) Control, (F)
Fructosa, sham (falsa cirugia) y Ovx (ovariectomia).

Ademas, en la figura 27 se muestran el curso temporal y el area bajo la curva de
los cursos temporales de glucosa e insulina obtenidas durante la prueba de
tolerancia a la glucosa oral de los animales control, después del tratamiento con
estradiol (10 pg/kg, i.p.) 0 su vehiculo durante 5 semanas. Al respecto, el estradiol
produjo una pequeifia disminucién de los valores de glucosa significativa a 60, 90 y
120 minutos (figura 27A). Sin embargo, esta diferencia no fue significativa al
momento de calcular el area de bajo la curva (figura 27B). Con respecto a los niveles
de insulina durante la curva de tolerancia a la glucosa, la ovariectomia incremento

significativamente el area bajo la curva cuando se comparé con animales
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falsamente operados. Asi mismo, el tratamiento con estradiol redujo
significativamente los incrementos del area bajo la curva comparado con los

animales ovariectomizados tratados con vehiculo (figura 27D).
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Figura 27. Cursos temporales y area bajo la curva de los valores de glucosa e insulina
obtenidos durante la prueba de tolerancia a la glucosa oral en animales control después del
tratamiento con vehiculo (1 ml/kg; i.p.) o estradiol (10 pg/kg) durante 5 semanas. Cada
punto o barra representa la media + error estandar de la media de 6 animales. 2P<0.05 vs
Ovx+vehiculo, * P<0.05 vs Sham+vehiculo.
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En la figura 28 se observan el curso temporal y el area bajo la curva de los niveles
de glucosa e insulina obtenidas durante el ensayo de tolerancia a la glucosa en
animales tratados con fructosa después del tratamiento con estradiol o su vehiculo.
En el curso temporal (figura 28A) de los animales ovx+E2 se puede observar una
disminucién de los niveles de glucosa a los tiempos 30 y 60 min, esto resultados
son evidentes al realizar las areas bajo la curva (figura 28B), sugiriendo un efecto
benéfico del estradiol sobre el metabolismo de la glucosa, aunque se debe admitir
gue no existieron diferencias significativas en los tratamientos. Ademas, en las
figuras 28C y 28D se observan los niveles de insulina obtenidos durante la curva de
tolerancia a la glucosa, los cuales no fueron modificados con el tratamiento con

estradiol.
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Figura 28. Cursos temporales y areas bajo la curva de los valores de glucosa e insulina
obtenidos durante la prueba de tolerancia a la glucosa oral en animales resistentes a la
insulina. Cada punto o barra representa la media *+ error estandar de la media de 6

animales. * P<0.05 vs Sham+vehiculo.
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7.2.4 Respuestas cardiovasculares

7.24.1

Las

Respuestas vasopresoras

respuestas cardiovasculares generadas por

estimulacion simpatica o

compuestos vasopresores (noradrenalina, metoxamina o UK 14,304) fueron

determinadas en animales falsamente operados u ovariectomizados.

En la figura 29 se encuentra la comparacion del efecto del tratamiento con fructosa

0 su vehiculo. En el panel superior se observan las respuestas de los animales

falsamente operados, en el cual se observd que las respuestas generadas por

estimulacién simpatica, noradrenalina y UK 14,304 fueron disminuidas en los

animales tratados con fructosa. En el panel inferior se ilustran las respuestas

generadas por las ratas ovariectomizadas; el tratamiento con fructosa no produjo

diferencias sobre las respuestas vasopresoras a la estimulacién simpatica o a los

agonistas a-adrenérgicos.
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Figura 29. Respuestas vasopresoras generadas por estimulacion simpatica, noradrenalina,
metoxamina o UK 14, 304, en animales falsamente operados u ovariectomizados tratados
con fructosa o su vehiculo.* P<0.05 vs control.
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Ademas, el efecto de la ovariectomia sobre las respuestas vasopresoras en
animales control (panel superior) o en animales con resistencia a la insulina (panel
inferior) se encuentra graficado en la figura 30. En los animales control, las
respuestas generadas por la estimulacion simpatica (figura 3’A) al igual que las
producidas por la administracion de noradrenalina exdégena (figura 30B) fueron
disminuidas significativamente, sin modificar las respuestas generadas por
metoxamina (figura 30C) y UK 14, 304 (figura 30D). En el panel inferior se muestra
gue en los animales tratados con fructosa, la ovariectomia no produjo cambios
estadisticamente significativos sobre la respuestas inducidas por estimulacion
simpética (figura 30E), noradrenalina (figura 30F), metoxamina (figura 30G) o UK
14,304 (figura 30H), excepto a la dosis méas alta de UK 14,304, la cual fue

incrementada por la ovariectomia.
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Figura 30. Efecto de la ovariectomia sobre las respuestas vasopresoras generadas por
estimulacion simpdtica, noradrenalina, metoxamina o UK 14, 304 en animales control y
tratados con fructosa. * P<0.05 vs control. Cada punto representa la media + error estandar
de la media de 6 animales.
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Por otra parte, en la figura 31 se muestra el efecto del estradiol sobre las diferentes
respuestas vasopresoras generadas por estimulacion simpética o los diferentes
agonistas empleados en los animales control (panel superior) y en animales tratados
con fructosa (panel inferior). En el grupo control la administracion de estradiol
disminuyd las respuestas generadas por noradrenalina si modificar las respuestas
generadas por estimulacion simpatica, metoxamina (a excepcion de la dosis mas
alta, en donde se observé una disminucion de la respuesta) o UK 14,304. Mientras
qgue en el grupo de animales resistentes a la insulina el estradiol incremento las
respuestas a la estimulacion simpética sin modificar las inducidas por noradrenalina,

metoxamina o UK 14,304.
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Figura 31. Efecto del tratamiento con estradiol sobre las respuestas vasopresoras
generadas por estimulacion simpatica, noradrenalina, metoxamina o UK 14, 304 en
animales control y tratados con fructosa. * P<0.05 vs control. Cada punto representa la
media + error estandar de la media de 6 animales.
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7.2.4.2 Respuestas vasodepresoras

En la figura 32 se encuentra la comparacion de las respuestas vasodepresoras
obtenidas de los animales control vs los animales tratados con fructosa en animales
falsamente (panel superior) u ovariectomizados (panel inferior). En el primer panel
se encuentra el subgrupo falsamente operado en el cual no se observan diferencias
entre el tratamiento con fructosa o su vehiculo. Sin embargo, en el panel inferior se
observan las curvas obtenidas de los animales ovariectomizados. Las respuestas
vasodepresoras inducidas por acetilcolina o nitroprusiato de sodio no fueron
modificados por la fructosa. Sin embargo, las respuestas vasodepresoras a

isoprenalina fueron reducidas por el tratamiento con fructosa (figura 32F).
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Figura 32. Efecto del tratamiento cronico con fructosa sobre respuestas vasodepresoras
generadas por acetilcolina, nitroprusiato de sodio e isoprenalina en animales falsamente
operados (panel superior) y ovariectomizados (panel inferior), * P<0.05 vs control. Cada
punto representa la media + error estandar de la media de 6 animales.
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La figura 33 muestra el efecto de la ovariectomia sobre las respuestas
vasodepresoras generadas por acetilcolina, nitroprusiato de sodio e isoprenalina en
animales control (panel superior) y en animales con resistencia a la insulina (panel
inferior). En los animales control ovariectomizados las respuestas vasodepresoras
generadas por acetilcolina se encuentran disminuidas en las dosis de 0.1 y 0.3
mg/kg (figura 33A). De la misma manera, en la figura 33B se observa que la
ovariectomia no tiene efecto sobre las respuestas inducidas por isoprenalina.
Mientras que en la figura 33C se ilustra que la ovariectomia incrementa las

respuestas a isoprenalina.

En contraste, en los animales resistentes a la insulina (fructosa), la ovariectomia no
produjo cambios en las respuestas inducidas por acetilcolina, nitroprusiato de sodio

e isoprenalina al compararlos con los animales falsamente operados.

En contraste, los animales tratados con fructosa no se observé cambios en las
respuestas vasodepresoras en las ratas a las que se les realiz6 la extirpacion de los

ovarios al compararla con las falsamente operadas.
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Figura 33. Efecto de la ovariectomia sobre las respuestas vasodepresoras generadas por
acetilcolina, nitroprusiato de sodio e isoprenalina en animales control y tratados con
fructosa. * P<0.05 vs control. Cada punto representa la media + error estandar de la media
de 6 animales.

En la figura 34 se observa el efecto del tratamiento crénico con estradiol sobre las
respuestas vasodepresoras generadas por la administracion de acetilcolina,
nitroprusiato de sodio e isoprenalina en ratas ovariectomizadas. En el panel superior
se localizan las respuestas vasodepresoras sobre el grupo control y en el panel
inferior en el grupo con fructosa. En el grupo control, la administracién de estradiol
disminuy0 las respuestas a acetilcolina e isoprenalina; mientras que incremento las
respuestas a nitroprusiato.

Por otro lado, en el grupo tratado con fructosa, la administracion cronica de estradiol
incremento las respuestas a acetilcolina sin modificar las respuestas generadas por

la administraciéon de nitroprusiato e isoprenalina.
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Figura 34. Efecto de la administracion de estradiol sobre las respuestas vasodepresoras
generadas por acetilcolina, nitroprusiato de sodio e isoprenalina en animales control (panel
superior) o fructosa (panel inferior) en ratas ovariectomizadas. * P<0.05 vs control. Cada
punto representa la media + error estandar de la media de 6 animales.

7.2.5 Activacion de la via Akt/eNOS

La figura 35 muestra la activacion de las enzimas Akt y eNOS en arterias

mesentéricas y en aortas en animales con resistencia a la insulina inducida por
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fructosa y ovariectomizados. Asi como el efecto del tratamiento crénico con

estradiol.

En la figura 35A se observa que la resistencia a la insulina incrementa la activacion
de la via Akt (Akt (Ser473)/ Akt total) en arterias mesentéricas cuando se comparan
con el grupo control, sin embargo, la administracion del estradiol no produjo cambios
tanto en el grupo control como en el grupo tratado con fructosa.

La figura 35B muestra la activacion de la enzima eNOS (eNOS (Serl1177)/ eNOS
total), en la cual no se observar diferencias estadisticamente significativas con
ninguno de los tratamientos.

Por otro lado, en la figura 34C se observa que la resistencia a la insulina
(control+vehiculo vs fructosa+vehiculo) no tiene efecto sobre la activacion de la
enzima Akt (Akt (Ser473)/ Akt total). La administracion crénica de estradiol en
animales control disminuyé la activacion de la enzima Akt. Sin embargo, en los
animales resistentes a la insulina no se observé un efecto. Finalmente, en la figura
34D se observa que la resistencia a la insulina incrementa la activacion de la enzima
eNOS (eNOS (Ser1177)/eNOS total). Mientras que la administracién de estradiol no
tiene efecto sobre la activacion de esta enzima en animales control o tratados con

fructosa.
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Figura 35. Efecto de la resistencia a la insulina y el tratamiento con estradiol en arterias
mesentéricas (A y B) y aorta (C y D). Cada barra representa la media * error estandar de
la media de 3-4 muestras independientes, # P<0.05 vs control, * P<0.05 vs
control+vehiculo.
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CAPITULO 8. DISCUSION
8.1FASE 1

8.1.1 Efecto de la metforminay EGL-6M sobre las variables metabdlicas
Durante la resistencia a la insulina, se observa una etapa de hiperinsulinemia como
mecanismo compensatorio (Sesti, 2006). De manera consistente con lo anterior,
bajo nuestras condiciones, se observaron niveles altos de insulina en plasma y
valores altos de indice HOMA en animales tratados con fructosa en comparacion
con los animales control. De manera contraria, en ratas con un periodo de ayuno de
12 horas, los niveles de glucosa en sangre disminuyeron ligeramente en
comparacion con el grupo control (tabla 5). Sin embargo, durante la curva de
tolerancia a la glucosa no se observaron cambios en las ratas tratadas con fructosa
respecto al grupo control. De la misma manera los niveles de insulina plasmética
fueron significativamente mayores en las ratas tratadas con fructosa comparadas
con el grupo control (figura 15). Estos resultados sugieren que los animales tratados
con fructosa tienen resistencia a la insulina, puesto que se observa una fase de
hiperinsulinemia sin alteracién en los niveles de glucosa sanguinea probablemente
debido a que las células pancreéticas aun pueden secretar insulina suficiente para
evitar la hiperglucemia, como ya se ha demostrado previamente (Motta et al., 2017;
Ostenson, 2001; Sommese et al., 2016; Yin et al., 2013)

Ademas, en los animales que continuaron la administracion de fructosa y fueron
tratados con el vehiculo durante 4 semanas, los niveles de insulina en plasma, asi
como los valores del indice HOMA, aumentaron significativamente en comparacion
con los valore de los animales control, lo que sugiere que bajo nuestra condicién
experimental se puede observar una progresion dependiente del tiempo de
resistencia a la insulina (tabla 5). En el grupo control, el vehiculo, la metformina o
EGL-6M no modificaron los niveles de glucosa e insulina durante la prueba de
tolerancia oral a la glucosa (figura 16) o valores basales (tabla 5). Estos resultados
son consistentes con los datos publicados ya que la metformina no disminuyé los

niveles de glucosa en sangre durante la euglucemia en los seres humanos
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(Wiernsperger et al., 1999). Del mismo modo, EGL-6M no produjo ningun efecto,
probablemente porgue este compuesto es un analogo de la metformina y aiin posee
la propiedad anti-hiperglucémica de la metformina. En marcado contraste, en el
grupo resistente a la insulina (tratado con fructosa), el tratamiento con metformina y
EGL-6M disminuyé significativamente la glucemia y los niveles plasmaticos de
insulina durante la prueba de tolerancia oral a la glucosa en comparacion con el
subgrupo de vehiculo con fructosa (figura 16). Estos resultados pueden
interpretarse en términos de que la metformina y EGL-6M aumentaron la absorcion
de glucosa y disminuyeron la resistencia a la insulina ya que la secrecion de insulina

fue menor durante la prueba.

8.1.2 Cambios hemodindmicos producidos por los tratamientos
farmacoldgicos

De manera interesante, la resistencia a la insulina inducida por una dieta alta en
fructosa aumentoé significativamente algunos valores hemodinamicos (tabla 6),
incluida la presion arterial. En este sentido, se ha observado una asociacion entre
la hipertension y la resistencia a la insulina a través de varios mecanismos que
incluyen la disfuncion endotelial y la disfuncion simpatica (Schalkwijk et al., 2005;
Thackeray et al., 2011).

En el grupo control, el tratamiento con metformina y EGL-6M aumentaron
significativamente los valores de presion arterial (tabla 7). Aungue en principio estos
resultados pueden sugerir un efecto deletéreo, se debe considerar que estos valores
todavia se encuentran en el rango fisiolégico de las ratas adultas (presion arterial
sistélica: 84-134 mmHg, presion arterial diastélica: 60 mmHg) (Wolfensohn et al.,
2013). Ademas, tanto la metformina como el analogo tienen similitudes estructurales
con algunos antihipertensivos de accion central (agonistas a2 adrenérgicos) tales
como el guanabenz, la clonidina, y la guanfacina, estos farmacos al ser agonistas
alfa adrenérgicos, su primer efecto es el aumento de la presién arterial y el cual se
conserva hasta un ajuste correcto de dosis (Oates, 1995). Esto podria explicar el
incremento en la presion arterial. Sin embargo, no se pueden descartar otros

mecanismo de accidn por lo que pudieran ocurrir estos incrementos. Por otro lado,
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en los animales resistentes a la insulina, la metformina y EGL-6M no modificaron
significativamente los valores de la presion arterial en comparacion con sus
respectivos vehiculos. A este respecto, varios estudios han demostrado la
capacidad de la metformina para restablecer la funcion endotelial (Sena et al.,
2011). Aunque no tenemos una explicacién clara de estos hallazgos, durante la
génesis y la progresion de la hipertension estan implicados varios mecanismos (por
ejemplo, sobre la activacion del tono simpatico, el sistema renina-angiotensina, la
sobreactivacion de la PKC en el muasculo liso, entre otros) y posiblemente la
metformina y EGL-6M podrian no haber revertido por completo estas alteraciones,

permitiendo observar estos incrementos.

8.1.3 Efecto de la metformina o EGL-6M sobre las respuestas vasopresoras
inducidas por la estimulacion del sistema adrenérgico

En esta parte del proyecto se analiz6 el efecto de la metformina y EGL-6M sobre
las respuestas vasopresoras inducidas por estimulacion simpéatica o
administraciones i.v. de los agonistas adrenérgicos: noradrenalina (ligando
enddgeno), metoxamina (ai1-adrenoceptores) y UK 14, 304 (az-adrenoceptores). Se
midid el tono simpético vasopresor indirectamente determinando las respuestas
vasopresoras inducidas por la estimulacion de las fibras preganglionares que
inervan los vasos sanguineos (T7-T9) ademas, también se evalué la administraciéon
de los agonistas alfa adrenérgicos estimulando directamente los adrenoceptores a:

y/o az localizados principalmente en el musculo liso vascular.

Al evaluar las respuestas cardiovasculares, se observé una disminuciéon de las
respuestas vasopresoras generadas por la estimulacion simpatica (figura 16A) en
animales con resistencia a la insulina en comparacién con el grupo control. Esto
sugiere que durante la resistencia a la insulina la neurotransmision podria verse
disminuida. Varios estudios han observado que durante el sindrome metabdlico
existe un aumento en la actividad del tono simpatico (Limberg et al., 2012; Mancia
et al., 2007; Masuo et al., 1997). Ademas, es posible que durante la resistencia a la
insulina, se observe una disfuncion de la neurotransmision simpatica entre las

neuronas preganglionares y postganglionares (Rudchenko et al., 2014) debido a
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una disfuncién de los receptores postganglionares nicotinicos (Campanucci et al.,
2010). Por otro lado, se observé un aumento de las respuestas vasopresoras
generadas por la administracion exogena de noradrenalina. Sin embargo, debido a
gque no se encontraron diferencias en las respuestas generadas por la
administracion de los agonistas a1 (metoxamina) y az (UK 14,304), concluimos que
este efecto es probablemente debido a una mejora significativa del gasto cardiaco
debido a un aumento en el taquicardico de las respuestas a la noradrenalina en
ratas con resistencia a la insulina. En este sentido, Thackeray et al. (2011)
demostraron que las concentraciones de noradrenalina en plasma y corazon se
encuentran elevadas en modelos de diabetes inducida por estreptozotocina, lo cual

€s congruente con nuestros resultados.

En animales control, el tratamiento con metformina no produjo cambios en las
respuestas vasopresoras inducidas por estimulacion simpatica o por bolos i.v. de
los diferentes agonistas (figura 17). Por el contrario, en animales conscientes, la
metformina aumentd la presion arterial media, diastdlica y sistélica (tabla 7).
Debemos admitir que no tenemos una explicacion irrefutable de estos hallazgos
porque varios estudios han demostrado efectos antihipertensivos de la metformina
observado que la activacion de la AMPK por metformina en los rifiones
desencadena un aumento de la presién sanguinea por retencion de agua (Klein et
al., 2016)., 2016) mientras que la eliminacion de AMPK provoca pérdida de agua y
sal (Lazo-Fernandez et al., 2017). Aun asi, estos valores de presion arterial siguen
en el rango normal (Wolfensohn et al., 2013). Ademas, en animales tratados con
EGL-6M, se observé un aumento en las respuestas inducidas por estimulacion
simpatica (0,3-3 Hz), asi como una disminucion en las respuestas generadas por
UK 14,304 (selectivo agonista az-adrenérgico). Estos resultados sugieren que el
EGL-6M potencia por si misma la transmision simpatica, probablemente al disminuir
la densidad y/o funcionalidad de los receptores adrenérgicos a2 preunionales que
inhiben la liberacién de neurotransmisores (Villamil-Hernandez et al., 2013) o los

receptores adrenérgicos a2z posunionales en el masculo liso vascular.
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Por otro lado, en ratas tratadas con fructosa, la administracion cronica de
metformina disminuyd las respuestas vasopresoras inducidas por inyecciones i.v.
de noradrenalina y el efecto de la ultima dosis de metoxamina (100 ug/kg) sin
modificar las respuestas vasopresoras evocadas por estimulacion simpatica o
inyecciones i.v. de UK 14,304 (figura 17). Estos resultados sugieren que la
metformina no modificé la neurotransmision del tono simpético, pero podria
modificar la expresion de ai y/o az-adrenoceptores, ya que las respuestas a la
noradrenalina y la metoxamina se redujeron. De acuerdo con nuestros hallazgos,
Majithiya y Balaraman (2006) observaron en aortas aisladas de ratas diabéticas
inducidas por estreptozotocina que la administracion de altas concentraciones de
metformina (1-10 mM) disminuy0 las respuestas generadas por la noradrenalina.
Por ultimo, EGL-6M aument6 las respuestas vasopresoras generadas por la
estimulacién simpética a altas frecuencias (1 y 3 Hz) en animales con resistencia a
la insulina (figura 17A) y en animales control (figura 18A). Estos resultados sugieren
que en la resistencia a la insulina inducida por la fructosa, EGL-6M aumenté la
neurotransmision simpatica por si misma. Este efecto podria deberse
probablemente a: 1) una disminucion de la densidad y/o funcionalidad de los a-
adrenoceptores preunionales que inhiben la liberacion de noradrenalina; 2) aumento
de la neurotransmisién preganglionar simpatica; o 3) una accién simpaticomimética
indirecta de EGL-6M, como se sugirid6 anteriormente con metformina (Lee et al.,
2001). De acuerdo con esto, los hallazgos previos mostraron una disfuncion de la
transmision de sefal presindptica que inhibe la neurotransmisién con la neurona
postsinptica en ratas diabéticas inducidas con estreptozocina; en consecuencia,
se sugiere una liberacion disminuida de noradrenalina (Mundinger et al., 2015). Es
cierto que las respuestas vasopresoras inducidas por UK 14, 304 no se modificaron
en las ratas tratadas con fructosa (figura 17H), lo que puede sugerir que la
funcionalidad de los adrenoceptores a2 no pudo haber cambiado con EGL-6M. Sin
embargo, debe tenerse en cuenta que la neurotransmisién simpatica incluye fibras

preganglionares y posganglionares que EGL-6M puede haber potenciado.
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8.1.4 Efecto de la resistencia a la insulina sobre las respuestas
vasodepresoras inducidas por estimulacion del endotelio y musculo liso
Como un efecto de la resistencia a la insulina se observo un incremento en las
respuestas a acetilcolina sin modificar la via de la guanilato cilcasa (figura 20), por
lo que pudieran estar implicados otras vias activadas por la unién de acetilcolina a
Su receptor, como la activacion de los canales K*, en los cuales se han observado
disfunciones en ratas obesas de la cepa Zucker (Yin et al., 2017) o en la sintesis de
prostaciclina 12, se ha observado que una desregulacion de esta via esta asociada
con el desarrollo de ateroesclerosis (Stitham et al., 2016). Asi mismo se encuentré
una disminucién de las respuestas a isoprenalina (figura 20C) y una sobre expresiéon
de los receptores 3 adrenérgicos, lo que indicaria una disrupcion en la sefializacion
de los receptores B2 y no una disminucion de la densidad de receptores. De acuerdo
con esto se ha observado un polimorfismo de los receptores 3 adrenérgicos durante
la resistencia a la insulina que cambian la via de sefializacion comun (Bulatova et
al., 2015).

8.1.5 Efecto de la administraciéon cronica de metformina y su analogo sobre
las respuestas vasodepresoras

En la figura 21C se observa una disminucién de las respuestas inducidas por
isoprenalina (activacion de los receptores B adrenérgicos). Estos datos indican que
la metformina por si misma disminuye la funcion de los receptores B2 adrenérgicos
en animales control posiblemente alterando la densidad y/o las cascadas
intracelulares de los receptores B2 adrenérgicos. En contraste, el EGL-6M no
modificé las respuestas inducidas por acetilcolina, nitroprusiato de sodio o
isoprenalina sugiriendo que dicho tratamiento farmacol6gicos no modificd la
funcionalidad de los receptores muscarinicos, [ adrenérgicos o la via del 6xido

nitrico.

Por otro lado en los animales resistentes a la insulina se observé una disminucion
de las respuestas a acetilcolina (figura 22A) y un incremento en las respuestas
inducidas por isoprenalina (figura 22C). Estos resultados sugieren que: 1) la

metformina disminuye la funcion de los receptores muscarinicos asociado a la
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estimulacién de la via de oxido nitrico y mejora la funcion de los receptores 3
adrenérgicos en animales con resistencia a la insulina; y 2) el EGL-6M mejora la
funcion de los receptores 32 adrenérgicos sin modificar la funcion de los receptores
muscarinicos. Consistente con nuestros hallazgos, en las aortas se observé un
incremento en la expresion de los receptores B2 adrenérgicos después de la
administracion de metformina y del EGL-6M (figura 24).

Durante la resistencia a la insulina se ha observado una disfuncion de la
sefalizacion de los receptores 3 adrenérgicos (Mangmool et al., 2017), la cual
mejora cuando disminuye la resistencia a la insulina ; asi como cuando se encuentra
activada la via de AMPK (Pulinilkunnil et al., 2011; Xu et al., 2010). Esto quizas
podria explicar nuestros datos; sin embargo, hasta el momento no hay estudios en
donde se haya analizado el efecto directo de la metformina sobre los receptores 3

adrenérgicos.

8.1.6 Expresidn dereceptores B-adrenérgicos y activacion de enzimas AMPK,
AKT y eNOS

Con la finalidad de encontrar un posible mecanismo de accién de los tratamientos
cronicos con metformina y el EGL-6M, la expresion y activacion de algunas
proteinas fueron determinadas en algunos tejidos del sistema cardiovascular de
animales con resistencia a la insulina y tratados con: 1) vehiculo, 2) metformina y 3)
EGL-6M.

Las figuras 22-24 muestran la activacion de las enzimas AMPK, Akt y eNOS, las
cuales estan implicadas en la sintesis de 6xido nitrico a través de la activacion del
receptor de insulina o en la activacion de otras vias implicadas en la mejora de las
respuestas cardiovasculares. De la misma manera, la expresion de los receptores
B-adrenérgicos (B1y B2) fue evaluada. Los receptores f2 median relajacion en vasos
sanguineos. Ademas, la activacion de los receptores Bi1 tiene efectos inotropicos,

cronotropicos y dromotrépicos positivos en el corazon.

Péagina | 89



8.1.6.1 Efecto de la administracion cronica de metformina, EGL-6M o su
vehiculo en animales con resistencia a la insulina sobre la expresion del
receptor B2y la activacion de las enzimas AMPK, AKT y eNOS en las arterias
mesentéricas

Las complicaciones vasculares durante la diabetes y la resistencia a la insulina
pueden clasificarse como microvasculares (retinopatia o nefropatia) o
macrovasculares (enfermedad cerebrovascular, coronaria, enfermedad arterial y

enfermedad vascular periférica) (Kibel et al., 2017; Lunder et al., 2018).

En este proyecto se utilizaron las arterias mesentéricas. Estos vasos fueron elegidos
porque son vasos de calibre pequefio y son considerados vasos de resistencia
puesto que un cambio pequefio en el diametro de dichos vasos producen cambios
drasticos en la resistencia al flujo sanguineo de acuerdo con la Ley de Poiseuille y
por lo tanto tiene un impacto grande sobre la presion arterial. Ademas, estos vasos

poseen una gran cantidad de musculo liso.

Asi, en las arterias mesentéricas de los animales con resistencia a la insulina se
observé un incremento en la expresién de los receptores Bz (figura 23A). Esta
sobreexpresién podria deberse a un mecanismo compensatorio puesto que al
evaluar su funcionalidad a través de la administracion de isoprenalina (agonista -
adrenérgico), se observo que las respuestas vasodepresoras se encontraron
disminuidas (figura 20C). De esta forma, se podria sugerir que la resistencia a la

insulina pudiera estar causando un dafio en la via de sefalizacion en este tejido.

Por otro lado, este incremento sobre la expresidn de los receptores 32 fue revertido
con los tratamientos cronicos con metformina y el EGL-6M. De la misma manera se
observd que posterior a estos tratamientos las respuestas generadas por
isoprenalina se restauraron (figura 22C y 22F). Estos datos sugieren una vez mas
que el tratamiento cronico la metformina y el EGL-6M muy probablemente restauran

la expresion y funcién de los receptores Ba.

En la figura 23B se observa una disminucion en la activacién de la enzima AMPK.

La enzima AMPK ha sido identificada como un regulador de varios transportadores
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de iones de importancia en fisiologia renal. Dentro de los transportadores se
incluyen: el regulador de conductancia transmembrana de la fibrosis quistica
(CFTR), el canal de sodio epitelial (ENaC), el cotransportador Na*/K*/2CI- (NKCC)
y el cotransportador H*-ATPasa vacuolar (V-ATPasa) (Davies et al., 2014; DiNuzzo
et al., 2013; Hallows et al., 2010). Asi, es probable que la disminucién de la actividad
de esta enzima puede desarrollar complicaciones microvasculares observadas
durante la progresion de la diabetes. De la misma manera, la reduccién de la
actividad de la AMPK en el rifidn se asocia con la acumulacion renal de triglicéridos
y glucdgeno, asi como en del desarrollo de la patogénesis de la hipertrofia renal
diabética (Hallows et al.,, 2010). De manera interesante, la disminucién de la
actividad de esta enzima generada por la resistencia a la insulina fue revertida por
los tratamientos cronicos con metformina y EGL-6M. Por lo tanto, la activacién de
esta enzima podria estar involucrada con la proteccion cardiovascular observada
bajo nuestras condiciones experimentales. Ademas, nuestros datos sugieren que
es probable que el EGL-6M comparta el mismo mecanismo de acciéon de la

metformina, como previamente fue sugerido (Gutierrez-Lara et al., 2017).

Otra de las las vias de sefializacion afectadas durante la resistencia a la insulina o
la diabetes tipo 2 y que se encuentra asociada con la disfuncién vascular es la via
AKT/eNOS (Kobayashi et al., 2004). Al respecto, bajo nuestras condiciones
experimentales se observé una disminucion en la activacion de la enzima eNOS en
animales resistentes a la insulina sin modificar la activacion de la enzima AKT (figura
23C). Esta disminucion en la fosforilacion en el residuo de Serl1177 podria deberse
a una disminucion en la actividad AMPK (figura 23B), que es una cinasa capaz de
fosforilar y activar a la eNOS en este residuo de aminoacido (Huang, 2009). El
tratamiento cronico con metformina (figura 23D), pero no asi con el EGL-6M,
incrementd la activacion de la eNOS, indicando asi que el analogo no tiene efecto
sobre esta enzima. Esta mejora inducida por metformina podria deberse a una
disminucion de la resistencia a la insulina (tabla 5) o través de la activacion directa

la via AKT/eNOS, ya que se ha observado que la metformina puede mejorar las vias
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de sefalizacion PI3K/Aktl en ratas con lesion por isquemia (Ge et al., 2017;
Majithiya et al., 2006; Mather et al., 2001).

8.1.6.2 Efecto de la administracion cronica de metformina, EGL-6M o su
vehiculo en animales con resistencia a la insulina sobre la expresion del

receptor B2y la activacion de las enzimas AMPK, AKT y eNOS en la aorta

La aorta es la arteria principal que proviene directamente del ventriculo izquierdo.
Esta arteria contiene varias secciones incluyendo el cayado, la seccién toracica y
abdominal. Ademas, es el vaso sanguineo de mayo calibre del organismo. Esta
arteria da origen a todas las arterias del sistema circulatorio y su funcion principal
es la de amortiguar el pulso y la de distribuir la sangre. Debido a su gran importancia
se decidi6 analizar algunas de las vias que podrian estar implicadas en los cambios
debidos a la resistencia a la insulina observadas en las respuestas

cardiovasculares.

En la figura 24A se muestra que la resistencia a la insulina no afecto la expresion
de los receptores B2 en este tejido. Ademas, el tratamiento con metformina y
EGL-6M incrementaron la expresion de estos receptores. En congruencia con estos
datos, el tratamiento con metformina y EGL-6M incrementd las respuestas
vasodepresoras inducidas por isoprenalina en los animales con resistencia a la
insulina (figuras 22C y 22F). Las diferencias observadas en la expresion de estos
receptores en las arterias mesentéricas, en las cuales los tratamientos disminuyeron
su expresion (figura 23A) podrian deberse a su funcionalidad mas que a un cambio
en la expresion de dichos receptores.

En las arterias mesentéricas no se observaron diferencias significativas en la
fosforilacién de las enzimas AMPK, AKT y eNOS (figuras 24B-D) en animales con
resistencia a la insulina. Posiblemente, bajo nuestras condiciones no exista un dano
lo suficientemente grande como para ser observado en este tejido, puesto que
Kobayashi y col. (2004) observaron una disfuncion endotelial en aortas de ratones

con diabetes tipo 2 inducido por estreptozotocina en el cual concluyen que esta
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disfuncién es debida a los niveles altos de glucosa sanguinea y posiblemente a la
disrupcion de la sefializacion de la insulina. Ciertamente la estreptozotocina es una
agente alquilante del ADN que puede producir dafio en células pancreaticas y en

otras células.

8.1.6.3 Efecto de la administracion cronica de metformina, EGL-6M 0 su
vehiculo en animales con resistencia a la insulina sobre la expresion del

receptor B2y la activacion de las enzimas AMPK, AKT y eNOS en el corazén

Uno de los érganos mas afectados durante la diabetes es el corazon, a través de la
enfermedad coronaria, cardiopatia hipertensiva, miocardiopatia diabética vy
neuropatia autbnoma cardiaca, enfermedades de una alta morbilidad y mortalidad
que pueden coexistir en un mismo paciente. En nuestro estudio observamos la
expresion de los receptores Buz-adrenérgicos y de las enzimas AMPK, AKT y eNOS

gue pudieran estar involucradas en el desarrollo de estas enfermedades.

En animales con resistencia a la insulina no observamos cambios en la expresion
de los receptores Biz-adrenérgicos (figuras 25A y 25B). Sin embargo, no descarta
su implicacion en el desarrollo de enfermedades cardiacas, ya que se ha observado
que puede existir una desregulacion en la via de sefializacion en el miocardio de
ratas Zucker obsesas y diabéticas sin modificar la densidad de los receptores B-
adrenérgicos (Jiang et al., 2015). Asi mismo, observamos que el tratamiento crénico
con metformina y el EGL-6M disminuyen la expresion de los receptores -

adrenérgicos.

En ratas resistentes a la insulina se encontro disminuida la activacion de la enzima
AMPK (figura 25C). La activacion de esta enzima en el corazon incrementa la
oxidacion de &cidos grasos, la captacion de glucosa, asi como la glicélisis. Por lo
gue la disminucién en la actividad de esta enzima ha sido implicada en el desarrollo
de falla cardiaca (Srivastava et al., 2012). El tratamiento cronico con EGL-6M
incremento la fosforilacion de la AMPK en el corazon, esto podria sugerir que el
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EGL-6M tendria efectos protectores parecidos a los de metformina (Dziubak et al.,
2017; Kinsara et al., 2018).

Por otro lado, la activacion de la enzima Akt, medida como la relacion entre la
cantidad de la proteina fosforilada y la proteina total (Akt-p(Ser473)/Akt) se encontrd
disminuida en animales con resistencia a la insulina. Sin embargo, se observé un
incremento en la expresion de la proteina total (figura 25E). Esta sobreexpresion
podria ser un método compensatorio. Sin embargo, al no encontrar un incremento
en la cantidad de proteina fosforilada en el residuo de Ser473, podria indicar que no

hay una activacion de esta via.

8.2FASE 2

8.2.1 Efecto de la administracion crénica de 17B-estradiol sobre las variables
metabolicas

En las ratas falsamente operadas se observé un incremento en los niveles de
insulina posterior a la administracion de fructosa (tabla 9), ademas de un ligero
incremento en los valores de glucosa sin alcanzar la diferencia. Resultados similares
se observaron durante la curva de tolerancia a la glucosa (figura 26). Estos datos
en conjunto sugieren que los animales se encuentran en un estado de resistencia
la insulina como previamente ha sido sugerido por Tobey et al. (Tobey et al., 1982;
Zavaroni et al., 1980).

De manera interesante se observo un incremento en los niveles de insulina e indice
HOMA-IR en los animales control a los que se les retiraron los ovarios. Estos
hallazgos concuerda con investigaciones en donde se ha observado un incremento
en la resistencia a la insulina y en el deterioro del metabolismo de mujeres
postmenopausicas, puesto que estas ratas emularian este estado (Hwu et al., 2017;
Marchi et al., 2017). Ademas, no se observaron diferencias en los niveles de insulina
plasmatica e indice HOMA-IR entre los animales control y los tratados con fructosa

a los que se les retiraron los ovarios.

Después de la administracion crénica de estradiol por 5 semanas, no se observaron
cambios en los parametros bioquimicos determinados. Al respecto, Yamabe et al.
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(2010) encontraron un efecto benefico de la administracion de estradiol sobre la
hiperglicemia en un modelo experimental de diabetes inducida por estreptozotocina.
Aunque en principio nuestros datos difieren a los de Yamabe et al. (2010) el modelo
de resistencia a la insulina por fructosa no se encontraron elevados (tabla 8). De
hecho, esta hipétesis es reforzada durante la curva de tolerancia a la glucosa (figura
28) se observo una ligera tendencia a disminuir los valores de glucosa en los

animales tratados con estradiol.

8.2.2 Efecto de la administracion crénica de 17B-estradiol sobre variables
hemodinamicas

En la tabla 11 se observa que la resistencia a la insulina increment6 los valores
hemodindmicos evaluados, tales como la frecuencia cardiaca (FC), presion arterial
sistélica (PAS), diastdlica (PAD) y media (PAM). Esto fue observado en las ratas
falsamente operadas (sham), evidenciando asi que el modelo de fructosa induce
incrementos en los valores hemodinamicos tanto en hembras como en machos
(tabla 7). Ademas, en los animales control a los que se le removieron los ovarios se
observaron incrementos en estos valores hemodindmicos sugiriendo asi que la
perdida de las hormonas sexuales afecta las respuestas cardiovasculares, como
varios estudios han demostrado que tras la menopausia incrementa el riesgo
cardiovascular, asi como la prevalencia de hipertension (July et al., 2017; Yang et
al., 2017). Adicional a esto, los valores de PAS incrementaron ain mas en animales
resistentes a la insulina, lo que sugiere que al perder el efecto protector de las
hormonas femeninas los animales se vuelven mas susceptibles a desarrollar

enfermedades cardiovasculares.

Tras la administracion de estradiol, tanto en los animales control como en los
animales resistentes a la insulina, los valores de presidn arterial disminuyeron (tabla
12). Esto puede ser por varios mecanismos de accion se ha observado que el
estradiol puede mejorar la disfuncion endotelial a través de la via Akt/eNOS
(Ishihara et al., 2014; Satake et al., 2008) y puede disminuir el tono simpatico

(Acosta-Cota et al., 2014). De la misma manera se ha observado que la
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administracion de estradiol disminuye las respuestas contractiles inducidas por
angiotensina Il (Bendale et al., 2013).

8.2.3 Efecto de la resistencia a la insulina sobre las respuestas
cardiovasculares inducidas por la activacion del sistema nervioso simpatico
En ratas hembras falsamente operados se puede observar el efecto de la resistencia
a la insulina sobre las respuestas vasopresoras. Asi, se observo una disminucion
de las respuestas a la estimulacion simpatica, noradrenalina y UK 14,304 sin
modificar las de metoxamina (figura 29). Es posible que durante la resistencia a la
insulina, se observe una disfuncion de la neurotransmisién simpatica entre las
neuronas preganglionares y postganglionares (Rudchenko et al., 2014). Ademas,
se observaron disminuciones en las respuestas a noradrenalina y UK 14,304
(agonista a2 adrenérgico). Por lo tanto, es posible que la disminucién en las
respuestas a noradrenalina sea debido a una disminucion en la densidad o
funcionalidad de los receptores a2 adrenérgicos. Efectos similares fueron
observados las ratas ovariectomizadas pero no se encontraron diferencias cuando
se compararon con los animales control ovariectomizados. Esto nos sugirié que la
remocién de los ovarios afecta las respuestas cardiovasculares. Para observar
estas diferencias, se compararon los grupos sham vs ovariectomizados (figura 30).
De esta manera, se encontré una disminucién en las respuestas inducidas por la
estimulacién de la fibras simpaticas y las generadas por noradrenalina. Estas
modificaciones pueden deberse al incremento de los niveles de insulina tras la
remocién de los ovarios observados (tabla 9). En congruencia con nuestros
resultados, se ha observado que durante la menopausia hay diferencias regionales
en la union a los adrenoceptores (Berman et al., 1998). Se debe admitir que con los
datos obtenidos es probables que las las modificaciones se llevan acabo en la

transmision simpatica y/o en los receptores adrenérgicos.

Por otro lado en las ratas falsamente operadas el tratamiento con fructosa no
modificé las respuestas vasodepresoras generadas por la administracion de
acetilcolina, nitroprusiato de sodio e isoprenalina (figura 32). Esto podria sugerir que

las hormonas sexuales femeninas tienen un efecto protector sobre el endotelio y el

Pagina | 96



musculo liso. Ishihara et al.(2014) demostraron una mejoria en la via Akt tras la
administracion cronica de estradiol. Ademas, se ha observado que a largo plazo la
administracion de estradiol incrementa la cantidad de 6xido nitrico asi como la
expresion de eNOS (Duckles et al., 2010). Mientras que en las ratas
ovariectomizadas el tratamiento con fructosa disminuyd las respuestas generadas
por la administracion de isoprenalina. Esto también se observo en las ratas macho
(figura 20).

Al notar estas diferencias se compararon las respuestas vasodepresoras entre las
ratas falsamente operadas y las ovariectomizadas. En los animales a las que se les
removieron los ovarios sin resistencia a la insulina se observaron incrementos en
las respuestas generadas por isoprenalina (figura 33). Al respecto es posible que el
estradiol sea capaz de cambiar la densidad y/o afinidad del receptor 32 adrenérgico,

como se demostro para el receptor B3z adrenérgico en adipocitos (Wu et al., 2008).

8.2.4 Efecto de la administracién de 17B-estradiol sobre las respuestas
cardiovasculares inducidas por acetilcolina, nitroprusiato de sodio e
isoprenalina

En el grupo control la administracion de estradiol disminuyd las respuestas
generadas por la administracion i.v. de noradrenalina. Garcia-Villalén et al. (1996)
demostraron que la relacién de noradrenalina disminuye tras la administracion de
estradiol en diferentes segmentos de aortas. Por otro lado en las ratas resistentes
a la insulina la administracién de estradiol incrementd las respuestas generadas por
la estimulacién simpatica revirtiendo los efectos de la resistencia a la insulina (figura
31).

Por otro lado, la administracién crénica de estradiol modificé las respuestas
vasodrepesoras inducidas por acetilcolina en animales control hubo un decremento
mientras que en las ratas resistentes a la insulina estas respuestas aumentaron.
Esto puede deberse a varios mecanismos de accion involucrados en la estimulacion
de los receptores en las células endoteliales. White et al. (1995) observaron un

efecto relajante en arterias mediada por la apertura de los canales BKCa a través
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de la activacion de la guanilato ciclasa tras la administracion de estradiol. Otro
mecanismo que podria estar involucrado en estos cambios es la apertura de los
canales Katp. Se ha observado que la interrupcion de los canales de Katp disminuye

la proteccién mediada por estrégenos en modelo isquemia (Gao et al., 2014).

8.2.5 Activacion de la via Akt/eNOS

Existen varios reportes en los que la administracion de estradiol incrementa la
expresion y la activacion de Akt y eNOS (Ishihara et al., 2014; Satake et al., 2008;
Wu et al.,, 2017); sin embargo, bajo nuestras condiciones experimentales no
observamos cambios en la activacién de la via Akt/eNOS. Esto sugiere que las
modificaciones que observamos en las respuestas cardiovasculares son debidas a
otros mecanismos como pueden ser la expresiéon de los receptores a o f
adrenérgicos o en la implicacion de otros mecanismos que regulan la presion arterial
(ElI-Mas et al., 2004; Gao et al., 2014; He et al., 1998).
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CAPITULO 9. CONCLUSIONES

9.1FASE 1
La metformina y el analogo de metformina (EGL-6M) tienen un efecto benéfico
sobre la resistencia a la insulina, puesto que los valores de indice HOMA, asi como

los niveles de insulina en ayuno los cuales disminuyeron después del tratamiento.

La metformina y su analogo modifican las respuestas vasopresoras inducidas por la
estimulacién simpatica, lo que puede llevar a pensar que mejoran la trasmision del

tono simpatico.

Mientras que se puede observar que el tratamiento con la metformina y su analogo
disminuyen las respuestas a isoprenalina; este compuesto tiene efecto sobre los
receptores B3, lo que sugiere que existe una modificacion en estos receptores. Sin
embargo, estas respuestas incrementan después de los tratamientos con

metformina o con EGL-6M.

En vasos pequefios (arterias mesentéricas) se observan mayores cambios sobre la
expresion y activacion de proteinas involucradas con las respuestas
cardiovasculares, las cuales son restauradas después del tratamiento cronico con

metformina.

Uno de los posibles mecanismos involucrados con el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares durante la resistencia a la insulina es la interrupcion de la via se

sefalizacion de los receptores [32.

9.2 FASE 2
El estradiol pierde sus efectos benéficos sobre las respuestas cardiovasculares en

el modelo de resistencia a la insulina inducida por fructosa.

La administracion cronica de estradiol restaura la transmision simpatica pero no las
respuestas directas sobre los vasos sanguineos. En animales control, la
administracion del estradiol disminuye las respuestas vasopresoras generadas por

la administracion de noradrenalina.
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CONCLUSIONES

La administracion crénica de estradiol disminuye los valores de glucosa durante la
curva de tolerancia a la glucosa.
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CAPITULO 10. PERSPECTIVAS

Elucidar posibles mecanismos de accién del analogo (EGL-6M) sobre las
respuestas cardiovasculares, utilizando bloqueadores y antagonistas.
Corroborar las diferencias en las respuestas cardiovasculares en el modelo
de resistencia a la insulina entre machos y hembras.

Incrementar la dosis de metformina y EGL-6M y observar sus efectos.
Observar si existen diferencias en las respuestas cardiovasculares entre
machos y hembras.

Evaluar posibles modificaciones de los receptores de estradiol durante la

resistencia a la insulina.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Chemical compounds studied in this article:
Galamine triethiodide (Pub Chem CID: 6172)
UK 14,304 (Pub Chem CID: 2435)

( = ) Noradrenaline birtartrate salt (Pub Chem

Metformin has been associated with cardioprotection, vasorelaxation and normalization of endothelial function
during type 2 Diabetes Mellitus. However, few studies have analysed its effects on vascular adrenergic system.
Our study has evaluated the vasopressor responses induced by sympathetic stimulation or by i.v. bolus injections
of the agonists noradrenaline (a, ,), methoxamine (a;) and UK 14,304 (a,) in rats with fructose-induced insulin

::gi\:;:\)me hydrochloride (Pub Chem CID: resistance chronically pretreated with either metformin or EGL-6M (N-benzylbiguanide), a novel analogue of
6081) y i metformin. Rats were treated with fructose (15%) or tap water (control) during 16 weeks. Next, both groups
Metformin hydrochloride (Pub Chem CID: were treated daily during 4 weeks with: (1) vehicle; (2) metformin (50 mg/kg); or (3) EGL-6M (50 mg/kg).
14219) Blood glucose and plasma insulin were determined before and after administration of glucose during oral glucose
Keywionits tolerance test. Animals treated with fructose showed hyperinsulinemia and insulin resistance, which were de-
Metformin creased by metformin and EGL-6M. In animals treated with fructose, the vasopressor responses induced by: (1)

sympathetic stimulation were decreased; (2) noradrenaline were increased; and (3) methoxamine and UK 14,304
remained unaffected compared with control group. In control animals, metformin failed to modify the vaso-
pressor responses analysed, while EGL-6M increased the vasopressor responses to sympathetic stimulation. In
rats treated with fructose, metformin decreased vasopressor response to noradrenaline but did not modify the
sympathetic stimulation responses. EGL-6M increased the vasopressor responses to sympathetic stimulation
without modifying those to noradrenaline, methoxamine or UK 14,304. Collectively, these data suggest that
EGL-6M is capable to increase insulin sensitivity and the vasopressor sympathetic outflow in rats.

Vasopressor responses
Insulin resistance

1. Introduction and cardiovascular diseases (Sesti, 2006).

The sympathetic nervous system is also altered during insulin re-

Diabetes Mellitus is a strong risk factor to the development of car-
diovascular diseases including hypertension, myocardial infarct and
stroke (Benjamin et al., 2017). Insulin resistance is a metabolic condi-
tion in which the physiological effects of insulin are diminished. Insulin
resistance is offset by an increase in the secretion by pancreatic beta
cells (hyperinsulinemia) (Mercurio et al., 2012; Sesti, 2006) and normal
blood glucose levels. During insulin resistance and hyperinsulinemia,
insulin is not high enough to regulate the glucose metabolism. For that
reason, glucose cannot be used by peripheral tissues and hepatic glu-
coneogenesis is increased. In consequence, it causes increases in plasma
levels of glucose (Bazotte et al., 2014). Insulin resistance plays an im-
portant role in the beginning and development of several diseases such
as obesity, dyslipidemia, metabolic syndrome, type 2 diabetes mellitus

* Corresponding author.
E-mail address: dcenturi@cinvestav.mx (D. Centurién).

sistance and metabolic syndrome (Lambert et al., 2010). In streptozo-
ticin-diabetic rats, an increase of noradrenaline concentrations in
plasma and cardiomyocytes has been demonstrated (Thackeray et al.,
2013). Furthermore, Tran et al. (2014) demonstrated that activation of
a,-adrenoceptor was necessary for the development of hypertension in
fructose-induced insulin resistance.

Despite metformin is the most used antidiabetic drug and improves
cardiovascular function, the mechanisms underlying the cardiovascular
effects have received limited attention in comparison to its anti-diabetic
effect. In this respect, several studies have suggested that metformin
modifies the sympathetic nervous system: (1) metformin decreased
renal sympathetic nerve activity and blood pressure in spontaneous
hypertensive rats (Petersen and DiBona, 1996) which may imply
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Fig. 1. Chemical structures of metformin and EGL-6M.
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inhibition of ganglionic neurotransmission (Petersen et al., 1997); (2)
acute i.v. administration of metformin increased plasma concentrations
of adrenaline and noradrenaline (Peuler, 1999); (3) metformin has a
sympathomimetic action in SHR isolated tail artery (Lee and Peuler,
2001); (4) Muntzel et al. (1997) demonstrated that metformin de-
creased mean blood pressure which is sensitive to phentolamine (o 5~
adrenoceptor antagonist); and (5) metformin significantly diminished
noradrenaline-induced contraction in rat aorta (Majithiya et al., 2006).

Currently, metformin is the unique anti-hyperglycemic biguanide
available in the market for the treatment of type 2 diabetes mellitus
since phenformin and buformin were withdrawn due to high risk of
lactic acidosis. For this reason, novel biguanides better tolerated that
activate the same mechanisms of action with lesser adverse effects are
needed.

Considering the above findings, this study investigated the effect of
chronic administration of a novel analogue of metformin, N-benzylbi-
guanide (EGL-6M; Fig. 1), and metformin, on the vasopressor responses
induced by stimulation of the vasopressor sympathetic outflow or sti-
mulation of ;- and as-adrenoceptors by using several adrenergic re-
lated drugs in pithed rats with insulin resistance induced by fructose. A
preliminary account of this investigation was presented at 2016 Ex-
perimental Biology Meeting (Gutiérrez-Lara et al., 2016).

2. Material and methods
2.1. Animals

36 (200-220 g) and 12 (250-300 g) male Wistar rats were housed in
plastic cages and maintained under standardized condition (22 + 2°C,
50% humidity and 12/12-h light-dark cycle) and provided with food
and water ad libitum. All animal procedures and the protocols of the
present study were approved by our Institutional Ethics Committee
(Cicual-Cinvestav) following the regulations established by the Mexican
Official Norm for the Use and Welfare of Laboratory Animals (NOM-
062-Z00-1999), in accordance with the Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals in U.S.A. (2016).

2.2. Induction of insulin resistance and administration of vehicle, metformin
or EGL-6M

36 animals were randomly selected and divided into two groups
(Group 1 and Group 2). Group 1(n = 18) was fed with a regular diet
and filtered tap water ad libitum for 16 weeks while Group 2 (n = 18)
was fed with regular diet and fructose solution (15% w/v) during 16
weeks. Next, both groups were subdivided into three subgroups (n = 6
each) which received p.o. administration during four weeks of: (i) ve-
hicle (distilled water; 1 ml/kg-day); (ii) metformin (50 mg/kg-day) or
(iii) EGL-6M (50 mg/kg-day) (see Fig. 2B).

2.3. Biochemical measurements

Fasting blood glucose and triglycerides levels were determined at
the 16 and 20 weeks, i.e., before and after treatment with metformin,
EGL-6M or vehicle (see Fig. 2A) through glucometer (AccuCheck® and
Accutrend® Plus; Roche of Mexico). Plasma insulin levels were

measured after administration of glucose (1 g/kg, p.o.) with rat insulin
ELISA (Enzyme-linked immunosorbent Assay) kit from ALPCO (Salem,
NH, USA). Absorbance of enzymatic reaction was quantified at 450 nm.
All determinations were performed by duplicate and a standard curve
was included in each experiment as suggested by the provider.

2.4. Oral glucose tolerance test

After 16 weeks of treatment with fructose or water, animals were
fasted for 12 h. Subsequently, tail blood samples were collected at
0 min (before) and 5, 10, 15, 30, 60 min after administration of glucose
(1 g/kg, p-o.) for insulin plasma levels. Blood samples were collected at
the same time for blood glucose levels including 90, 120 and 150 min.
This procedure was repeated after treatment with vehicle, metformin or
EGL-6M (week 20) (see Fig. 2A).

2.5. Measurement of arterial blood pressure and heart rate in conscious
animals

Heart rate and arterial blood pressure were measured by a tail-cuff
method using a LE 5001 automatic blood pressure recorder (Letical,
PanlLab, Barcelona, Spain). Measurements were performed before
(week 16) and after (week 20) treatment with vehicle, metformin or
EGL-6M (see Fig. 2A).

2.6. Evdluation of the vasopressor responses in pithed rats

At the end of the pharmacological treatment with metformin, EGL-
6M or vehicle, rats were anesthetized with isoflurane (3%) and a tra-
cheostomy was performed. The central nervous system was destroyed
by inserting a stainless-steel rod in the brain through the ocular orbit
until foramen magnum and into the vertebral foramen (Villamil-
Herndndez et al., 2013). Then, the rats were ventilated artificially with
a positive pressure pump (7025 rodent ventilator, Ugo Basile, Comerio,
VA, Italy) at 56 strokes/min and a stroke volume of 20 ml/kg
(Kleinman and Radford, 1964).

After bilateral cervical vagosympathectomy, catheters were placed
in: (1) left and right femoral veins for administration of drugs or
compounds; and (2) left carotid artery. This catheter was connected to a
pressure transducer (P23 XL, Grass Technologies, Warwick, RI, U.5.A.)
to measure the arterial blood pressure and heart rate. These parameters
were recorded simultaneously using a data acquisition unit (MP150A-
CE, Biopac Systems Inc., Goleta, CA) and Acknowledge software v3.8.1
(Biopac Systems Inc., Goleta, CA). Diastolic blood pressure was de-
termined because this is the blood pressure when the left ventricle is
relaxed and thus could indirectly represent the systemic vascular re-
sistance that regulates arterial blood pressure and blood flow within
organs.

2.6.1. Stimulation of the vasopressor sympathetic outflow

After surgical intervention, the hemodynamic variables were stabi-
lized and the stainless-steel rod was replaced by an enamelled electrode
except for 1 cm long section 9 cm from the tip. The uncovered segment
was situated at the T7-Ts region of the spinal cord to allow for selective
stimulation of the sympathetic vasopressor outflow (Gillespie and Muir,
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Fig. 2. (A) Time course. (B) Experimental protocol in
pithed rats.
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Table 1

Effect of vehicle (tap water, control) or fructose 15% (16 weeks) on biochemical parameters and body weight.

Week 16
Group Glucose (mmol/1) Insulin (pUL/ml) HOMA-index Triglycerides (mg/dl) Body weight (kg)
Control 5.52 £ 0.15 7.59 = 0.89 1.77 £ 0.23 142+ 7 046 = 0.01
Fructose 4.79 £ 0.12° 17.27 = 2.66" 5.25 = L.8" 177 = 6" 0.54 = 0.02°

“ P < 0.05 vs control.

1967). Before electrical stimulation, the rats received gallamine
(25 mg/kg, i.v.) to avoid twitches induced by electrical stimulation.
30 min after surgery the hemodynamic conditions stabilized and base-
line values of diastolic pressure and heart rate were determined. Next,
the preganglionic vasopressor sympathetic outflow was stimulated with
a S88X square pulse stimulator (Grass Technologies, Warwick, RI,
U.S.A.) by applying 10 s trains of monophasic, rectangular pulses (2 ms,
60 V), at increasing frequencies of stimulation (0.03, 0.1, 0.3, 1 and
3 Hz). An SIU-V isolation unit (Grass Technologies, Warwick, RI,
U.S.A.) was used to minimize artefacts resulting from the stimuli. When
blood pressure returned to baseline levels, the next frequency was ap-
plied; this procedure was performed systematically until the stimulus-
response curve was completed (about 30 min).

2.7. Experimental protocol

The vasopressor responses induced by sympathetic stimulation (as
described above) or i.v. bolus injections of the adrenoceptor agonists:
(1) exogenous noradrenaline (endogenous ligand; 0.003, 0.01, 0.03,
0.1, 0.3, 1 and 3 pg/kg), (2) methoxamine (ay-adrenoceptor; 1, 3, 10,
30 and 100 pg/kg) and (3) UK 14,304 (az-adrenoceptor; 0.03, 0.1, 0.3,
1, 3, 10 and 30 pg/kg) were determined in all groups (Fig. 2B).

2.8. Anesthetized rats

For this protocol 12 male Wistar rats (250-300 g) were used.
Animals were anesthetized with ketamine (37.5 mg/kg) and xylazin
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Table 2

Effect of p.o. administration of vehicle (1 ml/kgday), metformin (50 mg/kg-day) or EGL-6M (50 mg/kg-day) during 4 weeks in animals treated with either tap water (group 1) or fructose

European Journal of Pharmacology 814 (2017) 313-323

15% (group 2) on blood glucese, insulin plasma, HOMA-index, triglycerides and body weight.

Glucose (mmol /1) Insulin (pUI/ml)

HOMA-index Triglycerides (mg/dl)

Vehicle 5.09 = 0.31 6.81 = 141
Metformin 5.26 = 0.19 743+ 1.00
EGL-6M 5.76 + 0.21 7.43 + 152
Vehicle 5.52 = 0.31 34.64 + 413"
Metformin 4.53 = 0,92 453 = 092"
EGL-6M 5.00 = 0.21 16.93 + 3.07"

Group 1 {Control)

163 = 0.71 1455 0.48 = 0.02

1.64 = 0.32 136 £ 4 0.47 = 0.02

194 = 0.45 131 =12 0.45 = 0.02
Group 2 (Fructose)

8.21 = 1.00° 143 £ 15 0.55 = 0.02

095 = 0.16" 164 = 13 0.57 = 0.05

381 + 1.06" 176 = 15 0.56 = 0.04

Body weight (kg)

* P < 0.05 vs control-vehicle.
" P < (.05 vs fructose-vehicle.

Table 3
Effect of fructose 15% (16 weeks) on hemodynamic variables. Heart rate (HR), systolic
blood pressure (SBP), diastolic blood pressure (DBP) and mean blood pressure (MBP).

Estado de Morelos (Gutierrez-Lara, 2014) (Fig. 1).

All compounds were dissolved in saline solution except for UK
14,304, which was dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSQ) 10%. This
vehicle had no significant effect on hemodynamic variables (data not

Week 16
shown).
Group HR (BPM) SBP (mmHg) DBP (mmHg) MBP (mmHg)
Control 418+ 10 113+2 86+ 3 95 + 2 2.10. Statistical analysis
Fructose 431+ 8 134 + 3° 109 =2 117 = 2°

* P < 0.05 vs control.

Table 4

Effect of p.o. administration of vehicle (1 ml/kg-day), metformin (50 mg/kgday) or EGL-
6M (50 mg/kg-day) during 4 weeks in animals treated with either tap water (group 1) or
fructose 15% (16 weeks; group 2) on hemodynamic variables.

All results are presented as mean + S.E.M. The maximum change in
diastolic blood pressure generated by sympathetic stimulation or by i.v.
bolus injections of the adrenoceptor agonists were determined.
Statistical significance was calculated using Tukey s test, once two-way
repeated measures analysis of variance (randomized block design) had
revealed that the samples represent different populations (Steel and
Torrie, 1980). Moreover, the area under the curve (AUC) was calculated

Week 20 by using the trapezoid rule and the comparison was evaluated with a
HR (EEM) SBP (mmHg) DBP (mmg) MBP (mmbg) student’s t-test (two-tailed). Statistical significance was accepted at
P < 0.05 (two-tailed).
Group 1 (Control)
Vehicle 438 = 10 108 3 74%3 83 =3
Metformin 447 = 10 116 + 2° 90 = 3° 97 =2 3. Results
EGL-6M 401 = 13° 124 £ 5° 84 = 4° 97 = 4
Group 2 (Fructose) 3.1. Metabolic and hemodynamic characteristics
Vehicle 382 = 12 130 =7 108 =5 115+ 6
Metformin 394 = 22 145 =9 118 = 6 127 £ 7 . . .
EGL-GM 405+ 14 147 + 5 121 + 5 120 = 5 As shown in Table 1, treatment with fructose 15% during 16 weeks

* P < 0.05 vs group 1 + vehicle.
b P < 0.05 vs group 2 + vehicle.

(5 mg/kg). The state of anaesthesia was monitored regularly by eval-
uating withdrawal response to a noxious stimulus (tail pinch). The
trachea was cannulated to ventilated artificially with a positive pressure
pump at 56 strokes/min and a stroke volume of 20 ml/kg (Kleinman
and Radford, 1964). Two catheters were placed in: 1) carotid artery to
measured blood pressure and cardiac frequency and 2) femoral vein for
drug or compounds administration. Next, the cardiovascular responses
induced by i.v. bolus injections of metformin and EGL-6M (1, 3, 10, 30,
100 and 300 mg/kg) were evaluated.

2.9. Drugs or compounds

In addition to the anaesthetics isoflurane (Fluriso ™, Vet One®,
Boise, ID, USA), ketamine (Anesket ®, PiSA®, Hgo., Mexico) and xylazin
(Procin®, PiSA®, Hgo., Mexico) the following compounds were used in
this study: gallamine triethiodide, ( * )-noradrenaline bitartrate,
methoxamine hydrochloride, 5-Bromo-N-(2-imidazolin-2-yl)—6-qui-
noxalinamine (UK 14,304), 1,1-dimethylbiguanide hydrochloride
(metformin) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, U.S.A.), crystalline
fructose (KRYSTAR®, Tate and Lyle). N-benzylbiguanide (EGL-6M) was
synthesized and chemically characterized at the Laboratory of
Medicinal Chemistry, Facultad de Farmacia, Universidad Auténoma del

significantly decreased blood glucose levels, compared with its corre-
sponding control (group 1). In marked contrast, treatment with fructose
significantly increased plasma insulin levels, HOMA-index, blood tri-
glycerides and body weight.

In addition, Table 2 shows the effect of p.o. daily administration of
vehicle, metformin or EGL-6M during 4 weeks on biochemical para-
meters and body weight in groups 1 (control) and 2 (fructose). In group
1, administration of vehicle (1 ml/kg-day), metformin (50 mg/kg-day)
or EGL-6 M (50 mg/kg-day) during 4 weeks produced no effect on the
parameters evaluated. In marked contrast, in animals treated with
fructose, (group 2), metformin or EGL-6M significantly reduced plasma
insulin plasma concentrations and HOMA-index, without significant
changes in blood glucose and body weight, when compared with the
corresponding subgroup treated with vehicle.

Table 3 shows the effect of fructose or its vehicle (tap water) on
heart rate and systolic, diastolic and mean blood pressure, after 16
weeks of treatment with either tap water (control) or fructose. Inter-
estingly, treatment with fructose significantly increased systolic, dia-
stolic and mean blood pressure compared with the control group but
had no effect on heart rate (Wolfensohn and Lloyd, 2013).

Lastly, Table 4 shows the effect of administration of vehicle, met-
formin or EGL-6M on heart rate and arterial blood pressure in both
groups. In group 1 (control), administration of metformin significantly
increased systolic, diastolic and mean arterial blood pressure. However,
the treatment with EGL-6M produced an increase in these parameters
but decreased heart rate values compared with its respective vehicle. In
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Fig. 3. Area under the curve (AUC) of blood glucose and plasma insulin values obtained during oral glucose tolerance test (A) before (week 16) and (B) after (week 20) of p.o.
administration of vehicle (1 ml/kg-day), metformin (50 mg/kg-day) or EGL-6M (50 mg/kg-day). * P < 0.05 vs control, ® p < 0.05 vs fructose-vehicle.

group 2, treatment with EGL-6M significantly increased systolic arterial
pressure without significant changes in the other variables measured
when compared with the respective vehicle.

3.2. Blood glucose and plasma insulin during oral glucose tolerance test

After 16 weeks of treatment with either fructose (group 2) or tap
water (group 1), blood glucose and plasma insulin were determined
during oral glucose tolerance test in both groups. Area under the curve
of time course are shown in Fig. 3. Blood glucose levels were similar
during oral glucose tolerance test in both groups. Nonetheless, insulin
plasma levels were significantly higher in the group 2 (fructose) when
compared to the group 1 (control) (Fig. 3A).

In the control group (that received tap water), p.o. administration of
vehicle, metformin or EGL-6M during 4 weeks produced no effect on
blood glucose and plasma insulin levels during oral glucose tolerance
test. Meanwhile, in the group 2 (fructose), metformin and EGL-6M
significantly decreased plasma insulin levels and blood glucose, when
compared with the subgroup treated with the corresponding vehicle
(fructose + vehicle) (Fig. 3B).

3.3. Effect of fructose on the vasopressor responses induced by sympathetic
stimulation or i.v. injections of several a-adrenoceptor agonists

As shown in Fig. 4, electrical stimulation of the vasopressor sym-
pathetic outflow or i.v. bolus injection of noradrenaline, methoxamine
and UK 14,304 produced frequency or dose-dependent increases in

diastolic blood pressure in both groups 1 (control) and 2 (fructose).
Interestingly, the vasopressor responses to sympathetic stimulation
were significantly smaller in the group treated with fructose than the
control group, specifically at the frequency of 3Hz (F (4, = 28,
P < 0.001; Fig. 4A). On the other hand, the vasopressor responses to
noradrenaline were significantly increased in the fructose group com-
pared with control group, at the doses of 0.1, 0.3 and 3 pg/kg (F 14y =
28, P < 0.05). In addition, these vasopressor responses were accom-
panied with dose-dependent increases in heart rate, at the doses of
noradrenaline tested (0.003-3 pg/kg), in control animals (-1.3 = 1.3,
1.3 =16, 4.0*05, 8.7 £2.5, 20.0 +52, 59.8 £5.5, 805+ 7.8
beats/min) or in fructose (-0.7 =3.2, 4.9 +5.4, 155 = 3.8,
31.7 + 8.6, 54.9 = 9.3*, 92.8 + 9.4*, 113.7 + 11.3* beats/min; *,
P < 0.05 vs. control animals). Interestingly, the tachycardic responses
were significantly enhanced (F;, 4, = 8.7, P = 0.03) in animals treated
with fructose, compared with the animals treated with tap water. The
vasopressor responses to methoxamine and UK 14,304 were not sig-
nificantly modified by the treatment with fructose.

3.4. Effect of metformin or EGL-6M on the vasopressor responses induced
by sympathetic stimulation or i.v. injections of several a-adrenoceptor
agonists in control animals (tap water)

Fig. 5 shows the vasopressor responses in control group after four
weeks of treatment with of vehicle, metformin or EGL-6M. In control
animals, metformin did not modify the vasopressor responses induced
by sympathetic stimulaton, noradrenaline, methoxamine or UK
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Fig. 4. Effect of fructose 15% (16 weeks) on vasopressor responses induced by sympathetic stimulation (0.03-3 Hz) or L.v. bolus injections of noradrenaline (0.003-3 pg/kg), meth-

oxamine (1-100 pg/kg) or UK 14,304 (0.03-30 pg/kg). * P < 0.05 vs control.

14,304. Meanwhile, treatment with EGL-6M significantly increased the
responses induced by sympathetic stimulation at the frequencies of
0.3-3Hz (F 14y = 49, P < 0.001) and significantly decreased the va-
sopressor responses generated by UK 14,304 at 3-30 pg/kg (F 1.4y = 9,
P < 0.023). The vasopressor responses induced by methoxamine (F ; 4
= 0.06, P = 0.8) and noradrenaline (F (; 4, = 1.221, P = 0.3) were not
significantly modified.

3.5. Effect of metformin or EGL-6M on the vasopressor responses induced
by sympathetic stimulation or iv. injections of several a-adrenoceptor
agonists in animals treated with fructose

The vasopressor responses in the group 2 treated with fructose are
shown in Fig. 6. Treatment with metformin significantly decreased the
vasopressor responses induced by noradrenaline at the doses of
0.3-3 pug/kg (F (1,4 = 43, P = 0.001), as well as the vasopressor re-
sponse generated by 100 ug/kg methoxamine (F (; 4y = 3, P = 0.045).
In contrast, metformin did not significantly modify the vasopressor
responses to sympathetic stimulation (F (; 5 = 28, P = 1.00) or UK
14,304 (F (14, = 3.58, P = 0.99).

In addition, chronic treatment with EGL-6M in animals treated with
fructose significantly increased the vasopressor responses induced by
sympathetic stimulation at the frequencies of 1 and 3 Hz (Fig. 6E), (F
4 = 28, P = 0.02) and significantly decreased the vasopressor re-
sponses to methoxamine only at the highest dose (100 pg/kg) (Fig. 6G),
(F (1,49 = 2.68, P < 0.001). Further, the vasopressor responses to nor-
adrenaline (F (1.4 = 8.72, P = 0.99) and UK 14,304 (F (,,4) = 3.58, P
= 1.00) remained unchanged (Fig. 6F and H). All these changes can be
represented as AUC in Fig. 7.

3.6. Effect of metformin or EGL-6M on blood pressure and heart rate in
anaesthetized rats

In anaesthetized rats, metformin (Fig. 8A) produced non-dose-de-
pendent vasopressor responses at 1-300 mg/kg (—11.55 + 4.02,
—0.47 +1.88, —14.76 + 2.94, —14.49 + 1.97, —11.48 + 2.29 and
—13.57 + 2.22). In contrast, EGL-6M (Fig. 8B) produced a biphasic

response. Firstly, EGL-6M produced non-dependent vasodepressor re-
sponses (—12.91 + 399, —-17.72 + 6.09, —18.69 + 4.72,
—21.96 + 3.98, —30.01 = 4.02 and —25.45 + 4.78) and secondly a
dose-dependent vasopressor response (9.36 +2.16, 8.48 +1.89,
14.02 + 4.71, 22.34 + 4.80, 34.15 + 5.71 and 39.19 = 5.56).

4. Discussion

One of the main regulators of the cardiovascular system is the
sympathetic nervous system. Thus, our study has analysed the effect of
chronic administration of metformin and its analogue, N-benzylbigua-
nide (EGL-6M) on the cardiovascular responses induced by the adre-
nergic system stimulation in rats with fructose-induced insulin re-
sistance.

4.1. Effect of metformin and EGL-6M on metabolic variables

During insulin resistance, hyperinsulinemia is observed as a com-
pensatory mechanism (Sesti, 2006). In congruence with the above,
under our conditions, high plasma insulin levels and high HOMA-index
values were seen in animals treated with fructose compared with con-
trol animals. In contrast, in fasting rats, blood glucose levels were
slightly decreased compared with control group (Table 1). However,
during tolerance glucose curve no changes were observed in both
control and fructose-treated rats. Plasma insulin levels were sig-
nificantly higher in rats treated with fructose (Fig. 3) than in control
rats. These results suggest that in animals treated with fructose, hy-
perinsulinemia and insulin resistance were observed without alteration
in blood glucose probably due to pancreatic cells are able to secrete
enough insulin to avoid hyperglycemia, as previously demonstrated
(Motta et al., 2017; Ostenson, 2001; Sommese et al., 2016; Yin et al.,
2013). Interestingly, in animals treated with fructose and vehicle of
metformin during 4 weeks, plasma insulin levels, as well as HOMA-
index values, significantly increased compared with control animals,
which suggest that under our experimental condition the time-depen-
dent progression of insulin resistance can be observed (Table 2). In
group 1, vehicle, metformin or EGL-6M did not modify glucose and
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Fig. 5. Vasopressor response induced by sympathetic stimulation or i.v. bolus injections of noradrenaline, methoxamine or UK 14,304 in control groups (tap water) after p.o. admin-
istration of vehicle (1 ml/kg-day), metformin (50 mg/kg-day) or EGL-6M (50 mg/kgday). * P < 0.05 vs vehicle.

insulin levels during oral glucose tolerance test (Fig. 3) or basal values
(Table 2). These results are consistent with data published since met-
formin did not decrease blood glucose levels during euglycaemia in
human beings (Wiernsperger and Bailey, 1999). Similarly, EGL-6M
produced no effect probably because this compound is an analogue of
metformin and still own the anti-hyperglycemic property of metformin.
In marked contrast, in the group 2 (treated with fructose), treatment
with metformin and EGL-6M significantly diminished blood glucose
and insulin plasmatic levels during oral glucose tolerance test compared
to fructose-vehicle subgroup (Fig. 3). These results can be interpreted in
terms that metformin and EGL-6M augmented uptake of glucose and
decreased insulin resistance since insulin secretion was less during the
test.

4.2. Hemodynamic changes produced by the pharmacological treatments

Interestingly, treatment with fructose significantly increased some

hemodynamic values (Table 3) including blood pressure. In this regard,
an association between hypertension and insulin resistance has been
observed trough several mechanisms including endothelial dysfunction
and sympathetic dysfunction (Schalkwijk and Stehouwer, 2005;
Thackeray et al., 2011).

In control animals, metformin and EGL-6M significantly increased
blood pressure values (Table 4). Although in principle these results may
suggest a deleterious effect, it should be considered that these values
are still in the physiological order for adult rats (systolic blood pressure:
84-134 mmHg; diastolic blood pressure: 60 mmHg) (Wolfensohn and
Lloyd, 2013). On the other hand, in animals treated with fructose,
metformin and EGL-6M did not significantly modify arterial blood
pressure values compared with their respective vehicle. In this respect,
several studies have demonstrated the ability of metformin to restore
endothelial function (Sena et al., 2011). Although we have no clear-cut
explanation of these findings, during the genesis and progression of
hypertension, several mechanisms are involved (for example, activation
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of sympathetic outflow, the renin-angiotensin system, overactivation of
PKC in smooth muscle, among others) and possibly metformin and EGL-
6M might not have been completely reversed these alterations.

4.3. Effect of metformin or EGL-6M on the vasopressor responses induced
by stimulation of the adrenergic system

Our study analysed the effect of metformin and EGL-6M on vaso-
pressor responses induced by sympathetic stimulation or i.v. adminis-
tration of agonists noradrenaline (endogenous ligand), methoxamine
(oy-adrenoceptors) and UK 14,304 (agz-adrenoceptors). Admittedly, the
vasopressor sympathetic outflow was measured indirectly by measuring
vasopressor resppnses induced by preganglionic fibres, while the ad-
ministration of the agonists directly stimulated ay- and/or az-adreno-
ceptors mainly located in vascular smooth muscle.

When evaluating cardiovascular responses, a decrease of the vaso-
pressor responses to sympathetic stimulation (Fig. 4A) was observed in
insulin resistance animals compared to the control group. This suggests
that during insulin resistance neurotransmission could be diminished.
Several studies have observed that during metabolic syndrome there is
an increase in the sympathetic tone activity (Limberg et al., 2012;
Mancia et al., 2007; Masuo et al., 1997). Furthermore, it is possible that
during insulin resistance, a dysfunction of sympathetic neurotransmis-
sion between preganglionic and postganglionic neurons (Rudchenko
et al., 2014) could be observed due to a dysfunction of ganglionic ni-
cotinic receptors (Campanucci et al., 2010). On the other hand, an in-
crease of vasopressor responses generated by exogenous administration
of noradrenaline was observed. Nevertheless, because no differences
were found in the responses generated by administration of the agonists
a, (methoxamine) and a, (UK 14,304), we concluded that this effect is
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probably due to a significant enhancement of the cardiac output be-
cause of an increase in the tachycardic responses to noradrenaline in
rats with fructose (see results). Thackeray et al. (2011) demonstrated
that noradrenaline concentration in plasma and heart was elevated in
streptozotocin-induced diabetes, which is congruent with our results.

In control animals, treatment with metformin did not produce
changes in the vasopressor responses induced by sympathetic stimula-
tion or by i.v. bolus injections of different agonists (Fig. 5). In contrast,
in conscious animals, metformin increased mean, diastolic and systolic
blood pressure when compared with vehicle (Table 4). We should admit
that we do not have an irrefutable explanation of these findings because
several studies have demonstrated anti-hypertensive effects of met-
formin (Forouzandeh et al., 2014; Petersen and DiBona, 1996). How-
ever, it has been observed that activation of AMPK by metformin in
kidneys triggers a rise of blood pressure by retention of water (Klein
et al., 2016) while AMPK deletion causes salt and water wasting (Lazo-
Fernandez et al., 2017). In any case, these values of blood pressure are
still in the normal rank (Wolfensohn and Lloyd, 2013). Furthermore, in
animals treated with EGL-6M, an increase in the responses induced by
sympathetic stimulation (0.3-3 Hz), as well as a decreased in the re-
sponses generated by UK 14,304 (a. agonist selective) was observed.
These results suggest that EGL-6M enhances by itself sympathetic
transmission probably by decreasing density and/or functionality of
prejunctional oy-adrenoceptors that inhibit the release of neuro-
transmitters (Villamil-Hernandez et al., 2013) or postjunctional ap-
adrenoceptors in vascular smooth muscle cells.

On the other hand, in fructose-treated rats, chronic administration

of metformin decreased the vasopressor responses induced by i.v. in-
jections of noradrenaline, and in the last dose of methoxamine (100 pg/
kg) without modifying the vasopressor responses elicited by sympa-
thetic stimulation or i.v. injections of UK 14,304 (Fig. 6). These results
suggest that metformin did not modify the neurotransmission in sym-
pathetic tone, but could modify the expression of a,-adrenoceptors, as
responses to noradrenaline and methoxamine were decreased. Con-
sistent with our findings, Majithiya and Balaraman (2006) observed in
isolated aortas from streptozotocin-induced diabetic rats that adminis-
tration of high concentrations of metformin (1-10 mM) decreased the
responses generated by noradrenaline. Lastly, EGL-6M increased the
vasopressor responses generated by sympathetic stimulation at high
frequencies (1 and 3 Hz) in insulin resistance animals (Fig. 6A) and in
control animals (Fig. 5A). These results suggest that in fructose-induced
insulin resistance, EGL-6M increased sympathetic neurotransmission by
itself. This effect could be probably due to: (1) a decrease of density
and/or functionality of prejunctional as-adrenoceptors that inhibits
noradrenaline release; (2) increase of the sympathetic preganglionic
neurotransmission; or (3) an indirect sympathomimetic action of EGL-
6M, as previously suggested with metformin (Lee and Peuler, 2001).
Consistent with this view, previous findings have reported a dysfunc-
tion of presynaptic signal transmission that inhibits the neuro-
transmission with the postsynaptic neuron in streptozocin-diabetic rats;
in consequence, a diminished release of noradrenaline was suggested
(Mundinger et al., 2015). Admittedly, the vasopressor responses in-
duced by UK 14,304 were not modified in fructose-treated rats
(Fig. 6H), which may suggest that functionality of as-adrenoceptors
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may not have changed with EGL-6M. However, it should be kept in
mind that sympathetic neurotransmission includes preganglionic and
postganglionic fibres that EGL-6M may have enhanced.

4.4. Effect of administration of metformin and EGL-6M in anesthetized rats

In pithed rats, we found that pretreatment with EGL-6M increased
vasopressor responses generated by sympathetic stimulation
(Figs. 5-7), while pretreatment with metformin did not lead any
change. Considering these results, we evaluated the effect of these
compounds in an experimental model where the central nervous system
is preserved, such as anesthetized rats (Fig. 8).

Interestingly, i.v. bolus administration of metformin induced non-
dose-dependent vasodepressor responses. These results were consistent
with the study of Petersen and DiBona (1996) in SHR, in which met-
formin produced hypotension and sympatho-inhibition. In contrast, the
administration of EGL-6M induced a biphasic cardiovascular response,
i.e. vasodepressor and then vasopressor responses. These results in-
dicate that EGL-6M could activate several mechanisms, in addition to
those that are activated by metformin. The investigation of these me-
chanisms falls beyond the scope of the present study.

5. Conclusions

These results demonstrate that in fructose-treated rats: (1) insulin
resistance decreased the vasopressor responses inhibiting sympathetic
tone probably as a compensation mechanism by increasing density and/
or functionality of cardiovascular a- or f-adrenoceptors; (2) metformin
decreased responses to noradrenaline; and (3) EGL-6M increased the

vasopressor responses to sympathetic stimulation probably due to an
increase in the sympathetic neurotransmission. To the best of our
knowledge, this is the first study demonstrating the cardiovascular ef-
fects of metformin and its analogue, EGL-6M, on sympathetic neuro-
transmission in pithed rats with fructose-induced insulin resistance.
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