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ABSTRACT 

ABSTRACT 

This project evaluated the effect of chronic administration of metformin, EGL-6M (a 

metformin analog) and 17β-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 α-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 

RESUMEN 

Este proyecto evaluó el efecto de la administración crónica de metformina, de     

EGL-6M (un análogo de metformina) y 17β-estradiol sobre las respuestas 

cardiovasculares en animales resistentes a la insulina.  

Las respuestas cardiovasculares fueron evaluadas utilizando herramientas 

farmacológicas para la inducción de respuestas vasopresoras; como la estimulación 

de las fibras simpáticas preganglionares que inervan los vasos sanguíneos; como 

por medio de la administración de agonistas α-adrenérgicos. Así mismo se 

evaluaron respuestas vasodepresoras inducidas por la estimulación 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 

metabólico de los animales y la activación de algunas vías celulares asociadas a la 

disfunción vascular durante la resistencia a la insulina.  

Se observó una disminución de la transmisión simpática durante la resistencia a la 

insulina tanto en animales machos como en hembras, la cual mejoró tras la 

administración del análogo pero no así por la administración de metformina o de 

estradiol. De la misma manera observamos una disminución en la activación de la 

vía AMPK la cual mejoró tras la administración de metformina y su análogo en 

arterias mesentéricas.  

En las ratas hembras pudimos observar que la ovariectomía afecta las respuestas 

cardiovasculares y el perfil metabólico de los animales y que esta afectación no es 

posible distinguirla en animales resistentes a la insulina. Además, en animales 

resistentes a la insulina el estradiol perdió sus efectos benéficos sobre el sistema 

cardiovascular.  
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CAPITULO 1. INTRODUCCIÓN  

Las principales causas de mortalidad en el mundo son la cardiopatía 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 últimos 15 años 

En el mismo sentido la diabetes alcanzó los 1.6 millones de defunciones en este 

año (OMS, 2017). En México, las enfermedades cardiovasculares, la diabetes y el 

cáncer son las tres principales causas de muerte (INEGI, 2017). Se ha observado 

una relación entre las enfermedades cardiovasculares y la diabetes. Puesto que un 

paciente diabético tiene 2 a 4 veces más riesgo de padecer un derrame cerebral 

que 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 asociación entre la diabetes y las enfermedades 

cardiovasculares han sido sugeridos incluyendo la disfunción endotelial (Schalkwijk 

et al., 2005). Al inicio de la diabetes se observan algunas características que pueden 

modificar directamente las vías de señalización así como la función vascular; estas 

son baja respuesta a la señalización de la insulina, acumulación e inflamación del 

tejido adiposo (ectópico), e hiperglucemia. Estos factores impiden la vasodilatación 

estimulada por insulina, incrementan el efecto de algunas adipocinas y se observan 

productos de glicación de proteínas principalmente en células endoteliales (Eringa 

et al., 2013). En estados fisiológicos las células endoteliales regulan el tono vascular 

liberando compuestos que promueven la contracción y la relajación. Sin embargo, 

durante la diabetes se observa una disminución en la respuesta a compuestos 

vasorelajantes, (Matsumoto et al., 2004), una reducción de la concentración de 

óxido nítrico y un incremento de sustancias contráctiles como endotelinas y 

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 más la 

fisiopatología de estas enfermedades.  
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CAPITULO 2. ANTECEDENTES 

La insulina es una hormona secretada por las células β del páncreas que se encarga 

de la regulación del metabolismo de la glucosa y de los lípidos, promueve la 

captación de glucosa por el músculo y el tejido adiposo, y suprime la producción de 

ésta en el hígado mediante la inhibición de la gluconeogénesis y de la glucogenólisis 

(Reaven, 1993); además, regula el metabolismo de los lípidos incrementando la 

síntesis de ácidos grasos por esterificación de los ácidos grasos libres y suprimiendo 

la lipólisis (Sesti, 2006) (figura 1).  

 

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

 

2.1 Resistencia a la insulina  

La resistencia a la insulina es normalmente definida como un estado metabólico en 

el que los efectos fisiológicos de la insulina sobre sus tejidos blanco se encuentran 

disminuidos. La resistencia a la insulina se compensa con un aumento en la 

secreción por parte de la célula β del páncreas, 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 función y debido a esto, la 

utilización periférica de glucosa se ve disminuida, provocando un aumento en la 
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producción de glucosa hepática y un aumento de los valores plasmáticos de glucosa 

(Bazotte et al., 2014). 

Uno de los principales mecanismos fisiopatológicos observado en la diabetes 

mellitus tipo 2 (DM2) es la resistencia a la insulina. La resistencia a la insulina no 

solo desempeña un papel importante en la DM2 sino que también se considera 

como un defecto etiológico que da origen a varias alteraciones metabólicas, tales 

como: dislipidemias, en donde se observan que las concentraciones de triglicéridos 

están elevadas; así como, concentraciones bajas de colesterol unido a lipoproteínas 

de alta densidad (figura 2) (Mlinar et al., 2007). 

 

Figura 2. Relación 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 mayoría de los pacientes con obesidad cursan con algún 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-α) e interleucina 6 (IL-6). El TNF-α aumenta la lipólisis en el adipocito, 

aumentando las concentraciones de ácidos grasos libres no esterificados (NEFA 
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por sus siglas en inglés) y con ello afectando directamente la señalización de 

insulina (Johnson et al., 2013). El aumento de los ácidos 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, hipertensión y dislipidemias), propuso la 

existencia de una entidad patológica que denomino “Síndrome X” o “Síndrome de 

resistencia a la insulina”, debido a que considera a la resistencia a la insulina como 

la base fisiopatológica común entre todos estos factores. En la actualidad se le 

denomina síndrome metabólico (Reaven, 1993).  

El método más utilizado para el diagnóstico de la resistencia a la insulina es el índice 

HOMA (Homeostasis Model Assessment), el cual se deriva de la interacción entre 

la función de la célula β y la sensibilidad a la insulina en un modelo matemático 

donde se utilizan las concentraciones de glucosa e insulina en ayuno (Tang et al., 

2015). El modelo se calibra con una función celular β de 100% y una resistencia a 

la insulina normal de 1 de acuerdo con la siguiente fórmula: 

𝐇𝐎𝐌𝐀 =  
𝐈𝐧𝐬𝐮𝐥𝐢𝐧𝐚 (

𝛍𝐔𝐈
𝐦𝐋 ) ∗ 𝐆𝐥𝐮𝐜𝐨𝐬𝐚 (

𝐦𝐦𝐨𝐥
𝐋 )

𝟐𝟐. 𝟓 
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2.2 Enfermedades y estadios fisiológicos relacionados con la resistencia a 

la insulina  

2.2.1 Síndrome metabólico  

El termino síndrome metabólico se refiere a un conjunto de desórdenes metabólicos 

asociados a la resistencia a la insulina. Dentro de estos desordenes se encuentran 

diabetes, obesidad abdominal, niveles sanguíneos de colesterol alto así como 

presión sanguínea alta (Alberti et al., 2006). Se estima que el 20-25 % de la 

población adulta del mundo padecen este síndrome. El diagnostico de este 

síndrome según la Federación 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, presión sanguínea 

elevada y niveles elevados de glucosa en plasma en ayuno, (ver Tabla 1). 

Tabla 1. Criterios de diagnóstico de síndrome metabólico de acuerdo con Federación 
Internacional de Diabetes. 

Obesidad central IMC>30 Kg/m2+ dos de los siguientes cuatro factores 

Niveles elevados de 
triglicéridos  

≥150 mg/dL (1.7mmol) o estar recibiendo 
tratamiento previo para esta enfermedad 
lipidica  

Niveles bajos de colesterol 
HDL  

<40 mg/dL (1.03 mmol/L) en hombres  
<50 mg/dL (1.29 mmol/L) en mujeres  
o estar recibiendo tratamiento previo para esta 
enfermedad lípidica  

Presión sanguínea alta  Presión sistólica ≥ 130 o presión diastólica ≥85 
mmHg o estar recibiendo tratamiento previo 
para la hipertensión  

Niveles plasmáticos altos de 
glucosa en ayuno 

Glucosa plasmática en ayuno ≥ 100 mg/dL 
(5.6 mmol/L) o diagnóstico previo de diabetes 
tipo 2 

 

Varios estudios han mostrado que personas con síndrome metabólico tiene más 

probabilidades de generar enfermedad cardiovascular ateroesclerótica, 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 algún 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 Organización Mundial de la Salud (OMS) define a la diabetes como un desorden 

metabólico de múltiple etiología caracterizado por hiperglucemia crónica con 

desordenes en el metabolismo de carbohidratos, lípidos y proteínas como resultado 

de los defectos en la secreción de insulina, en su acción o en ambas. La DM2 

actualmente ha comenzado a ser considerada como una pandemia. Es una 

enfermedad compleja que incluye varias anormalidades metabólicas; elevada 

producción de glucosa por el hígado, secreción deficiente de insulina por el 

páncreas y una pobre respuesta del organismo hacia la insulina. Es una enfermedad 

progresiva que a medida que trascurren los años su control metabólico va 

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

El principal mecanismo fisiopatológico observado en la DM2 es la resistencia a la 

insulina; la cual se define como una condición metabólica en la que los efectos 

tisulares de la insulina están disminuidos (Ostenson, 2001; Scheen, 2003). La 

resistencia a la insulina se compensa con un aumento en su secreción por parte de 

la célula, de lo cual resulta la hiperinsulinemia. Debido a la falta de acción de la 

insulina, la utilización periférica de glucosa se ve disminuida, provocando un 

aumento en la producción de glucosa hepática con lo que los valores plasmáticos 

incrementan (Sesti, 2006).  

2.2.3 Diabetes y enfermedades cardiovasculares 

Durante mucho tiempo se ha observado una asociación entre la diabetes y las 

enfermedades vasculares (Paneni et al., 2013). Varios mecanismos de asociación 

han sido sugeridos incluyendo la disfunción endotelial (Schalkwijk et al., 2005). Al 

inicio de la diabetes se observan algunas características que pueden modificar 

directamente la señalización así como la función vascular; estas son baja respuesta 
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a la señalización de la insulina, acumulación e inflamación del tejido adiposo 

(ectópico), e hiperglucemia. Estos factores impiden la vasodilatación estimulada por 

insulina, incrementan el efecto de algunas adipocinas, se observan productos de 

glicación de proteínas principalmente en células endoteliales (Eringa et al., 2013).  

El óxido nítrico (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 óxido nítrico 

sintasas (NOS) (Huang, 2009). Existen tres isoformas identificadas: (1) la óxido 

nítrico sintasa neuronal (nNOS), la óxido nítrico sintasa inducible (iNOS) y la óxido 

nítrico sintasa endotelial (eNOS). Uno de los mecanismos de regulación de la 

actividad de la eNOS es a través de la fosforilación de esta enzima. La fosforilación 

en los residuos de Ser617, Ser635 y Ser1177 da como resultado la activación de la 

eNOS mientras que la fosforilación en residuos de Ser116 y Thr497 reduce su 

actividad (Huang, 2009). Se ha observado que durante la DM2, la cual está 

caracterizada por resistencia a la insulina, hay modificaciones en algunas vías de 

señalización (PI3K/Akt) que afectan la fosforilación de la eNOS principalmente del 

residuo de Ser1177 (Ewart et al., 2011; Taguchi et al., 2011).  

La vía fosfatidilinositol-3-cinasa/ Protein cinasa B (PI3K/Akt) (figura 3) es uno de los 

principales mecanismos para la fosforilación de la eNOS (Huang, 2009). La cascada 

de señalización se inicia cuando la insulina interacciona con su receptor, esta unión 

lleva a la activación 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 activación 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 proteína cinasa D 

(PKD). Cuando Akt se encuentra activa, es capaz de fosforilar residuos de Ser o Thr 

de sus proteínas diana, en este caso el residuo de Ser1177 de la eNOS, provocando 

un incremento en la concentración de óxido nítrico (Eringa et al., 2013; Kobayashi 

et al., 2004).  
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Figura 3. Activación de la vía de señalización PI3K/Akt por insulina en el endotelio. 

 

2.2.4. Efectos de cardiovasculares de la metformina 

La metformina es uno de los fármacos más utilizados en el tratamiento de la 

diabetes tipo 2. Su mecanismo de acción es a través de la activación de la cinasa 

activada por AMP (AMPK). La activación de AMPK por metformina se da de manera 

indirecta por inhibición del complejo I 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 Ser1177 y con ello activarla, dando como resultado final 
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un aumento en la síntesis de óxido nítrico (Morrow et al., 2003). Varios estudios han 

demostrado la capacidad de metformina para restaurar la función endotelial. Sin 

embargo, el mecanismo por el cual metformina mejora la función 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 óxido nítrico sino que 

también tiene la capacidad de inhibir la producción de radicales libres de oxígeno 

(especies reactivas de oxígeno; 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 disminuyó los niveles de la proteína sirtuin-1 (Sirt1) 

y que la metformina puede restaurar los niveles de dicha proteína para que pueda 

restituir la función endotelial (Arunachalam et al., 2014). Además, se ha observado 

que el tratamiento con metformina reduce la presión arterial y mejora la función 

endotelial en aortas aisladas de rata (Majithiya et al., 2006; Sena et al., 2011; Verma 

et al., 2000) así como en arterias mesentéricas aisladas de ratas de las cepas SHR 

y Sprague-Dawley en las que se ha observado vasodilatación (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 podría restaurar la 

función endotelial dentro de los cuales se ha encontrado disminución del estrés 

oxidativo sistémico (Ouslimani et al., 2005; Sena et al., 2011). También algunos 

estudios sugieren que la metformina es capaz de mejorar la función endotelial 

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

2.2.4 Análogo de metformina (EGL-6M) 

En el laboratorio de Química Farmacéutica de la Facultad de Farmacia de la 

Universidad Autónoma del Estado de Morelos. Se llevó a cabo el diseño y la síntesis 

de análogos de metformina. Para su diseño se tomó como base la estructura de la 

metformina y la fenformina. El diseño del análogo EGL-6M fue basado en la 

estructura de la fenformina, este fármaco fue utilizado para el tratamiento de la 

diabetes tipo II, con una eficacia mayor que la de metfomina; sin embargo, fue 

retirada del mercado en varios países debido a que causa ácidos láctica grave. Esta 

biguanida se conforma de un anillo de benceno unido al nitrógeno de la biguanida 
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por medio de un grupo etilo (figura 4), todas estas características le confieren una 

alta liposolubilidad, propiedad que le permite atravesar membranas fácilmente 

llegando a la mitocondria donde inhibe al complejo I de la cadena respiratoria, 

provocando que la glucólisis se lleve a cabo en ausencia de oxígeno, y generando 

ácido láctico como producto final. Debido a esto, en el diseño se consideró una 

homologación inferir de la cadena alifática, lo cual disminuirá la liposolubilidad pero 

conservando el anillo aromático, lo que podría conservar la eficacia del compuesto 

pero disminuyendo la toxicidad. Una vez diseñado de manera racional, se realizó la 

síntesis y purificación del compuesto; así como la obtención del compuesto en 

cantidades suficientes para su evaluación.  

NH

NH

NH

NH

NH2

 

Figura 4. Estructura química del análogo EGL-6M 

Se realizó una evaluación in vitro sobre un cultivo primario de hepatocitos en donde 

el EGL-6M provocó un incremento en la expresión de AMPK total, pAMPK Thr 172 

(sitio de activación por fosforilación de la enzima) y en la pACC ser 79 mayor al 

observado por metformina.  

Debido a ello se seleccionó al EGL-6M para su evaluación en un modelo murino de 

diabetes no insulino dependiente. Se realizó un ensayo agudo, observando que tras 

la administración del compuesto los niveles de glucosa disminuyeron y este efecto 

se mantuvo durante 7 horas. Además, de ello se realizó una curva de tolerancia a 

la glucosa tras la administración del EGL-6M en la cual se observó 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 crónica, compleja y multifactorial prevenible. La 

OMS la define como un acúmulo excesivo de grasa corporal, que se traduce en un 

aumento del peso corporal. De acuerdo con la OMS en el año 2016 más de 1900 

millones de la población adulta (de 18 o más años) tenían 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 asociación entre 

la obesidad y el riesgo cardiovascular parece estar mediada por múltiples cambios 

metabólicos. Un exceso de tejido adiposo puede llegar a afectar al metabolismo de 

la glucosa y de los lípidos, a la regulación de la presión sanguínea, a los procesos 

trombóticos y fibrinolíticos, así como a las reacciones inflamatorias (Lambert et al., 

2010; Sharma et al., 2017).  

 

Figura 5. Fisiopatología de riesgo cardiovascular incrementado por la obesidad visceral, 
AGL, ácidos grasos libres; SAOS, Síndrome de apnea obstructiva del sueño; eRAA, Eje 
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Renina-angiotensina; SNS, sistema nervioso simpático; IR, resistencia a la insulina. 
Tomado de (Gonzalez Jimenez, 2013).  

Los adipocitos son capaces de secretar sustancias proinflamatorias: factor de 

necrosis tumoral (TNF-α) e interleucinas (IL-6, IL-1β e IL10). El TNF-α aumenta la 

lipólisis en el adipocito, aumentando las concentraciones de los ácidos grasos libres 

no esterificados (NEFA) y con ello afectando directamente la señalización de 

insulina. Los NEFAs son capaces de activar los receptores FFAR1 (GPR40), 

FFAR2, FFAR3 y FFAR4. Dentro de los más importantes en la regulación del 

metabolismo son los receptores FFAR1 los cuales aumentan la producción de 

glucosa hepática y cuando se activan en el páncreas promueven la secreción de 

insulina (Milligan et al., 2017). Además, se sabe que el aumento de NEFAs participa 

en la fisiopatología de la esteatosis tanto hepática y muscular, como en la cardíaca 

y pancreática, lo que conlleva a un estrés oxidativo y a una disfunción endotelial, 

permitiendo el desarrollo de enfermedades cardiovasculares (Gonzalez Jimenez, 

2013; Nakamura et al., 2014).  

2.2.6 Síndrome de ovario poliquistico  

El síndrome de ovario poliquístico (SOP) es un trastorno endocrino-metabólico. Es 

importante destacar que se trata de un síndrome y no de una enfermedad, esto con 

la finalidad de entender mejor su fisiopatología. Esta caracterizado por 

hiperandrogenismo, trastorno menstrual, infertilidad anovulatoria y obesidad. Es un 

trastorno heterogéneo que varía desde su presentación clásica, descrita con 

obesidad, amenorrea e hirsutismo, hasta mujeres con ciclos normales e incluso en 

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

Uno de los posibles factores desencadenantes del síndrome es la hiperinsulinemia 

como resultado de la resistencia a la insulina pues se ha observado una correlación 

entre los niveles de andrógenos y la resistencia a la insulina (Dunaif, 1997). 

Además, se ha observado que mujeres con obesidad central (androide), las cuales 

tienen niveles de andrógenos libres mayores, presentan un grado significativamente 

más alto de resistencia a la insulina. Por lo que se cree que se establece un círculo 

vicioso entre los niveles de andrógenos 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 facilitación de la secreción ovárica de 

andrógenos mediada por la hormona luteinizante (LH), la secreción de andrógenos 

suprarrenales mediada por corticotropina (ACTH), así como la reducción en la 

síntesis y secreción de globulina transportadora de hormonas sexuales (SHBG) en 

el hígado, la cual aumenta la cantidad de testosterona circulante facilitando su unión 

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

2017).  

 

Figura 6. Asociación del Síndrome de ovario poliquistico y el desarrollo de enfermedades 
cardiovaculares. Influencia de la resistencia a la insulina. SAOS; síndrome de apnea 
obstructiva del sueño, SHBG; globulina fijadora de hormonas sexuales, IGFBP-1; proteína 
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 transición normal en la 

mujer, en la que sufre la perdida de la menstruación que incluye diversas 

alteraciones hormonales, como el descenso de los niveles de estrógenos (Yang et 

al., 2017). La pérdida de estas hormonas provoca alteraciones en el metabolismo 

así como un descenso en la sensibilidad a la insulina (Bessesen et al., 2015). 

Además, se ha observado una asociación entre la perdida de los estrógenos 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 hipertensión arterial que el hombre, mientras que después de 

la menopausia esta relación se invierte, encontrando más mujeres mayores de 50 

años con hipertensión 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 producción de óxido nítrico endotelial. Una de estas 

hormonas investigadas es el 17β-estradiol. Esta hormona ha demostrado tener un 

efecto cardioprotector (Satake et al., 2008) así 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 está generando esta protección y 

mejora de la función endotelial; tales como inhibición de los canales de calcio 

dependientes de voltaje del tipo L (LTCC; por sus siglas en ingles), así como la 

participación de los receptores vainilloides (Cairrao et al., 2012; Ho, 2013). Mientras 

que en ratas con síndrome metabólico inducido por una dieta rica en grasas, el 17β-

estradiol mejoró la disfunción endotelial y disminuyó las respuestas contráctiles 

inducidas por angiotensina II (Bendale et al., 2013) además, de mejorar la función 

hemodinámica (Pelzer et al., 2005). Otro de los mecanismos que se ha propuesto 

por la cual el 17β-estradiol provoca vasorelajación es a través de la activación de la 

vía PI3K/Akt, lo cual provocaría la liberación de óxido nítrico, produciendo con ello 
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un efecto vasorelajante, mientras que a largo plazo se lleva a cabo una regulación 

génica incrementando la cantidad de mRNA y así como de la cantidad de eNOS 

(Duckles et al., 2010; Ishihara et al., 2014; Satake et al., 2008). Así, el 17β-estradiol, 

no solo tiene la capacidad de aumentar la cantidad de óxido nítrico sino también 

aumenta la expresión de eNOS. Estudios en órgano aislado han demostrado que el 

17β-estradiol induce vasorelajación; esto se observó 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 observó 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 función de las células β pancreáticas, 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 mejoría en la 

función endotelial vascular. Esta mejora se la atribuyeron a la activación de eNOS 

por medio de fosforilación a través de la vía de las MAP cinasas (MAPK1/3). Se han 

realizado algunos estudios para observar la importancia de esta vía en el efecto 

producido por estradiol utilizando aortas aisladas de ratas diabéticas así como 

algunos inhibidores, encontrando que cuando esta vía 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 países 

de ingresos bajos y medios. Se estima que para el 2030 casi 23.6 millones de 

personas habrán muerto por alguna enfermedad cardiovascular, principalmente por 

cardiopatías y accidentes cerebrovasculares. Los factores de riesgo incluyen 

tabaquismo, inactividad física, mala alimentación, sobrepeso y obesidad, 

hipercolestorolemia y dislipidemias; así como, factores genéticos. Además, se ha 

observado una alta asociación entre la DM2 y el síndrome metabólico; 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 corazón y de los vasos sanguíneos. Las cuales pueden ser 

clasificadas en:  

a) Hipertensión arterial  

Se entiende por hipertensión arterial (HTA) la elevación sostenida de la presión 

arterial sistólica (PAS), diastólica (PAD) o ambas que, de manera uniforme, 

constante y exponencial aumenta la morbimortalidad cardiovascular. Este trastorno 

es debido a una tensión persistentemente alta, lo que con el paso del tiempo puede 

dañarlos. La tensión arterial normal en adultos es de 120 mmHg cuando el corazón 

está contraido (tensión sistólica) y de 80 mm Hg cuando el corazón se relaja (tensión 

diastólica). Cuando la tensión sistólica es igual o superior a 140 mmHg y/o la tensión 

diastólica es igual o superior a 90 mm Hg, la tensión arterial se considera alta o 

elevada (OMS, 2017) (Hall, 2011).  

La mayoría de las personas no presentan síntomas, por ello se le conoce como el 

“asesino silencioso”. Si la hipertensión no se controla puede provocar infarto al 

miocardio, ensanchamiento del corazón y, a largo plazo, insuficiencia cardiaca. 

Posteriormente, los vasos sanguíneos pueden desarrollar protuberancias 

(aneurismas), los cuales si se forman en vasos pequeños son susceptibles a 

obstruirse y a romperse. Adicionado a esto la tensión arterial puede ocasionar que 

la sangre se filtre en el cerebro y provocar un accidente cerebrovascular. Además, 

se ha observado una correlación con deficiencia renal, ceguera y deterioro cognitivo 

(Forlivesi et al., 2017). 

b) Cardiopatía coronaria 

La cardiopatía coronaria o enfermedad de las arterias coronarias, es una afección 

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 músculo 

cardíaco. La placa está 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 lesión ateroesclerótica se observan: 

acumulación sub-intimal de macrófagos, infiltración y diferenciación 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 

oxígeno y nutrientes. En cuestión de minutos, las células cerebrales empiezan a 

morir. Se clasifica en 2 subtipos: isquemia y hemorragia. La isquemia cerebral es la 

consecuencia de la oclusión de un vaso y puede tener manifestaciones transitorias 

(ataque isquémico transitorio) o permanentes, lo que implica un daño neuronal 

irreversible. En la hemorragia intracerebral (HIC) la rotura de un vaso da lugar a una 

colección hemática en el parénquima cerebral o en el espacio subaracnoideo (Hall, 

2011).  

d) Enfermedad vascular periférica 

La enfermedad vascular periférica (EVP) consiste en un daño u obstrucción en los 

vasos sanguíneos más alejados del corazón: las arterias y venas periféricas. La 

EVP ocurre cuando hay un estrechamiento de los vasos sanguíneos fuera del 

corazón. 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 obstrucción del flujo sanguíneo es lo suficientemente grave, puede 

causar la muerte de los tejidos y, a veces, la amputación del pie o la pierna (Zipes 

Douglas P. et al.). 

e) Insuficiencia cardiaca 

La insuficiencia cardíaca es una enfermedad grave en la que el corazón no bombea 

la sangre al organismo como debería. Esto significa que la sangre no puede llevar 

suficiente oxígeno y nutrientes al organismo para que funcione normalmente. Puede 

producirse cuando el corazón no bombea (sístole) o no se llena (diástole) 
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correctamente. La insuficiencia cardíaca es, en casi todos los casos, el resultado 

final de la mayoría de las enfermedades cardíacas primarias y de deterioro del 

corazón (Zipes Douglas P. et al.). 

f) Cardiopatía reumática  

La cardiopatía reumática es una afectación sobre las válvulas cardíacas. La cual es 

producida por la fiebre reumática, una complicación de una infección bacteriana con 

estreptococos con un mal tratamiento. La amigdalitis estreptocócica o la fiebre 

escarlatina pueden causar fiebre reumática si no son tratadas adecuadamente (Hall, 

2011).   

g) Miocardiopatías  

Es un grupo heterogéneo de enfermedades del miocardio asociadas a una 

disfunción mecánica y/o eléctrica que generalmente (aunque de no de manera 

invariable) presentan hipertrofia ventricular inadecuada o dilatación. Estas 

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

2.3 Sistema cardiovascular  

El sistema cardiovascular comprende el corazón y los vasos sanguíneos (arterias y 

venas) que conducen la sangre de ida y vuelta a los distintos tejidos y órganos del 

cuerpo. El corazón actúa como una bomba muscular doble cuyas partes se hayan 

vinculadas por la circulación 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 distribución por 

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

La función de la circulación 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 líquidos tisulares para una supervivencia y función óptimas de las células. Para 

cumplir con esta función los vasos sanguíneos se dividen en cinco grupos: arterias, 

arteriolas, capilares, vénulas y venas. 

La función de las arterias es transportar sangre a una presión elevada a los tejidos. 

Por esta razón, las arterias tienen paredes vasculares fuertes, y la sangre fluye con 

rapidez en las arterias. Las arteriolas son las últimas ramas pequeñas del sistema 

arterial, y actúan 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 sanguíneo que llega a los capilares en respuesta a las 

necesidades de los tejidos. La función de los capilares es intercambiar líquido, 

nutrientes, electrolitos, hormonas y otras sustancias entre la sangre y el líquido 

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 actúan como conductos de 

transporte de la sangre desde los tejidos hasta el corazón, 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 características y funciones de 

los vasos sanguíneos.  

 

Tabla 2. Características y funciones de los vasos sanguíneos  

Vaso sanguíneo Características Función 

Arterias Diámetro: 10-0.1 mm, 
pared gruesa.  
Túnica íntima: células 
endoteliales 
Túnica media: más de 
10 capas de células 
musculares 

Regulan el flujo 
sanguíneo a un tejido u 
órgano determinado 

Arteriolas Diámetro: 100 µm  
Túnica íntima: células 
endoteliales planas 
Túnica media: 1-3 capas 
de células musculares 
Túnica adventicia: tejido 
conectivo laxo 
 

Vasos de resistencia 
periférica y presión 
sanguínea diastólica 

Capilares Diámetro: 10 µm, se 
anastomosan y forman 
dominios capilares 
rodeados de células 
capilares lisas, su pared 
celular está formada por 
células endoteliales 

Unen las arterias a las 
venas y 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 
elástico además, carecen 
de lámina externa e 
interna 

Conducen la sangre de 
regreso al corazón 
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2.3.1 Presión arterial y su regulación 

La presión arterial es definida como la fuerza o presión que ejerce la sangre sobre 

las paredes de las arterias, tiene dos componentes, la presión arterial sistólica y la 

presión arterial diastólica. La primera corresponde al valor máximo de la tensión 

arterial durante la sístole (contracción del corazón); mientras que la presión arterial 

diastólica corresponde al valor mínimo de la tensión arterial cuando el corazón está 

relajado (diástole). La cual depende principalmente de la resistencia vascular 

periférica. La regulación de la presión arterial es un proceso complejo, que está 

determinado por la acción del sistema nervioso autónomo y los centros de 

regulación cardiovascular del sistema nervioso central (SNC), los factores 

vasodilatadores y vasoconstrictores, así como el riñón. Cada uno de estos sistemas 

actúa diferente en forma y tiempo. La regulación nerviosa intenta mantener un nivel 

adecuado de la presión arterial mediante la corrección y el reajuste instantáneo de 

los cambios de presión arterial. Los sistemas humorales participan junto con el 

sistema nervioso simpático (SNS) en la regulación del diámetro 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 presión arterial y 

tiene su centro en el bulbo raquídeo. Este mecanismo de control se denomina reflejo 

barorreceptor. El reflejo se inicia en varios receptores sensitivos periféricos de 

distensión, denominados presorreceptores o barorreceptores, localizados en las 

arterias carótidas y aorta (estímulo aferente). Un aumento de la presión arterial 

distiende los barorreceptores y hace que transmitan señales aumentando su 

descarga hacia el SNC. Si por el contrario disminuye la presión, se reduce dicha 

descarga (Silverthorn, 2008). Estos receptores ubicados en las grandes arterias 

sistémicas se consideran de alta presión, pues responden a cambios en la presión 

arterial sistólica y diastólica, en el rango de 60 a 180 mmHg. Sin embargo, existen 

otros receptores que actúan de manera similar y están ubicados tanto en la aurícula 

derecha como en las arterias pulmonares y se denominan receptores de baja 
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presión. Estos contribuyen al control minimizando los cambios de la presión arterial 

en respuesta a las variaciones en el volumen de sangre; se activan a partir de 

variaciones, por ejemplo, en el tamaño de las cavidades cardíacas, ocurridas por 

aumentos o disminuciones del volumen sanguíneo (Dampney, 1994; Silverthorn, 

2008). 

2.3.1.2 Regulación por el sistema nervioso autónomo  

El sistema cardiovascular es regulado por el sistema nervioso autónomo a través 

de sus divisiones simpática y parasimpática. Así, la división simpática produce 

efectos inotrópicos, cronotrópicos y dromotrópicos positivos en el corazón. En los 

vasos sanguíneos la división simpática puede producir vasoconstricción 

principalmente en los vasos sanguíneos de resistencia mientras que en las arterias 

coronarias produce vasorelajación.  

Los efectos inotrópicos, cronotrópicos y dromotrópicos negativos son mediados 

principalmente por los receptores β-adrenérgicos mientras que los efectos 

vasoconstrictores son mediados por los receptores α1/α2-adrenérgicos. Los 

receptores β- adrenérgicos median la relajación en las arterias coronarias.  

La división parasimpática ejerce un efecto opuesto a la división simpática en el 

corazón. Estos efectos son mediados por receptores muscarinicos M2. En los vasos 

sanguíneos no existe inervación parasimpática, aunque existen receptores 

muscarinicos M3 que producen relajación dependiente del endotelio (Klabunde, 

2012; Zipes Douglas P. et al.).    

La presión arterial está determinada por dos factores la propulsión de la sangre por 

el corazón y la resistencia al flujo de la misma a través de los vasos sanguíneos. La 

estimulación simpática aumenta tanto la propulsión por el corazón como la 

resistencia al flujo, con lo que habitualmente se observa un incremento agudo en la 

presión arterial, pero un cambio mínimo posterior, a menos que se estimule la 

retención simultanea de Na+ y agua por los riñones. En contraste, la estimulación 

parasimpática moderada disminuye el bombeo cardiaco pero no tienen 

prácticamente efecto sobre la resistencia periférica (Hall, 2011).  
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Cuando el sistema nervioso simpático está estimulado en la mayor parte del cuerpo, 

durante el estrés o el ejercicio, las terminaciones nerviosas simpáticas de los tejidos 

liberan noradrenalina que estimula el corazón, las venas y las arteriolas. Además, 

los nervios simpáticos de la médula suprarrenal hacen también que estas glándulas 

secreten a la sangre noradrenalina y adrenalina. La noradrenalina es una 

catecolamina con múltiples funciones fisiológicas y homeostáticas que puede actuar 

como hormona y como neurotransmisor. En los vasos sanguíneos actúa como un 

vasoconstrictor potente. Mientras que la adrenalina es un potente estimulador alfa 

y beta con efectos beta predominantes a bajas dosis produciendo broncodilatación 

y aumento de gasto cardiaco sin incremento a la resistencia periférica. Si aumenta 

la concentración predominan los efectos alfa provocando vasoconstricción, 

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

 

2.3.1.3 Regulación humoral  

La regulación humoral de la circulación es una regulación por sustancias secretadas 

o absorbidas en los líquidos corporales, como hormonas o iones. Algunas de estas 

sustancias se forman en glándulas especiales y después son transportadas por la 

sangre a todo el organismo. Mientras que otras se producen en zonas definidas de 

tejido y causan sólo efectos circulatorios locales. Algunos de estos factores que 

regulan la presión arterial son los siguientes:  

a) Renina-Agiotensina-Aldosterona. 

El sistema renina-angiotensina aldosterona cumple una función importante en el 

mantenimiento de la presión arterial y del volumen extracelular. El sistema consiste 

en una serie de proteínas y péptidos que reaccionan en una cascada para 

desencadenar una serie amplia de acciones. La cascada básica consiste en la 

conversión del angiotensinógeno en angiotensina I a través de la acción de la 

renina. La angiotensina I es transformada en angiotensina II por la acción de la 

enzima convertidora de angiotensina producida por el endotelio de los vasos 

pulmonares. La angiotensina II produce diversos efectos como la vasoconstricción 
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en los vasos sanguíneos, incremento de la ingesta de agua al estimular el centro de 

la sed en el hipotálamo; mientras que en la corteza suprarrenal estimula la 

producción de aldosterona, la cual promueve la reabsorción de NaCl, excreción de 

K+ y de H+ en el riñón. De esta manera el sistema renina-angiotensina-aldosterona 

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

 

b) Vasopresina  

La vasopresina denominada hormona antidiurética, es un vasoconstrictor potente. 

Se forma en el hipotálamo, pero es transportada siguiendo el eje de axones a la 

neurohipófisis, desde donde se secreta al torrente sanguíneo. Es claro que la 

vasopresina podría cambiar drásticamente la presión arterial. Sin embargo, en 

condiciones normales, sólo se secretan cantidades mínimas. Se ha observado que 

la secreción aumenta durante hemorragias graves, lo suficiente como para 

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

2.3.1.4 Regulación local. Óxido nítrico  

El óxido nítrico (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 óxido nítrico 

sintasas (NOS). Existen tres isoformas identificadas: (1) la óxido nítrico sintasa 

neuronal (nNOS), la óxido nítrico sintasa inducible (iNOS) y la óxido nítrico sintasa 

endotelial (eNOS). Uno de los mecanismos de regulación de la actividad de la eNOS 

es a través de la fosforilación de esta enzima; la fosforilación en los residuos de 

Ser617, Ser635 y Ser1177 da como resultado la activación de la eNOS mientras 

que la fosforilación en residuos de Ser116 y Thr497 reduce su actividad. Se ha 

observado que durante la DM2, la cual está caracterizada por resistencia a la 

insulina, hay modificaciones en algunas vías de señalización (PI3K/Akt) que afectan 

la fosforilación de la eNOS principalmente del residuo de Ser1177 (Hall, 2011; 

Rochette et al., 2013). 
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CAPITULO 3. JUSTIFICACIÓN  

La resistencia a la insulina tiene una alta prevalencia en la población en general y 

se encuentra altamente asociada a algunas patologías como diabetes mellitus tipo 

2, dislipidemias, hipertensión, 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 función vascular en un modelo de resistencia a la 

insulina y si el tratamiento crónico con metformina o su análogo (EGL-6M) pueden 

pueden revertir los efectos de la resistencia a la insulina sobre la función vascular; 

puesto que en estudios in vitro se ha demostrado que la metformina mejora la 

función vascular en modelos experimentales de diabetes.  

De la misma manera, se ha observado una disminución a la sensibilidad a la insulina 

en mujeres postmenopáusicas; así como un incremento en la prevalencia de 

enfermedades cardiovasculares. Esto denota una importancia de las hormonas 

sexuales femeninas sobre la regulación de las respuestas cardiovasculares por ello 

se pretende evaluar el efecto de la administración crónica de 17β-estradiol en 

animales resistentes a la insulina.
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CAPITULO 4. HIPÓTESIS 

La metformina, el análogo de la metformina (EGL-6M) y el 17β-estradiol mejorarán 

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 administración crónica de la metformina, el análogo de la 

metformina (EGL-6M) y el 17β-estradiol sobre la función vascular in vivo en ratas 

descerebradas y desmeduladas con resistencia a la insulina inducida por fructuosa. 

 

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS 

5.2.1 Determinar en ratas resistentes a la insulina inducidas por fructosa el 

efecto de la administración oral crónica de metformina, el análogo o el 

vehículo sobre: 

5.2.1.1 Las respuestas vasopresoras por estimulación simpática en la región 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 activación de las proteínas AMPK, AKT y eNOS y sobre la expresión 

de los receptores β adrenérgicos mediante un ensayo de western blot.  

5.2.2 Determinar en ratas resistentes a la insulina inducidas por fructosa el 

efecto de la administración crónica de 17β-estradiol o su vehículo 

sobre:  

5.2.2.1 Las respuestas vasopresoras inducidas por la estimulación simpática en 

la región 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 activación de la vía AKT/eNOS mediante un ensayo de western blot.  



 

Página | 30  
 

DESARROLLO EXPERIMENTAL 

CAPITULO 6. DESARROLLO EXPERIMENTAL 

Para el cumplimiento de los objetivos, este proyecto fue dividido en dos fases de 

estudio. En la primera fase se evaluó el efecto de la administración crónica de la 

metformina y su análogo (EGL-6M). En la segunda fase se evaluó el efecto de la 

administración crónica de 17β-estradiol. 

El desarrollo experimental de este proyecto se dividió en tres partes. La primera 

parte se describe la metodología general para la inducción del modelo experimental 

y su validación. La metodología general para la evaluación de las respuestas 

cardiovasculares (vasopresoras y vasodepresoras), la metodología para 

determinación de la expresión y activación de las proteínas AKT, AMPK y eNOS, y 

de los receptores β adrenérgicos. La segunda parte (fase 1 del proyecto) se describe 

la metodología para la evaluación del efecto de la administración crónica de 

metformina y su análogo sobre el perfil metabólico y las respuestas 

cardiovasculares. Finalmente, en la tercera parte (fase 2) se detallan los métodos 

para determinar los efectos de la administración crónica de 17β-estradiol sobre las 

respuestas cardiovasculares y el perfil metabólico. 

6.1 Metodología 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 Farmacobiología del Centro de 

Investigación y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional en cajas 

de plástico en un cuarto con temperatura controlada (22 ± 1 °C, 50 % de humedad) 

así como períodos de luz-oscuridad (12/12 h), con libre acceso a alimento y agua. 

Este estudio se llevó a cabo de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana para el Uso 

y el Bienestar de los Animales de Laboratorio (NOM-062-ZOO-1999) y de acuerdo 

con la Guía para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio en EE.UU 

(Wolfensohn et al., 2013), tratando de minimizar el número de animales empleados 

así como el sufrimiento de los mismos.  
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6.1.2 Inducción 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 evaluación de las respuestas 

cardiovasculares y 24 ratas fueron empleadas para determinar la expresión de las 

proteínas AMPK, AKT y eNOS así como la expresión de los β adrenoceptores. En 

la segunda fase del proyecto se emplearon 120 ratas hembras de las cuales 96 

ratas se utilizaron para la determinación de las respuestas cardiovasculares y 24 

ratas para la evaluación de la expresión de las proteínas AKT y eNOS. Las ratas 

fueron seleccionadas al azar y divididas en 2 grupos (Control y Fructosa) El grupo 

control recibió una dieta regular para ratas y agua ad libitum mientras que el grupo 

de tratamiento con fructosa recibió una dieta regular para ratas y una solución de 

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

6.1.3 Determinación de parámetros bioquímicos y metabólicos del modelo 

experimental  

Los niveles de glucosa y triglicéridos fueron evaluados antes y después de los 

tratamientos farmacológicos utilizando un glucómetro portátil (AccuCheck® y 

Accutrend® Plus; Roche of Mexico). Así mismo,  los niveles de insulina fueron 

determinados posterior a la administración 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 utilizó 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 específico para insulina. La cuantificación de la reacción enzimática se 

realizó a una longitud de onda de 450 nm. Todas las determinaciones se realizaron 

por duplicado y se incluyó una curva estándar en cada experimento según lo 

sugerido por el proveedor.  

6.1.4 Medición de la presión arterial y frecuencia cardiaca no invasiva 

La frecuencia cardiaca y la presión arterial se obtuvieron por la medición del pulso 

pletismográfico utilizando el aparato automático de presión arterial LE 5001 
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(Letica1, PanLab, Barcelona, España). Las mediciones se realizaron antes y 

después de los tratamientos farmacológicos. 

6.1.5 Curva de tolerancia a la glucosa 

Para la realización de la curva de tolerancia a la glucosa los animales fueron 

sometidos a un periodo de ayuno de 12 horas.  Las muestras sanguíneas se 

obtuvieron realizando una pequeña incisión en la cola. Las muestras fueron 

recolectadas a los tiempos 0 (antes), 5, 10, 15, 30 y 60 min después de la 

administración de 1 g/kg de glucosa por vía oral para la determinación de los niveles 

plasmáticos de insulina. Las muestras sanguíneas para la determinación de los 

niveles de glucosa fueron tomadas a los tiempos 0, 5, 10, 15, 30, 60, 90 y 120 min. 

Este ensayo se realizó antes y después de los tratamientos farmacológicos.  

6.1.6 Modelo de rata descerebrada y desmedulada  

Los animales fueron anestesiados con isoflurano al 3%. Después de la anestesia 

se realizó una traqueostomía; que consiste en realizar una incisión en el cuello y 

tráquea para permitir la inserción de una cánula en está. Posteriormente, las ratas 

fueron descerebradas y desmeduladas por medio de la inserción de un estilete de 

acero inoxidable a través de la órbita 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 respiración de 20 ml/kg 

(Kleinman et al., 1964). Después de realizar una vagosimpatectomía bilateral a nivel 

cervical. Se colocaron dos o tres catéteres. El primero se colocó en la arteria 

carótida izquierda y los demás en las venas femoral izquierda y/o derecha para la 

administración de fármacos. El catéter de la arteria carótida izquierda se conectó al 

transductor de presión P23XL (Grass Technologies, Warwick, RI, USA) para 

registrar la presión arterial sanguínea y la frecuencia cardiaca. Estos parámetros 

fueron registrados simultáneamente usando una unidad de adquisición de datos 

(MP150A-CE) y procesados a través del software Acqknowledge v3.8.1 (Biopac 

Systems Inc., Goleta, CA, USA). 
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6.1.7 Estimulación simpática  

Para realizar la estimulación simpática, al finalizar el procedimiento de 

descerebración y desmedulación, 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 situó en la región T7-

T9 de la médula espinal para permitir la estimulación selectiva del tono simpático 

vasopresor (Gillespie et al., 1970). Previo a la estimulación eléctrica se administró 

galamina (25 mg/kg, i.v.) con la finalidad de evitar los espasmos musculares 

inducidos por la estimulación eléctrica. Después de alcanzar una condición 

hemodinámica estable por al menos 30 minutos, se determinaron los valores 

basales de presión sanguínea diastólica y la frecuencia cardiaca. El tono simpático 

vasopresor fue estimulado con un generador de pulsos cuadrados S88X (Grass 

Technologies, Warwick, RI, USA) mediante la aplicación de trenes monofásicos de 

10-s, en pulsos rectangulares (2 ms, 60 volts), a frecuencias crecientes de 

estimulación a 0.03, 0.1, 0.3, 1.0 y 3.0 Hz. Estas frecuencias aplican 1, 1, 3, 10 y 30 

pulsos en 10 segundos. Para mimimizar los artefactos ocosionados por los 

estímulos se utilizó una unidad de aislamiento SIU-V (Grass Technologies, Warwicl, 

RI, USA). Cuando la presión sanguínea diastólica regreso a los niveles basales, se 

aplicó la siguiente frecuencia de estimulación. Este procedimiento se llevó a cabo 

sistemáticamente hasta completar la curva estímulo-respuesta (aproximadamente 

en 30 min). 

6.1.8 Estimulación de los receptores α1/2 adrenérgicos  

Después de la descerebración y desmedulación, se colocaron dos catéteres el 

primero en la arteria carótida para realizar la medición de la presión arterial y el 

segundo en la vena femoral derecha en la cual se administraron los agonistas α 

adrenergicos. Una vez que los niveles de presion arterial fueron estables se 

realizaron las curvas dosis respuesta a los agonistas. Se empleó noradrenalina para 

la estimulación de ambos receptores (α1/2) a las dosis de 0.003, 0.01, 0.03, 0.1, 0.3, 

1 y 3 μg/kg. Mientras que para la estimulación selectiva de los receptores α1 se 

utilizó metoxamina a las dosis  1, 3, 10, 30 y 100 μg/kg. Las respuestas inducidas 
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por la activación de los receptores α2 fueron determinadas mediante la 

administración i.v. de UK 14,304 a dosis de 0.03, 0.1, 0.3, 1, 3, 10 y 30 μg/kg.    

6.1.9 Estimulación del endotelio y del musculo liso vascular 

Para evaluar la función endotelial y la función demúsculo liso vacular, se 

determnaron las respuestas vasodepresoras inducidas por la administración de 

acetilcolina (agonista muscarínico), isoprenalina (agonista β-adrenergico) y 

nitroprusiato de sodio (donador de óxido nítrico). Después del procedimiento de 

descerebración y desmedulación se observa una caída de la presión arterial, la cual 

alcanza valores aproximados de 50 mmHg, por esta razón es nesario administrar 

un compuesto que permita elevar y mantener la presión arterial alrededor de 100 

mmHg para poder observar el efecto vasodepresor de los compuestos. Por esta 

razón se colocaron 3 cateteres. El primero en la arteria carótida para realizar la 

medición de la presión arterial y la frecuencia cardiaca. El segundo se colocó en la 

vena femoral derecha en el cual se administró por infusión intravenosa metoxamina 

(agonista α1-adrenergico; produce un efecto vasocostrictor) a una dosis de 20 

µg/kg•min. 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 presión arterial fueron estables se realizó una 

curva dosis respuesta a acetilcolina a las dosis de 0.03, 0.1, 0.3, 1 y 3 μg/kg. Este 

mismo procedimiento se seguió 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 μg/kg; así como la 

curva dosis-respuesta a isoprenalina utilizando las dosis de 0.056, 0.1, 0.18, 0.31, 

0.56 y 1.0 μg/kg. 

6.1.10 Western Blot 

6.1.10.1 Obtención de muestras  

Una vez establecido el modelo experimental y posterior a los tratamientos 

farmacológicos (metformina, EGL-6M, estradiol o sus vehículos) los animales 

fueron anestesiados con isoflurano al 3%. Bajo anestesia se realizó una incisión en 

el abdomen inferior y se expusieron los intestinos. Posterior a ello se buscó la arteria 
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renal, pues debajo de ella corre la primera porción de la arteria mesentérica cuando 

se localizó se colocó un hilo para impedir el flujo sanguíneo, se limpió y se extrajo 

la arteria completa. Esta se colocó en solución salina sobre una cama de hielo para 

terminar de limpiarla del tejido adiposo teniendo cuidado de no dañar al endotelio. 

Una vez limpios los tejidos se colocaron en un tubo para su almacenamiento (-70°C) 

y posterior homogenización. 

Para la extracción de la aorta se realizó una incisión sobre el abdomen superior 

hasta las costillas, esto con la finalidad de observar más fácilmente la aorta; la cual 

se localiza a lo largo de la columna vertebral. Para poder limpiarla más fácilmente 

se colocan dos hilos al inicio y al final de esta y se realizaron los cortes y se extrajo 

la aorta. Se colocó en solución 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 homogenización.  

Finalmente se extrae el corazón y se realiza una perfusión continua con solución 

salina fría hasta observar un cambio de coloración del tejido (un tejido más claro), 

Una vez limpios se colocaron en un tubo para su almacenamiento (-70°C) y posterior 

homogenización. 

6.1.10.2 Homogenización 

Para la homogenización de las arterias (mesentéricas y aorta) se utilizó buffer RIPA 

más inhibidores de proteasas y fosfatasas con tritón al 1% (buffer de lisis). Mientras 

que para el corazón se realizan dos homogenizaciones la primera bajo las mismas 

condiciones pero sin tritón y la segunda con tritón al 10%. La cantidad de volumen 

depende de la cantidad de tejido que se tenga. 

Buffer RIPA 

Para la preparación de este buffer se utilizan:  

• NaCl 150 nM 

• EDTA 5mM 

• Tris-HCl (pH 7.5) 50 mM 
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Buffer de lisis:  

Esta solución se utilizó para inhibir a las proteasas y fosfatasas que se encuentran 

naturalmente en los organismos vivos. Para preparar esta solución se utilizó buffer 

RIPA más Tritón X100 al 1 o 10% dependiendo del tejido.  

Inhibidores de proteasas (1:1000) 

• Aprotinina 2 mg/ml 

• Leupeptina 2 mg/ml 

• Pepstatina 10 mg/ml 

• PMSF 100 mM  

Inhibidores de fosfatasas (1:100) 

• Sacarosa 250 mM 

• NaPPi 5 mM 

• NAF 50 mM 

• EDTA 1 mM 

• EGTA 1 mM 

• PMSF 0.5 mM 

• o- vanadato 0.5 M 

• β-glicerol 5 mM 

 

6.1.10.3 Cuantificación  

La cuantificación de proteínas se realizó mediante el método de Bradford, usando 

un kit de BIORAD (Cat. 500-0001, BioRad). Primero se realizó una curva patrón 

utilizando γ-globulina (stock 1.39 mg/ml en un volumen final de 20 µl) como patrón 

de referencia. Cada valor de la curva, así como las muestras se prepararon por 

duplicado. En la tabla 3 se muestran las cantidades a colocar para la realización de 

la curva patrón. Para las muestras se colocaron 1 µl de muestras más 19 µl de Buffer 

RIPA para un volumen final de 20 µl, a los cuales se les adiciona 1 ml de solución 

de Bradford (diluido previamente con agua miliQ, (1:5)) y se midió a una longitud de 

onda de 595 nm.  
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Tabla 3. Curva patrón para la cuantificación de proteínas.  

Concentración de proteína 
(mg/ml) 

Stock γ-globulina (µl) Buffer RIPA  
(µl) 

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 colocó el volumen necesario para tener 50 µg de 

muestra por carril y se ajustó a un volumen de 15 µl con buffer RIPA. Posteriormente 

se agregó 15 µl con buffer muetra 2X y se hirvieron las muestras a 95 °C por 3 

minutos. Se utilizó un gel desnaturalizante de SDS-poliacrilamida al 10% 

desnaturalizante de acrilamida se colocaron las muestras de proteínas totales y se 

realizó la electroforesis a 60 volts hasta que las muestras estuvieron en el gel 

resolvedor; en ese momento se cambió el voltaje a 120. Posteriormente se 

transfirieron las proteínas a una membrana de PVDF durante 2 horas continuas a 

75 volts. Después de la transferencia las membranas fueron bloqueadas con una 

solución 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 incubó con el anticuerpo primario durante 2 horas a temperatura 

ambiente o durante toda la noche a 4°C. Después de la incubación se realizaron 

tres lavados de 10 min con leche al 1% en PBS-tween 20 al 0.1%. Para su posterior 

incubación con el anticuerpo secundario (anti-conejo 1:3000 o anti-ratón para la 

actina) durante 2 horas a temperatura ambiente y agitación constante. Esto se 

realizó para la determinación de las proteínas 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 farmacológico con metformina o el análogo EGL-6M 

6.2.1 Síntesis a escala del análogo EGL-6M  

La síntesis del análogo EGL-6M (figura 8) se realizó a partir de cianoguanidina la 

cual se hizo reaccionar con bencilamina utilizando 1,2 dimetoxietano (glima) como 

disolvente, así como una solución de HCl al 50% (v/v), para protonar la 

cianoguanidina. Para monitorear el avance de la reacción se realizó cromatografía 

de capa fina y para la visualización de la placa se utilizó una lámpara de UV. Para 

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

NH2
N

NH

NH2

NH

+
Δ Glima

HCl 50%

NH NH NH2

NHNH

Bencilamina Cianoguanidina EGL-6M
 

Figura 8. Síntesis del análogo 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 recibió el vehículo de fructosa (agua) durante 16 semanas y posteriormente 

fue dividido en tres subgrupos que recibieron durante 28 días por vía oral: (1) 

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

vehículo (1 ml/kg por día n=12).  

El segundo grupo (n=36) recibió fructosa (15%, p/v) durante 16 semanas y 

posteriormente fue dividido en tres subgrupos que recibieron durante 28 días por 

vía oral: (1) metformina (50 mg/kg•día; n=12); (2) EGL-6M (50 mg/kg•día; n=12); o 

(3) su vehículo (1 ml/kg•día; n=12). Al término de este tratamiento cada uno de estos 

grupos se dividió en dos, a la primera mitad (n=6 por subgrupo) se le midieron 

respuestas vasopresoras inducidas por: 
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1) Estimulación simpática en la región torácica T7-T9 (0.03, 0.1, 0.3, 1.0 y 3.0 

Hz); 

2) Noradrenalina, un ligando endógeno de los receptores  adrenérgicos (0.003, 

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

3) Metoxamina, un agonista de los receptores α1-adrenérgicos (1, 3, 10, 30 y 

100 μg/kg).  

4) UK 14,304, un agonista de los receptores 2 adrenérgicos (0.1, 0.3, 1, 3, 10 

y 30 μg/kg). Ver figura 9. 

 

Figura 9. Esquema de protocolo experimental para evaluar las respuestas vasopresoras. 
Metformina y su análogo fueron administrados a una dosis de 50 mg/kg por vía oral cada 
día durante 28 días, mientras que el vehículo fue administrado a 1 ml/kg. 

 

 

 

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

respuestas vasodepresoras. Para tal propósito se administró una infusión de 

metoxamina (20 μg/kg min) y posteriormente se administró de manera secuencial: 
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1) un agonista muscarínico, acetilcolina (0.03, 0.1, 0.3, 1 y 3 μg/kg);  

2) un donador de óxido nítrico, nitroprusiato de sodio (0.56, 1.0, 1.8, 3.1, 5.6, 10 y 

18 μg/kg); 

3) un agonista β- adrenérgico, isoprenalina (0.056, 0.1, 0.18, 0.31, 0.56, y 1 μg/kg); 

Véase figura 10. 

 

Figura 10. Esquema de protocolo experimental para evaluar las respuestas 
vasodepresoras. Metformina y su análogo fueron administrados a una dosis de 50 mg/kg 
por vía oral cada día durante 28 días, mientras que el vehículo fue administrado a la dosis 
de 1 ml/kg.  

 

6.2.3 Perfil metabólico y hemodinámico 

Para evaluar el perfil metabólico y hemodinámico, los niveles sanguíneos de 

triglicéridos y glucosa e insulina plasmática fueron determinados antes y después 

de los tratamientos con metformina (50 mg/kg por día durante 28 días), EGL-6M (50 

mg/kg por día durante 28 días) o el vehículo (agua destilada; 1 ml/kg por día durante 

28 días). Con ello se calcularon los índices HOMA de los animales. Además, la 

presión arterial diastólica (PAD), sistólica (PAS), media (PAM) y frecuencia cardiaca 

(FC) fueron medidas. Así mismo curvas de tolerancia a la glucosa fueron 
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determinadas para medir los niveles de glucosa sanguínea e insulina plasmática. 

Ver figura 11.  

 

Figura 11. Curso temporal de la fase 1. 

 

6.2.4 Western blot 

Con la finalidad de encontrar un posible mecanismo de acción de los fármacos 

administrados la expresión y activación de algunas proteínas (AMPK, AKT, eNOS) 

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

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

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

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

vehículo (n=4). Se utilizaron arterias mesentéricas y aortas torácicas sin tejido 

adiposo y con endotelio y corazones limpios de sangre completos. 
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Para la determinación de las proteínas de interés se utilizaron 50 µg de proteína 

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 realizó 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 expresión de la proteína total y la proteína fosforilada Akt fue determinada 

utilizando como control la expresión de β actina. Primero se determinó la proteína 

Akt fosforilada utilizando el anticuerpo, anti-fosfo Akt (S473) Pan de la marca RyD 

Systems (Cat. AF887; Minneapolis, Minnesota) en una dilución 1:800. La membrana 

se dejó incubar con el anticuerpo primario durante 12 horas a 4°C. Posterior a ello 

la membrana se incubó con el anticuerpo secundario (goat anti-rabbit IgG-HRP, 

Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas) durante 2 horas a temperatura ambiente 

con agitación constante a una dilución 1:3000. Una vez que se obtuvieron las 

imágenes a las membranas se les realizó una separación del anticuerpo fosforilado 

(stripping) con la finalidad de medir la proteína total utilizando el anticuerpo anti-Akt 

Pan (Akt1+Akt2+Akt3) de la marca Thermo Fisher Scientific (Cat. MA5-14999; 

Rockford, IL) a una dilución 1:800 e incubándola durante 2 horas. Ambas proteínas 

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 dilución de 1:10000 durante 1 hora. En 

el caso del corazón primero se determinó la actina y posteriormente las proteínas 

de interés.  

La activación de la enzima AMPK se realizó midiendo primero la AMPK fosforilada 

utilizando el anti-fosfo-AMPK alfa pThr172 (Cat. PA5-36045; Thermo Fisher 

Scientific; Rockford, IL) a una dilución 1:400 y dejándola incubar 12 horas a 4°C. 

Posteriormente la membrana fue incubada con el anticuerpo secundario (anti-rabbit) 

a una dilución 1:3000 durante 3 horas. Después, se realizó 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 dilución 1:500 

durante 3 horas a temperatura ambiente y posteriormente con su anticuerpo 

secundario (anti-rabbit) durante 2 horas. Esta proteína 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 dilución de 1:10000 durante 1 hora. 

Para el corazón primero se determinó la actina y posteriormente las proteínas de 

interés. 

Para observar la activación 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 dilución 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 realizó un stripping ligero y la 

membrana fue incubada con el anticuerpo primario de eNOS (Cat. PA3-031A; 

Thermo Fisher Scientific; Rockford, IL) a una dilución de 1:800 durante 3 horas y 

posteriormente fue incubada con el anticuerpo secundario (anti-rabbit) durante 2 

horas. Esta proteína tiene un peso molecular de 140 kDa. En las arterias tanto 

mesentéricas como en aorta se observa una solo banda. Sin embargo, en el corazón 

se observaron 2 bandas una en 140 kDa y otra en 70 kDa perteneciente al 

monómero de la proteína. Para el corazón primero se determinó la actina y 

posteriormente las proteínas de interés. 

La expresión de los receptores β2 adrenérgicos fue determinada utilizando el 

anticuerpo específico para esta proteína (Cat. PA5-27083; Thermo Fisher Scientific; 

Rockford, IL) a una dilución de 1:500 y dejándola incubar durante 24 horas, 

posteriormente la membrana fue incubada durante 3 horas con el anticuerpo 

secundario (anti-rabbit). Esta proteína se localiza a 55 kDa. Nuevamente para el 

corazón se incubo primero con actina y posteriormente con el anticuerpo β2 

adrenérgico.  

Finalmente, la expresión de los receptores β1 adrenérgicos solo se realizó en 

corazón. Para ello, las membranas fueron incubadas con anti-actina y 

posteriormente con el anticuerpo β1 adrenérgico (Cat. PA1-049; Invitrogen™, 
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Thermo Fisher Scientific; Rockford, IL) a una dilución de 1:500 durante 3 horas y 

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

 

6.3  Tratamiento farmacológico 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 Ovariectomía bilateral  

Después de 16 semanas de tratamiento con fructosa o vehículos, los animales 

fueron sometidos a una ovariectomía o una falsa cirugía. 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 realizó una pequeña incisión en piel 

(aproximadamente 1 cm) y en músculo (cercano a 0.5 cm). Los oviductos fueron 

ligados con catgut crómico 3-0 y posteriormente se hizo un corte por debajo de la 

ligadura; después de la extirpación de los dos ovarios, el músculo fue suturado con 

catgut crómico y la piel con hilo de seda de 2-0. El sitio de cirugía limpiada con 

solución salina, benzal y además, se aplicó un insecticida y acaricida de uso tópico 

que ayudó a una rápida cicatrización. Después se les administró fluvicina® 1 ml/kg, 

i.m. que contiene los antibióticos penicilina G procainica (80,000 IU/kg) y 

dihidroestreptomicina (2.5 mg/kg) y el agente anti-inflamatorio flumetasona (12.5 

µg/kg). Se les dio una semana de recuperación a los animales. 

6.3.2 Protocolo experimental del tratamiento con 17β-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 ovariectomía, mientras que la segunda mitad fueron sometidos a 

una falsa cirugía. Dos semanas después de los procedimientos, los subgrupos 

fueron divididos de acuerdo con el tratamiento que recibirían vehículo; es decir, 
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aceite de maíz, (0.5 mL/kg por vía subcutánea, diariamente 35 días) o estradiol (10 

µg/kg por vía subcutánea, diariamente 35 días) (figura 12).  

 

Figura 12. Curso temporal del tratamiento con estradiol. 

Después de 35 días de tratamiento cada subgrupo se dividió 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 propósito se administró:  

1) Estimulación simpática en la región torácica T7-T9 (0.03, 0.1, 0.3, 1.0 y 3.0 Hz); 

2) Noradrenalina, un ligando endógeno de los receptores  adrenérgicos (0.003, 

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

3) Metoxamina, un agonista de los receptores adrenérgicos α1 (1, 3, 10, 30 y 100 

μg/kg).  
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4) UK 14,304, un agonista de los receptores 2 adrenérgicos (0.1, 0.3, 1, 3, 10 y 

30μg/kg). 

 

Figura 13. Protocolo general para la medición de las respuestas vasopresoras del 
tratamiento con estradiol (10 µg/kg·día, 35 días). 

En la segunda mitad de los animales las respuestas vasodepresoras fueron 

determinadas. Para este propósito se administró una infusión de metoxamina (20 

μg/kg•min) y posteriormente se determinaron las respuestas vasodepresoras (figura 

14) inducidas por: 

1) Una administración secuencial de acetilcolina, agonista muscarínico (0.03, 0.1, 

0.3, 1 y 3 μg/kg);  

2) Una administración secuencial de nitroprusiato de sodio, donador de óxido nítrico 

(1.8, 3.1, 5.6, 10 y 18 μg/kg);  

3) Una administración secuencial de isoprenalina, agonista β adrenérgico (0.056, 

0.1, 0.18, 0.31, 0.56, y 1 μg/kg); en la figura 14 se representa el protocolo 

experimental.  
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Figura 14. Protocolo general para la medición de las respuestas vasopresoras del 
tratamiento con estradiol (10 µg/kg·día, 35 días). 

 

6.3.3 Perfil metabólico y hemodinámico  

Después del tratamiento con estradiol (10 µg/kg por día durante 28 días, p.o.) o su 

vehículo (aceite de maíz; 0.5 ml/kg por día durante 28 días, s.c.) se realizaron 

determinaciones de los niveles de triglicéridos y glucosa sanguínea e insulina 

plasmática. Con ello se calcularon los índices HOMA de los animales. Además, los 

siguientes valores hemodinámicos fueron determinados por el método del 

pletismográfico: presión arterial diastólica (PAD), sistólica (PAS), media (PAM) y 

frecuencia cardiaca (FC). Así mismo se realizaron curvas de tolerancia a la glucosa 

en donde se evaluaron los niveles de glucosa sanguínea e insulina plasmática. Ver 

figura 15. 

 

6.3.4 Western blot  

Para la determinación de la activación de las proteínas 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 realizó la remoción de los ovarios. En 
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la semana 18 se inició el tratamiento con estradiol o su vehículo teniendo así 4 

grupos experimentales: 1) control+vehículo, 2) control+estradiol, 3) 

fructosa+vehículo y 4) fructosa+ estradiol). 

Al final del tratamiento crónico se procedió 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 

utilización.   

Para la determinación de las proteínas de interés se utilizaron 50 µg de proteína 

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 realizó 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 activación de la enzima Akt, fue medida a través de  la expresión de la proteína 

total y fosforilada utilizando como control la expresión de β actina. Así, la 

determinación de Akt fosforilada fue realizada utilizando el anticuerpo, anti-fosfo Akt 

(S473) Pan de la marca RyD Systems (Cat. AF887; Minneapolis, Minnesota) en una 

dilución 1:800. La membrana fue incubada con el anticuerpo primario durante toda 

la noche a 4°C. 12 horas después, la membrana se incubó con el anticuerpo 

secundario (goat anti-rabbit IgG-HRP, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas) 

durante 2 horas a temperatura ambiente con agitación constante a una dilución 

1:3000. Una vez que se obtuvieron las imágenes, las membranas fueron sometidas 

a una separación del anticuerpo fosforilado (stripping) con la finalidad de medir la 

proteína total utilizando el anticuerpo anti-Akt Pan (Akt1+Akt2+Akt3) de la marca 

Thermo Fisher Scientific (Cat. MA5-14999; Rockford, IL) a una dilución 1:800 e 

incubándola durante 2 horas. Ambas proteínas 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 dilución de 1:10000 durante 1 hora. 

La activación de la eNOS fue medida a través de la expresión de la eNOS fosforilada 

utilizando el anticuerpo fosfo-eNOS (Ser1177) de la marca Thermo Fisher Scientific 

(Cat. PA5-17917; Rockford, IL) a una dilución 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 dilución de 1:800 durante 3 horas y posteriormente 

fue incubada con el anticuerpo secundario (anti-rabbit) durante 2 horas. Esta 

proteína tiene un peso molecular de 140 kDa. En las arterias tanto mesentéricas 

como en aorta se observó una solo banda.  Sin embargo, en el corazón se 

observaron 2 bandas una en 140 kDa y otra en 70 kDa perteneciente al monómero 

de la proteína. 

6.4 Análisis estadístico  

Para determinar el efecto del tratamiento con fructosa o del vehículo sobre el peso 

corporal, niveles de glucemia, niveles de triglicéridos en sangre, presión arterial, y 

niveles de insulina, los datos fueron sometidos a un análisis estadístico en el que 

se determinó la media ± error estándar de la media (e.e.m) de los valores obtenidos 

de ambos grupos. Posteriormente se realizó análisis de varianza (anova) de una vía 

para comparar el grupo experimental (fructosa) con el grupo control (vehículo de 

fructosa), utilizando una prueba de post-hoc de Tukey, considerando un nivel de 

significancia de P<0.05. Estos mismos análisis se realizaron al final del tratamiento 

con los compuestos a evaluar: metformina, el análogo de metformina y 17β-estradiol 

comparados con sus respectivos vehículos.  

Para determinar el efecto de los tratamientos (metformina, análogo de metformina 

y 17β-estradiol) sobre las respuestas vasodepresoras (inducidas por acetilcolina, 

nitroprusiato de sodio e isoprenalina), los resultados obtenidos fueron sometidos a 

un análisis estadístico obteniendo la media ± e.e.m. de los decrementos máximos 
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de la presión arterial diastólica. Después de esto se realizó una anova de dos vías 

y una prueba post-hoc de Tukey, considerando un nivel de significancia estadística 

de P<0.05. 

Para determinar el efecto de los tratamientos (metformina, análogo de metformina 

y 17β-estradiol) sobre las respuestas vasopresoras (inducidas por estimulación 

eléctrica, noradrenalina, metoxamina y UK 14,304) los resultados obtenidos fueron 

sometidos a un análisis estadístico obteniendo la media ± e.e.m. de los aumentos 

máximos de la presión arterial diastólica. Se aplicó un anova de dos vías y una 

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

Finalmente, para determinar las diferencias en la expresión y activación de las 

proteínas evaluadas por western blot se obtuvieron las medias ± e.e.m. y fueron 

sometidos a un análisis de varianza de una vía y una prueba pos-hoc de Dunnett 

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

7.1 FASE 1. Tratamiento farmacológico con metformina o el análogo EGL-6M 

7.1.1 Parámetros bioquímicos  

La tabla 4 muestra el efecto del tratamiento de una solución de fructosa al 15% 

después de16 semanas sobre los niveles de glucosa sanguínea, insulina 

plasmática, índice HOMA, triglicéridos sanguíneos, peso corporal, comparados 

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

De manera interesante, el tratamiento con fructosa: 1) disminuyó los niveles de 

glucosa sanguínea; y 2) aumentó los niveles plasmáticos de insulina, HOMA-IR, 

triglicéridos sanguíneos y peso corporal de manera significativa, comparadas contra 

el control.  

Tabla 4. Parámetros bioquímicos después del tratamiento con fructosa.  

Semana 16 

Grupo  Glucosa 
(mmol/L)   

Insulina  
(μUI/mL) 

HOMA-IR Triglicéridos 
(mg/dL)  

Peso 
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) 4.79 ± 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 estándar de la media 9 o 

animales 

Por otra parte, la tabla 5 muestra el efecto del tratamiento farmacológico durante 4 

semanas con vehículo (1 ml/kg·día), metformina (50 mg/kg·día) o EGL-6M (50 

mg/kg·día) sobre la glucosa sanguínea y peso corporal en los grupos control o 

tratados con fructosa al 15%. Es importante señalar que en animales control, la 

metformina o el EGL-6M no modificaron significativamente las variables medidas, 

al compararse control el vehículo.  

De manera notable, en animales tratados con fructosa, el tratamiento con 

metformina o EGL-6M disminuyeron significativamente los niveles plasmáticos de 

insulina y el índice HOMA, cuando se compararon contra el vehículo.  
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Tabla 5. Parámetros bioquímicos posteriores a los tratamientos farmacológicos  

Tratamiento farmacológico 

 
Grupo  Glucosa 

(mmol/L)   
Insulina  
(μUI/mL) 

HOMA-IR Triglicéridos 
(mg/dL)  

Peso corporal 
(Kg) 

C
o

n
tr

o
l 

(n
=

1
8

) Vehículo  5.09 ± 0.31 6.81 ± 1.41  1.63 ± 0.71 145 ± 5 0.48 ± 0.02 

Metformina  5.26 ± 0.19 7.43 ± 1.00 1.64 ± 0.32 136 ± 4 0.47 ± 0.02 

EGL-6M  5.76 ± 0.21 7.43 ± 1.52 1.94 ± 0.45 131 ± 12 0.45 ± 0.02 

F
ru

c
to

s

a
 (

n
=

1
8

) Vehículo 5.52 ± 0.31 34.64 ± 4.13 8.21 ± 1.00 143 ± 15 0.55 ± 0.02 

Metformina 4.53 ± 0.92 4.53 ± 0.92 a 0.95 ± 0.16 a 164 ± 13  0.57 ± 0.05 

EGL-6M 5.00 ± 0.21 16.93 ± 3.07 a 3.81 ± 1.06 a 176 ± 15 0.56 ± 0.04  

a P<0.05 vs. Fructosa-vehículo. Cada valor representa a media ± error estándar de la media 

de 6 animales 

7.1.2  Valores hemodinámicos  

La tabla 6 muestra los valores de FC, PAS, PAD y PAM en animales control o en 

aquellos que recibieron fructosa al 15% durante 16 semanas. Así, el tratamiento con 

fructosa durante 16 semanas incrementó 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 presión arterial obtenidos por el método pletismográfico al final 
de las 16 semanas de tratamiento con fructosa al 15 %.  

Semana 16 

Grupo FC  
(lat/min) 

PAS  
(mmHg) 

PAD 
(mmHg) 

PAM  
(mmHg)  

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 estándar de la media de los 6 

animales.  

La tabla 7 muestra el efecto del tratamiento crónico de vehículo (1 ml/kg·día), 

metformina (50 mg/kg·min) o EGL-6M (50 mg/kg·min) sobre algunas variables 

hemodinámicas obtenidas con el método pletismográfico.  
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En animales control, el tratamiento con metformina o el EGL-6M incrementó 

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 modificó dichas variables 

hemodinámicas. Sin embargo, el EGL-6M incrementó de manera significativa la 

PAS, comparado contra el vehículo. 

Tabla 7. Valores de presión arterial obtenidos por el método pletismográfico después del 
tratamiento farmacológico con vehículo (1 ml/kg·día), metformina (50 mg/kg·min) o EGL-
6M (50 mg/kg·min). 

Semana 20 

 
Grupo F.C. 

(lat/min) 
PAS  

(mmHg) 
PAD 

(mmHg) 
PAM  

(mmHg)  

Control 

Vehículo 438 ± 10 108 ± 3 74 ± 3 83 ± 3 

Metformina 447 ± 10 116 ± 2 a 90 ± 3 a 97 ± 2 a 

EGL-6M  401 ± 13 a 124 ± 5 a 84 ± 4 a 97 ± 4 a 

Fructosa 

Vehículo 382 ± 12 130 ± 7 108 ± 5 115 ± 6 

Metformina 394 ± 22 145 ± 9 118 ± 6  127 ± 7  

EGL-6M 405 ± 14 147 ± 5 b 121 ± 5 129 ± 5 

a P<0.05 vs control-vehículo, b P<0.05 vs Fructosa-vehículo. Cada valor representa la media 

± error estándar de la media de los 6 animales. PAS, presión arterial sistólica; PAD, presión 

arterial diastólica; PAM, presión arterial media; F.C. frecuencia cardiaca.  

7.1.3 Curva de tolerancia a la glucosa  

La figura 14 ilustra el área bajo la curva (ABC) del curso temporal de los niveles de 

glucosa sanguínea e insulina plasmática 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 vehículo, metformina o EGL-6M durante 

4 semanas, diariamente (panel inferior).  

Así, el tratamiento durante 16 semanas con fructosa no modificó significativamente 

la curva de glucosa (figura 15A). En contraste, el tratamiento con fructosa 

incrementó significativamente la curva de insulina plasmática, sugiriendo 

hiperinsulinemia (figura 15B). Por otra parte, en animales control, el tratamiento 
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crónico con metformina, EGL-6M o su vehículo por 4 semanas, no modificó la curva 

de glucosa (figura 15C) o la curva de niveles plasmáticos 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 disminuyó ligera pero significativamente la curva de los niveles de glucosa 

sanguínea (figura 15C) durante la prueba oral de tolerancia a la glucosa. Así mismo, 

la metformina disminuyó significativamente la curva de insulina plasmática (figura 

15D). Por último, el EGL-6M disminuyó la  curva de insulina plasmática aunque este 

decremento no alcanzó una diferencia estadísticamente significativa.  

 

Figura 15. Área 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 administración de los diferentes 
tratamientos). * P< 0.05 vs control, a P<0.05 vs Fructosa-vehículo. Cada barra representa 
la media ± error estándar de la media de 6 animales. 
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7.1.4 Respuestas cardiovasculares  

7.1.4.1 Efecto de la resistencia a la insulina sobre las respuestas 

vasopresoras inducidas por estimulación del sistema simpático.  

La figura 16 muestra las respuestas vasopresoras generadas por estimulación 

simpática, noradrenalina (agonista  y  adrenérgico), metoxamina (agonista 1) y 

UK 14,304 (agonista 2) en el grupo control y el grupo tratado con fructosa (con 

resistencia a la insulina). La estimulación simpática o los bolos i.v. de noradrenalina, 

metoxamina y UK 14, 304 produjeron incrementos de la presión arterial diastólica 

de manera dependiente de la frecuencia de estimulación o de la dosis. Así, las 

respuestas inducidas por la estimulación simpática 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 administración 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). 

 

Figura 16. Efecto del tratamiento crónico (16 semanas) con fructosa al 15% sobre las 
respuestas vasopresoras generadas por la estimulación simpática o bolos intravenosos de 
noradrenalina, metoxamina y UK 14,304 en animales control y fructosa (resistentes a la 
insulina), *P<0.05 vs vehículo. Cada punto representa la media ± error estándar de la media 
de 6 animales. 
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7.1.4.2 Efecto de la administración crónica de metformina o el análogo 

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 vehículo, metformina o el análogo. La 

metformina no modificó las respuestas vasopresoras generadas por estimulación 

simpática o por bolos intravenosos de noradrenalina, metoxamina o UK 14,304. Sin 

embargo, el análogo (EGL-6M) incrementó significativamente las respuestas 

generadas por la estimulación simpática sobre todo a las frecuencias de 

estimulación de 0.3 a 3 Hz. En contrate las respuestas generadas por UK 14, 304, 

un agonista selectivo a los receptores α2 adrenérgicos, fueron disminuidos por el 

tratamiento con EGL-6M. Por último, el EGL-6M no modificó significativamente las 

respuestas generadas por noradrenalina o metoxamina. 

 

Figura 17. Efecto de la administración crónica de metformina o EGL-6M sobre las 
respuestas vasopresoras generadas por estimulación simpática o bolos intravenosos de 
noradrenalina, metoxamina y UK 14,304, en los grupos control, *P<0.05 vs vehículo. Cada 
punto representa la media ± error estándar de la media de 6 animales. 
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7.1.4.3 Efecto de la administración crónica metformina o EGL-6M sobre 

las respuestas vasopresoras en animales con resistencia a la insulina 

En la figura 18 se puede observar el efecto de la metformina o EGL-6M sobre las 

respuestas vasopresoras generadas por estimulación simpática, noradrenalina, 

metoxamina y UK 14,304 en los animales tratados con fructosa. De manera 

interesante, la metformina disminuyó las respuestas generadas por noradrenalina, 

así como en la última dosis de metoxamina (100 µg/kg). En contraste, la metformina 

no modificó las respuestas generadas por la estimulación simpática y por UK 

14,304. En el grupo tratado con EGL-6M no se observaron diferencias 

estadísticamente significativas en las respuestas generadas por noradrenalina y UK 

14,304. Sin embargo, el EGL-6M incrementó las respuestas generadas por la 

estimulación simpática a las a frecuencias de estimulación altas (1 y 3Hz). 

 

Figura 18. Respuestas vasopresoras generadas por estimulación simpática o bolos 
intravenosos de noradrenalina, metoxamina y UK 14,304, en los grupos tratados con 
fructosa. *P<0.05 vs vehículo. Cada punto representa la media ± error estándar de la media 
de 6 animales. 
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En la figura 19 se ilustra el área bajo la curva de las respuestas vasopresoras 

generadas por la estimulación simpática o por bolos intravenosos de los agonistas 

noradrenalina, metoxamina y UK 14,304. Así se puede observar que el área bajo la 

curva generados por las respuestas simpáticas en los grupos tratados con EGL-6M 

fueron significativamente mayores comparadas con los grupos tratados con 

vehículo o con metformina en animales control o tratados con fructosa (figura 19A y 

19E). Así mismo, se puede observar una disminución estadísticamente significativa 

sobre las respuestas generadas por metoxamina en animales resistentes a la 

insulina posterior a la administración de metformina y su análogo (figura 19G).  

 

Figura 19. Áreas bajo la curva de las respuestas vasopresoras generadas por estimulación 
simpática o bolos intravenosos de noradrenalina, metoxamina y UK 14,304 en animales 
control o tratados con fructosa y tratados crónicamente con vehículo, metformina o         
EGL-6M. a P<0.05 vs control-vehículo, b P<0.05 vs fructosa-vehículo. Cada barra representa 
la media ± error estándar de la media de 6 animales. 
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7.1.4.4 Efecto de la administración de fructosa o su vehículo 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. 

Así, la administración de bolos i.v. de acetilcolina, nirtroprusiato de sodio e 

isoprenalina disminuyeron de manera significativa y dependiente de la dosis la 

presión arterial diastólica. Además, el tratamiento crónico con fructosa al 15% 

incrementó 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. Además, las respuestas 

vasodepresoras a nitroprusiato de sodio no fueron modificadas significativamente. 

 

Figura 20. Efecto del tratamiento crónico 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 estándar de la media de 6 animales. 

 

7.1.4.5 Efecto de la administración crónica de metformina o EGL-6M 

sobre las respuestas vasodepresoras en animales control 

Las respuestas vasodepresoras obtenidas de la administración de acetilcolina, 

nitroprusuiato de sodio e isoprenalina sobre los grupos control que fueron tratados 
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con vehículo, metformina o EGL-6M se ilustran en la figura 21. En esta figura se 

observó que la administración con metfomina disminuyó las respuestas 

vasodepresoras a acetilcolina e isoprenalina, específicamente a la dosis de 0.03 

µg/kg de acetilcolina y 0.056-0.18 µg/kg de isoprenalina. En contraste, el EGL-6M 

no modificó significativamente las respuestas a acetilcolina, isoprenalina  o 

nitroprusiato de sodio. 

 

Figura 21. Efecto de la administración crónica 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 vehículo. Cada punto representa la 

media ± error estándar de la media de 6 animales. 
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7.1.4.6 Efecto de la administración crónica de metformina o EGL-6M 

sobre las respuestas vasodepresoras en animales con resistencia a la insulina 

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 disminuyó 

las respuestas vasodepresoras a la acetilcolina comparado con el grupo tratado con 

el vehículo. Además, la metformina incrementó significativamente las respuestas a 

isoprenalina. Por otro lado, el tratamiento con el EGL-6M no modificó las respuestas 

a acetilcolina ni a nitroprusiato de sodio, mientras que las respuestas a isoprelina 

fueron exacerbadas por el tratamiento con EGL-6M.  

 

Figura 22. Efecto del tratamiento crónico con metformina, EGL-6M o su vehículo 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 vehículo. Cada 
punto representa la media ± error estándar de la media de 6 animales. 
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7.1.5 Expresión de los receptores β adrenérgicos y activación de proteínas 

AMPK, Akt, eNOS 

7.1.5.1 Expresión del receptor β2 adrenérgico y activación de proteínas 

AMPK, Akt y eNOS en arterías mesentéricas 

La figura 23 ilustra la expresión de los receptores β2-adrenergicos y la activación de 

las enzimas AMPK, AKT, y eNOS en animales con resistencia a la insulina inducida 

por fructosa y el efecto del tratamiento crónico con: 1) vehículo, 2) metformina y 3) 

EGL-6M. 

En la figura 23A se muestra que la resistencia a la insulina incrementó la expresión 

de los receptores β2-adrenergicos, cuando es comparado con el grupo control. 

Además, los tratamientos con metformina y EGL-6M redujeron dicho incremento de 

la expresión β2, regresando a los niveles de expresión 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 activación de la enzima AMPK (AMPK-p (Thr172)/AMPK 

total) comparada con el grupo control (control vs fructosa+vehículo). De manera 

interesante, la administración crónica de metformina y EGL-6M incrementó la 

activación de la enzima AMPK en animales con resistencia a la insulina, cuando se 

comparó contra el grupo que recibió el vehículo. 

La figura 23C ilustra que la resistencia a la insulina inducida por fructosa no modificó 

la activación de la enzima AKT (AKT-p (Ser473)/AKT total), cuando se comparó 

contra el grupo control (control vs fructosa+vehículo). Además, en animales con 

resistencia a la insulina el tratamiento con metformina, pero no con EGL-6M, 

incrementó la activación de AKT, comparado con el grupo tratado con el vehículo.  

Por último, en la figura 23D se ilustra la activación 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 activación, comparado contra el grupo control. Asimismo, en 

animales con resistencia a la insulina, la metformina, pero no el EGL-6M, 

incrementó la activación de la enzima eNOS comparado contra el vehículo.  
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Figura 23. Efecto de la resistencia a la insulina y del tratamiento farmacológico con 
metformina y EGL-6M sobre la expresión de los receptores β2 adrenérgicos y activación de 
las proteínas AMPK, AKT y eNOS en arterias mesentéricas. Grupo control (C), grupos 
resistentes a la insulina (Fructosa), vehículo (V), Metformina (M), EGL (EGL-6M). Cada 
barra representa la media ± error estándar de la media de 3-4 muestras independientes, # 
P<0.05 vs control, * P<0.05 vs vehículo.  
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7.1.5.2 Expresión del receptor β2 adrenérgico y activación de proteínas 

AMPK, AKT y eNOS en aortas 

En la figura 24 se ilustra la expresión de los receptores β2-adrenergicos y la 

activación de las enzimas AMPK, AKT y eNOS en animales con resistentes a la 

insulina inducida por la administración de fructosa al 15 % durante 16 semanas y el 

efecto del tratamiento crónico con: 1) vehículo, 2) metformina y EGL-6M.  

En la figura 24A se observa que la resistencia a la insulina inducida por fructosa no 

modificó la expresión de los receptores β2-adrenérgicos cuando fue comparada 

contra el grupo control (control vs fructosa+vehículo). En contraste, los tratamientos 

con metformina y el EGL-6M incrementaron la expresión de estos receptores 

cuando se comparó contra el grupo que recibió el vehículo.  

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 modificó la activación de la 

enzima AMPK (AMPK-p (Thr172)/AMPK total). De la misma manera, en la figura 

23C se muestra que la resistencia a la insulina inducida por fructosa no modificó la 

activación de la enzima AKT (AKT (Ser473)/AKT total). Asimismo, los tratamientos 

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

Por último la figura 24D muestra que la resistencia a la insulina no tuvo efecto sobre 

la activación de la enzima eNOS (eNOS (Ser1177)/eNOS total) cuando se comparó 

contra el grupo control. Mientras que los tratamientos crónicos con metformina y 

EGL-6M disminuyeron la activación de esta enzima cuando se compararon contra 

el grupo que recibió vehículo. 
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Figura 24. Efecto de la resistencia a la insulina y del tratamiento farmacológico con 
metformina y EGL-6M sobre la expresión de los receptores β2 adrenérgicos y activación de 
las proteínas AMPK, AKT y eNOS en aortas. Grupo control (C), grupos resistentes a la 
insulina (Fructosa), vehículo (V), Metformina (M), EGL (EGL-6M). Cada barra representa la 
media ± error estándar de la media de 3-4 muestras independientes, * P<0.05 vs vehículo.  

 

7.1.5.3 Expresión del receptor β2 adrenérgico y activación de proteínas 

AMPK, AKT y eNOS en corazón 

En la figura 25 se observa la expresión de los receptores β1/β2-adrenergicos y la 

activación de las enzimas AMPK, AKT y eNOS en el corazón. En el primer panel 

(figura 25A) se observa la expresión de los receptores β1; la expresión no fue 

modificada en animales resistentes a la insulina (vehículo) comparada contra el 

grupo control. Sin embargo, en animales con resistencia a la insulina, el tratamiento 

con el análogo EGL-6M disminuyó la expresión de estos receptores. Por otra parte, 
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la expresión de los receptores β2 no fue afectada por metofrmina o EGL-6M en este 

órgano (figura 25B). 

La activación de la enzima AMPK (AMPK (Thr172)/AMPK total) se muestra en la 

figura 25C. En esta grafica se observó que la resistencia a la insulina disminuyó su 

activación (vehículo vs control) y, de manera notable, esta disminución fue 

restaurada después de la administración con el EGL-6M. Además, la metformina 

tiene una tendencia a incrementar esta activación; sin embargo, esta tendencia no 

alcanzó una diferencia estadísticamente significativa. 

En la figura 25D se observa que la resistencia a la insulina inducida por fructosa 

disminuyó la activación de la enzima Akt (Akt (Ser473)/Akt total). Adicionalmente, el 

tratamiento con metformina tuvo una tendencia a incrementar los niveles de 

activación de la enzima; sin embargo, dicha tendencia no alcanzó la diferencia 

estadísticamente significativa. Por último, el EGL-6M incrementó estos valores de 

manera estadísticamente significativa cuando se comparó contra el grupo que 

recibió vehículo (p=0.0043, F=7.202).  

En la figura 25E se puede observar que la resistencia a la insulina incrementó la 

expresión de la enzima Akt total. Mientras que los tratamientos crónicos con 

metformina y el análogo no tuvieron efecto sobre la expresión de esta proteína total 

cuando se compararon contra los animales administrados con vehículo.  

Finalmente, en la figura 25F se observa que la resistencia a la insulina no tuvo efecto 

sobre la activación de la enzima eNOS (eNOS (Ser1177)/eNOS total). De igual 

manera, los tratamientos crónicos con metformina y el EGL-6M no tuvieron efecto 

sobre la activación de esta enzima comparados contra el vehículo. 
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Figura 25. Efecto de la resistencia a la insulina y del tratamiento farmacológico con 
metformina y EGL-6M sobre la expresión de los receptores β2 adrenérgicos y activación de 
las proteínas AMPK, Akt y eNOS en corazón. Grupo control (C), grupos resistentes a la 
insulina (Fructosa), vehículo (V), Metformina (M), EGL (EGL-6M). Cada barra representa la 
media ± error estándar de la media de 3-4 muestras independientes, * P<0.05 vs vehículo. 

Por último, los resultados de la expresión y activación de las proteínas se 

encuentran resumidos en la tabla 8.  

Tabla 8. Resumen de la expresión de los receptores β- adrenérgicos y las proteínas AMPK, 
Akt y eNOS en arterias mesentericas, aortas y corazón de animales con resistencia a la 
insulina. R.I. (Resistencia a la insulina), ND (NO Determinado), NC (Ningún cambio), A 
(aumentó), Disminuyó (D). 

  Proteína 
Grupo 

β1 β2 AMPK-p/AMPK AKT-p/AKT eNOS-p/eNOS 

Arterias mesentéricas 

R.I. (Vehículo) ND A D NC D 

Metformina ND D A A A 

EGL-6M ND D A NC NC 

Aorta 

R.I. (Vehículo) ND NC NC NC NC 

Metformina ND A NC NC D 

EGL-6M ND A NC NC D 

Corazón 

R.I. (Vehículo) 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 farmacológico con 17-β estradiol 

7.2.1 Características metabólicas  

En la tabla 9 se muestran algunos parámetros bioquímicos como niveles 

sanguíneos de glucosa y triglicéridos, niveles plasmáticos de insulina, índice 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 incrementó los nivele 

plasmáticos de insulina e índice HOMA, aunque no fue significativo cuando se 

comparó contra el grupo control. Además, la fructosa incrementó significativamente 

los niveles sanguíneos de triglicéridos sin modificar significativamente los niveles de 

glucosa o el peso corporal.  

Por otra parte, en animales ovariectomizadas, el tratamiento con fructosa no 

modificó significativamente los niveles de glucosa, insulina, HOMA-IR, triglicéridos 

o peso corporal. Sin embargo, es importante analizar el efecto de la ovariectomía 

en animales control. Al respecto, la ovariectomía aumentó el índice HOMA-IR y los 

niveles plasmáticos de insulina, al compararlos con el grupo falsamente operadas 

(sham).  

Tabla 9. Parámetros bioquímicos de los grupos control y de los grupos tratados con 
fructosa.  

Control vs Fructosa 

                Grupo  Glucosa 
(mmol/L)   

Insulina  
(μUI/mL) 

HOMA-IR Triglicéridos 
(mg/dL)  

Peso corporal 
(Kg) 

 
Sham 

Control 3.82 ± 1.22 3.68 ± 0.46  0.95 ± 0.15 120 ± 21 0.38 ± 0.01 

Fructosa 5.63 ± 0.24 8.57 ± 3.65  2.84 ± 1.02 212 ± 27* 0.43 ± 0.03 

Ovx 
Control 4.17 ± 1.34 15.27 ± 3.93* 9.14 ± 2.54* 138 ± 26 0.41 ± 0.03 

Fructosa 5.29 ± 0.24 14.34 ± 3.69 3.60 ± 0.95 214 ± 24 0.47 ± 0.03 

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

media de 6 animales. 

En la tabla 10 se muestra el efecto del tratamiento crónico con 17β-estradiol sobre 

los niveles de glucosa y triglicéridos sanguíneos. Así como los niveles de insulina 
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plasmática, índice HOMA y peso corporal. Los cuales no fueron modificados por el 

tratamiento con estradiol.  

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

Control  

Grupo  Glucosa 
(mmol/L)   

Insulina  
(μUI/mL) 

HOMA-IR Triglicéridos 
(mg/dL)  

Peso corporal 
(Kg) 

Sham  Vehículo  3.82 ± 1.22 3.68 ± 0.46  0.95 ± 0.15 120 ± 21 0.38 ± 0.01 

Ovx 
Vehículo 4.17 ± 1.34 15.27 ± 3.93* 9.14 ± 2.54* 138 ± 26 0.41 ± 0.03 

Estradiol 3.82 ± 1.21 13.01 ± 0.80 3.51 ± 0.61 179 ± 16  0.35 ± 0.01 

Fructosa 

Sham  Vehículo  5.63 ± 0.24 8.57 ± 3.65  2.84 ± 1.02 212 ± 27 0.43 ± 0.03 

Ovx 
Vehículo 5.29 ± 0.24 14.34 ± 3.69 3.60 ± 0.95 214 ± 24 0.47 ± 0.03 

Estradiol 5.64 ± 0.22 14.70 ± 2.38 3.67 ± 0.61 287 ± 38  0.40 ± 0.01 

* P<0.05 vs sham+vehículo. Cada punto representa la media ± error estándar de la media 
de 6 animales 

7.2.2 Valores hemodinámicos  

En la tabla 11 se muestran los valores de frecuencia cardiaca (FC), presión arterial 

sistólica (PAS), presión arterial diastólica (PAD) y presión arterial media (PAM) por 

el método pletismográfico 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 incrementó significativamente estos valores 

hemodinámicos (FC, PAS, PAD, PAM). En contraste, en las ratas ovx solamente 

hubo un incremento estadísticamente significativo en el valor de PAS y una 

tendencia a incrementar los demás valores sin llegar a la diferencia estadística 

cuando se comparan con el grupo control ovariectomizado. Sin embargo, se puede 

observar que la ovariectomía produjo un incremento en los parámetros 

hemodinámicos evaluados al comparar el grupo ovx-control contra el grupo sham-

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

Control vs Fructosa 

Grupo FC 
(lat/min) 

PAS  
(mmHg) 

PAD 
(mmHg) 

PAM 
 (mmHg)  

Sham 
Control 368 ± 17 105 ± 4 84 ± 5 91 ± 5 

Fructosa 443 ± 6* 137 ± 4* 109 ± 4* 118 ± 4* 

Ovx 
Control 401 ± 22 131 ± 3* 101 ± 5* 110 ± 4* 

Fructosa 439 ± 7 153 ± 4a 130 ± 4 138 ± 4 

*P<0.05 vs sham+control, aP<0.05 vs ovx+control. Cada valor representa la media ± error 
estándar de la media de 6 animales. FC (frecuencia cardiaca), PAS (presión arterial 
sistólica), PAD (presión arterial diastólica), PAM (presión arterial media). 

Por otra parte, la tabla 12 muestra el efecto del 17β-estradiol sobre las variables 

hemodinámicas. En los animales control ovariectomizados se observó una ligera 

disminución en los valores de PAS, PAD y PAM tras la administración crónica de 

estradiol al compararse contra el grupo ovx+vehículo aunque no alcanzó diferencias 

significativas. Sin embargo, esta reducción alcanzó diferencia significativa en 

animales con resistencia a la insulina inducida por fructosa al comparar el grupo 

ovx+vehículo contra ovx+E2.  

Tabla 12. Efecto del estradiol o su vehículo sobre los valores de presión arterial y frecuencia 
cardiaca obtenidos por el método pletismográfico.  

Control 

Grupo FC 
(lat/min) 

PAS  
(mmHg) 

PAD 
(mmHg) 

PAM 
 (mmHg)  

Sham Vehículo 368 ± 17 105 ± 4 84 ± 5 91 ± 5 

Ovx 
Vehículo 401 ± 22 131 ± 3 101 ± 5 110 ± 4 

Estradiol 366 ± 23 118 ± 2 91 ± 3 100 ± 2 

Fructosa 

Sham Vehículo 443 ± 6 137 ± 4 109 ± 4 118 ± 4 

Ovx 
Vehículo 439 ± 7 153 ± 4 130 ± 4 138 ± 4 

Estradiol 431 ± 5 123 ± 4a 97 ± 5a 105 ± 4a 

*P<0.05 vs Sham+vehículo, a P<0.05 vs ovx+vehículo. Cada valor representa la media ± 
error estándar de la media de 6 animales. FC (frecuencia cardiaca), PAS (presión arterial 
sistólica), PAD (presión arterial diastólica), PAM (presión arterial media). 
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7.2.3 Curva de tolerancia a la glucosa  

En la figura 26 se observa el área 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 

estadísticamente 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 así como en 

el grupo control con ovariectomia.  

 

Figura 26. Área 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 estándar de la media de 6 animales. * P<0.005 vs sham+control. (C) Control, (F) 
Fructosa, sham (falsa cirugía) y Ovx (ovariectomía).  

Además, en la figura 27 se muestran el curso temporal y el área 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 µg/kg, i.p.) o su vehículo durante 5 semanas. Al respecto, el estradiol 

produjo una pequeña disminución 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 área de bajo la curva (figura 27B). Con respecto a los niveles 

de insulina durante la curva de tolerancia a la glucosa, la ovariectomia incrementó 

significativamente el área bajo la curva cuando se comparó con animales 
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falsamente operados. Así mismo, el tratamiento con estradiol redujo 

significativamente los incrementos del área bajo la curva comparado con los 

animales ovariectomizados tratados con vehículo (figura 27D). 

 

Figura 27. Cursos temporales y área 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 vehículo (1 ml/kg; i.p.) o estradiol (10 µg/kg) durante 5 semanas. Cada 
punto o barra representa la media ± error estándar de la media de 6 animales. aP<0.05 vs 
Ovx+vehículo, * P<0.05 vs Sham+vehículo.  
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En la figura 28 se observan el curso temporal y el área 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 vehículo. 

En el curso temporal (figura 28A) de los animales ovx+E2 se puede observar una 

disminución de los niveles de glucosa a los tiempos 30 y 60 min, esto resultados 

son evidentes al realizar las áreas bajo la curva (figura 28B), sugiriendo un efecto 

benéfico del estradiol sobre el metabolismo de la glucosa, aunque se debe admitir 

que no existieron diferencias significativas en los tratamientos. Además, 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.  

 

Figura 28. Cursos temporales y áreas 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 estándar de la media de 6 

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

7.2.4.1 Respuestas vasopresoras  

Las respuestas cardiovasculares generadas por estimulación simpática o 

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

determinadas en animales falsamente operados u ovariectomizados.  

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

o su vehículo. En el panel superior se observan las respuestas de los animales 

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

estimulación simpática, 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 estimulación simpática o a los 

agonistas α-adrenérgicos. 

 

Figura 29. Respuestas vasopresoras generadas por estimulación simpática, noradrenalina, 
metoxamina o UK 14, 304, en animales falsamente operados u ovariectomizados tratados 
con fructosa o su vehículo.* P<0.05 vs control.  
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Además, el efecto de la ovariectomía 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 estimulación simpática (figura 3’A) al igual que las 

producidas por la administración de noradrenalina exógena (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 

que en los animales tratados con fructosa, la ovariectomía no produjo cambios 

estadísticamente significativos sobre la respuestas inducidas por estimulación 

simpática (figura 30E), noradrenalina (figura 30F), metoxamina (figura 30G)  o UK 

14,304 (figura 30H), excepto a la dosis más alta de UK 14,304, la cual fue 

incrementada por la ovariectomía.  

 

Figura 30. Efecto de la ovariectomía sobre las respuestas vasopresoras generadas por 
estimulación simpática, noradrenalina, metoxamina o UK 14, 304 en animales control y 
tratados con fructosa. * P<0.05 vs control. Cada punto representa la media ± error estándar 
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 estimulación simpática o los diferentes 

agonistas empleados en los animales control (panel superior) y en animales tratados 

con fructosa (panel inferior). En el grupo control la administración de estradiol 

disminuyó las respuestas generadas por noradrenalina si modificar las respuestas 

generadas por estimulación simpática, metoxamina (a excepción de la dosis más 

alta, en donde se observó una disminución de la respuesta) o UK 14,304. Mientras 

que en el grupo de animales resistentes a la insulina el estradiol incrementó las 

respuestas a la estimulación simpática sin modificar las inducidas por noradrenalina, 

metoxamina o UK 14,304.  

 

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

En la figura 32 se encuentra la comparación 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 vehículo. 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).  

   

Figura 32. Efecto del tratamiento crónico 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 estándar de la media de 6 animales. 
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La figura 33 muestra el efecto de la ovariectomía 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 

ovariectomía no tiene efecto sobre las respuestas inducidas por isoprenalina. 

Mientras que en la figura 33C se ilustra que la ovariectomía incrementa las 

respuestas a isoprenalina.  

En contraste, en los animales resistentes a la insulina (fructosa), la ovariectomía 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 observó cambios en las 

respuestas vasodepresoras en las ratas a las que se les realizó la extirpación de los 

ovarios al compararla con las falsamente operadas. 
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Figura 33. Efecto de la ovariectomía 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 estándar de la media 
de 6 animales. 

En la figura 34 se observa el efecto del tratamiento crónico con estradiol sobre las 

respuestas vasodepresoras generadas por la administración 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 administración de estradiol 

disminuyó las respuestas a acetilcolina e isoprenalina; mientras que incrementó las 

respuestas a nitroprusiato.  

Por otro lado, en el grupo tratado con fructosa, la administración crónica de estradiol 

incrementó las respuestas a acetilcolina sin modificar las respuestas generadas por 

la administración de nitroprusiato e isoprenalina. 
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Figura 34. Efecto de la administración 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 estándar de la media de 6 animales.  

 

 

 

7.2.5 Activación de la vía Akt/eNOS 

La figura 35  muestra la activación 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. Así como el efecto del tratamiento crónico con 

estradiol.  

En la figura 35A se observa que la resistencia a la insulina incrementa la activación 

de la vía Akt (Akt (Ser473)/ Akt total) en arterias mesentéricas cuando se comparan 

con el grupo control, sin embargo, la administración del estradiol no produjo cambios 

tanto en el grupo control como en el grupo tratado con fructosa. 

La figura 35B muestra la activación de la enzima eNOS (eNOS (Ser1177)/ eNOS 

total), en la cual no se observar diferencias estadísticamente significativas con 

ninguno de los tratamientos.  

Por otro lado, en la figura 34C se observa que la resistencia a la insulina 

(control+vehículo vs fructosa+vehículo) no tiene efecto sobre la activación de la 

enzima Akt (Akt (Ser473)/ Akt total). La administración crónica de estradiol en 

animales control disminuyó la activación de la enzima Akt. Sin embargo, en los 

animales resistentes a la insulina no se observó un efecto. Finalmente, en la figura 

34D se observa que la resistencia a la insulina incrementa  la activación de la enzima 

eNOS (eNOS (Ser1177)/eNOS total). Mientras que la administración de estradiol no 

tiene efecto sobre la activación 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 estándar de 
la media de 3-4 muestras independientes, # P<0.05 vs control, * P<0.05 vs 

control+vehículo. 
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CAPITULO 8. DISCUSIÓN 

8.1 FASE 1 

8.1.1 Efecto de la metformina y EGL-6M sobre las variables metabólicas  

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 índice HOMA en animales tratados con fructosa en comparación 

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 

comparación 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 plasmática 

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 alteración en los niveles de glucosa sanguínea probablemente 

debido a que las células pancreáticas aún 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)  

Además, en los animales que continuaron la administración de fructosa y fueron 

tratados con el vehículo durante 4 semanas, los niveles de insulina en plasma, así 

como los valores del índice HOMA, aumentaron significativamente en comparación 

con los valore de los animales control, lo que sugiere que bajo nuestra condición 

experimental se puede observar una progresión dependiente del tiempo de 

resistencia a la insulina (tabla 5). En el grupo control, el vehículo, 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 disminuyó 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 ningún efecto, 

probablemente porque este compuesto es un análogo de la metformina y aún 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 disminuyó significativamente la glucemia y los niveles plasmáticos de 

insulina durante la prueba de tolerancia oral a la glucosa en comparación con el 

subgrupo de vehículo con fructosa (figura 16). Estos resultados pueden 

interpretarse en términos de que la metformina y EGL-6M aumentaron la absorción 

de glucosa y disminuyeron la resistencia a la insulina ya que la secreción de insulina 

fue menor durante la prueba. 

8.1.2 Cambios hemodinámicos producidos por los tratamientos 

farmacológicos 

De manera interesante, la resistencia a la insulina inducida por una dieta alta en 

fructosa aumentó significativamente algunos valores hemodinámicos (tabla 6), 

incluida la presión arterial. En este sentido, se ha observado una asociación entre 

la hipertensión y la resistencia a la insulina a través de varios mecanismos que 

incluyen la disfunción endotelial y la disfunción simpática (Schalkwijk et al., 2005; 

Thackeray et al., 2011). 

En el grupo control, el tratamiento con metformina y EGL-6M aumentaron 

significativamente los valores de presión arterial (tabla 7). Aunque en principio estos 

resultados pueden sugerir un efecto deletéreo, se debe considerar que estos valores 

todavía se encuentran en el rango fisiológico de las ratas adultas (presión arterial 

sistólica: 84-134 mmHg, presión arterial diastólica: 60 mmHg) (Wolfensohn et al., 

2013). Además, tanto la metformina como el análogo tienen similitudes estructurales 

con algunos antihipertensivos de acción central (agonistas α2 adrenérgicos) tales 

como el guanabenz, la clonidina, y la guanfacina, estos fármacos al ser agonistas 

alfa adrenérgicos, su primer efecto es el aumento de la presión arterial y el cual se 

conserva hasta un ajuste correcto de dosis (Oates, 1995). Esto podría explicar el 

incremento en la presión arterial. Sin embargo, no se pueden descartar otros 

mecanismo de acción 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 presión arterial en comparación con sus 

respectivos vehículos. A este respecto, varios estudios han demostrado la 

capacidad de la metformina para restablecer la función endotelial (Sena et al., 

2011). Aunque no tenemos una explicación clara de estos hallazgos, durante la 

génesis y la progresión de la hipertensión están implicados varios mecanismos (por 

ejemplo, sobre la activación del tono simpático, el sistema renina-angiotensina, la 

sobreactivación de la PKC en el músculo liso, entre otros) y posiblemente la 

metformina y EGL-6M podrían 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 estimulación del sistema adrenérgico 

En esta parte del proyecto se analizó el efecto de la metformina y EGL-6M sobre 

las respuestas vasopresoras inducidas por estimulación simpática o 

administraciones i.v. de los agonistas adrenérgicos: noradrenalina (ligando 

endógeno), metoxamina (α1-adrenoceptores) y UK 14, 304 (α2-adrenoceptores). Se 

midió el tono simpático vasopresor indirectamente determinando las respuestas 

vasopresoras inducidas por la estimulación de las fibras preganglionares que 

inervan los vasos sanguíneos (T7-T9) además, también se evaluó la administración 

de los agonistas alfa adrenérgicos estimulando directamente los adrenoceptores α1 

y/o α2 localizados principalmente en el músculo liso vascular. 

Al evaluar las respuestas cardiovasculares, se observó una disminución de las 

respuestas vasopresoras generadas por la estimulación simpática (figura 16A) en 

animales con resistencia a la insulina en comparación con el grupo control. Esto 

sugiere que durante la resistencia a la insulina la neurotransmisión podría verse 

disminuida. Varios estudios han observado que durante el síndrome metabólico 

existe un aumento en la actividad del tono simpático (Limberg et al., 2012; Mancia 

et al., 2007; Masuo et al., 1997). Además, es posible que durante la resistencia a la 

insulina, se observe una disfunción de la neurotransmisión simpática entre las 

neuronas preganglionares y postganglionares (Rudchenko et al., 2014) debido a 
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una disfunción de los receptores postganglionares nicotínicos (Campanucci et al., 

2010). Por otro lado, se observó un aumento de las respuestas vasopresoras 

generadas por la administración exógena de noradrenalina. Sin embargo, debido a 

que no se encontraron diferencias en las respuestas generadas por la 

administración de los agonistas α1 (metoxamina) y α2 (UK 14,304), concluimos que 

este efecto es probablemente debido a una mejora significativa del gasto cardíaco 

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 corazón se 

encuentran elevadas en modelos de diabetes inducida por estreptozotocina, lo cual 

es congruente con nuestros resultados. 

En animales control, el tratamiento con metformina no produjo cambios en las 

respuestas vasopresoras inducidas por estimulación simpática o por bolos i.v. de 

los diferentes agonistas (figura 17). Por el contrario, en animales conscientes, la 

metformina aumentó la presión arterial media, diastólica y sistólica (tabla 7). 

Debemos admitir que no tenemos una explicación irrefutable de estos hallazgos 

porque varios estudios han demostrado efectos antihipertensivos de la metformina 

observado que la activación de la AMPK por metformina en los riñones 

desencadena un aumento de la presión sanguínea por retención de agua (Klein et 

al., 2016)., 2016) mientras que la eliminación de AMPK provoca pérdida de agua y 

sal (Lazo-Fernandez et al., 2017). Aun así, estos valores de presión arterial siguen 

en el rango normal (Wolfensohn et al., 2013). Además, en animales tratados con 

EGL-6M, se observó un aumento en las respuestas inducidas por estimulación 

simpática (0,3-3 Hz), así como una disminución en las respuestas generadas por 

UK 14,304 (selectivo agonista α2-adrenérgico). Estos resultados sugieren que el 

EGL-6M potencia por sí misma la transmisión simpática, probablemente al disminuir 

la densidad y/o funcionalidad de los receptores adrenérgicos α2 preunionales que 

inhiben la liberación de neurotransmisores (Villamil-Hernández et al., 2013) o los 

receptores adrenérgicos α2 posunionales en el músculo liso vascular. 
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Por otro lado, en ratas tratadas con fructosa, la administración crónica de 

metformina disminuyó las respuestas vasopresoras inducidas por inyecciones i.v. 

de noradrenalina y el efecto de la última dosis de metoxamina (100 μg/kg) sin 

modificar las respuestas vasopresoras evocadas por estimulación simpática o 

inyecciones i.v. de UK 14,304 (figura 17). Estos resultados sugieren que la 

metformina no modificó la neurotransmisión del tono simpático, pero podría 

modificar la expresión de α1 y/o α2-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 administración de altas concentraciones de 

metformina (1-10 mM) disminuyó las respuestas generadas por la noradrenalina. 

Por último, EGL-6M aumentó las respuestas vasopresoras generadas por la 

estimulación simpática 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 aumentó la 

neurotransmisión simpática por sí misma. Este efecto podría deberse 

probablemente a: 1) una disminución de la densidad y/o funcionalidad de los α2-

adrenoceptores preunionales que inhiben la liberación de noradrenalina; 2) aumento 

de la neurotransmisión preganglionar simpática; o 3) una acción simpaticomimética 

indirecta de EGL-6M, como se sugirió anteriormente con metformina (Lee et al., 

2001). De acuerdo con esto, los hallazgos previos mostraron una disfunción de la 

transmisión de señal presináptica que inhibe la neurotransmisión con la neurona 

postsináptica en ratas diabéticas inducidas con estreptozocina; en consecuencia, 

se sugiere una liberación 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 α2 no  pudo haber cambiado con EGL-6M. Sin 

embargo, debe tenerse en cuenta que la neurotransmisión simpática 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 estimulación del endotelio y musculo liso 

Como un efecto de la resistencia a la insulina se observó un incremento en las 

respuestas a acetilcolina sin modificar la vía de la guanilato cilcasa (figura 20), por 

lo que pudieran estar implicados otras vías activadas por la unión de acetilcolina a 

su receptor, como la activación 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 síntesis de 

prostaciclina I2, se ha observado que una desregulación de esta vía está asociada 

con el desarrollo de ateroesclerosis (Stitham et al., 2016). Así mismo se encuentró 

una disminución de las respuestas a isoprenalina (figura 20C) y una sobre expresión 

de los receptores β adrenérgicos, lo que indicaría una disrupción en la señalización 

de los receptores β2 y no una disminución de la densidad de receptores. De acuerdo 

con esto se ha observado un polimorfismo de los receptores β adrenérgicos durante 

la resistencia a la insulina que cambian la vía de señalización común (Bulatova et 

al., 2015).  

8.1.5 Efecto de la administración crónica de metformina y su análogo sobre 

las respuestas vasodepresoras 

En la figura 21C se observa una disminución de las respuestas inducidas por 

isoprenalina (activación de los receptores β adrenérgicos). Estos datos indican que 

la metformina por si misma disminuye la función de los receptores β2 adrenérgicos 

en animales control posiblemente alterando la densidad y/o las cascadas 

intracelulares de los receptores 2 adrenérgicos. En contraste, el EGL-6M no 

modificó las respuestas inducidas por acetilcolina, nitroprusiato de sodio o 

isoprenalina sugiriendo que dicho tratamiento farmacológicos no modificó la 

funcionalidad de los receptores muscarinicos, β adrenérgicos o la vía del óxido 

nítrico.  

Por otro lado en los animales resistentes a la insulina se observó una disminución 

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 función de los receptores muscarínicos asociado a la 
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estimulación de la vía de óxido nítrico y mejora la función de los receptores β 

adrenérgicos en animales con resistencia a la insulina; y 2) el EGL-6M mejora la 

función de los receptores β2 adrenérgicos sin modificar la función de los receptores 

muscarínicos. Consistente con nuestros hallazgos, en las aortas se observó un 

incremento en la expresión de los receptores β2 adrenérgicos después de la 

administración de metformina y del EGL-6M (figura 24).  

Durante la resistencia a la insulina se ha observado una disfunción de la 

señalización de los receptores β adrenérgicos (Mangmool et al., 2017), la cual 

mejora cuando disminuye la resistencia a la insulina ; así como cuando se encuentra 

activada la vía de AMPK (Pulinilkunnil et al., 2011; Xu et al., 2010). Esto quizás 

podría 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 β 

adrenérgicos.  

8.1.6 Expresión de receptores β-adrenérgicos y activación de enzimas AMPK, 

AKT y eNOS 

Con la finalidad de encontrar un posible mecanismo de acción de los tratamientos 

crónicos con metformina y el EGL-6M, la expresión y activación de algunas 

proteínas fueron determinadas en algunos tejidos del sistema cardiovascular de 

animales con resistencia a la insulina y tratados con: 1) vehículo, 2) metformina y 3) 

EGL-6M.  

Las figuras 22-24 muestran la activación de las enzimas AMPK, Akt y eNOS, las 

cuales están implicadas en la síntesis de óxido nítrico a través de la activación del 

receptor de insulina o en la activación de otras vías implicadas en la mejora de las 

respuestas cardiovasculares. De la misma manera, la expresión de los receptores 

β-adrenérgicos (β1 y β2) fue evaluada. Los receptores 2 median relajación en vasos 

sanguíneos. Además, la activación de los receptores 1 tiene efectos inotrópicos, 

cronotrópicos y dromotrópicos positivos en el corazón.    
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8.1.6.1 Efecto de la administración crónica de metformina, EGL-6M o su 

vehículo en animales con resistencia a la insulina sobre la expresión del 

receptor β2 y la activación 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 (retinopatía o nefropatía) 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 pequeño y son considerados vasos de resistencia 

puesto que un cambio pequeño en el diámetro de dichos vasos producen cambios 

drásticos en la resistencia al flujo sanguíneo de acuerdo con la Ley de Poiseuille y 

por lo tanto tiene un impacto grande sobre la presión arterial. Además, estos vasos 

poseen una gran cantidad de músculo liso.  

Así, en las arterias mesentéricas de los animales con resistencia a la insulina se 

observó un incremento en la expresión de los receptores β2 (figura 23A). Esta 

sobreexpresión podría deberse a un mecanismo compensatorio puesto que al 

evaluar su funcionalidad a través de la administración de isoprenalina (agonista β-

adrenérgico), se observó que las respuestas vasodepresoras se encontraron 

disminuidas (figura 20C). De esta forma, se podría sugerir que la resistencia a la 

insulina pudiera estar causando un daño en la vía de señalización en este tejido.  

Por otro lado, este incremento sobre la expresión de los receptores β2 fue revertido 

con los tratamientos crónicos con metformina y el EGL-6M. De la misma manera se 

observó que posterior a estos tratamientos las respuestas generadas por 

isoprenalina se restauraron (figura 22C y 22F). Estos datos sugieren una vez más 

que el tratamiento crónico la metformina y el EGL-6M muy probablemente restauran 

la expresión y función de los receptores 2. 

En la figura 23B se observa una disminución en la activación de la enzima AMPK. 

La enzima AMPK ha sido identificada como un regulador de varios transportadores 



 

Página | 91  
 

DISCUSIÓN 

de iones de importancia en fisiología renal. Dentro de los transportadores se  

incluyen: el regulador de conductancia transmembrana de la fibrosis quística 

(CFTR), el canal de sodio epitelial (ENaC), el cotransportador Na+/K+/2Cl- (NKCC) 

y el cotransportador H+-ATPasa vacuolar (V-ATPasa)  (Davies et al., 2014; DiNuzzo 

et al., 2013; Hallows et al., 2010). Así, es probable que la disminución de la actividad 

de esta enzima puede desarrollar complicaciones microvasculares observadas 

durante la progresión de la diabetes. De la misma manera, la reducción de la 

actividad de la AMPK en el riñón se asocia con la acumulación renal de triglicéridos 

y glucógeno, así como en del desarrollo de la patogénesis de la hipertrofia renal 

diabética (Hallows et al., 2010).  De manera interesante, la disminución de la 

actividad de esta enzima generada por la resistencia a la insulina fue revertida por 

los tratamientos crónicos con metformina y EGL-6M. Por lo tanto, la activación de 

esta enzima podría estar involucrada con la protección cardiovascular observada 

bajo nuestras condiciones experimentales. Además, nuestros datos sugieren que 

es probable que el EGL-6M comparta el mismo mecanismo de acción de la 

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

Otra de las las vías de señalización afectadas durante la resistencia a la insulina o 

la diabetes tipo 2 y que se encuentra asociada con la disfunción vascular es la vía 

AKT/eNOS (Kobayashi et al., 2004). Al respecto, bajo nuestras condiciones 

experimentales se observó una disminución en la activación de la enzima eNOS en 

animales resistentes a la insulina sin modificar la activación de la enzima AKT (figura 

23C). Esta disminución en la fosforilación en el residuo de Ser1177 podría deberse 

a una disminución en la actividad AMPK (figura 23B), que es una cinasa capaz de 

fosforilar y activar a la eNOS en este residuo de aminoácido (Huang, 2009). El 

tratamiento crónico con metformina (figura 23D), pero no así con el EGL-6M, 

incrementó la activación de la eNOS, indicando así que el análogo no tiene efecto 

sobre esta enzima. Esta mejora inducida por metformina podría deberse a una 

disminución de la resistencia a la insulina (tabla 5) o través de la activación directa 

la vía AKT/eNOS, ya que se ha observado que la metformina puede mejorar las vías 
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de señalización PI3K/Akt1 en ratas con lesión por isquemia (Ge et al., 2017; 

Majithiya et al., 2006; Mather et al., 2001).  

8.1.6.2 Efecto de la administración crónica de metformina, EGL-6M o su 

vehículo en animales con resistencia a la insulina sobre la expresión del 

receptor β2 y la activación de las enzimas AMPK, AKT y eNOS en la aorta 

 

La aorta es la arteria principal que proviene directamente del ventrículo izquierdo. 

Esta arteria contiene varias secciones incluyendo el cayado, la sección torácica y 

abdominal. Además, es el vaso sanguíneo de mayo calibre del organismo. Esta 

arteria da origen a todas las arterias del sistema circulatorio y su función principal 

es la de amortiguar el pulso y la de distribuir la sangre. Debido a su gran importancia 

se decidió analizar algunas de las vías que podrían 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 afectó la expresión 

de los receptores β2 en este tejido. Además, el tratamiento con metformina y       

EGL-6M incrementaron la expresión de estos receptores. En congruencia con estos 

datos, el tratamiento con metformina y EGL-6M incrementó las respuestas 

vasodepresoras inducidas por isoprenalina en los animales con resistencia a la 

insulina (figuras 22C y 22F). Las diferencias observadas en la expresión de estos 

receptores en las arterias mesentéricas, en las cuales los tratamientos disminuyeron 

su expresión (figura 23A) podrían deberse a su funcionalidad más que a un cambio 

en la expresión de dichos receptores.  

En las arterias mesentéricas no se observaron diferencias significativas en la 

fosforilación de las enzimas AMPK, AKT y eNOS (figuras 24B-D) en animales con 

resistencia a la insulina. Posiblemente, bajo nuestras condiciones no exista un daño 

lo suficientemente grande como para ser observado en este tejido, puesto que 

Kobayashi y col. (2004)   observaron una disfunción endotelial en aortas de ratones 

con diabetes tipo 2 inducido por estreptozotocina en el cual concluyen que esta 
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disfunción es debida a los niveles altos de glucosa sanguínea y posiblemente a la 

disrupción de la señalización de la insulina. Ciertamente la estreptozotocina es una 

agente alquilante del ADN que puede producir daño en células pancreáticas y en 

otras células. 

8.1.6.3 Efecto de la administración crónica de metformina, EGL-6M o su 

vehículo en animales con resistencia a la insulina sobre la expresión del 

receptor β2 y la activación de las enzimas AMPK, AKT y eNOS en el corazón 

 

Uno de los órganos más afectados durante la diabetes es el corazón, a través de la 

enfermedad coronaria, cardiopatía hipertensiva, miocardiopatía diabética y 

neuropatía autónoma cardíaca, enfermedades de una alta morbilidad y mortalidad 

que pueden coexistir en un mismo paciente. En nuestro estudio observamos la 

expresión de los receptores β1/2-adrenérgicos y de las enzimas AMPK, AKT y eNOS 

que pudieran estar involucradas en el desarrollo de estas enfermedades.  

En animales con resistencia a la insulina no observamos cambios en la expresión 

de los receptores β1/2-adrenérgicos (figuras 25A y 25B). Sin embargo, no descarta 

su implicación en el desarrollo de enfermedades cardiacas, ya que se ha observado 

que puede existir una desregulación en la vía de señalización en el miocardio de 

ratas Zucker obsesas y diabéticas sin modificar la densidad de los receptores β-

adrenérgicos  (Jiang et al., 2015). Así mismo, observamos que el tratamiento crónico 

con metformina y el EGL-6M disminuyen la expresión de los receptores β1-

adrenérgicos.  

En ratas resistentes a la insulina se encontró disminuida la activación de la enzima 

AMPK (figura 25C). La activación de esta enzima en el corazón incrementa la 

oxidación de ácidos grasos, la captación de glucosa, así como la glicólisis. Por lo 

que la disminución en la actividad de esta enzima ha sido implicada en el desarrollo 

de falla cardiaca (Srivastava et al., 2012). El tratamiento crónico con EGL-6M 

incremento la fosforilación de la AMPK en el corazón, esto podría sugerir que el 
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EGL-6M tendría efectos protectores parecidos a los de metformina (Dziubak et al., 

2017; Kinsara et al., 2018).  

Por otro lado, la activación de la enzima Akt, medida como la relación entre la 

cantidad de la proteína fosforilada y la proteína total (Akt-p(Ser473)/Akt) se encontró 

disminuida en animales con resistencia a la insulina. Sin embargo, se observó un 

incremento en la expresión de la proteína total (figura 25E). Esta sobreexpresión 

podría ser un método compensatorio. Sin embargo, al no encontrar un incrementó 

en la cantidad de proteína fosforilada en el residuo de Ser473, podría indicar que no 

hay una activación de esta vía.  

8.2 FASE 2 

8.2.1 Efecto de la administración crónica de 17β-estradiol sobre las variables 

metabólicas 

En las ratas falsamente operadas se observó un incremento en los niveles de 

insulina posterior a la administración de fructosa (tabla 9), además 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 observó un incremento en los niveles de insulina e índice 

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 emularían este estado (Hwu et al., 2017; 

Marchi et al., 2017). Además, no se observaron diferencias en los niveles de insulina 

plasmática e índice HOMA-IR entre los animales control y los tratados con fructosa 

a los que se les retiraron los ovarios.  

Después de la administración crónica de estradiol por 5 semanas, no se observaron 

cambios en los parámetros bioquímicos determinados. Al respecto, Yamabe et al. 
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(2010) encontraron un efecto benefico de la administración 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 hipótesis es reforzada durante la curva de tolerancia a la glucosa (figura 

28) se observó una ligera tendencia a disminuir los valores de glucosa en los 

animales tratados con estradiol.  

8.2.2 Efecto de la administración crónica de 17β-estradiol sobre variables 

hemodinámicas 

En la tabla 11 se observa que la resistencia a la insulina incrementó los valores 

hemodinámicos evaluados, tales como la frecuencia cardiaca (FC), presión arterial 

sistólica (PAS), diastólica (PAD) y media (PAM). Esto fue observado en las ratas 

falsamente operadas (sham), evidenciando así que el modelo de fructosa induce 

incrementos en los valores hemodinámicos tanto en hembras como en machos 

(tabla 7). Además, en los animales control a los que se le removieron los ovarios se 

observaron incrementos en estos valores hemodinámicos sugiriendo así que la 

perdida de las hormonas sexuales afecta las respuestas cardiovasculares, como 

varios estudios han demostrado que tras la menopausia incrementa el riesgo 

cardiovascular, así como la prevalencia de hipertensión (July et al., 2017; Yang et 

al., 2017). Adicional a esto,  los valores de PAS incrementaron aún más en animales 

resistentes a la insulina, lo que sugiere que al perder el efecto protector de las 

hormonas femeninas los animales se vuelven más susceptibles a desarrollar 

enfermedades cardiovasculares.  

Tras la administración de estradiol, tanto en los animales control como en los 

animales resistentes a la insulina, los valores de presión arterial disminuyeron (tabla 

12). Esto puede ser por varios mecanismos de acción se ha observado que el 

estradiol puede mejorar la disfunción endotelial a través de la vía Akt/eNOS 

(Ishihara et al., 2014; Satake et al., 2008) y puede disminuir el tono simpático 

(Acosta-Cota et al., 2014). De la misma manera se ha observado que la 
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administración de estradiol disminuye las respuestas contráctiles inducidas por 

angiotensina II (Bendale et al., 2013). 

8.2.3 Efecto de la resistencia a la insulina sobre las respuestas 

cardiovasculares inducidas por la activación del sistema nervioso simpático 

En ratas hembras falsamente operados se puede observar el efecto de la resistencia 

a la insulina sobre las respuestas vasopresoras. Así, se observó una disminución 

de las respuestas a la estimulación simpática, noradrenalina y UK 14,304 sin 

modificar las de metoxamina (figura 29). Es posible que durante la resistencia a la 

insulina, se observe una disfunción de la neurotransmisión simpática entre las 

neuronas preganglionares y postganglionares (Rudchenko et al., 2014). Además, 

se observaron disminuciones en las respuestas a noradrenalina y UK 14,304 

(agonista α2 adrenérgico). Por lo tanto, es posible que la disminución en las 

respuestas a noradrenalina sea debido a una disminución en la densidad o 

funcionalidad de los receptores α2 adrenérgicos. Efectos similares fueron 

observados las ratas ovariectomizadas pero no se encontraron diferencias cuando 

se compararon con los animales control ovariectomizados. Esto nos sugirió que la 

remoción de los ovarios afecta las respuestas cardiovasculares. Para observar 

estas diferencias, se compararon los grupos sham vs ovariectomizados (figura 30). 

De esta manera, se encontró una disminución en las respuestas inducidas por la 

estimulación de la fibras simpáticas y las generadas por noradrenalina. Estas 

modificaciones pueden deberse al incremento de los niveles de insulina tras la 

remoción de los ovarios observados (tabla 9).  En congruencia con nuestros 

resultados, se ha observado que durante la menopausia hay diferencias regionales 

en la unión 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 

transmisión simpática y/o en los receptores adrenérgicos.  

Por otro lado en las ratas falsamente operadas el tratamiento con fructosa no 

modificó las respuestas vasodepresoras generadas por la administración de 

acetilcolina, nitroprusiato de sodio e isoprenalina (figura 32). Esto podría sugerir que 

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



 

Página | 97  
 

DISCUSIÓN 

musculo liso. Ishihara et al.(2014) demostraron una mejoría en la vía Akt tras la 

administración crónica de estradiol. Además, se ha observado que a largo plazo la 

administración de estradiol incrementa la cantidad de óxido nítrico así como la 

expresión de eNOS (Duckles et al., 2010). Mientras que en las ratas 

ovariectomizadas el tratamiento con fructosa disminuyó las respuestas generadas 

por la administración de isoprenalina. Esto también se observó 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 β2 adrenérgico, 

como se demostró para el receptor β3 adrenérgico en adipocitos (Wu et al., 2008).  

8.2.4 Efecto de la administración de 17β-estradiol sobre las respuestas 

cardiovasculares inducidas por acetilcolina, nitroprusiato de sodio e 

isoprenalina 

En el grupo control la administración de estradiol disminuyó las respuestas 

generadas por la administración i.v. de noradrenalina. García-Villalón et al. (1996) 

demostraron que la relación de noradrenalina disminuye tras la administración de 

estradiol en diferentes segmentos de aortas. Por otro lado en las ratas resistentes 

a la insulina la administración de estradiol incrementó las respuestas generadas por 

la estimulación simpática revirtiendo los efectos de la resistencia a la insulina (figura 

31).  

Por otro lado, la administración crónica de estradiol modificó 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 acción involucrados en la estimulación 

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 activación de la guanilato ciclasa tras la administración de estradiol. Otro 

mecanismo que podría estar involucrado en estos cambios es la apertura de los 

canales KATP. Se ha observado que la interrupción de los canales de KATP disminuye 

la protección mediada por estrógenos en modelo isquemia (Gao et al., 2014).  

8.2.5 Activación de la vía Akt/eNOS 

Existen varios reportes en los que la administración de estradiol incrementa la 

expresión y la activación 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 activación de la vía Akt/eNOS. Esto sugiere que las 

modificaciones que observamos en las respuestas cardiovasculares son debidas a 

otros mecanismos como pueden ser la expresión de los receptores α o β 

adrenérgicos o en la implicación de otros mecanismos que regulan la presión arterial 

(El-Mas et al., 2004; Gao et al., 2014; He et al., 1998).  
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CAPITULO 9. CONCLUSIONES  

9.1 FASE 1 

La metformina y el análogo de metformina (EGL-6M) tienen un efecto benéfico 

sobre la resistencia a la insulina, puesto que los valores de índice HOMA, así como 

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

La metformina y su análogo modifican las respuestas vasopresoras inducidas por la 

estimulación simpática, lo que puede llevar a pensar que mejoran la trasmisión del 

tono simpático.  

Mientras que se puede observar que el tratamiento con la metformina y su análogo 

disminuyen las respuestas a isoprenalina; este compuesto tiene efecto sobre los 

receptores β, lo que sugiere que existe una modificación en estos receptores. Sin 

embargo, estas respuestas incrementan después de los tratamientos con 

metformina o con EGL-6M. 

En vasos pequeños (arterias mesentéricas) se observan mayores cambios sobre la 

expresión y activación de proteínas involucradas con las respuestas 

cardiovasculares, las cuales son restauradas después del tratamiento crónico con 

metformina.  

Uno de los posibles mecanismos  involucrados con el desarrollo de enfermedades 

cardiovasculares durante la resistencia a la insulina es la interrupción de la vía se 

señalización de los receptores β2. 

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 administración crónica de estradiol restaura la transmisión simpática pero no las 

respuestas directas sobre los vasos sanguíneos. En animales control, la 

administración del estradiol disminuye las respuestas vasopresoras generadas por 

la administración de noradrenalina.  
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La administración crónica 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 acción del análogo (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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