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RESUMEN

En la resistencia a la insulina, el corazén pierde la flexibilidad metabdlica que le
permite adaptarse a la demanda energética, dando lugar a una cardiomiopatia que
se manifiesta de forma temprana como una disfuncion diastdlica (Vasanji y cols.,
2006). Estudios en modelos animales de resistencia a la insulina inducidos por
dietas altas en carbohidratos y grasas, indican que la disfuncion diastdlica se asocia
con una disminucion en la expresion del transportador de glucosa GLUT4 y en la
velocidad de la remocién intracelular de Ca?* durante el acoplamiento excitacion-
contraccion. Considerando esta relacién, en el presente estudio evaluamos el efecto
benéfico que podria tener la administracion profilactica y terapéutica del indorrenato
sobre la funcion cardiaca en ratas con resistencia a la insulina; este farmaco es un
agonista serotonérgico con accién antihipertensiva, que ha mostrado incrementar la
sensibilidad a la insulina en ratas. Para fines comparativos, empleamos a la
metformina, un farmaco utilizado en la clinica que reduce la resistencia a la insulina
y tiene efectos cardioprotectores. EI modelo de resistencia a la insulina utilizado en
este trabajo fue el de ratas tratadas con fructosa 20% en el agua de beber, las cuales
desarrollaron, ademas de la resistencia a la insulina, hipertrigliceridemia,
hiperinsulinemia, un aumento en la presion arterial, y un aumento en la acumulacion
del tejido adiposo visceral. Asimismo, los animales desarrollaron alteraciones
cardiacas relacionadas con una disminucion en la expresion de GLUT4 y una
reduccién en la velocidad de remociéon de Ca?* durante los transitorios de Ca?*
evocados por estimulacién eléctrica. El tratamiento con indorrenato generé mejores
resultados en su esquema de administracion terapéutica, pues redujo la
hiperinsulinemia y la resistencia a la insulina, y mejor6 la funcion diastolica sin influir
sobre la expresion de GLUT4. Por otra parte la administracién profilactica de
metformina mostré mejores resultados pues redujo la resistencia a la insulina y la
hiperinsulinemia e incrementd la expresion de GLUT4 en el corazén. No obstante,
no fue posible observar su efecto cardioprotector. Estos resultados sugieren que el
indorrenato, administrado de forma terapéutica puede reducir la resistencia a la
insulina y la disfuncion diastélica, generadas por la fructosa, sin necesariamente

incrementar la expresién de GLUT4 en el corazon.



ABSTRACT

In insulin resistance, the heart loses the metabolic flexibility that allows it to adapt to
the energy demand, giving rise to a cardiomyopathy that manifests itself early as a
diastolic dysfunction (Vasanji et al.,, 2006). Studies in animal models of insulin
resistance induced by diets high in carbohydrates and fats, indicate that diastolic
dysfunction is associated with a decrease in GLUT4 glucose transporter expression
and in the rate of intracellular removal of Ca?* during excitation coupling -contraction.
Considering this relationship, in the present study we evaluated the beneficial effect
that prophylactic and therapeutic administration of indorrenate could have on cardiac
function in rats with insulin resistance. This drug is a serotonergic agonist with
antihypertensive action, which has been shown to increase insulin sensitivity in rats.
For comparative purposes, we use metformin, a drug used in the clinic that reduces
insulin resistance and has cardioprotective effects. The model of insulin resistance
used in this work was that of rats treated with 20% fructose in drinking water, which
developed, in addition to insulin resistance, hypertriglyceridemia, hyperinsulinemia,
an increase in blood pressure, and an increase in the accumulation of visceral
adipose tissue. Likewise, the animals developed cardiac alterations related to a
decrease in the expression of GLUT4 and a reduction in the rate of removal of Ca?*
during transient Ca?* evoked by electrical stimulation. Treatment with indorrenate
generated better results in its therapeutic administration scheme, since it reduced
hyperinsulinemia and insulin resistance, and improved diastolic function without
influencing the expression of GLUT4. On the other hand, the prophylactic
administration of metformin showed better results as it reduced insulin resistance
and hyperinsulinemia and increased the expression of GLUT4 in the heart. However,
it was not possible to observe its cardioprotective effect. These results suggest that
indorrenate, administered in a therapeutic manner, can reduce insulin resistance
and diastolic dysfunction, generated by fructose, without necessarily increasing the

expression of GLUT4 in the heatrt.



1. INTRODUCCION.

1.1. Generalidades de la anatomia del corazdn.

El corazén forma parte del sistema circulatorio. En mamiferos estd compuesto por
cuatro cavidades: dos auriculas y dos ventriculos. Las auriculas reciben la sangre
qgue proviene de los vasos sanguineos venosos, la cual es transferida a los
ventriculos desde donde es expulsada hacia los vasos sanguineos arteriales. El
flujo sanguineo en el corazon es unidireccional, gracias a un sistema de valvulas
presentes entre auriculas, ventriculos y vasos sanguineos mayores, que impiden el
flujo retrogrado. A través de su contraccion ritmica y repetida, el corazon distribuye

la sangre en dos circuitos: pulmonar y sistémico.

A nivel celular, el corazon estd conformado principalmente por cardiomiocitos y
fibroblastos, aunque también por células endoteliales y vasculares. Los
cardiomiocitos constituyen alrededor del 30% de las células del corazon adulto en
mamiferos, y su organizacion y especializacion confieren la funcionalidad del
corazon. Los cardiomiocitos se encuentran unidos entre si a través de los discos
intercalares, que facilitan el acoplamiento mecéanico, quimico y eléctrico entre las

células, permitiendo que éstas actien como un sincitio funcional.

Los cardiomiocitos presentan diferencias anatomicas y funcionales que les permiten
realizar diferentes funciones como son la generacién y conduccién de los
potenciales de accion, y la contraccion y relajacion auricular y ventricular. De esta
manera segun su especializacion, los cardiomiocitos se distinguen en células
marcapasos, caracterizadas por la generacion del potencial de accion; células de
conduccién encargadas de la propagacion del potencial de accion y células de
trabajo que llevan a cabo la contraccién y relajacion de las cavidades cardiacas. Las
actividades eléctrica y contractil del corazon se encuentran ligadas a través del

proceso conocido como acoplamiento excitacién-contraccion (AEC).



1.2. AEC cardiaco.

El AEC inicia con el arribo del potencial de accion al miocardio ventricular, y su
propagacion en los cardiomiocitos a través del sarcolema y de las invaginaciones
del sarcolema conocidas como tubulos T (Balderas 2011; Bello 2015). El potencial
de accion abre a los canales de Ca?* tipo L (LCC, por sus siglas en inglés)
localizados en el sarcolema y en los tabulos T, permitiendo el ingreso de Ca?* a la
célula. El influjo de Ca?* activa a los canales liberadores de Ca?*/receptores de
rianodina (RyR) albergados en la membrana del reticulo sarcopldsmico, lo que
favorece la salida del Ca?* desde este almacén intracelular, y por lo tanto el aumento
en la concentracion intracelular de Ca?* ([Ca?*]i) (Rueda y cols., 2014). El aumento
en la [Ca?]; es lo que activa la contraccién ventricular. La relajacion ventricular inicia
con el retorno de la [Ca?*] hacia sus niveles basales. Esto ocurre a través de varios
mecanismos, siendo los mas importantes la recaptura de Ca?* en el reticulo
sarcoplasmico mediada por la ATPasa de Ca?* presente en este organelo (SERCA),
y la remocion de Ca?* mediada por el intercambiador Na*-Ca?* (NXC) presente en
el sarcolema (Fig. 1). Aunque de manera indirecta, la proteina fosfolamban (PLB)
interviene también en la captacion de Ca?* hacia el reticulo sarcoplasmico, ya que
se encarga de regular la actividad de SERCA. En condiciones basales, PLB se une
a SERCA reduciendo su actividad. Sin embargo, durante la estimulacion f-
adrenérgica, PLB es fosforilado, favoreciendo su separacion de SERCA, y
eliminando por lo tanto su efecto inhibitorio, lo que produce un incremento en la
actividad de SERCA.



Sarcolemma ﬁ H

T-tubule

Figura 1. Regulacion de la [Ca?']i durante el AEC en cardiomiocitos ventriculares. La ilustracion
muestra la relacion temporal entre el potencial de accion, la [Ca?*]i y la contraccion muscular.
También se indican con flechas rojas, los procesos que contribuyen al incremento de la [Ca?*]i y

en flechas verdes, aquellos que intervienen en la recaptura y extrusion de Ca?* (Bers, 2002).

1.3. Regulacién del metabolismo cardiaco.

El corazon mantiene un ritmo de trabajo constante que exige una estrecha
coordinacion entre el incremento en la carga de trabajo y el suministro energético.
Se estima que el corazén humano es capaz de producir y consumir alrededor de
3.5 a5 kg de ATP por dia, ademas de que puede incrementar su carga de trabajo
hasta 10 veces y mantenerla asi durante un tiempo considerable (lliadis y cols.,
2011; Balaban 2012). Las reservas de ATP cardiaco duran aproximadamente 10
segundos, por lo que el abastecimiento energético es de suma importancia para

mantener el ciclo de contraccién-relajacion (lliadis y cols., 2011).

Como parte de la capacidad adaptativa a su alta demanda energética, el corazén

puede emplear mas de un sustrato o combinaciones de ellos. Esta propiedad puede



ser entendida como un “switch metabdlico” o flexibilidad metabdlica (lliadis y cols.,
2011; Schwarzer, Doenst, 2016). Los factores determinantes de la flexibilidad
metabdlica son la disponibilidad de sustrato y de oxigeno, ya que éste ultimo es
empleado hasta en mas del 90% para la produccion de ATP (Frederik, 2007; lliadis
y cols., 2011; Schwarzer, Doenst, 2016). La flexibilidad metabdlica es de suma
importancia cuando la demanda de oxigeno en el corazén es insuficiente como

ocurre durante el ejercicio y algunas patologias.

El sustrato principal del corazon son los &cidos grasos libres (AGL) y en menor
medida la glucosa, aunque el lactato, los cuerpos cetdnicos, los aminoacidos vy el
acetato también pueden ser sustratos bajo ciertas circunstancias. Los AGL aportan
del 60 al 90 % de la produccion total de ATP a través de la B-oxidacion, mientras
gue la glucosa contribuye del 10 al 40% de ATP a través de la glucolisis (Frederik y
cols, 2007; lliadis y cols., 2011). Dado que el corazén posee una capacidad reducida
en la sintesis de novo de AGL, las principales fuentes de éstos son los AGL
trasportados por la albumina y los triglicéridos de las lipoproteinas presentes en el
torrente sanguineo (Frederik y cols., 2007). El transporte de los AGL al interior de
los cardiomiocitos ocurre a través de tres mecanismos: difusion pasiva, difusion
mediada por el receptor de albumina y el transporte mediado por el sistema de
captura de AGL (Musters y cols., 2006; Frederik y cols., 2007). Este ultimo, incluye
la interaccion de proteinas como la translocasa CD36, las proteinas de unién a
acidos grasos FABPpm y FABPc, asi como la proteina transportadora de acidos
grasos FATP (Kooneny cols., 2005; Frederik y cols., 2007). Por su parte, la glucosa
es incorporada a los cardiomiocitos a través de los transportadores GLUT1 y
GLUT4. GLUTL1 es la isoforma que predomina en etapas prenatales, mientras que
GLUT4 predomina en el corazén adulto, manteniendo una relacion de 3:1 respecto
a GLUT1 (Santalucia y cols., 1999; Frederik y cols 2007). El transporte basal de
glucosa se encuentra mediado por GLUT1 cuya funcién es independiente de
insulina. A diferencia de esto, GLUT4 responde a cambios en la demanda
energética dado que su funcionamiento y translocacién son dependientes de

insulina.



El metabolismo energético del corazén es modulado por diferentes mecanismos que
ejercen sus efectos a corto y largo plazo. Entre los mecanismos de corto plazo se
encuentran aquellos que afectan la cinética de las enzimas que regulan el
metabolismo, tales como la proteina cinasa A (PKA), la proteina ribosomal S6 (S6K)
y la proteina cinasa activada por AMP (AMPK), por mencionar algunas (Frederik y
cols., 2007; Hue y cols., 2016). En la mayoria de los casos se trata de enzimas
alostéricas cuya inhibicién se da en funcién de la concentracion de sustratos, asi
como por modificaciones postraduccionales como la fosforilacion (Frederik y cols.,
2007; Hue y cols., 2016). Por otra parte, los mecanismos cuyos efectos son a largo
plazo incluyen las vias de sefializacion desencadenadas por un estimulo hormonal,
gue concluye en la modificacion de la expresion de proteinas trascendentales del
metabolismo energético. La regulacion con efectos a largo plazo se presenta justo
después del nacimiento en respuesta a la adaptacion a un nuevo ambiente, pero
también se presenta en condiciones patolégicas como la hipertension, diabetes o
isquemia, bajo las cuales el corazon pierde su flexibilidad metabdlica (Frederik y
cols., 2007). Entre las hormonas que regulan el metabolismo energético cardiaco se
encuentran la insulina (Hue y cols., 2016), cuyas propiedades y acciones se

describen con detalle en la siguiente seccion.

1.4. Insulina.

1.4.1. Sintesis y secrecion.

La insulina es una hormona polipéptidica de 51 aminoacidos que se sintetiza en las
células B-pancreéticas de los islotes de Langerhans. La sintesis de la insulina
comienza en el reticulo endoplasmatico rugoso con la formacion de un polipéptido
de 75 aminoacidos denominado preproinsulina. Posteriormente, la preproinsulina se
pliega formando dos puentes disulfuro y pierde su sefial peptidica. Al péptido

resultante se le denomina proinsulina. La conversién de proinsulina a insulina,



implica la pérdida de un fragmento conocido como péptido C e inicia en la cara trans
del aparato de Golgi, culminando en las vesiculas de transporte. La insulina es
almacenada en las vesiculas del nlcleo denso y grande (LDCV por sus siglas en
inglés), y es liberada al medio extracelular por exocitosis.

La secrecién de insulina es un proceso regulado por glucosa. El proceso comienza
cuando la concentracién de glucosa en el torrente sanguineo incrementa y este
azucar ingresa en las células B-pancreaticas a través del transportador GLUT2. La
oxidacién de la glucosa produce ATP, lo que resulta en el cierre de los canales de
K* dependientes de ATP, la despolarizacion de la membrana y la apertura de los
canales de Ca?* sensibles a voltaje (Braun y cols., 2012). El aumento en la [Ca?']i
facilita el transporte vesicular y por lo tanto la exocitosis de la insulina (Fig. 2).
Aunque este mecanismo de liberacion de la insulina es el mas conocido, se sabe
gue existen otras vias, entre ellas la relacionada con la estimulacion de receptores

acoplados a proteinas Gq (Weiss y cols., 2014).
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Figura 2. Mecanismo desencadenado por la glucosa para inducir la exocitosis de insulina en las
células B pancreaticas. (Tomado de: http://www.medicinehack.com/2011/08/insulin-secretion-

local-regulation.html)



1.4.2. Translocacion de GLUT4 por insulina.

Una vez liberada al torrente sanguineo, la insulina ejerce sus efectos a través de la
union con su receptor localizado en la membrana celular. El receptor a insulina
cuenta con dos subunidades, denominadas a y B, que se distinguen entre si tanto
por su ubicacion en la membrana, como por su funcién (Riehle y cols., 2016).
Ademas, este receptor tiene actividad intrinseca de tirosina cinasa. Al unirse la
insulina, la subunidad B sufre un cambio conformacional que favorece la
autofosforilacion del receptor en residuos de tirosina y la consiguiente fosforilacion
del sustrato del receptor de insulina (IRS, por sus siglas en inglés). Los IRS son
proteinas adaptadoras que marcan el inicio de una amplia ruta de sefalizacion que
incluye a la PI3K, la AKT y la via de las MAP cinansas (Luiken y cols., 2015; Riehle
y cols., 2016). La via de la PI3-K y la AKT se encuentra estrechamente relacionada
con la translocacion del GLUT4 a la membrana celular. Para que las vesiculas que
contienen a los GLUT4 sean translocadas, es necesario que la PI3K fosforile a AKT,
y ésta a su vez, fosforile a AS160 (Riehle y cols., 2016). La AS160 es una pequefia
GTPasa que se inactiva al ser fosforilada, favoreciendo la activacion de las
GTPasas de la familia Rab, las cuales son esenciales para la traslocaciéon de GLUT4
en adipocitos, cardiomiocitos y células del musculo esquelético (Montessuit y cols.,
2013; Contreras y cols., 2014). Esta es la via clasica para la translocacion de GLUT4
inducida por insulina. Sin embargo, se sabe que otros estimulos pueden promover
la translocacion de este transportador, a través de mecanismos que implican un
incremento en la [Ca?*];, asi como la activacion de la cinasa AMPK y la fosfolipasa
C (PLC) (Fig. 3.)



Figura 3. Esquema de las rutas de sefializacion que participan en la traslocacién de GLUT4 en los

cardiomiocitos. (Montessuit y cols., 2012)

1.4.3. Regulacién del metabolismo cardiaco por Insulina.

Aungue el mecanismo de accion de la insulina sobre el corazén no se conoce por
completo, se tiene claro que la insulina es parte fundamental de su funcionamiento.
De hecho, se sabe que en el sarcolema de los cardiomiocitos existen entre 10,000
y 100,000 receptores para insulina (lliadis y cols., 2011). Si bien, los AGL son la
fuente de energia predilecta en el corazon, la accién de la insulina sobre sus
receptores influye en el metabolismo energético haciendo de la glucosa el principal
sustrato para la produccion de ATP. Esto es de vital importancia para incrementar

la eficiencia cardiaca en condiciones de un bajo suministro de oxigeno.

Las acciones de la insulina no se limitan Gnicamente a la regulacion del metabolismo
energético del corazén, sino que también influyen en su crecimiento, sus

movimientos de relajacidén y contraccion, asi como en su perfusion sanguinea. Estos



efectos tienen lugar gracias a que la insulina incrementa los niveles del mRNA de
RyR y SERCA (Teshima y cols., 2000). Dado que también es un factor de
crecimiento, la insulina promueve la hipertrofia de los cardiomiocitos por medio de
la via de sefalizacion PI3K-Akt (Walsh 2006). Al mismo tiempo, incrementa la
angiogénesis con la estimulacién del factor de crecimiento endotelial (VEGF)
(O’Neill y Abel 2005). Ademas, contribuye a la homeostasis del corazén a nivel
periférico debido a la vasodilataciébn que produce a través de un mecanismo
dependiente del endotelio (Sundell y Knuuti 2003).

Situaciones bajo las cuales la insulina no puede ejercer su efecto en el corazon,
como es el caso de la resistencia a la insulina, conllevan a la interrupcion de la
flexibilidad metabdlica. Por lo tanto, en estas condiciones se favorece la oxidacion
de los AGL a expensas de un mayor consumo de oxigeno, mientras que disminuye
el metabolismo de la glucosa. Como se abordara con mas detalle en las siguientes
secciones, esta alteracion en los sustratos energéticos produce un aumento en el
estrés oxidativo y en los productos de peroxidacion lipidica, reduciendo en paralelo
la generacion de ATP y por lo tanto la eficiencia cardiaca. Ademas, se ven afectadas
también la estructura y funcionalidad de las proteinas que participan en la
contraccion y relajacion del masculo cardiaco, lo que da inicio a una disfuncion

cardiaca (Gilca y cols., 2017).

1.5. Resistencia a la insulina en el sindrome metabdlico.

La resistencia a la insulina es un componente del sindrome metabdlico. Este
sindrome comprende ademas a otros factores de riesgo cardiovascular, como son
la hipertensién, dislipidemia, alteraciones en la homeostasis de la glucosa y
obesidad central (Wassink y cols., 2007). En 1998, la Organizacién Mundial de la
Salud (WHO, por sus siglas en inglés) establecié la definicion de “sindrome
metabdlico”, que por ese entonces recibia otros nombres, como el de sindrome X.
En ese mismo afio, la WHO estableci6 los parametros para el diagndstico de este

sindrome, que incluia la hipertensién arterial (>140/90 mmHg), la dislipidemia
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(TG>150 mg/dL; HDL <35 mg/dL), la obesidad central (IMC>30), el cociente de
cintura-cadera (>0.9 en hombres y >0.85 en mujeres) y la microalbuminuria
(Laclaustra y cols., 2005). Sin embargo, para el diagnéstico del sindrome metabdlico
no se incluyo a la resistencia a la insulina, a pesar de que Reaven en 1988, la sefial6
como la principal causa que subyace al sindrome (Reaven, 1988). De hecho,
aungue en la actualidad no existe un criterio unificado sobre los componentes del
sindrome metabdlico, se acepta que sus ejes fisiopatoldgicos son la resistencia a la
insulina y la obesidad central (Wassink y cols., 2007).

La resistencia a la insulina puede ser definida como una respuesta insuficiente de
las células de los organos blancos a los niveles fisiologicos de insulina. En
compensacion, las ceélulas p-pancreaticas aumentan la liberacion de insulina,
proinsuilina y amilina, que en sinergia e individualmente activan de manera local al
sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) (Ooterlinck y cols., 2014). Se
considera que la resistencia a la insulina surge como consecuencia de un dafio en
su via de sefalizacion, lo que conlleva a una disminucion en la captacion celular de
glucosa (Wassink y cols., 2007). En estados de obesidad, se han identificado a los
AGL y al factor de necrosis tumoral a (TNFa) como elementos que promueven la
inhibicion de la via de sefalizacién de la insulina. Estudios in vitro en adipocitos y
células del musculo esquelético, han demostrado que el TNFo induce la
fosforilacién de un residuo de serina, mientras que los metabolitos de los AGL lo
hacen en residuos serinal/treonina de las IRS, provocando de esta manera que la
proteina deje de ser sustrato y se convierta en inhibidor de la via de sefializacion de

la insulina (Wassink y cols., 2007).

1.6. Alteraciones del funcionamiento cardiaco en la resistencia a la insulina.

Aunque se tiene un menor conocimiento de los mecanismos que inducen el

desarrollo de la resistencia a la insulina en el musculo cardiaco, hay evidencia de

10



gue este estado se asocia con un reduccion en la expresion de GLUT4 y en la
fosforilacion de AKT (Carvajal y cols., 2014). Ademas, como se mencioné
anteriormente, la resistencia a la insulina causa la pérdida de la flexibilidad
metabdlica, favoreciendo la acumulacién intracelular de AGL y sus metabolitos
derivados (Ooterlinck y cols., 2014; Carvajal y cols., 2014; Riehle y cols., 2016).
Esto propicia un estado de lipotoxicidad que induce disfunciébn mitocondrial y la
sobreproduccién de especies reactivas de oxigeno (ROS), asi como apoptosis y
estrés del reticulo endoplasmico (Abel y cols., 2012; Carvajal y cols., 2014). Como
consecuencia, la produccion de ATP decrece y afecta la union entre la miosina y
actina, que es fundamental para la contractibilidad del musculo cardiaco. Ademas,
los AGL, citocinas y el aumento de ROS contribuyen a generar y perpetuar la
resistencia a la insulina. En el caso especifico de los AGL, se ha sugerido que
contribuyen al desarrollo de la resistencia a la insulina a través del diacilglicerol (uno
de sus metabolitos), ya que incrementa la actividad de la proteina cinasa C (PKC),
la cual puede inhibir la sefializacion de la insulina al aumentar la fosforilacion de los

residuos serina de las IRS (Abel y cols., 2012)

Por otra parte, en diversos modelos de sindrome metabdlico se han identificado
cambios relacionados con el flujo de Ca?* durante el AEC, desde etapas tempranas
de la resistencia a la insulina. Como parte de estos cambios se encuentran la
reduccién en la funcién del intercambiador Na*/Ca?*, SERCA y RyR (Wassink y
cols., 2007). Ademas, en algunos modelos se ha encontrado que la expresion de
SERCA esta reducida mientras que hay un aumento en la expresion y una reduccion
en la fosforilacion de PLB (Van den Bergh y cols., 2008; Wassink y cols., 2007;
Hayden y cols., 2003), condiciones que favorecen la inhibicion de SERCA. Se tiene
también evidencia de que las alteraciones en la funcion de SERCA y de los RyRs
se asocian con cambios en su estado de oxidacion, relacionados con modificaciones
postraduccionales oxidativas inducidas por la sobreproduccion de ROS (Carvajal y
cols., 2014). Todos estos cambios contribuyen a que las fases de ascenso y
descenso de los transitorios de Ca?* sean mas lentas (Carvajal y cols., 2014), lo que

conlleva a un enlentecimiento de la contraccion y a una prolongacion de la
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relajacion. Dichas alteraciones son caracteristicas de la denominada cardiomiopatia
diabética, las cuales dan inicio al desarrollo de una disfuncion ventricular izquierda,
siendo la disfuncién diastolica la que se presenta con mayor frecuencia y mucho
antes de que se presenten las anomalias sistolicas. Los mecanismos que subyacen
a la disfuncién diastélica involucran la perturbacién del funcionamiento de SERCA
y probablemente, también de sus procesos reguladores (es decir, decremento en la
actividad de PKA y actividades elevadas de PKC) (Wold y cols., 2005).

Es importante mencionar que la disfuncion ventricular que se presenta en la
resistencia a la insulina puede ser prevenida a través del ejercicio y el uso de
farmacos como los fibratos, que pueden mejorar el funcionamiento cardiaco a traves
de mecanismos que implican la reduccion de los niveles plasmaticos de triglicéridos,
asi como el aumento en la oxidacion de glucosay en la sensibilidad a la insulina en
el corazdn (Mehta y Reilly, 2004). No obstante es importante evaluar nuevas
estrategias terapéuticas que permitan conocer no solo los factores que podrian
participar en el desarrollo de la disfuncion cardiaca en la resistencia a insulina, sino

también aquellos que puedan prevenirla y revertirla.

1.7. Efectos de la serotonina sobre la secrecion de insulina, el transporte de

glucosay lafuncién cardiaca.

1.7.1. Serotonina.

La serotonina (5-hidroxytriptamina) es una monoamina versatil que ejerce sus
efectos a nivel central y periférico, de tal forma que puede actuar como hormona,
mitdgeno o neurotransmisor. Es sintetizada a partir del triptéfano por las enzimas
triptéfano hidroxilasa (TPH) y L-aminoacido descarboxilasa aromética (AADC, por
sus siglas en inglés) (Fig. 4). La velocidad de sintesis de la serotonina se encuentra

limitada por la TPH, de la cual hay dos isoformas: TPH1, que predomina en tejidos
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periféricos, y la TPH2, que se expresa en el sistema nervioso central (SNC) y en el
sistema nervioso entérico (Li y cols., 2011; Chang y cols., 2016). En el SNC, la
serotonina se sintetiza principalmente en las neuronas serotoninérgicas del nucleo
de rafe, mientras que en los tejidos periféricos se sintetiza en las células
enterocromafines del tracto gastrointestinal y es almacenada en las plaquetas
(Donovan y Tecott, 2013; Martin y cols. 2017). Como la serotonina no puede cruzar
la barrera hematoencefalica, su funcibn en cada uno de estos sistemas es

independiente.

Una vez que ha sido sintetizada, la serotonina es almacenada en vesiculas
intracelulares por medio del transportador vesicular de monoaminas (VMAT), para
su posterior liberacion al espacio extracelular (Brunton y cols., 2011). Sin embargo,
la serotonina reingresa a las células a través del transporte tipo 1 (dependiente de
energia ya que va contra gradiente) y del transporte tipo 2 (independiente de energia
al ir a favor del gradiente) (Neumann y cols., 2017). El transporte tipo 1 requiere de
la expresion y funcionalidad del transportador de serotonina (SERT), mientras que
el transporte tipo 2 depende de la expresion y funcionamiento del transportador de
monoaminas de la membrana plasmatica (PMAT, por sus siglas en inglés) y de los

transportadores de cationes organicos OCT1, OCT2 y OCT3.

Por otra parte la degradacion de serotonina ocurre principalmente por la actividad
de la enzima monoamino oxidasa (MAO), y en menor medida, por las enzimas
arilalquilamina N-acetiltransferasa (AANAT), la indolamina 2,3 dioxigenasa (IDO) y
la acetilserotonina O-metiltransfersa (ASMT) (Brunton y cols., 2011; Neumann y
cols., 2017). El metabolito mas estable de la serotonina es el acido 5-hidroxindol
acético (5-HIAA), que se produce por accidon de la MAO y una aldehido
deshidrogenasa (Brunton y cols., 2011). Otro destino metabdlico para la serotonina

es la formacion de la melatonina por medio de la IDO.
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Figura 4. Sintesis de la serotonina y sus tipos de receptores. Los receptores de la serotonina se
pueden identificar con base en la nomenclatura de los genes que los codifican, tal como se muestra
en la imagen. (ElI-Merahbi y cols., 2015).

Los efectos de la serotonina se encuentran mediados por la estimulacion de sus
receptores. Existen al menos 14 isoformas de receptores de serotonina, que se
agrupan en 7 tipos: 5HT1, 5HT», 5HT3 5HT4, 5HTs, 5HTs y 5HT7 (EI-Merahbi y cols.,
2015). Los receptores de serotonina se encuentran acoplados a proteinas G, con
excepcion del receptor 5HT3, que es un canal ibnico controlado por ligando (Fig. 4).
La distribucion de los receptores de serotonina sobre tejidos y érganos es extensa,
por lo que ejerce una amplia gama de efectos. A continuacion se revisaran aquellos
relacionados con la liberacion de insulina, el metabolismo de carbohidratos y el

funcionamiento cardiaco.
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1.7.2. Regulacion del metabolismo de glucosa por serotonina.

Aunque la insulina es el principal regulador del metabolismo de la glucosa,
evidencias recientes indican que la serotonina puede contribuir también a este fin,
a través de diferentes mecanismos. Los efectos de la serotonina que han sido
implicados en el metabolismo energético se encuentran mediados principalmente
por los receptores 5HT2, 5HT1g y 5HTs, y de éstos, los 5HT2 se han relacionado con

el desarrollo de obesidad tardia y resistencia a la insulina (Tecott, 2007; Silva 2015).

A nivel central el efecto global predominante de la serotonina sobre la alimentacion,
es la supresion de la ingesta de alimentos. La pérdida en la homeostasis de
serotonina a este nivel puede producir hipofagia e hiperfagia (Donovan y Tecott,
2013), interviniendo de esta manera en la cantidad de nutrientes disponibles. Por
otra parte, a nivel periférico la serotonina participa en varios procesos que regulan
el metabolismo de la glucosa. Por ejemplo, se ha observado que en los hepatocitos
promueve la gluconeogénesis y suprime la captacion de glucosa hepatica, aunque
podria ejercer diferentes efectos que varian de acuerdo a la especie, asi como al
contexto hormonal y fisiolégico (EI-Merahbi y cols., 2015). También se tiene
evidencia de que la serotonina aumenta el transporte de glucosa en musculo
esquelético de ratas y humanos a través de la estimulacion de los receptores 5HT 24,
gue promueven la translocacion de GLUT1 y GLUT4 a través de un mecanismo
diferente al de la insulina (Hajduch y cols., 1999; Al-Zoairy y cols., 2017). Incluso,
se sabe que la serotonina influye sobre la liberacién de insulina de las células
pancreaticas por medio de diferentes mecanismos que se abordaran con mayor

detalle en la siguiente seccion.
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1.7.3. Regulacion de la liberacion de insulina por serotonina.

Aunque desde hace mas de 30 afios se sabe que la serotonina influye en la
liberacion de insulina, el mecanismo a través del cual logra este efecto aun se
desconoce. Se ha reportado que la estimulacién de los receptores 5HT1 y 5HT, en
las células B pancreaticas de mamiferos tiene efectos opuestos en la secreciéon de
insulina, lo que hace dificil el establecimiento del papel que tiene la serotonina en la
liberacion de esta hormona (Almagay cols., 2016). En este sentido, se ha observado
gue en humanos y roedores, la serotonina inhibe la liberacion de insulina a través
de la estimulacion de los receptores 5HT;: (Bennet y cols., 2015, Almaga y cols.,
2016; Bennet y cols., 2016), mientras que incrementa la liberacién de insulina
inducida por glucosa a traves de la estimulacion de los receptores 5HT, (Bennet y
cols., 2016). Cabe resaltar que los experimentos de estas investigaciones fueron
hechos in vitro y bajo la exposicion aguda de agonistas selectivos. De acuerdo con
estos estudios, es probable que los efectos de la serotonina sobre las células 3
dependan del tipo de receptores que se expresen, asi como de su densidad relativa,
lo cual podria estar estrechamente relacionado con cambios metabdlicos del

organismo y con diferencias relacionadas a la especie.

Por otra parte, se ha reportado que la serotonina puede incrementar la liberacion de
insulina a través de un mecanismo directo que involucra su union covalente con
proteinas que participan en el trafico de las vesiculas que contienen a la insulina. A
esta modificacion postraduccional se le denomina serotonilacion y ocurre en
respuesta al incremento de la [Ca?*]i inducido por glucosa. El aumento en la [Ca?];
activa a la enzima TGasa que se encarga de serotonilar a las pequefias GTPasas
Rab3a y Rab27a (Paulman y cols., 2009). Ademas, dado que las vesiculas de
transporte en las células B expresan al transportador vesicular de monoaminas, la

serotonina se colibera con insulina, tal como se muestra en la Figura 5.
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Figura 5. Modelo propuesto para explicar el mecanismo mediante el cual la 5-HT favorece la
exocitosis de insulina tras la exposicion de las células B con glucosa. (Modificado de Paullman y
cols., 2009).

En este punto, es necesario considerar que las células B interactuan con las células
a, 0 y PP dentro de los islotes pancreaticos, lo cual complica el panorama de los
efectos de la serotonina ya que se sabe que tanto las células a como las d, expresan
receptores 5HT1. De esta manera, la liberacion de serotonina desde las células B,
podria actuar no sélo de manera autocrina sino también de manera paracrina,
inhibiendo la liberacién de glucagén de las células a, que a su vez influye en la

liberaciéon de insulina (Almaga y cols., 2016).
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1.7.4. Relacion entre la serotonina y la resistencia a la insulina.

Diferentes estudios sugieren una asociacion entre la serotonina y la resistencia a la
insulina (Goyal y Vaidya 2009; Deuschle, 2013). Por ejemplo, se ha reportado que
la administracion de antidepresivos se asocia con el desarrollo de diabetes mellitus
tipo 2 (DMT2), y de hecho se ha sugerido que puede existir una asociacion
bidireccional entre la DMT2 y la depresion, en la que la pérdida en la homedstasis
de serotonina es el punto de convergencia (Knol y cols., 2006; Deuschle, 2013). En
este tenor, se ha observado que la respuesta serotoninérgica a nivel central se
encuentra atenuada en individuos con sindrome metabdlico y resistencia a la
insulina (Muldoon y cols., 2006). Asimismo, estudios en pacientes depresivos que
no padecen DMT2, muestran que, de manera general, el tratamiento con
antidepresivos a corto plazo mejora la sensibilidad a la insulina. Sin embargo,
cuando el tratamiento se administra a largo plazo, incrementan las posibilidades de
gue se desarrolle la DMT2, independientemente del tipo de antidepresivo que se
administre (Deuschle, 2013).

Otras investigaciones han centrado su atencion en el estudio de los receptores
involucrados en la regulacion del metabolismo, como son los 5HT2y 5HT3. Debido
al papel que tienen los receptores 5HTz en la proliferacion de las células
pancreaticas durante el embarazo, se propuso que éstos podrian tener un papel
relevante durante algunos cambios metabdlicos. Para confirmar esta nocion, Kim
(2015) evalud los efectos de una dieta hipercaldrica en ratones knockout de los
receptores 5HT3, y observo que éstos desarrollan resistencia a la insulina con mayor
facilidad que los ratones control. Asimismo, se ha descrito un aumento en la
expresion de los receptores 5HT2 en las células B de los ratones resistentes a la
insulina db/db (Zhang y cols., 2013). Debido a que la estimulacion de los receptores
5HT, promueve la liberacion de insulina, se ha propuesto que el aumento en su
expresion forme parte de un mecanismo para compensar el incremento de glucosa

gue sucede en la resistencia a la insulina, participando asi en la hiperinsulinemia.
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Si bien estos estudios apoyan la idea de una relacion entre la serotonina y la
resistencia a la insulina, es evidente que aun faltan mas investigaciones para
establecer de forma clara cudl es el papel de la serotonina, ya que es probable que
sus efectos cambien en funcion del curso temporal del desarrollo de la resistencia
a la insulina y el ambiente hormonal que esto involucra, asi como del estilo de vida
de los pacientes debido a que éste se encuentra estrechamente ligado a su estado

animico.

1.7.5. Efectos de la serotonina en el corazon.

Se ha descrito la presencia de las enzimas necesarias para la sintesis (TPH1 y
AADC) y degradacion (MAO, AANAT, IDO y ASMT) de serotonina en cardiomiocitos
de roedores. Asimismo, se ha observado que el corazén de humanos y roedores
contiene serotonina, la cual proviene principalmente de las plaquetas y puede
ingresar a los cardiomiocitos a través de los trasportes tipo 1 y tipo 2 (siendo ambos
fisiologicamente relevantes), debido a la expresion de SERT, OCT2, OCT3 y PMAT
(Neumann y cols., 2017).

Los efectos de la serotonina en el corazon son diversos y dependen del tipo de
receptores que son estimulados, los cuales se encuentran tanto en las terminales
nerviosas que inervan al corazén, como en el mismo miocardio. De esta forma se
ha propuesto que la serotonina desempefia un papel importante en el
funcionamiento del corazoén, participando en procesos que van desde el desarrollo
embrionario, la prevencion de arritmias, la regulacion del tono vascular y la fuerza
de contraccion. Asimismo, se ha observado que la pérdida de la homeostasis de la
serotonina repercute en el mantenimiento de la [Ca?*] y favorece el desarrollo de
arritmias, hipertrofia cardiaca, disfuncion valvular e insuficiencia cardiaca (Neumann

y cols., 2017).
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En animales anestesiados se ha observado que la administracién de serotonina
produce bradicardia en respuesta a la estimulacion de los receptores 5HT3
presentes en los nervios sensoriales vagales cardiacos. Ademas, la estimulacion de
los receptores presinapticos 5HTisi1p contribuye a la bradicardia a través de la
inhibicion de las fibras simpaticas cardiacas. Sin embargo, la serotonina también
ejerce de manera directa sus efectos en el corazén, ya que produce taquicardia a
través de diferentes mecanismos, que incluyen principalmente la estimulacion de
los receptores 5HT2a (en rata) y 5HT4 (en cerdo y humano) localizados en el
miocardio, y que se hace evidente al eliminar la influencia del sistema nervioso
autonomo (SNA) (Sanchez y cols., 2008). Es importante mencionar que el tipo de
receptores de serotonina que se expresan en el corazén varia entre las especies.
Por ejemplo, el corazén de raton expresa los receptores 5HT1a, 5HT1g, 5HT1p,
5HT2a, 5HT2g, 5HT2c, 5SHT3 y 5HT4 (Mekontso-Dessap y cols., 2006), mientras que
en las auriculas de las ratas se ha observado la expresion de los receptores 5HT2a
(Laery cols., 1998). En humanos se expresan los receptores 5SHT4ay 5HT4p, pero su
densidad es mayor en las auriculas respecto a los ventriculos (Brattelid y cols.,
2004). Ademas, en humanos se ha reportado que los receptores 5HT2a y 5HT4 se
expresan en los ventriculos en condiciones patolédgicas (Brattelid y cols., 2004; Levy
y cols., 2008).

Al igual que sucede con los receptores B—adrenérgicos, la estimulacién de los
receptores 5HT4 incrementa la concentracion intracelular de cAMP y por
consiguiente aumenta la actividad de la PKA. La PKA se encarga de fosforilar
proteinas clave del AEC, tales como los LCC, la subunidad inhibidora de la troponina
|y PLB (Gergs y cols., 2009; Meschin y cols., 2015). De esta manera incrementa la
contraccion del corazén al aumentar la [Ca?*]. La estimulacion de los receptores
5HT4 también propicia la despolarizacion de la membrana a través de la apertura
de los canales de cationes sensibles a nucleétidos ciclicos (HCN), lo que aumenta

la corriente marcapasos del nodo sinusal (Pino y cols., 1998). Por otra parte, la
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estimulacion de los receptores 5HT2a ejerce también un efecto inotropico positivo al
incrementar la [Ca?']i a través de un aumento en la sintesis del inositol trifosfato
(IP3) y la estimulacién de los receptores para IP3z localizados en el reticulo
sarcoplasmico (Contreras y cols., 2010; Marin, 2011). De manera adicional, la
estimulacion de los receptores 5HT2a aumenta la fosforilacion de la cadena ligera
de la miosina a través de la cinasa de la cadena ligera de miosina y probablemente
también a través de la cinasa Rho (RhoK) (Levy y cols., 2008). Estos mecanismos
en conjunto, subyacen al efecto inotrépico positivo que la serotonina ejerce sobre

los corazones de humanos y roedores.

La serotonina ejerce también efectos adversos sobre el corazon los cuales estan
relacionados con la estimulacion de los receptores 5HT. presentes en los
fibroblastos (Jafré y cols., 2009; Yabanoglu y cols., 2009). Sin embargo, estos
efectos parecen presentarse cuando se pierde la homeostasis de serotonina y se
generan cambios importantes en la expresion de sus receptores en el corazén. Por
otro lado, aunque no se ha establecido con claridad si las alteraciones en la
homeostasis de la serotonina contribuyen a la disfuncion cardiaca en estados de
resistencia a la insulina, se ha reportado que los receptores 5HT2a se encuentran
regulados a la baja en ratas diabéticas, y que el efecto inotrépico positivo mediado
por éstos, decrece significativamente (Goyal y Vaidya 2009). Considerando lo
anterior, surge la pregunta de si un agonista de los receptores 5HT2a podria mejorar

la contractilidad del corazén en estados de resistencia a la insulina.
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2. ANTECEDENTES

Los efectos que tiene la serotonina sobre la captura de glucosa y la secrecion de
insulina han despertado el interés para el desarrollo de farmacos analogos que
puedan ser usados para este fin. El indorrenato es un derivado de la serotonina que
presenta un grupo metoxi en la posicion 5 y tiene una sustitucién en el carbén
correspondiente a un metil-carboxilato (Fig. 6) (Hong, 1981; Safdy y cols., 1982).
Aunque en un inicio, se propuso al indorrenato como un agonista de los receptores
5HT14, actualmente se sabe que también es agonista de los receptores 5-HT2 y de
los receptores ai-adrenérgicos (Hong, 1981; Miranda y cols., 2004). Se ha
demostrado que el indorrenato tiene un efecto antihipertensivo mediado por su
interaccion con los receptores 5HT1a en el SNC (Hong y cols., 1981; Villafafia y
cols., 2004). Este efecto se alcanza aproximadamente una hora después de
administrar el indorrenato por via oral, a una dosis de 10 mg/kg en ratas (Antonaccio
y Kerwin, 1981). También se ha evaluado su efecto como ansiolitico y antidepresivo
(Fernandez y cols., 1990; Martinez y cols., 2002), e incluso se ha observado que

posee un modesto efecto anorexigénico (Velazquez y cols., 1995).

NH2 COOCH,

HO Hy €0 CH-CHy-NH,, - HCI

Iz
=

Figura 6. Estructura de la serotonina (5-hidroxitriptamina) (A). Estructura del indorrenato (5-

metoxitriptamina, B-metilcarboxilato) (B) (Hong, 1981).
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En el 2004, Villafafia y colaboradores reportaron por primera vez que el indorrenato
tiene un efecto hipoglucémico en ratas anestesiadas. Afios mas tarde, Medina
(2012) mostr6é por medio de pruebas de tolerancia a la glucosa oral, que el
indorrenato tiene un efecto antihiperglucemiante en ratas Wistar sanas.
Continuando con esta linea de investigacion, en el 2015, Silva reporté que la
administracién aguda del indorrenato (5mg/kg) es capaz de incrementar la
secrecion de insulina y mejorar la sensibilidad a la insulina, a través de un
mecanismo que involucra a los receptores 5HT,, en ratas Wistar Kyoto que
presentan sindrome metabdlico en respuesta a una dieta alta en fructuosa. Estos
datos indican que el indorrenato, ademas de actuar como un antihipertensivo, tiene
efectos sobre el metabolismo de la glucosa, posiblemente relacionados con su
capacidad de favorecer la secrecion de insulina. Asimismo, los datos sugieren que
el indorrenato podria tener un efecto benéfico en el sindrome metabdlico al

incrementar la sensibilidad a la insulina.

La resistencia a la insulina se asocia con una reduccion en la expresion de GLUT4
en el corazén y contribuye a las alteraciones en la homeostasis de Ca?* asociadas
con la disfuncion cardiaca en el sindrome metabdlico. Por lo anterior es factible
proponer que el indorrenato, al reducir la resistencia a la insulina, podria también
disminuir dichas alteraciones en el corazon. Cabe mencionar que debido a la
evidencia que se tiene, en relacién al efecto inotropico positivo mediado por los
receptores 5HT2a en los corazones de roedores (Levy y cols., 2008), la reduccion
en la expresidn de estos receptores esta asociada con una disminucion de sus
efectos inotropicos positivos en ratas diabéticas (Goyal y Vaidya 2009). Ciertamente
el indorrenato es un agonista 5HT> (Hong, 1981; Miranda y cols., 2004),por lo tanto
no se puede descartar que ejerza también un efecto directo en el corazén, que

contribuya a reducir la disfuncién cardiaca en el sindrome metabdlico.
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3. HIPOTESIS

El indorrenato al prevenir o reducir el desarrollo de la resistencia a la insulina,
incrementard la expresion de GLUT4 y contribuira a la recuperacion de la
homeostasis de Ca?" durante el AEC en los corazones de ratas adultas con

sindrome metabdlico.

4. OBJETIVOS

4.1 General.

Estudiar el efecto de la administracion profilactica y terapéutica del indorrenato en
la resistencia a la insulina en un modelo de sindrome metabdlico inducido por la
ingesta de fructuosa, y evaluar su relacion con la expresion de GLUT4 y la

homeostasis de Ca?* cardiaca.

4.2. Particulares.

1. Establecer el modelo de sindrome de metabdlico en ratas tratadas con
fructuosa en el agua de bebida (20%), y evaluar el efecto del indorrenato,
tanto en su administraciéon profilactica como terapéutica sobre la resistencia

a la insulina.
2. Estudiar el efecto del indorrenato, tanto en su administracion profilactica

como terapéutica, sobre la expresiéon de GLUT4 en el miocardio ventricular

de ratas tratadas con fructuosa.

24



3. Estudiar el efecto del indorrenato, tanto en su administracion profilactica
como terapéutica, sobre el transitorio de Ca?* inducido por estimulacion

eléctrica en los miocitos ventriculares de ratas tratadas con fructuosa.

5. MATERIALES Y METODOS.

5.1. Modelo experimental de sindrome metabdlico.

5.1.1. Animales.

Se utilizaron ratas Wistar macho adultas, que al inicio de los tratamientos tenian 8
semanas de edad y un peso entre 250-300 g. Los animales se mantuvieron en un
ambiente controlado de temperatura 23-25°C y humedad 45-55%, con un ciclo de
luz/oscuridad de 12 x 12 h. El manejo de los animales se realizé de acuerdo a lo
descrito en la NOM-062-ZO0-1999. Todos los animales fueron alimentados con

alimento estandar Lab diet 5008 de purina.

5.1.2. Desarrollo del sindrome metabdlico y tratamientos farmacoldgicos.

Los animales se dividieron de manera aleatoria en 6 grupos (cada grupo con 6
animales): a) Grupo control, con ratas que recibieron agua potable, b) Grupo con
fructosa, con animales que recibieron fructuosa en el agua de bebida (20%) por 3
meses, ¢) Grupo con fructosa + tratamiento terapéutico de indorrenato (10mg/kg),
con animales que recibieron el tratamiento de fructuosa, y tres semanas antes de
los 3 meses se inicié también la administracion de indorrenato (10mg/kg) en el agua

de bebida, d) Grupo con fructosa + tratamiento profilactico de indorrenato, con
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animales que iniciaron de manera simultanea el tratamiento de fructuosa e

indorrenato.

Dado que en la terapéutica de los padecimientos relacionados con la resistencia a
la insulina, no se tiene algun farmaco analogo a la 5-HT, para fines de este trabajo
se empleo a la metformina como farmaco de comparacion, puesto que es el farmaco
de primera eleccién para el tratamiento de pre-diabetes y diabetes. Si bien no se
espera que actle bajo el mismo mecanismo molecular que el indorrenato, hay
evidencia suficiente de que reduce la resistencia a la insulina y tiene un efecto
cardioprotector. Por consiguiente, se formaron 2 grupos adicionales: e) Grupo con
fructosa + tratamiento terapéutico de metformina (300mg/kg), con animales que
recibieron el tratamiento de fructuosa, y tres semanas antes de cumplir los 3 meses
de tratamiento iniciaron también el tratamiento de metformina en el agua de bebida,
f) Grupo con fructosa + tratamiento profilactico de metformina (300mg/kg), con

animales que iniciaron al mismo tiempo el tratamiento de fructuosa y metformina.

La solucion de fructosa al 20% que se suministro a los animales como agua de
bebida, fue remplazada todos los dias para evitar cualquier contaminacion
bacteriana. Para los grupos con tratamiento farmacolégico, los compuestos se
adicionaron a la solucion de fructosa al 20% debido a que la vida media del
indorrenato es corta y administrarlo a través de una canula en los animales durante
3 meses podria dafarlos. Los animales fueron pesados y su consumo promedio de
agua fue monitoreado antes de comenzar el tratamiento, de manera que la dosis se
ajusté a ambas variables. De esta manera en promedio, los grupos de ratas
formadas por 3 individuos comenzaron por beber 130 mL de fructosa al 20%
adicionada con 9 mg de indorrenato, acercandose de esta manera a la dosis
deseada (10mg/kg). Tanto el consumo de agua como el peso de los animales se
mantuvo en constante monitoreo con la finalidad de evitar variaciones en la dosis.

Estas consideraciones también se tomaron en la administraciéon de metformina.
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5.1.3. Evaluacién del desarrollo del sindrome metabdlico

5.1.3.1. Determinacion de la presion arterial.

La presion arterial sistélica se monitore6 a través del método esfigmomanométrico
clasico, utilizando un medidor de presién LE 5002 Letica. Este método sigue el
principio de los sonidos de Korotkoff que son producidos por la arteria de interés
ocluida por un manoémetro y su posterior descompresion. EIl manémetro ejerce
presion en la cola de las ratas hasta suspender el sonido del latido en la arteria
caudal, siendo el primer latido que se percibe al liberar la presion gradualmente el
gue determina la presion arterial sistélica. El altimo latido antes de restablecerse la
circulacion normal en la arteria corresponde a la medida de la presion arterial
diastdlica. El procedimiento requiere que la arteria caudal de los animales esté
dilatada, por lo tanto las ratas fueron inmovilizadas parcialmente en cepos de
acrilico para calentar sus colas con una lampara durante al menos 12 minutos. Para
evitar la influencia del estrés que se produce en las ratas al ser manipuladas, se les
expuso a las condiciones en que la presion seria tomada durante 3 dias, antes del
registro. La presion arterial en los animales se registré antes de cada tratamiento y
cada mes después del inicio de estos, cuidando que las condiciones experimentales

no los estresaran.

5.1.3.2. Determinacion de glucosay triglicéridos en sangre.

Antes de iniciar los tratamientos, se midieron los valores basales de las
concentraciones de triglicéridos y glucosa en la sangre de los animales. Estas
medidas se realizaron cada mes por medio de tiras reactivas y los equipos Accu-

Chek® Active para glucosa y Accutrend Plus System de Roche para triglicéridos.
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Las muestras de sangre se obtuvieron por puncién de la punta de la cola de las

ratas, tras 8 horas de ayuno.

5.1.3.3. Determinacion de insulina y obtencion del indice HOMA.

La determinacién de insulina en sangre se realizd utilizando un kit comercial de
ALPCO (Ultrasensitive Rat Insulin ELISA), siguiendo las especificaciones del
fabricante. Todas las muestras fueron adquiridas al momento del sacrificio de cada
animal, tomando la sangre acumulada en la cavidad toracica al extraer el corazon.
La sangre se dispuso en tubos para microcentrifuga de 1.5 mL previamente
heparinizados y se centrifugé a 13500 rpm a 4°C durante 10 minutos. El suero
obtenido se alicuotd y conservé a -70°C en un ultracongelador hasta el momento de

Su uso.

Para el procesamiento de las muestras, se preparé por duplicado la curva de
calibracion con las concentraciones de insulina estandares de 0, 0.15, 0.40, 1.0, 3.0
y 5.5 pg/mL. Se empled una placa de 96 pozos donde cada muestra se evalué por
duplicado, afladiendo 10 pL de muestra mas 75 pL de una dilucion de anticuerpo
monoclonal anti-insulina. La placa fue incubada durante 2 horas a temperatura
ambiente con agitacién constante y al término de ese tiempo se lavd 6 veces con
solucion amortiguadora. Posteriormente, se incubd la placa durante 15 minutos a
temperatura ambiente con 200 pL de sustrato de peroxidasa (3,3,5,5,-
tetrametilbenzidina). Para detener la reaccion se afiadié H2SO4 0.5 M. Finalmente
la lectura se realiz6 a 450 nm en el equipo BIO-RAD iMark Microplate Reader a los

tiempos 0, 15 y 30 minutos.
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Las absorbancias obtenidas correspondientes a la curva patron fueron ajustadas
con regresion no lineal usando el programa GraphPad Prism 6.01. La concentracion

de insulina en las muestras se expresa como ng/mL.

Para obtener el indice de HOMA, las concentraciones de insulina se convirtieron a
pU/mL, mientras que la glucosa plasmatica se consideré en mmol/L, tal como lo

requiere la férmula para su calculo:

Insulina plasmética en ayunas (uU - mL™1)x
glucosa plasmatica en ayunas (mmol - L™1)

HOMA IR =
0 22.5

5.1.3.4. Medicién del peso corporal y de la grasa abdominal.

El peso de las ratas se registré cada mes, mientras que la grasa correspondiente a
los cojinetes retroperitoneales se disecé y pes6 hasta el momento del sacrifico del

animal. Se calcul6 el porcentaje de grasa visceral, a través de la siguiente formula:

) Peso de los cojinetes disectados
% grasa visceral = Peso total del roedor x 100
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5.2. Evaluacion de la expresion de GLUTA4.

La expresion de GLUT4 se evalu6 mediante Western blot. Para esto, se extrajo el
corazon de la cavidad toréacica y se perfundié con solucién Tyrode (NaCl 140 mM,
KCI 5 mM, HEPES 10mM, glucosa 10 mM, MgCl21 mM y CaCl> 1.8 mM, pH 7.4)
suplementada con heparina (0.12 mg/mL), hasta expulsar la sangre de las arterias
coronarias. Después, los ventriculos fueron macerados en nitrdgeno y almacenados
en alicuotas a -70°C hasta su uso. La homogenizacién de los ventriculos se realizé
utilizando un mortero con pistilo esmerilado, con buffer de lisis (NaCl 150 mM, Triz
base 50 mM, EDTA 5 mM, MgCl, 1 mM, DTT 1mM, pH 7.8), adicionado con
inhibidores de proteasas (benzamidina 1 mM, pepstatina A 2 pug/mL, aprotinina 2
pg/mL, PMSF 1 mM, NEM 1mM), inhibidores de fosfatasas (NaF 5 mM, NasVOs 5
mM) vy tritdn X-100 1%. Las muestras se centrifugaron a 13,500 rpm a 4°C por 20
minutos. El sobrenadante se almacend en alicuotas a -70°C y la concentracion total

de proteinas fue determinada por el método de Bradford.

Se tomaron 50 ug de proteina y la muestra se separé mediante electroforesis en
geles SDS-PAGE al 12%, que se corrieron a 120 V por 2 horas. Las proteinas se
transfirieron a una membrana de PVDF a 70 V durante 1.5 horas. Después de la
trasferencia, se bloqued la membrana en una solucion de PBS-Tween 0.05%
suplementada con leche al 5%, durante al menos dos horas. Posteriormente, se
incubo a las membranas con el anticuerpo policlonal anti-GLUT4 a una dilucién de
1:2000. Como anticuerpo secundario se empled anti-rabbit IgG a una dilucién de
1:5000. Como control de carga se utilizé la sefial producida por el anticuerpo anti-
GAPDH (1:5000), y en este caso se utilizo el anticuerpo secundario anti-mouse IgG
(1:8000). Todos los anticuerpos fueron diluidos en PBS-Tween 0.05% con leche al
5%. Finalmente, los blots fueron revelados por quimioluminiscencia (Immobilon,
Millipore) y la deteccion de la sefial emitida fue adquirida con el equipo ChemiDoc
XRS+ (Bio-Rad). Las imagenes de los blots se analizaron con el programa Image
Lab 6.0.
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5.3. Registro de los cambios transitorios de la [Ca?®"];.

Las sefiales de Ca?* se registraron en miocitos ventriculares que fueron aislados de
manera enzimatica utilizando la técnica descrita por Balderas-Villalobos (2011).
Brevemente, se anestesié a los animales con pentobarbital sddico (50 mg/kg, i.p),
se extrajo el corazon y se recibié en una solucién de Krebs modificada (NaCl 130
mM, &cido lactico 1 mM, KCI 5.4 mM, &cido piravico 3 mM, HEPES 25 mM, MgCl> 1
mM, NaH2PO4 0.33 mM, dextrosa 22 mM, pH 7.6, 4°C) adicionada con EGTA (0.2
mM). El corazon se colocé en un sistema de Langendorff para perfundirlo a través
de la aorta con la solucion de Krebs suplementada con colagenasa tipo Il (2mg/ml,
Worthintong) y CaCl, (50 uM) a 37 °C por 10 minutos. La digestion se detuvo al
cortar los ventriculos y depositarlos en una solucién de Krebs suplementada solo
con CaClz (50 pM). La trituracion del tejido se continuo en esta solucion de manera
mecanica hasta obtener una suspension de células. Tras filtrar la suspension, se
obtuvieron cardiomiocitos que fueron acondicionados para sobrevivir en
concentraciones altas de Ca?*. Para ello, los cardiomiocitos fueron expuestos de
manera secuencial a una serie de alicuotas de solucion de Krebs adicionada con

albumina y concentraciones crecientes de CacCl, (250 uM, 500 pM y 1 mM).

Las alteraciones en la homeostasis de Ca’?" que se presentan en el sindrome
metabdlico, se determinaron al registrar los incrementos transitorios de la [Ca?*];
inducidos por estimulacion eléctrica (transitorios de Ca?*). Para ello, los miocitos
fueron incubados con el indicador fluorescente de Ca?*, el Fluo-4 (1 uM), a
temperatura ambiente y en la oscuridad durante 30 minutos. Posteriormente, el
exceso de Fluo-4 fue retirado y se agregd una alicuota de las células en una camara
de registro colocada en la platina de un microscopio confocal (Zeiss LSM 800 con
Airyscan y Olympus, Fluoview FV1000). La luz de excitacién se seleccioné a 488

nm y la de emisién se adquiri6 a 505 nm. Los registros de fluorescencia se
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adquirieron haciendo un barrido en linea a lo largo del eje longitudinal de la célula
fuera del area nuclear. De ésta manera se obtuvieron imagenes bidimensionales (X-
Y) en funcién de la distancia y el tiempo, con una frecuencia de adquisicion de 20
Ks por pixel. Durante los registros, los miocitos se perfundieron con una solucién de
Tyrode normal (en solucién Tyrode (NaCl 140 mM, KCI 5 mM, HEPES 10mM,
glucosa 10 mM, MgCl> 1 mM, CaClz 1.8 mM, pH 7.4) a temperatura ambiente. Para
evocar los transitorios de Ca?*, las células se estimularon eléctricamente con pulsos
de 20 V, de 10 ms de duracién y a una frecuencia de 1 Hz. Al termino de los
registros, se evaluo el contenido de Ca?* en el reticulo sarcoplasmico perfundiendo
a las células con solucion de Tyrode suplementada con cafeina (10 mM), un
agonista de los RyR.

Para evaluar los efectos de los diferentes tratamientos, se obtuvieron los registros
de los transitorios de Ca?* inducidos por estimulacion eléctrica y cafeina en los
miocitos de las ratas de cada uno de los grupos experimentales. Los transitorios de
Ca?* se analizaron con el programa ImageJ para obtener su amplitud y los tiempos
para alcanzar el 50 y 90% de reduccion de la amplitud maxima durante la fase de
descenso (TDso y TDgo, respectivamente). Los valores de TDso y TDgo reflejan el
funcionamiento de SERCA y NCX, respectivamente (Fearnley y cols., 2011). La
[Ca?*])i se reporta como la fluorescencia (F) normalizada con respecto a la

fluorescencia basal (Fo) (F/Fo).

5.5. Anédlisis estadistico.

Los resultados se presentan como la media + el error estandar. Para analizar las
diferencias estadisticas entre los grupos se realizé el Analisis de Varianza (ANOVA)
de una o dos vias, seguido de una prueba Student-Newman-Keuls. En todos los
casos se considerd una diferencia estadisticamente significativa cuando el valor de
p<0.05. Se uso el programa Sigma Plot 12.0 para la elaboracion de los analisis y

las gréficas.
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6. RESULTADOS.

6.1. Efectos del indorrenato y la metformina sobre la obesidad central

generada por la fructuosa.

Para corroborar el desarrollo de obesidad se evaluaron los efectos de la ingesta de
fructuosa sobre el peso corporal y el porcentaje de grasa visceral. En la Figura 7 se
muestran los valores del peso corporal obtenidos cada mes durante los 3 meses de
tratamiento con la fructosa. Se puede apreciar que el peso de los animales que
recibieron solo agua para beber (control), incrementé de manera gradual y
significativa durante los 3 meses del protocolo experimental, lo que muestra el curso
temporal de la ganancia de peso que resulta del crecimiento natural de los animales.
En la misma Figura se puede observar, que los animales tratados con fructuosa
presentan también un incremento significativo y gradual en su peso corporal. Sin
embargo, este incremento no fue diferente del que se registré en el grupo control,
lo que sugiere que la ingesta de fructosa no modifico la ganancia de peso generada
por el crecimiento de los animales. Por el contrario, como se muestra en la Figura
8, al comparar los valores del porcentaje de grasa retroperitoneal, obtenidos
después de los 3 meses del protocolo experimental, en el grupo control y en el grupo
tratado con fructuosa, se observa que este porcentaje fue significativamente mayor
en los animales tratados con fructosa. Datos que corroboran el desarrollo de
obesidad visceral promovido por la fructuosa, a pesar de que ésta no se manifiesta

con una ganancia de peso.

Como se ilustra en la Figura 7, los tratamientos con indorrenato o metformina, ya
sea en su administracién profilactica o terapéutica, no modificaron de forma
significativa el curso temporal de la ganancia de peso generada por el crecimiento
natural de los animales, ya que el incremento de peso que ocurrio en estos animales

durante los 3 meses del protocolo experimental fue similar al que se observo en el
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grupo control y en el grupo que solo recibié fructuosa. Sin embargo, al analizar los
efectos de estos compuestos sobre el porcentaje de grasa retroperitoneal se
observé que el indorrenato solo causé un decremento significativo en la
acumulacién de grasa visceral promovido por la fructuosa en su administracion
terapéutica, mientras que la metformina sélo previno el incremento en el porcentaje

de grasa retroperitoneal en su administracion profilactica (Figura 8).

£ CONTROL
EER FRUCTOSA 20%
@ FRUCTOSA 20% + INDORRENATO ADMON. PROFILACTICA 10mg/Kg
EN FRUCTOSA 20% + INDORRENATO ADMON. TERAPEUTICA 10mg/Kg
@= FRUCTOSA 20% + METFORMINA ADMON. PROFILACTICA 300mg/Kg
== FRUCTOSA 20% + METFORMINA ADMON. TERAPEUTICA 300mg/Kg
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Figura 7.Peso corporal. Los valores se presentan como la media + EEM, N=6 para cada grupo. En todos
los casos se consideré como diferencia significativa valores de P<0.01 (***), ANOVA de dos vias, Student-
Newman-Keuls.
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Figura 8. Porcentaje de grasa visceral. Los valores presentan como la media + EEM, N=4 para cada
grupo. En todos los casos se consideré como diferencia significativa valores de P<0.05. a: vs control; b: vs
fructosa. ANOVA de una via, Student-Newman-Keuls.

6.2. Efectos del indorrenato y la metformina sobre el incremento de la presion

arterial inducido por la fructuosa.

Se ha descrito que en el modelo de sindrome metabdlico inducido por fructosa se
puede presentar un incremento en la presion arterial sistolica (Die y McNeill, 1995;
Dupas 2017). Para evaluar si esto ocurre bajo nuestras condiciones experimentales,
se monitored la presion arterial de los animales cada mes durante los 3 meses de
tratamiento con fructuosa. En la Figura 9 se muestran los resultados obtenidos. Se
puede apreciar que antes de iniciar el tratamiento con fructuosa, los animales de
todos los grupos experimentales presentaron una presion arterial sistélica promedio
de alrededor de 120 mmHg. Posteriormente, en el grupo control los valores de la
presién arterial sistélica se mantuvieron estables durante los 3 meses del estudio,
mientras que en el grupo tratado con fructuosa se presentd un incremento

significativo en la presién arterial, respecto al grupo control, a partir del primer mes
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de tratamiento, y este aumento se mantuvo durante los siguientes dos meses de

tratamiento.

CONTROL

FRUCTOSA 20°%

FRUCTOSA 20% + INDORREMATO ADMOMN, PROFILACTICA 10mgiKg
FRUCTOSA 20% + INDORRENATO ADMON. TERAPEUTICA 10mgKg
FRUCTOSA 20% + METFORMINA ADMON. PROFILACTICA 300mgiKg
FRUCTOSA 20% + METFORMINA ADMON, TERAPEUTICA 300mgKg
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Figura 9. Presidn sistdlica. Los valores se presentan como la media + EEM, N=6 para cada grupo. En
todos los casos se considerd como diferencia significativa valores de P<0.05. a: vs control; b: vs fructosa.
ANOVA de dos vias, Student-Newman-Keuls.

Por otro lado, la administracion profilactica con indorrenato previno desde el primer
mes, el incremento en la presion arterial generado por la fructuosa, como lo indica
el hecho de que la presion arterial sistélica se mantuviera en valores similares al
grupo control, a pesar del tratamiento con fructosa. Este efecto antihipertensivo del
indorrenato también se observé con su administracion terapéutica, ya que su
administracion, 3 semanas antes de finalizar los 3 meses de tratamiento con
fructuosa, redujo de manera significativa el aumento en la presion arterial producido
por este azucar. En el caso de la metformina, se puede observar en la gréfica que
su administracion profilactica no previno de forma significativa el aumento en la
presién generado por la fructuosa durante los primeros 2 meses del tratamiento. Sin

embargo, a los 3 meses de tratamiento, la metformina si disminuydé de forma
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significativa el efecto hipertensivo de la fructuosa. Por el contrario, la administracion
terapéutica de la metformina no modifico el incremento en la presion sistolica
generado después de los 3 meses de tratamiento con fructuosa. Estos datos indican
que a diferencia del indorrenato, la metformina solo previno parcialmente el
incremento en la presién sistolica provocado por la fructosa, pero no fue capaz de

revertirlo.

6.3. Efectos del indorrenato y la metformina sobre las concentraciones de
glucosaeinsulinay en el indice HOMA.

En la Figura 10 se muestran los datos de las mediciones de glucosa obtenidos de
la sangre de los animales de los diferentes grupos experimentales, durante los 3
meses de tratamiento. En el grupo control se observé que la concentracion de
glucosa en sangre se mantuvo sin cambios significativos durante todo el estudio.
Asimismo, como se aprecia en la grafica, la concentracion de glucosa no se modifica
ni por el tratamiento de fructuosa, ni por la administracion terapéutica o profilactica

del indorrenato o de la metformina, durante los 3 meses de tratamiento.

Dentro de los principales componentes del sindrome metabdlico se encuentran la
hiperinsulinemia y la resistencia a la insulina, las cuales se encuentran relacionadas
entre si. Para evaluar el desarrollo de éstas, se determinaron la concentracion de
insulina en suero y el indice HOMA, al finalizar los tres meses de tratamiento. En la
Figura 11 se resumen los datos obtenidos. El tratamiento con fructuosa incrementé
de manera significativa la concentracién de insulina en suero (Figura 11A), lo que
se relacion6 con un incremento también en el valor del indice HOMA (Figura 11B).
Estos datos muestran el desarrollo de hiperinsulinemia y resistencia a la insulina en

el modelo experimental utilizado.
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Figura 10. Concentracién de glucosa en sangre. Los valores se presentan como la media £+ EEM, N=6
para cada grupo. En todos los casos se consideré como diferencia significativa valores de P<0.05. ANOVA
de dos vias, Student-Newman-Keuls.

Por otro lado, el tratamiento profilactico con indorrenato no previno los incrementos
en los niveles de insulina (Figura 11A), ni en el indice HOMA (Figura 11B) generados
por la fructosa. Sin embargo, la administracion terapéutica del indorrenato redujo de
manera significativa los efectos de la fructuosa en la concentracion de insulina'y en
el indice HOMA, sin alcanzar a restablecer sus valores a los obtenidos en el grupo
control. Por el contrario, el tratamiento profilactico con metformina evitd por
completo los incrementos en la concentracion de insulina (Figura 11A) y en el indice
HOMA (Figura 11B) causados por la fructuosa, de tal forma que estos valores se
mantuvieron similares a los del grupo control. Mientras que el tratamiento
terapéutico de la metformina no previno los aumentos en la concentracion de
insulina y en el indice HOMA generados por la fructuosa. De esta forma, los datos
muestran que el indorrenato solo es capaz de reducir la hiperinsulinemia y la
resistencia a la insulina cuando es administrado en forma terapéutica, mientras que

la metformina solo puede prevenirlas cuando es administrada de forma profilactica.
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Figura. 11. Concentracion de insulina (A) e indice de HOMA (B). Los valores se presentan como la
media + EEM, N=4 para cada grupo. En todos los casos se consider6 como diferencia significativa valores
de P<0.05. a: vs control; b: vs fructosa. ANOVA de una via. Student-Newman-Keuls.

6.4. Efectos del indorrenato y la metformina sobre las concentraciones de

triglicéridos

Otro de los componentes del sindrome metabdlico es la hiperlipidemia,
caracterizada por el aumento de triglicéridos y AGL. Para evaluar su desarrollo en
nuestro modelo de sindrome metabolico, se determinaron los efectos de la fructuosa
en la concentracion de triglicéridos. Los triglicéridos en sangre se midieron antes
del inicio del tratamiento y una vez al mes durante los 3 meses de tratamiento con
fructosa. Como se puede ver en la Figura 12, en el grupo control los niveles de
triglicéridos se mantuvieron sin cambios significativos durante los 3 meses del
protocolo experimental. Por el contrario, en el grupo con fructosa se observé un
incremento significativo en la concentracion de los triglicéridos a partir del primer
mes de tratamiento, y se mantuvo elevado en los dos meses siguientes, lo que

demuestra el desarrollo de hipertrigliceridemia.
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Figura 12. Concentracidn de triglicéridos en sangre. Los valores se presentan como la media = EEM,
N=6 para cada grupo. En todos los casos se consideré como diferencia significativa valores de P<0.05. a:
vs control; b: vs fructosa. ANOVA de dos vias, Student-Newman-Keuls.

Al evaluar los efectos de los tratamientos con indorrenato se observd que la
administracion profilactica de este compuesto no previno el incremento en los
triglicéridos producido por la fructuosa. Sin embargo, a diferencia del grupo tratado
solo con fructuosa, este aumento solo fue significativo respecto al grupo control a
partir del segundo mes, lo que sugiere que el indorenato en su administracion
profilatica produce un retardo en el desarrollo de la hipertrigliceridemia. Por otro
lado, el tratamiento terapéutico con indorrenato no redujo de manera significativa el
incremento en la concentracion de los triglicéridos causado por la fructuosa. De
manera similar, la metformina administrada de forma profilactica no evité el aumento
en los triglicéridos producido por la fructuosa, pero si parece retardarlo porque el
aumento solo fue significativamente mayor al grupo control a partir de los dos meses
de tratamiento. Finalmente, la metformina administrada de forma terapéutica no

revirtié la hipertrigliceridemia causada por la fructuosa.
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6.5. Efectos del indorrenato y la metformina sobre la expresion de GLUTA4.

Se ha reportado que en la resistencia a la insulina ocurre un decremento en el
contenido de GLUT4 en el tejido adiposo, musculo esquelético y musculo cardiaco
(Leguisamo y cols., 2012; Baena y cols., 2015). Sin embargo, en el modelo de
sindrome metabdlico inducido por fructosa no se ha establecido claramente si
ocurren alteraciones en la expresion de GLUT4 (Morel y cols., 2005; Leguisamo y
cols., 2012). Por lo tanto, en el presente trabajo se evaluo la expresion de GLUT4
en el miocardio ventricular de los diferentes grupos experimentales. En el panel A
de la Figura 13 se muestra una imagen representativa de los inmunoblots obtenidos
para GLUT4 y GAPDH, y en el panel B se muestran los promedios de los valores
normalizados de la sefial de GLUT4 respecto a la sefial de GAPDH para cada grupo.
Se puede observar que el contenido de GLUT4 fue significativamente menor en el
grupo tratado con fructuosa comparado con el grupo control, lo que sugiere que la
expresion de este transportador se encuentra reducida en este modelo de sindrome
metabdlico. Por otro lado, la administracion profilactica del indorrenato previno la
reduccion en la expresion de GLUT4 producida por la fructuosa. Mientras que su
administracion terapéutica revirtid parcialmente la reduccion en la expresion de
GLUT4 inducida por fructosa. En cuanto a la metformina, se puede apreciar que su
administracion profilactica previno y su administracion terapéutica revirtié la
reduccion en la expresion de GLUT4 producida por la fructuosa. Cabe sefialar, que
tanto en su administracion profilactica como terapéutica, la metformina no solo
previno o revirtio la disminucién en la expresion de GLUT4, sino que incluso la

aumento.
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Figura 13. Evaluacion en la expresion de GLUT4 en miocitos ventriculares. Expresion de GLUT4 en
homogenados de ventriculos (A). Datos normalizados (B). Los valores se presentan como la media + EEM,
N=3 para cada grupo. En todos los casos se consideré como diferencia significativa valores de P<0.05. a:
vs control; b: vs fructosa. ANOVA de una via, Student-Newman-Keuls.

6.6. Efectos del indorrenato y la metformina sobre la homeostasis de Ca?".

Como se menciond antes, una de las manifestaciones tempranas del sindrome
metabdlico es la disfuncion diastoélica del corazén, que se caracteriza por un
enlentecimiento en la fase de decaimiento del transitorio de Ca?' durante el
acoplamiento excitacién-contraccion. Para evaluar el desarrollo de la disfuncion
diastélica se registraron los transitorios de Ca?* inducidos por estimulacién eléctrica
y se determinaron los valores de TDsp y TDgo en los diferentes grupos
experimentales. En el panel A de la Figura 14 se muestran los perfiles de
fluorescencia representativos del grupo control y del grupo tratado con fructuosa,
mientras que en el panel B y C se muestran los datos promedios para el TDso y

TDgo, respectivamente. Como se puede apreciar, el tratamiento con fructuosa causé

42



un enlentecimiento de la fase de descenso del transitorio de Ca?* (Figura 14A) lo
gue se refleja en un incremento significativo tanto del TDsp (Figura 14B) como del
TDgo (Figura 14C). Estos datos confirman el desarrollo de disfuncién diastélica en
el modelo de sindrome metabdlico inducido por la fructuosa.
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Figura 14. Evaluacion de parametros de los TCa en miocitos ventriculares. Perfiles de fluorescencia
representativos de transitorios de Ca?* obtenidos a partir de miocitos de control (linea negra) y miocitos de
ratas alimentadas con fructosa (linea roja) (A). Para cada uno de los tratamientos se presentan: Tiempo al
50% de la amplitud (B); Tiempo al 90% de la amplitud maxima (C); %Amplitud del TCa (D) y contenido de
Ca?* en el RS (E). Los valores se presentan como la media = EEM, N=9 para cada grupo. En todos los casos
se considerd como diferencia significativa valores de P<0.05. a: vs control; b: vs fructosa. ANOVA de una
via, Student-Newman-Keuls. F/FO: Fluorescencia normalizada; RS: Reticulo sarcopldsmico; TDsg: tiempo en
el cual se alcanza el 50% de la amplitud maxima; TDgo: tiempo en el cual se alcanza el 90% de la amplitud
maxima.
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Al evaluar el efecto del tratamiento farmacol6gico con indorrenato, se observé que
su administracion profilactica caus6 un incremento ain mayor tanto del TDsp como
del TDgo, comparado con los generados por la fructuosa sola. Estos datos sugieren
que la administracion profilactica del indorrenato no solo no previene el desarrollo
de disfuncién diastélica, sino que la agrava. Por otra parte, la administracién
terapéutica del indorrenato no corrigié el efecto de la fructuosa sobre la TDso, pero
si lo hizo para la TDgo, ya que en este caso si re-establecid los valores de este
parametro a niveles control, sugiriendo que el tratamiento terapéutico del
indorrenato tiene un efecto benéfico en el corazéon. En cuanto a la administracion de
metformina, se puede observar que sin importar el esquema de administracion
(profilactica y terapéutica), este compuesto no previno ni corrigio el incremento en
el TDso y TDgo ocasionados por la fructosa. De hecho, en su administracion
terapéutica, la metformina exacerbo el incrementé en el TDgo, ya que este valor fue

significativamente mayor al aumento generado por la fructuosa sola.

Aunque la disfuncion diastdlica es la alteracion que se manifiesta en el corazon de
forma temprana en las personas que padecen obesidad y resistencia a la insulina,
se ha descrito también el desarrollo de una disfuncion sistélica que se presenta de
forma mas tardia. Para evaluar el posible desarrollo de las alteraciones sistolicas
del corazén, se determind la amplitud de los transitorios de Ca?* inducidos por
estimulacion eléctrica (Figura 14D). Asimismo, se evalué el contenido de Ca?* en el
reticulo sarcoplasmico, midiendo la amplitud de la sefial de Ca?* generada por la
cafeina (Figura 14E). Sin embargo, como se observa en la Figura 14, no se
encontraron diferencias significativas en la amplitud del transitorio de Ca?*, ni en el
contenido de Ca?* en el reticulo sarcoplasmico, entre el grupo control y el de
fructuosa, lo que sugiere la ausencia de alteraciones en la homeostasis de
Ca?""relacionadas con una disfuncion sistélica. De manera similar, los tratamientos
profilacticos o terapéuticos del indorrenato o de la metformina no generaron cambios

significativos en estos parametros.
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7. DISCUSION.

7.1 Efectos de la fructosa en el desarrollo de sindrome metabdlico y

cardiopatia.

La fructosa es un monosacarido que se encuentra presente de manera natural en
algunas frutas y verduras. El consumo de fructosa increment6 desde la edad media
debido a la introduccién de la sacarosa como edulcorante, e increment6 de forma
mas drastica desde 1960, cuando los avances tecnoldgicos permitieron el desarrollo
de jarabes con alto contenido de fructosa derivados de maiz. Actualmente, el jarabe
de maiz de alta fructosa es el principal edulcorante en bebidas industrializadas de
todo tipo. Entre otros factores, el sedentarismo y el incremento en el consumo de
fructosa se encuentran estrechamente relacionados con el aumento en la incidencia

de enfermedades metabdlicas como la obesidad, el sindrome metabdlicoy la DMT2.

En el presente trabajo, se generd el modelo de sindrome metabdlico en ratas Wistar
alimentadas con fructosa al 20% en el agua de beber durante 3 meses. Al cabo de
este tiempo, se pudieron identificar al menos 5 componentes del sindrome
metabdlico: obesidad visceral, hipertrigliceridemia, hiperinsulinemia, resistencia a la
insulina y un incremento moderado en la presion arterial. Estos resultados
concuerdan con lo reportado en estudios previos en los que se ha utilizado este

mismo modelo experimental (Die y McNeill, 1995; Dupas 2017).

El desarrollo de obesidad en el modelo de fructuosa se manifestd por un incremento
en el porcentaje de grasa visceral y no como una ganancia en el peso corporal. Esta
caracteristica se presenta de manera frecuente en este modelo experimental y se
ha sugerido que es asi porque el consumo de fructosa en el agua de beber reduce

el consumo de alimentos so6lidos, lo que produce un desbalance en la aportacién de
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nutrientes; mientras que el pellet supone una dieta balanceada para los animales
respecto a los macronutrientes (carbohidratos, proteinas y grasas), la fructosa
Unicamente aporta carbohidratos, que favorecen la lipogénesis (Bantle, 2009). Este
desbalance, sobretodo en el aporte de proteina, puede contribuir a la pérdida de la
masa muscular explicando la falta de ganancia en el peso corporal. En comparacién
con la glucosa, la fructosa produce un incremento mayor en los niveles
postprandiales de triglicéridos, y se ha reportado que el aumento de lipidos en la
circulacion sanguinea promueve la acumulacion del tejido adiposo (Kithan y Kim
2013). De esta manera, es posible que el incremento en la grasa visceral
ocasionado por la fructosa se deba al aumento en los triglicéridos observado en los

animales tratados con este azucar.

Por otro lado, hay evidencia de que la acumulacién excesiva de tejido adiposo
contribuye al desarrollo de resistencia a la insulina. En concordancia, nosotros
observamos que el modelo de sindrome metabdlico utilizado en este estudio se
asocia con un incremento en la acumulaciéon de grasa visceral y con el desarrollo
de resistencia a la insulina; esto ultimo se corroboré con la presencia de
hiperinsulinemia y el aumento en el indice HOMA. Se han descrito diferentes
mecanismos por los cuales el tejido adiposo lleva al desarrollo de resistencia a la
insulina. Los adipocitos presentes en el tejido adiposo almacenan el exceso de
lipidos hasta incrementar en tamafio (hipertrofia) y posteriormente en numero
(hiperplasia). La fructosa acelera el proceso de hiperplasia ya que algunos de sus
metabolitos, como el acido urico, propician la diferenciacion de las células madre
mesenquimales (o preadipocitos) a adipocitos (Kithan y Kim 2013). Ademas se ha
observado que la fructosa, a diferencia de la glucosa, activa a la enzima 11B-
hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 1 (11B3-HSD1), cuya funcién es catalizar la
sintesis de glucocorticoides, los cuales han sido relacionados con la diferenciaciéon
de preadipocitos (Legezay cols., 2017). Aunado a esto se sabe que el tejido adiposo
visceral es el depésito de grasa con mayor susceptibilidad de crecimiento ante la
sobre-ingesta cal6rica, bajo influencia de los niveles de insulina (Levine y Levine,
2013). Cuando el tejido adiposo visceral alcanza su masa critica puede sufrir

hipoxia, la cual desencadena respuestas celulares que alteran la flexibilidad
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metabdlica entre la glucélisis y el metabolismo oxidativo, e incrementan la liberacién
de mediadores inflamatorios que contribuiran al establecimiento de la resistencia a
la insulina. EI consumo crénico de fructuosa puede propiciar también un desbalance
hormonal, en el cual se encuentran afectadas las funciones de la insulina, leptina y
adiponectina. La adiponectina se sintetiza principalmente en el tejido adiposo y sus
receptores se encuentran en los 6rganos sensibles a insulina, tales como musculo
esquelético, higado y tejido adiposo. La adiponectina mejora la sensibilidad a
insulina ya que la estimulacion de sus receptores incrementa la actividad de la
AMPK vy del receptor alfa activado por proliferacién de peroxisomas (PPAR-a), de
tal modo que incrementa el transporte de glucosa y la oxidacion de AGL (Levine y
Levine, 2013; Kithan y Kim 2013). Se ha observado que en padecimientos como la
obesidad y DMT2, asi como en el modelo de sindrome metabdlico inducido por
fructosa, los niveles séricos de adiponectina se encuentran disminuidos. Esto podria
explicar parcialmente porque la fructosa produce resistencia a la insulina; sin
embargo, el tejido adiposo visceral desempefia un papel importante a través de la
liberacion de AGL y de citosinas proinflamatorias como la IL-1, IL-6 y el TNF-a.
Estos mediadores inflamatorios compiten por la fosforilacion de proteinas que
participan en la sefializacion de la insulina y que son claves para el funcionamiento

de ésta.

Otro efecto que pudimos observar en la presente investigacion, fue el incremento
moderado en la presion arterial sistélica en los animales que consumieron fructosa.
Estos resultados coinciden con investigaciones previas en las que se ha planteado
gue el incremento en la presion arterial causado por la fructuosa es sustancial pero
no suficiente para considerarse hipertensién. Sin embargo, depende del lapso de
tiempo y de la concentracion de fructosa administrada (Die y McNeill, 1995; Diez y
cols, 2013; Dupas 2017). Las causas por las que la fructosa incrementa la presion
arterial no se conocen por completo, pero se han propuesto 3 mecanismos
principales: la sobre estimulacién del sistema nervioso simpatico (SNS), la

absorcién de sales y la disfuncion endotelial. El papel de la sobre-estimulacion del
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SNS se ha inferido de experimentos que muestran el bloqueo del incremento en la
presion arterial asi como de la hiperinsulinemia en animales simpatectomizados
(Tran y cols., 2009). Como parte de la sobre estimulacion del SNS ocurre un
incremento en la actividad del sistema renina-angiotensina-aldosterona, que, al
igual que la hiperinsulinemia, contribuye al aumento en la liberacion de endotelina
1 (ET-1) hacia las células del musculo liso vascular. La ET-1 es un potente
vasoconstrictor per se, sin embargo también influye en la liberacién de otros agentes
vasoconstrictores como la angiotensina Il y los tromboxanos Az y B> (Levine y
Levine, 2013; Tran y cols., 2009). Por otra parte, la fructosa también incrementa la
presion arterial sistolica mediante la absorcion de sales en el intestino delgado y el
tubo proximal renal a través de acciones que implican el incremento en la actividad
y expresion del transportador GLUTS5, el intercambiador de Na*/H* tipo 3 (NHE3) y
el transportador de aniones putativo tipo 1 (PAT1). Finalmente, la fructosa parece
también incrementar la presion arterial a través de un mecanismo que se relaciona
con la disfuncion endotelial, en el que participa el incremento en los niveles de
insulina en sangre y la continua exposicion a vasoconstrictores que propician el
estrés oxidativo que culmina en la disminucién de la disponibilidad y sintesis de
oxido nitrico (Klein y Kiat, 2015).

Aungue se desconoce si la exposicion a la fructosa posee efectos deletereos mas
alla de aquellos atribuibles a la sobreingesta cal6rica, los cardiomiocitos obtenidos
de animales alimentados con este azUcar exhiben defectos en la homeostasis de
Ca?*, relacionados con un incremento en el tiempo de relajacion (Xing y cols., 2010;
Mostarda y cols., 2012). Tras el establecimiento de los principales componentes del
sindrome metabdlico nos fue posible estudiar las alteraciones que el corazén
presenta durante este y otros estados de resistencia a la insulina. La alteracion
cardiaca que se desarrolla bajo estas condiciones se conoce como miocardiopatia
diabética y se caracteriza por una disfuncién diastélica temprana (Vasaniji y cols.,
2006). Entre las causas gque subyacen a esta disfuncién se encuentran la resistencia

a la insulina, disfuncion mitocondrial, estrés del reticulo endoplasmico, alteraciones
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de la homeostasis del Ca?*, microcirculaciéon coronaria anormal, activacion de los
SNS y renina-angiotensina-aldosterona, y respuestas inmunes desadaptativas (Jia
y cols., 2016).

La resistencia a la insulina se sugiere como uno de los factores clave para el
desarrollo de la cardiomiopatia diabética debido a que propicia la pérdida de la
flexibilidad metabdlica cardiaca, lo cual incrementa la oxidacion de los AG. Sin
embargo, los AG pueden saturar la B-oxidacion y acumularse en el citosol,
generando metabolitos lipotdxicos como ceramidas, diacilglicerol y ROS (Almorés y
cols., 2017). Por otra parte, la hiperglucemia también contribuye a formacion de
ROS y de productos de glicosilacion avanzada (AGEs) que conducen a la
glucotoxicidad cardiaca. Este desequilibrio entre las principales fuentes energéticas
del corazén conduce a la disfuncion mitocondrial, al estrés del reticulo endoplasmico
e incrementa la apoptosis, desencadenando fibrosis, la pérdida en la homeostasis
de Ca?*y disfuncion. Ademas, como parte del defecto en la sefializacion de insulina,
se ha observado que la fructosa produce alteraciones en la expresion, translocacion
y funcionamiento de los transportadores de glucosa (GLUT1 y GLUT4) (Qiny cols.,
2010; Zakula y cols., 2010). En concordancia, nuestros resultados muestran una
reduccion en la expresion de GLUT4 en el corazon de las ratas tratadas con fructosa
(Fig.13), lo que sugiere el desarrollo local de resistencia a la insulina en este érgano.
Asociado con esto, al evaluar la cinética de la fase de decaimiento de los transitorios
de Ca?* evocados por estimulacion eléctrica, observamos un aumento significativo
en el TDgo de los miocitos cardiacos de las ratas tratadas con fructosa (Fig. 14), lo
gue coincide con estudios previos (Mostarda y cols., 2012; Xing y cols., 2010) y

confirma el desarrollo de disfuncion diastdlica.

El TDgo corresponde a la ultima porcion de la fase de decaimiento del transitorio de
Ca?*, y se ha sugerido que esta parte del transitorio depende principalmente de la
funcién del NCX (Dong y cols., 2006). Por lo tanto, es probable que el aumento en

el TDgo observado en nuestro estudio sea resultado de una reduccién en el proceso
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de remocion de Ca?* mediado por este transportador. En estudios previos, usando
ratas con resistencia a la insulina inducida por sacarosa, se han reportado
alteraciones en la funcién del NCX, aunque en otro estudio no se encontré alteracién
en este transportador (Vasanji y cols., 2006; Wold y cols., 2005). Nuestros
resultados con fructosa sugieren que en este modelo se presentan alteraciones en
la funcion del NCX que podrian estar relacionadas con alteraciones en su estructura
0 en su nivel de expresion, tal como se ha observado en modelos animales de
diabetes en donde se ha reportado un decremento progresivo en la expresion del
NCX (Zhao y cols., 2014).

Entre los avances terapéuticos que existen para las alteraciones producidas en la
cardiomiopatia diabética, se encuentran aquellos en los cuales se ha observado que
a través de la mejora en la sensibilidad a insulina se pueden revertir o disminuir
dichas alteraciones. Para este fin se ha empleado el uso de farmacos como la
metformina y cambios en el estilo de vida, condiciones bajo las cuales se ha
demostrado que se aminoran o revierten las alteraciones producidas en el corazon
(Dutta y cols., 2001; Mostarda y cols., 2012). La presente investigacion parte
precisamente de la hipotesis de que la mejora a la sensibilidad a insulina a través
de la administracion del indorrenato, podria relacionarse con efecto benéfico en la

homedstasis de Ca?".

7.2. Efectos del indorrenato sobre las alteraciones metabdlicas vy

hemodinamicas y en la disfuncion diastolica en el sindrome metabdlico.

El indorrenato ejerce un efecto antihipertensivo al actuar como un agonista de los
receptores 5HT1a localizados en el SNC (Hong y cols, 1981, Villalon y cols, 1998).
Su administracién en ratas y gatos no produce alteraciones gastrointestinales o
conductuales (Hong y cols, 1981). Ademas, no ejerce efectos significativos en las

respuestas vasopresoras de ratas decerebradas y desmeduladas, por lo que su
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accion antihpertensiva es meramente central (Gonzalez y cols., 2011). Nuestros
resultados muestran que la administracion profilactica del indorrenato previene el
incremento de la presion arterial sistolica evocado por el consumo de fructosa. Por
otra parte la administracion terapéutica de indorrenato reestablecio la presion
sistdlica que habia incrementado tras el consumo cronico de fructosa. De esta
manera podemos establecer que el indorrenato conserva su propiedad
antihipertensiva independientemente del establecimiento de la resistencia a la

insulina.

En un estudio previo realizado por nuestro grupo de trabajo, se demostré que la
administracion aguda del indorrenato puede incrementar la secrecion de insulina y
mejorar la sensibilidad a esta hormona a traves de la estimulacion de los receptores
5HT> en ratas Wistar Kyoto que muestran resistencia a la insulina (Silva, 2015). Por
lo tanto, en el presente trabajo evaluamos si la administracion de este compuesto
puede mejorar también la sensibilidad a la insulina en ratas tratadas con fructosa
gue presentan resistencia sistémica a las acciones de esta hormona, y si este efecto
se acompafa del restablecimiento de la expresion de GLUT4 y la velocidad de
remocion de Ca?* en el corazén. Ademas, se evalud la eficacia que tiene el esquema
de administracion, ya sea terapéutico o profilactico, en las acciones de este

compuesto.

Evidencia reciente indica que la serotonina y sustancias analogas influyen en la
homeostasis de la glucosa, aunque sus efectos varian de acuerdo a la especie
evaluada. La administracion de buspirona y 8-OH-DPAT, agonistas de los
receptores 5HT1a, produce hiperglicemia e hiperglucagonemia en ratas a través de
un mecanismo dependiente de la liberacion de adrenalina (Chaouloff y cols., 1990;
Sugimoto y cols., 1992). En el caso del indorrenato se ha observado, mediante
pruebas de tolerancia oral a la glucosa en ratas Wistar, que posee un efecto
hipoglucemiante que se asocia con la capacidad de este farmaco de producir un

aumento en los niveles de insulina (Medina, 2010). En este sentido, aunque el
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indorrenato tiene afinidad sobre los receptores 5HT1y 5HT>, se ha demostrado que
su efecto hipoglucemiante involucra a los receptores 5HT. (Medina, 2010; Silva
2015). Debido a que las células B pancreaticas tienen tanto receptores SHT1 como
5HT>, los cuales inhiben y promueven la liberacion de insulina, respectivamente, se
ha propuesto que el efecto hipoglucemiante del indorrenato podria involucrar la
activacion de los receptores 5HT> en estas células, lo que favoreceria el aumento

en la secrecion de esta hormona y por la tanto explicaria el aumento en sus niveles.

Sin embargo, en el modelo de resistencia a la insulina inducido por la fructosa,
observamos que el indorrenato, en su esquema de administracion terapéutica,
disminuy6 de forma significativa el incremento en los niveles de insulina promovidos
por este azucar. Estos resultados podrian indicar que en el sindrome metabdlico en
este modelo ocurren cambios en la expresion de los receptores serotonérgicos en
las células B. En principio es probable que ocurra un aumento en la expresion de
los receptores 5HTy, lo que explicaria la reduccion en los niveles de insulina
promovidos por el indorrenato. Esto es posible ya que se ha demostrado que la
densidad de los receptores de serotonina en las células B pancreaticas cambia en
funcidn del estado metabdlico del organismo (Bennet y cols., 2015, Almaga y cols.,
2016). Es probable que se presente una remodelacion en la densidad de receptores
a serotonina de acuerdo al progreso y establecimiento de la Rl y que debido a esto,
los efectos en los esquemas de administracion de indorrenato tengan efectos
diferenciales sobre la liberacion de insulina. Por otra parte, mediante la realizacion
de un clamp euglucémico se observo que la administracién aguda de indorrenato
incrementod la sensibilidad a insulina en ratas Wistar sanas (Medina, 2010), al igual
gue en ratas wistar kyoto con resistencia a la insulina (Silva 2015). Aun, cuando se
desconocen los mecanismos que median este efecto, es probable que se deba a la
estimulacion de los receptores 5HT2a en el musculo esquelético. Se sabe que los
receptores 5HT2,a promueven la translocacién de los transportadores GLUTL1 vy
GLUT4 a través de una ruta diferente a la de la insulina (Hajduch y cols., 1999; Al-

Zoairy y cols., 2017). De esta manera, el indorrenato podria promover un incremento
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en la sensibilidad a insulina y favorecer el decremento en la hiperinsulinemia en
nuestro modelo experimental de fructosa al interaccionar con los receptores
serotonérgicos 5HT.a en las células musculares, y 5HT: en las células

B pancreaticas.

Ademas de reducir la resistencia a la insulina y la hiperinsulinemia, la administracion
terapéutica del indorrenato disminuyé también la acumulacién de grasa visceral
promovida por la fructosa. Hasta nuestro conocimiento no existen antecedentes de
los efectos que tiene el indorrenato sobre el tejido adiposo. Sin embargo, hay
evidencia de que el tejido adiposo expresa a los receptores 5HT1 y 5HT», asi como
a la enzima encargada de la sintesis de serotonina, la TPH1, y al transportador
SERT (al menos en ratas, Stunes y cols., 2011; Hansson y cols., 2016). Asimismo,
se ha reportado que la serotonina y los agonistas de los receptores 5HT1 y 5HT>
pueden modificar la funcion de este tejido. En este tenor, hay evidencia de que la
serotonina puede promover la acumulacién de tejido graso por promover la
diferenciacion de adipocitos (Stunes y cols., 2011) y la inhibicion de la lipolisis
mediada por la insulina, esto ultimo a través de los receptores 5HT, (Chang-Myung
y cols., 2015; Hansson y cols., 2016). Asimismo, se ha reportado que la serotonina
suprime el transporte de glucosa mediado por la insulina en tejido adiposo, lo que
podria contribuir al establecimiento de la resistencia a la insulina en este tejido.
Estas acciones podrian explicar los efectos del uso de los inhibidores de su
recaptura en personas con depresion, quienes tienden a desarrollar obesidad y
resistencia a la insulina (Hansson y cols., 2016). Nuestros hallazgos con el
indorrenato, sin embargo, no correlacionan con los efectos descritos para la
serotonina en el tejido adiposo. Sin embargo, no hay estudios en los que se hayan
evaluado los efectos de la serotonina en el contexto del sindrome metabdlico, o la
resistencia a la insulina. Los mecanismos asociados con los efectos del indorrenato
sobre el tejido adiposo, en el contexto de esta enfermedad, requieren de una mayor

investigacion.
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Por otro lado, el tratamiento terapéutico con indorrenato en las ratas alimentadas
con fructosa, favorecié también la recuperacion en los valores del TDgo en los
transitorios de Ca?*, y gener6 una recuperacion parcial en la expresion de GLUT4
en el corazoén. Por lo tanto, en conjunto nuestros resultados indican que, bajo este
esquema de administracion, el indorrenato contribuye a incrementar la sensibilidad
a insulina en el sindrome metabdlico, y este efecto se asocia con la recuperacion
parcial en la expresion de GLUT4 y con una mejoria de la disfuncion diastélica
cardiaca. Sin embargo, estos datos no nos permiten conocer los mecanismos
utilizados por el indorrenato para mejorar la funcién cardiaca. Es decir, si estos
efectos son secundarios a la disminucion en la resistencia a la insulina, o a un efecto
per se del indorrenato sobre el corazon. Al respecto, algunos estudios sugieren que
al corregir la Rl se mejora la funcion cardiaca (Dutta y cols., 2001; Mostarda y cols.,
2012), aunque también se ha observado que no hay una relacion directa entre estas
dos (Dong y cols., 2006). Por otra parte hay evidencia de que la serotonina puede
actuar directamente en el corazén a través de receptores 5HT> que se expresan en
el miocardio, y ejercer a través de estos receptores un efecto inotrépico positivo
(Contreras y cols., 2010; Marin, 2011). Sin embargo, en nuestro estudio nosotros

no observamos este efecto.

De manera contraria a la administracion terapeutica, la administracion profilactica
del indorrenato no mostro tener un efecto benéfico en la resistencia a la insulina o
en la remocion de Ca?" en el corazén, a pesar de que este esquema de
administracion fue de mayor duraciéon (3 meses) que el esquema terapéutico (3
semanas), y que bajo este esquema se observod la prevencion en la reduccion de
GLUT4 promovido por la fructosa. De manera notable, administrado de forma
profilactica, el indorrenato causé una exacerbacion de la disfuncién diastélica como
lo indica el hecho de que incrementd alin mas los valores de los TDso y TDgo, €n
comparacién con la fructosa. Se ha reportado que la serotonina bajo ciertas
condiciones tiene efectos nocivos en el corazén que incluyen la apoptosis y el

desarrollo de hipertrofia (Nebigil y Maroteaux, 2003; Bianchi y cols., 2005), lo cual
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podria estar relacionado a los efectos deletéreos de la administracion profilactica
del indorrenato. Ademas, hay evidencia de que el indorrenato puede reducir el tono
simpatico, lo que podria incidir en una reduccion de la funcion de proteinas que
regulan el proceso de remocion de Ca®* en las células cardiacas, como es el caso
de SERCA.

7.3. Efectos de la metformina sobre las alteraciones metabélicas y hemodinamicas y

en la disfuncién diastélica en el sindrome metabdlico.

Para fines comparativos, se evaluaron también los efectos de la metformina, una
biguanida que se ha usado por mas de 50 afios como primera opcion en el
tratamiento de la DMT2, y que si bien no comparte el mecanismo de accion del
indorrenato, tiene un uso amplio en la clinica por su capacidad para reducir la
resistencia a la insulina y tener un efecto cardioprotector (Dutta y col., 2001; Apaijai
y cols.,, 2012). De manera general, la metformina contribuye a mejorar la
homeaostasis de la glucosa, efecto que se asocia con su capacidad para reduccir la
produccion de glucosa hepatica, bloquear la absorcion intestinal de la glucosa e
incrementar la sensibilidad periférica a la insulina (Malin y Kashyap, 2014; Nesti y
Natali, 2017). La metformina inhibe los procesos metabdlicos que incrementan los
niveles de glucosa en la sangre (gluconeogénesis y glucogenalisis) y promueve su
oxidacion a través de la glucdlisis. Los mecanismos a través de los cuales logra sus
efectos hipoglucémicos dependen del tejido sobre el que actla, sin embargo la via
de sefalizacion converge en la fosforilacion de la AMPK. La activacion de la AMPK
es importante en el transporte de glucosa, pues entre sus sustratos se encuentra la
AS160 que activa el transporte y translocacién de GLUT4 a la membrana. AMPK
fosforila a la fosfofructosa cinasa (PFK) y a la glucégeno sintasa, incrementando la
glucdlisis y favoreciendo la sintesis de glucégeno (Kewalramani y Rodrigues, 2017).
De esta manera permite que bajen los niveles de glucosay que la insulina secretada
por el pancreas se reduzca (Nesti y Natali, 2017; Kewalramani y Rodrigues, 2017).

La metformina detiene la gluconeogénesis a través de la interrupcion de la
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respiracion celular, ya que inhibe el funcionamiento del complejo 1 en las
mitocondrias (Giannarelli y cols., 2003; Nesti y Natali, 2017). En el higado, la
metformina reduce la gluconeogénesis aumentando la supresion mediada por la
insulina e incrementa la translocacion de GLUT1 a través de la activacion del
receptor de insulina (Gunton y cols., 2003). En el masculo esquelético, la metformina
promueve la translocacion de GLUT4 a través de la fosforilacion del receptor de
insulina y por lo tanto incrementa la captacion de glucosay la sintesis de glucégeno.
En el tejido adiposo, la metformina favorece la reesterificacion de AGL e inhibe la
lipdlisis (Giannarelli y cols., 2003). Por consiguiente se puede sugerir que la
metformina mejora la sensibilidad a insulina a través de un conjunto de mecanismos
coordinados que disminuyen la gluco-lipotoxicidad. Este efecto ha sido comprobado
in vivo, tanto en humanos como en varios modelos en ratas con resistencia a la
insulina (Giannarelli y cols., 2003; Gunton y cols., 2003; Felice y cols., 2017; Meng
y cols., 2017). En nuestros resultados también observamos que la metformina
mejora la sensibilidad a insulina aunque esta mejora parece depender de la duracion
en la administracion del farmaco, ya que fue en la administracion profilactica donde

se observé un efecto significativo.

Por otra parte, aunque no es la principal opcién en el tratamiento para la pérdida
progresiva de peso, varios estudios sefialan que la metformina permite una modesta
pero significativa pérdida de peso. Se ha sugerido que la meftormina logra este
efecto ya que tiene acciones anorexigénicas directas al actuar directamente sobre
el hipotdlamo donde disminuye los péptidos orexigenicos y acciones anorexigénicas
indirectas a través del incremento en la sensibilidad de la leptina (Kimy cols., 2006;
Seifarth y cols., 2012; Malin y Kashyap, 2014). En relacion a la pérdida de peso, se
ha sugerido que la metformina también influye sobre el desarrollo del tejido adiposo
visceral. Se ha observado en diferentes modelos de obesidad en roedores, que la
administracién de metformina reduce la grasa visceral, a través del incremento de
los niveles de leptina y del factor de crecimiento de fibroblastico 21 (FCF21) (Kimy

cols., 2006; Kim y cols., 2016). El FCF21 es una hormona hepatica que mejora la
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sensibilidad a insulina y a la leptina, asi como el transporte de glucosay la lipdlisis
en el tejido adiposo blanco (Coskun y cols., 2008). Ademas, la metformina también
produce cambios en la expresion genética que favorecen la diferenciacién de los
adipocitos en adipocitos marrén y no en adipocitos blancos (Kim y cols., 2016). Por
otra parte, la metformina también interfiere en el metabolismo de los triglicéridos ya
que incrementa la oxidacion de &cidos grasos por medio de un mecanismo que
implica la actividad de la AMPK. Esta cinasa fosforila e inhibe a la acetil CoA
carboxilasa (ACC 1/2), provocando una disminucién en la sintesis de la malonil-
CoA y un incremento en el transporte de acidos grasos a la mitocondria para su
oxidacion (Kewalramani y Rodrigues, 2017). Ademas, se ha observado en roedores
gue la metformina incrementa el nimero de mitocondrias en el tejido adiposo marrén
(Geerling y cols., 2014). A pesar de lo anterior, en los resultados que obtuvimos no
encontramos efectos benéficos sobre el peso corporal de las ratas tratadas con
metformina independientemente del esquema de administracion (Fig.7), ni tampoco
sobre el nivel de los triglicéridos, aunque se observo una reduccion sobre la
acumulacion de grasa visceral ocasionado por la fructosa (Fig.8). Cabe mencionar
gue éste efecto solo fue observado cuando la metformina fue administrada como
profilactico. Al igual que con la mejora en la sensibilidad de la insulina, los efectos
de la metformina sobre la grasa visceral y otras variables parecen depender del
tiempo de administracion. Es probable que en el esquema terapéutico la dosis
administrada de metformina (300mg/ kg/d) no funcioné porque los animales no
tomaron agua el tiempo suficiente, a diferencia del esquema profilactico que fue de

mayor duracion.

La metformina es una biguanida con mdultiples efectos en diferentes 6rganos y
sistemas. En el sistema cardiovascular es capaz de reducir la presién arterial a
través de mecanismos directos e indirectos. En primera instancia, promueve el
incremento de la fosforilacion de la NOS en el endotelio a través de un mecanismo
dependiente de AMPK. De esta manera no solo mejora la vasodilatacion sino que

contribuye a disminuir la produccion de ROS generada por fructosa (Davis y cols.,
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2006; Nesti y Natali, 2017). Ademas, se ha observado que favorece la diferenciacion
de los macréfagos hacia un fenotipo funcionalmente anti-inflamatorio, lo cual
contribuye a la disminucién de proteinas de adhesion celular relacionadas con la
disfuncion endotelial (Nesti y Natali, 2017). La metformina también bloquea las
respuestas vasopresoras inducidas por estimulacion simpatica y por agonistas a1 y
a2 (De la Cruz y cols., 2018). Aunque los efectos de la metformia sobre la presién
arterial difieren entre humanos y roedores (Snorgaard y cols., 1997), se ha
observado que en modelos animales de hipertension y diabetes, la metformina
reduce la presion arterial cuando es administrada terapéuticamente por lo menos
durante 4 semanas (Majithiya y Balaraman, 2006; Shishavan y cols., 2017). Los
efectos antihipertensivos de la metformina que han sido reportados en éstas y otras
investigaciones, concuerdan con nuestros resultados. Sin embargo, nuevamente
observamos en nuestros resultados que la metformina contribuye benéficamente al
reducir la presion arterial anicamente en los animales que la consumieron de
manera profilactica, fortaleciendo la hipotesis de que el farmaco en cuestidon
requiere de un mayor tiempo de administracién para ejercer sus efectos positivos.
Es probable que la accion antihipertensiva de la metformina se encuentre en funcion
del establecimiento de la hipertension, ya que se ha observado que la expresion de
la NOS en el endotelio se reduce significativamente en la hipertension (Goémez y
cols., 2004). De esta manera, se sugiere que la metformina necesita mas tiempo de
administracién para poder influir significativamente sobre la homedstasis de las

ROS en el endotelio y contribuir con la vasorelajacion.

Las acciones de la metfomina sobre la funcién cardiaca se encuentran relacionadas
al efecto benéfico sobre la mejora en la sensibilidad a la insulina y la disminucién de
los niveles de TG. Dutta y colaboradores (2001) demostraron en ratas con sindrome
metabdlico que exhibian disfuncién sistolica y diastdlica, que la administracion de
metformina mejoraba el tiempo de contraccion y relajacién cardiaca. Nuestros
resultados no concuerdan con lo reportado por Dutta probablemente por el esquema

de administracion y la dosis empleada (500mg/kg/dia de metformina disuelta en una
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solucién de sucrosa administrada a ratas hospedadas de manera individual). Felice
y colaboradores (2017) reportaron en base a sus resultados que la administracion
de metformina en el agua de beber podria tener efectos heterogéneos e incluso
ningun efecto sobre algunas variables. Por otra parte, aunque la metformina puede
mejorar el metabolismo lipidico en el corazén también puede contribuir al desarrollo
de la fibrosis al incrementar la expresion del receptor 1 de adiponectina (AdipoR1)
(Forcheron y cols., 2009). También es posible que la administracion terapéutica de
metformina y la dosis no haya generado efectos significativos bajo nuestro esquema

porque el tiempo de administracién no fuera suficiente.

8. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

8.1. CONCLUSIONES

La administracion de fructosa al 20% durante 3 meses generé varios componentes
del sindrome metabdlico como hiperinsulinemia, hipertrigliceridemia obesidad

visceral e hipertension arterial sistémica.

Durante los 3 meses de administracion, la fructosa solo generé una disfuncion

diastélica modesta.

El tratamiento con indorrenato en su forma terapéutica tuvo una mejor respuesta
gue cuando se administro profilacticamente, ya que en los animales tratados con
fructuosa redujo la resistencia insulina, previno parcialmente la reduccion en la
expresion de GLUT4 en corazdn, y revirtié el enlentecimiento de la fase de descenso

de los transitorios de Ca?".

La metformina parece tener un mejor efecto en su administracion terapéutica que
en su administracion profilactica, ya que previno el desarrollo de varios

componentes del sindrome metabdlico, incluida la resistencia a insulina.
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8.2. PERSPECTIVAS

Con base en los resultados de la presente investigacion se propone:

Estudiar la estabilidad del indorrenato y de la metformina en una solucion de
fructosa.

Evaluar otras dosis, esquemas y vias de administracién para indorrenato y
metformina.

Investigar el mecanismo de accion del indorrenato sobre la sensibilidad a
insulina y la secrecion de esta hormona en estados de resistencia a la
insulina.

Corroborar los efectos del indorrenato sobre la funcién cardiaca y su posible
mecanismo de accion.

Establecer si los efectos del indorrenato sobre el corazon dependen del
tiempo de administracion o del establecimiento de la resistencia a insulina.
Investigar si el indorrenato ejerce efectos sobre el metabolismo energético

del corazon.
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