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RESUMEN

La diabetes es un problema mundial, una patologia causada por el mal uso de la
glucosa. En la actualidad, los tratamientos para la diabetes se centran en reducir los
niveles de glucosa en sangre y tratar la enfermedad desde su etiologia. El medicamento
mas recetado para la diabetes es la metformina. Su accesibilidad y costo la han
posicionado como una excelente alternativa para iniciar el tratamiento.

El desarrollo de nuevos farmacos ha impulsado la busqueda de alternativas como
las moléculas endogenas. Una de ellas es la serotonina. Desde hace mas de cuatro
décadas, se intenta encontrar un analogo que sea beneficioso para el control de la
glucemia.

El indorrenato es un analogo de la serotonina que ha demostrado un efecto
antihiperglucémico, pero aun se desconocen muchos de los mecanismos de accion y los
efectos del tratamiento subcronico y crénico.

En este estudio se encontr6 que el indorrenato atenua ligeramente algunos dafios
producidos en diferentes tejidos por la hiperglucemia o por el sindrome metabdlico que
la precede. Algunos de estos 6rganos o tejidos son el higado, la grasa visceral, el
duodeno, la glandula suprarrenal y el tejido vascular.

El tejido vascular parece restaurar las respuestas contractiles y relajantes de las
aortas toracicas de las ratas a pesar de tener tejido adiposo visceral.En la glandula
suprarrenal, que parece ser donde se produce la estimulacidn mas extraordinaria del
indorrenato, se observa una pérdida de las vesiculas de almacenamiento de
glucocorticoides de la glandula suprarrenal. Por otra parte, se comprob6 que el aumento
de la presion arterial cuando se administra indorrenato por via intravenosa se debe a la
estimulacién de la glandula suprarrenal en ratas descerebradas y desmeduladas.

Todavia queda mucho por investigar sobre el indorrenato y quizas, en el futuro,
proponerlo con seguridad para el tratamiento de la diabetes, ya sea solo o en

combinacion con la metformina.

Xl



ABSTRACT

Diabetes is a worldwide problem, a pathology caused by the misuse of glucose.
Currently, treatments for diabetes are focused on reducing blood glucose levels and
treating the disease from its etiology. The most prescribed drug for diabetes is metformin.
Its accessibility and cost have positioned it as an excellent alternative to initiate treatment.

The development of new drugs has encouraged the search for alternatives such
as endogenous molecules. One of them is serotonin. For more than four decades, we
have been trying to find an analog that is beneficial for glycemic control.

Indorenate is a serotonin analog that has shown an antihyperglycemic effect, but
many of the mechanisms of action and the effects of subchronic and chronic treatment
are still unknown.

Indorenate seems to attenuate some damages produced in different tissues by
hyperglycemia or by the metabolic syndrome that precedes it. Some of these organs or
tissues are the liver, visceral fat, duodenum, adrenal gland, and vascular tissue.

The vascular tissue seems to restore the contractile and relaxant responses of the
thoracic aortas of rats despite having visceral adipose tissue.

In the adrenal gland, which seems to be where we have the most extraordinary
stimulation of indorenate, a loss of glucocorticoid storage vesicles of the adrenal gland is
observed. On the other hand, it was proved that the increase in arterial pressure when
indorenate is administered, i.v. is due to the stimulation of the adrenal gland in pithed rats.

There is still a long way to investigate indorenate and perhaps, in the future, to
propose it safely for the treatment of diabetes either alone or in combination with

metformin.

Xl



. Introduccidén

1. Ladiabetes
La diabetes, o diabetes mellitus (DM), se ha definido como un grupo de trastornos
metabdlicos de los carbohidratos en el que la glucosa esté infrautilizada, produciendo
hiperglucemia. Es una de las grandes pandemias de los ultimos afios, ya que actiia como
una enfermedad silenciosa. Ademas, esta patologia desarrolla varias comorbilidades que
degeneran las actividades rutinarias del individuo que la padece, principalmente las
cardiacas (Care & Suppl, 2019).

A nivel mundial, la diabetes afecta aproximadamente a 1 de cada 11 personas
(Polonsky, 2012). Por lo tanto, se trata de una enfermedad de importante impacto
econdémico a nivel mundial que ha motivado numerosos estudios. Con los hallazgos
cientificos que se reportan frecuentemente, es necesario actualizar y crear diferentes

clasificaciones que puedan abarcar los nuevos hallazgos.

1.1. Clasificacion de la diabetes
Estas clasificaciones difieren segun la organizacion que las dicta, por ejemplo, la
Organizacion Americana de la Diabetes (ADA, 2019) y la Federacion Internacional de la
Diabetes (FID, 2019) clasifican la diabetes en cuatro tipos principales (Care & Suppl,
2019 ; IDF Atlas 9th edition 2019).
» Diabetes de tipo I, en la que hay una respuesta inmunitaria contra las células beta
del pancreas, las destruye y disminuye la produccion de insulina.
» Ladiabetes de tipo Il, en la que diferentes factores (obesidad, dietas hipercaldricas
y estrés) provocan un estrés oxidativo de la célula beta, lo que lleva a la
senescencia 0 apoptosis, que provoca una disminucion del ndmero de células
beta pancreaticas en la produccion de insulina se agota.
» La diabetes gestacional se considera una patologia temporal en la que la mujer
embarazada disminuye la produccién de insulina para asegurar el suministro de

nutrientes y glucosa central al feto. El organismo de la madre no puede compensar



esta disminucion de la insulina estimulando la proliferacion de las células beta-
pancreaticas.
= La diabetes tipo IV incorpora otros tipos especificos de diabetes, como la
inmunomediada, la mediada por farmacos, la del pancreas exdécrino, algunas
infecciones viricas y algunos sindromes genéticos.
Debido a que seguimos aprendiendo sobre la enfermedad y a que esta en constante
cambio, las clasificaciones se estan actualizando. Sin embargo, aun faltan criterios
unificados, ya que cada organizacién internacional, como la ADA, la FID o la OMS,

propone una clasificacion diferente lo que puede ser muy confuso.

1.2. Diabetes en México

En México, segun los informes de la FID, la prevalencia de la DM es de 1 de cada
7 adultos entre 20 y 79 afios de edad. Con un gasto promedio de 26,000.00 pesos al afio
para su tratamiento. Las muertes relacionadas con la enfermedad superan las 8,000 al
afo, y se estima que el 40% de las personas permanecen sin diagnosticar (Atlas FDI 92

edicion 2019).
Del total de personas que padecen DM, el 90% pertenece al tipo Il, por lo que 1 de
cada 12 personas en el mundo (aproximadamente 1 de cada 8 personas en México) se
vera afectada por este tipo de variante de la enfermedad. La DM tipo Il (DM2) esta

comunmente asociada al sobrepeso y la obesidad.

2. Metabolismo de la glucosa

La glucosa es el carbohidrato esencial en el metabolismo de los animales, incluidos
los humanos. Es un monosacarido perteneciente a la familia de las hexosas, cuya funcion
principal es ser fuente de energia. Asi, los niveles de glucosa en sangre pueden verse
influidos por la ingesta de carbohidratos, su utilizacién por los tejidos y su produccion
hepética.

El pancreas es el principal 6rgano responsable de la homéstasis de la glucosa, posee
componentes exdcrinos y endocrinos. La porcién exdcrina del pancreas se encarga del
catabolismo de los nutrientes en el intestino para su mejor absorcién, mientras que el

componente enddcrino regula estrictamente los niveles de glucosa en sangre. La porcion



enddcrina del pancreas se organiza en estructuras denominadas islotes de Langerhans,
con un alto grado de inervacion y vascularizacion (Figura 1). Esta organizacion facilita

una rapida respuesta y deteccion de los niveles de glucosa en sangre.
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FIGURA 1. FOTOMICROGRAFIAS DE TEJIDO PANCREA
DISTRIBUCION DE LOS ISLOTES DE LANGERHANS RODEADOS POR EL PANCREAS EXOCRINO. A LA DERECHA, VEMOS UNA AMPLIACION
SOBRE EL ISLOTE, DONDE SE APRECIA LA EXTENSA VASCULATURA (MARCADA COMO "CAPILAR") QUE RODEA A LAS CELULAS BETA.
(MoODIFICADO DE:
HTTP://WZAR.UNIZAR.ES/ACAD/HISTOLOGIA/PAGINAS_HE/09_SISTENDO/PANCREASENDO/PANCREASENDO_Q4ETQ.HTM)

El orden de perfusion sanguinea dentro de los grupos celulares de los islotes

pancreaticos es 3, a, & y F, debido a los porcentajes de cada grupo celular (Tabla 1).
Esta distribucion en la perfusion hace que las células 3 sean las principales detectoras
de glucosa, dando lugar a la secrecion de insulina y permitiendo modificar el

comportamiento de los otros grupos celulares (Jansson et al., 2016).

Grupo célular de los islotes y porcentaje Produccion y secrecion de:
de distribucion

Alfa (a) 10-20 % Glucagén

Beta (B 70-80% Insulina y polipéptido amiloide
Delta (8) 5% Somatostatina

FoPP Polipéptido pancreético
Epsilon (g) 1% Secrecion de grelina

Tabla 1. Grupos celulares caracteristicos de los islotes de Langerhans, procentajes de células que los
componen y producto secretado por cada grupo celular. Modificado de:
https://accessmedicina.mhmedical.com/content.aspx?bookid=1858&sectionid=134369990


http://wzar.unizar.es/ACAD/HISTOLOGIA/PAGINAS_HE/09_SISTENDO/PANCREASENDO/PANCREASENDO_04ETQ.HTM)
http://wzar.unizar.es/ACAD/HISTOLOGIA/PAGINAS_HE/09_SISTENDO/PANCREASENDO/PANCREASENDO_04ETQ.HTM)

2.1. Lainsulina

En 1949, Levine y colaboradores sugirieron la siguiente hipétesis sobre la insulina:
“La insulina actia sobre la membrana celular de ciertos tejidos (muasculo esquelético,
etc.) de tal manera que facilita la transferencia de hexosas (y quizas de otras sustancias)
desde el liquido extracelular a la célula... En el caso de la glucosa, la disimilacion, el
almacenamiento de glucogeno y la transformacion en grasa son estimulados
secundariamente por la rapidez de su entrada en la célula”.

Actualmente se sabe que la insulina es una hormona de 5,8 kDa de origen
peptidico, secretada por las células beta pancreéticas en respuesta a estimulos de
niveles elevados de glucosa. Su funcion principal es mantener las concentraciones de
glucosa en el rango de 80-100 mg/dL (Weiss et al., 2000).

Su secrecion implica la participacion de varios nutrientes, hormonas pancreaticas
y gastrointestinales, y neurotransmisores autondmicos. Sin embargo, esta mediada
principalmente por la glucosa, los aminoacidos, los acidos grasos y las cetonas.

La insulina puede estimular el transporte de glucosa hacia las células adiposas y
musculares (esqueléticas y cardiacas), donde puede tener diferentes usos (figura 2).
Ademas, el acoplamiento de la insulina a su receptor da lugar a una respuesta en el
aumento de la translocacién del transportador de glucosa sensible a la insulina,
principalmente el transportador de tipo 4, en los tejidos insulinodependientes (Consitt et
al., 2013).
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FIGURA 2 PRINCIPALES RUTAS DEL USO DE LA GLUCOSA DENTRO DE LA CEELULA. SE MUESTRAN LAS CUATRO RUTAS PRINCIPALES DEL USO
DE LA GLUCOSA, LA ACTIVACION DE ESTAS RUTAS DEPENDE DE LA CANTIDAD DE GLUCOSA QUE FLUYE EN CADA GRUPO CELULAR
ESPECIFICO. (MODIFICADO DE LEHNINGER “PRINCIPIOS DE BIOQUIMICA” 62 EDICION, CAPITULO 14)

Si las células adiposas o musculares no responden correctamente a la insulina o
la transduccion de la sefial por el receptor de la insulina es deficiente, se produce un
estado que se conoce como resistencia a la insulina. La resistencia a la insulina, o el
estado de deficiencia de insulina, puede clasificarse en tres categorias 1) produccion
anormal de insulina en el pancreas; 2) secrecion de antagonistas de la insulina en el
plasma sanguineo debido a las hormonas contrarreguladoras (por ejemplo, el glucagén
o el cortisol); 3) alteracion de los receptores de insulina y de sus sistemas efectores, que
no permite la accion de la insulina en el tejido diana (Olefsky 1981; Mizuno et al. 2007).

Durante la fase inicial de la resistencia a la insulina, se produce un estado
conocido como prediabetes, en el que los individuos tienen niveles de glucosa en ayunas
de 100 a 125 mg/dL. Este estado de prediabetes es un estado temporal, que bien puede

progresar a diabetes mellitus.

2.2. Receptor deinsulina
Los receptores de insulina estan presentes en todos los grupos celulares del
organismo. Los receptores de insulina regulan efectos como la diferenciacion y el
crecimiento celular, pero su actividad biolégica mas importante es el control del

metabolismo (Boron, 2017).



La subfamilia de receptores de insulina, que comprende el receptor de insulina y
los receptores de union al factor de crecimiento similar a la insulina | y Il (IGF-I/11),
pertenece a la superfamilia de receptores tirosina cinasa.

La activacion de los receptores de insulina provoca la fosforilacion de residuos de
tirosina especificos. Estos residuos fosforilados se convierten en sitios de unién para las
proteinas de sefalizacion asociadas, fosforiladas por la cinasa y activadas por cambios
conformacionales, e inician la cascada de transduccion de sefiales. La cascada de
transduccion de sefales intracelulares mediada por la activacion de la insulina
comprende dos vias principales: la via de la fosfatidilinositol 3-cinasa (PI13K), responsable
de la mayoria de los efectos metabdlicos, y la via de la proteina cinasa activada por
mitégenos (MAPK), que patrticipa en la regulacion de la expresion génica, el control del

crecimiento celular ("mitogénesis") y la diferenciacion.

3. Farmacos para el tratamiento de la diabetes mellitus.

Los niveles elevados de glucosa en sangre y su etiologia son de relevancia mundial
por los perjuicios econémicos que ocasionan; diferentes paises y organizaciones han
aunado esfuerzos para encontrar farmacos mas eficaces y con menos efectos adversos.

Los farmacos actuales para la diabetes actian produciendo un efecto
antihiperglucémico, que puede evocar los siguientes mecanismos de accion; 1) aumento
o sensibilizacion de la afluencia de glucosa, 2) disminucion de la gluconeogénesis
hepatica, 3) aumento de la secrecidn de insulina de las células beta pancreaticas, y 4)

otros mecanismos (Hemmingsen et al., 2013; Kovatchev, 2017; Steinberg, 2018).

3.1. Enfermedades cardiovasculares
Independientemente del tipo de DM que se trate y de su etiologia clinica, los
problemas cardiacos en los pacientes diabéticos se producen inevitablemente. A pesar
de tener el mejor control glucémico, la DM es un importante factor de riesgo de
enfermedad coronaria e insuficiencia cardiaca. Cassanova y colaboradores (2017)
informan que un control glucémico razonable en las primeras fases de la DM es esencial

para reducir los defectos de la microvasculatura.



Los tratamientos de las enfermedades cardiovasculares en personas con DM son
otro objetivo en la busqueda de nuevos farmacos para controlar la DM. Los pacientes
con DM representan poblaciones especiales en el tratamiento de la presion arterial (PA).
Los tratamientos oportunos y precisos para tratar la PA en pacientes con DM se asocian
a un riesgo significativamente menor de mortalidad por cualquier causa y de eventos
cardiovasculares (ECV) (Cassanova et al., 2017).

Las personas con DM sufren trastornos de hipertension enmascarada, el nUmero
de personas que la padecen aumenta cada dia. Esto se asocia a un mayor riesgo de
ECV y de dafios en diferentes érganos a nivel de perfusibn de la micro o
macrovasculatura.

Los pacientes con DM presentan una alteracion de la vasodilatacion dependiente
del endotelio; esta alteracion se debe a la frecuente asociacion de la enfermedad con
otros factores de riesgo cardiovascular, como la hipertension, la obesidad y la
dislipidemia. Los mecanismos que conducen al dafio endotelial en la diabetes,
independientemente del dafio debido a otros factores de riesgo cardiovasculares,
incluyen la resistencia a la insulina, la hiperglucemia y la inflamacion sistémica de bajo
grado (Yudkin et al., 2005; Greenstein et al ,2009).

3.1.1. Disfuncion endotelial y la DM2

La disfuncién endotelial parece preceder tanto al sindrome de resistencia a la
insulina como al desarrollo de la aterosclerosis. Por lo tanto, segin este punto de vista,
se propone que la disfuncion endotelial periférica producida por el tejido adiposo
perivascular (TAPV) es la principal causa de la resistencia a la insulina y del sindrome
de resistencia a la insulina. EI TAPV parcipa muy activamente en la perfusion de los
organos insulinodependientes (Turaihi et al., 2020).

La disfuncién endotelial se produce debido a una reduccion de la disponibilidad de
vasodilatadores, en particular del 6xido nitrico (ON). Sin embargo, también puede
deberse a un aumento de los factores de contraccion derivados del endotelio. Ambos
fendmenos pueden estar presentes en la disfuncion endotelial (Cyr et al., 2020). Este
desequilibrio conduce a un deterioro de la vasodilatacion dependiente del endotelio, que

es la caracteristica principal de la disfuncion endotelial.



El TAPV modifica las respuestas fisiologicas que ejercen un efecto anticontractil
gue es esencial para el mantenimiento del tono vascular de las arterias y venas (Soltis &
Cassis., 1991). En el 2002, L6nh y colaboradores, corroboraron que el TAPV ejerce un
efecto anticontractil ante diversos agentes vasoconstrictores como a noradrenalina (NE),
angiotensina Il (Angll), Serotonina (5-HT) y fenilefrina. El TAPV puede secretar diferentes
factores vasodilatadores, tales como el factor relajante derivado de adipocito (ADRF),

leptina, adiponectina, angiotensina(1-7) [Ang(1-7)], peroxido de hidrogeno (H202) y ON.

El TAPV puede cambiar su composicion dependiendo de la dieta y de las
caracteristicas nutricionales del individuo, pero se ha planteado que pose caracteristicas
mixtas de tejido adiposo blanco y pardo. Al tratarse de un tejido de depdsito y ser capaz
de modificar su composicion, este tejido adiposo puede cambiar también los productos

secretados y por lo tanto, modificar la respuesta anticontractil que produce. Figura 3.
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FIGURA 3 ESQUEMA DEL TAPV. LOS PRODUCTOS LIBERADOS REGULAN DE LA FUNCION VASCULAR. PRINCIPALMENTE EL EFECTO
ANTICONTRACTIL.



El ON (un gas) es critico para la vasodilatacion, se produce por la oxidacion de la
L-arginina a L-citrulina utilizando la enzima Oxido nitrico sintasa (NOS) y la

tetrahidrobiopterina (BH4) como cofactor para producir ON(Farah et al., 2018).

Existen tres sintasas de ON: 1) La oOxido nitrico sintasa derivada del endotelio
(eNOS) producida en la mayoria de los tejidos, principalmente en el endotelio vascular.
La eNOS se expresa de forma constitutiva y es dependiente del calcio. 2) La 6xido nitrico
sintasa inducible (iNOS), que no se expresa de forma constitutiva y produce grandes
cantidades de NO, y 3) la 6xido nitrico sintasa neuronal (nNOS), que se encuentra
principalmente en el tejido neuronal y cardiovascular. El eNO es fundamental para la
vasorrelajacion dentro de las tres variantes de NOS, el aumento del flujo sanguineo y
una importante molécula de sefalizacion que regula de forma negativa la cascada

inflamatoria (Forstermann y Sessa, 2012).

3.2. Metforminay control glucémico.

La metformina es actualmente el farmaco mas recetado en todo el mundo,
utilizado para prevenir, tratar la diabetes y el sindrome metabdlico (ADA, 2019). La
metformina también se ha evaluado en el tratamiento de algunos tipos de cancer
(Heckman-Stoddard et al., 2017). Su mecanismo de accion aln no se conoce del todo,
pero una vez ingerida (alcanzando el endotelio de la zona del tejido gastrico), se
internaliza en los enterocitos a través del transportador plasmatico de monoaminas
(PMAT) y del transportador de cationes organicos tipo 3 (OCT3), situados en la superficie
luminal del epitelio intestinal (Florez, 2017).

Ademas, el transportador de cationes tipo 1 (OCT1) facilita el flujo de metformina
desde el enterocito hasta la superficie serosa del endotelio. Debido a su caracteristica
hidrofilica, la metformina viaja por el torrente sanguineo hasta alcanzar los hepatocitos,
los cardiomiocitos y las células musculares esqueléticas, donde los transportadores
OCT1 y OCT3 ayudan a la captacion de metformina. La acumulacion de metformina en
estos grupos celulares aumenta la afluencia de glucosa (Snell-Bergeon, 2017).

La monoterapia con metformina suele ser insuficiente para lograr el control

glucémico. La dosis mas comunmente prescrita del farmaco es de 500 a 850 mg, 2 0 3



veces al dia durante las comidas, con una dosis maxima de 2550 mg/dia. Al ser un
farmaco hidrofilo, tiene una baja absorcion intestinal, cercana al 70%, y el resto pasa por
el tracto gastrointestinal modificando el microbioma (Petersen, Vatner, & Shulman, 2017).
Sus principales efectos adversos son la dispepsia, la diarrea y el meteorismo, generando

una mala adherencia en los pacientes que inician tratamientos con metformina.

3.3. Serotonina (5-HT)

Alrededor de la década de 1980, se propuso que la serotonina podria contribuir al
metabolismo de la glucosa estimulando o regulando acciones fisiolégicas en diferentes
organos y tejidos, como el pancreas, el tejido adiposo (con todas sus variantes), el tejido
muscular esquelético y cardiaco, el tejido gastrointestinal y el tejido 6seo (Jones et al.,
2020).

La 5-HT es una pequefia molécula que funciona como neurotransmisor en el
sistema nervioso central, como hormona periférica y como mitégeno en diferentes
organos (Fanburg & Lee 1997). Esta molécula se sintetiza a través de varios pasos en
los que el triptéfano obtenido de la dieta es convertido en 5-hidroxitriptofano por una de
las variantes de la enzima triptéfano hidroxilasa (TPH). A continuacién, el 5-
hidroxitriptofano es descarboxilado para dar lugar a 5-HT por la enzima aminoacido
aromatico descarboxilasa (AADC) (Figura 4).

Cabe mencionar que existen dos variantes de TPH en el cuerpo humano: La
TPH2, que se encuentra fuera del SNC, y la TPH1, que predomina en el cerebro. Estas
enzimas determinan la tasa de sintesis de 5-HT, siendo el segundo factor limitante el

aminoéacido esencial triptéfano.
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FIGURA 4 ENZIMAS CLAVE QUE REGULAN EL METABOLISMO DE LA SEROTONINA. EL TRIPTOFANO ES METABOLIZADO POR LA TPH A 5-HTP v
POSTERIORMENTE ES METABOLIZADO A SEROTONINA POR LA AMINOACIDO DECARBOXILASA (AADC). LA SEROTONINA NO PUEDE
CRUZAR LA BARRERA HEMTOENCEFALICA.(MODIFICADO DE YABUT ET AL., 2019)

Alrededor de la década de 1980, se propuso que la serotonina podria contribuir al
metabolismo de la glucosa estimulando o regulando acciones fisiolégicas en diferentes
organos de interés, como el tejido pancreético, el tejido adiposo (con todas sus
variantes), el tejido muscular esquelético y cardiaco, el tejido gastrointestinal y el tejido
0seo (Jones, Sun, Martin y Keating, 2020). Sin embargo, el principal reservorio de 5-HT
fuera del SNC son las plaquetas. Ademas, la cantidad de 5-HT libre circulante es minima,
alrededor del 5% del total producido por las células enterocromafines (cerca de 5nM), en
condiciones no patoldgicas. Por tanto, la interaccion de esta molécula con la célula diana
depende de cinco factores 1) la disponibilidad de tript6fano consumido en la dieta y la
cantidad de triptéfano en el torrente sanguineo, 2) la 5-HT que puede ser sintetizada por
el grupo celular u 6rgano especifico, 3) la 5-HT libre circulante, 4) la 5-HT liberada por
las plaquetas y 5) los receptores que el érgano o célula esté expresando.

La 5-HT puede activar diferentes receptores. Estos receptores se clasifican en
siete familias (5-HTR1-7), la mayoria de las cuales tienen subtipos (Figura 5). Casi todos

los receptores son receptores acoplados a proteinas G (GPCR), aunque una familia
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llamada 5-HT3 pertenece a un receptor ionotrépico activado por un ligando (Nichols &
Nichols 2008). Este receptor se encuentra principalmente en células excitables, tanto en
el SNC como en la periferia (Miyake et al., 1995). Asi, la serotonina puede iniciar dos
mecanismos intracelulares: la despolarizacion de la membrana plasmética o la
modificacion de los niveles de mensajeria intracelular mediada por proteinas G mediante

la unién de la serotonina.

Serotonina
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FIGURA 5. LAS SIETE FAMILIAS DISTINTAS DE RECEPTORES DE SEROTONINA. EL RECEPTOR 5-HTR; EMPLEA LA SUBUNIDAD DE LA PROTEINA
G A(GQ/G11). Los RECEPTORES 5-HTR1/5-HTRs UTILIZAN LA SUBUNIDAD Al DE LA PROTEINA G (GI/G0). LOS RECEPTORES 5-
HTR4/5-HTRs/5-HTR7 UTILIZAN LA SUBUNIDAD AS DE LA PROTEINA G (GS). EL RECEPTOR 5-HTR3 ES UN CANAL IONICO CERRADO
POR LA SEROTONINA QUE AUMENTA LAS CONCENTRACIONES INTRACELULARES DE CATIONES, LO QUE PUEDE PROVOCAR UNA
DESPOLARIZACION CELULAR. (MODIFICADO DE YABUT ET AL., 2019)

3.3.1. La serotonina y su efecto en el control de la
glucosa
En el tracto gastrointestinal, los cambios debidos a la diabetes provocan un aumento
en el didmetro del intestino a nivel del duodeno o del yeyuno, y un aumento de la
poblacion de células enterocromafines presentes en las microvellosidades. Estas
alteraciones en las células enterocromafines dan lugar a un incremento en los niveles
plasmaticos de 5-HT y de glucosa en sangre.
En condiciones de dieta alta en grasas y diabetes, la inhibicion de la sintesis de 5-
HT derivada del intestino mejora la esteatosis hepatica al reducir la estimulacion de los
receptores 5-HTR2a. En los hepatocitos, la 5-HT a través de los receptores 5-HTR2a
aumenta la lipogénesis (Choi et al. 2018).
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En los hepatocitos, durante el ayuno, la 5-HT aumenta la gluconeogénesis mediante
el incremento de la actividad de dos enzimas, la fructosa 1,6-bisfosfatasa y la glucosa 6-
fosfatasa, a través de los receptores 5-HTR2s. Asimismo, el receptor 5-HTR2g inhibe el
transportador de glucosa (GLUT2) (da Silva, Eudy, & Deminice, 2020; Namkung et al.,
2018).

Por otra parte, en el tejido pancreético, en los islotes de Langerhans (principalmente
en las células R), se segrega 5-HT tras la estimulacién con glucosa. Se ha determinado
la localizacion de la 5-HT dentro de los granulos de las células p-pancreaticas. (Zhang et
al. 2017).

El acoplamiento de la 5-HT a los receptores 5-HTR2ay 5-HTR2g, en las células 13-
pancreaticas, desencadena la transduccion de sefiales a través de una proteina Gq 0
G11. En estas proteinas es donde se inicia la cascada, continua con la fosfolipasa C beta
(PLCP)-inositol trifosfato (IP3) /diacilglicerol (DAG)-Ca2 y termina en la proliferacion
celular. Durante estos periodos de estimulacion de los receptores tipo 2 a serotonina, las
células B, proliferan activamente y su masa aumenta, lo que sugiere que la 5-HT puede
contribuir en la regulacion fisiolégica de la masa de células B (Ohta et al. 2011 y Bennet
et al., 2016).

Estudios, como el de Kim y colaboradores (2015), han descubierto que el receptor
tipo 3 a serotonina (5-HTR3), un canal de cationes activado por ligando, potencia la
secrecion de insulina durante el embarazo y responde a la resistencia a la insulina
inducida por la dieta. Se ha demostrado que la salida de Na*, a través de 5-HTRs3,
despolariza ligeramente el potencial de la membrana, aumentando la excitabilidad de
esta para producir un potencial de accion (Fex, 2018; Paulmann et al., 2009).

Por el contrario, la propia serotonina puede inhibir la secrecion de insulina al
acoplarse a los autorreceptores 5-HTR1a, 5-HTR1py 5-HTR1r en la célula R-pancreatica,
aunque también tiene un efecto paracrino en las células alfa, que estimulan la secrecion
de glucagon (Cryer, 2013; Almaca et al., 2016).

En el caso del musculo esquelético el receptor de serotonina 5-HTR2a estimula la
translocacién de GLUT4, aumentando el transporte de glucosa que puede ser transferida
al citosol, disminuyendo considerablemente el valor glucémico en sangre(Choi et al.,
2020).
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El receptor 5-HTR2A también puede estimular la proteina cinasa dependiente de la
APM (AMPK), que se ha descrito como la principal enzima informadora de energia celular
y estimula la funcion de la fosfato cinasa (PFK). Este mecanismo es un sensor de energia
que depende de la relacion AMP:ATP y ADP:ATP, que provoca la activacion mitocondrial
para generar cantidades mas significativas de energia en forma de ATP a partir de la
glucosa captada. En el tejido muscular estriado, la 5-HT aumenta la captacion de glucosa
y da lugar a una mayor generacion de energia en forma de ATP a través de la glucdlisis
(Choi et al., 2020; Martin et al., 2017).

La 5-HT exhibe una diversidad de efectos en el tejido adiposo; aln no esta claro si
los adipocitos sintetizan 5-HT de forma autdbnoma (Stock y Westermann, 1963). La 5-HT
a traves del receptor 5-HTR2a aumenta la lipogénesis en el tejido adiposo, mientras que
el receptor 5-HTR2g la inhibe. Sin embargo, ambos receptores estimulan la lipdlisis al
aumentar los acidos grasos libres y el glicerol (Mao et al., 2019).

En el tejido adiposo marron, el receptor 5-HTR2a induce el efecto de resistencia a la
insulina al impedir la captacion de glucosa del transportador (GLUT2). También se inhibe
la termogénesis adaptativa, que se puede definir como la produccion de calor en
respuesta a la temperatura ambiental (Nakamura et al., 2018; Rozenblit-Susan et al.,
2019).

Por otra parte, los receptores 5-HTR2 desempefian un papel esencial en la secrecion
de catecolaminas en la glandula suprarrenal, lo que conduce a un aumento de la presion
arterial mediado por la adrenalina o la noradrenalina. Wetzler y colaboradores (1996) y
Klaassen y colaboradores (2002), propusieron que los receptores 5-HTR1ay 5-HTR2c
estan implicados en la secrecién y el aumento del nivel de glucocorticoides en sangre.

Los glucocorticoides tienen un efecto doble en los niveles de glucosa en sangre; el
primero juega un papel en la secrecion de glucosa a traves de la gluconeogénesis
hepética y en la activacién del uso de la glucosa en sangre, principalmente a nivel del
tejido muscular. El segundo efecto se produce con los niveles elevados y constantes de
glucocorticoides, que conducen a un estado de resistencia a la insulina. Las personas
con sindrome de Cushing, que aumentan los glucocorticoides a nivel plasmaético,
desarrollan un estado de resistencia a la insulina y una diabetes mellitus a priori muy
similar a la DM2 (Yanovski & Cutler 1994).

14



4. Indorrenato, analogo del receptor 5-HT>

El indorrenato se formulé como una alternativa a la quipazina (un agonista
serotoninérgico)(Figura 6). Los primeros estudios con indorrenato lo clasificaron como
un farmaco antihipertensivo central (Hong, 1981; Villalébn et al., 1998). Estudios
posteriores reportaron acciones antidepresivas (Martinez-Mota et al., 1990),
anticonvulsivas (L6épez-Meraz et al., 2005), neuroprotectoras (Rodriguez et al., 2000) y
ansioliticas (Fernandez-Guasti, 1990), entre otras.
Se absorbe facilmente a través del tracto gastrointestinal y se ha informado que tiene
una mayor afinidad por los receptores 5-HTR1a, pero también actia sobre los receptores
5-HTR2ac (Villalon et al., 1998).
Estudios del laboratorio, no publicados, han planteado el efecto antihiperglucémico de
algunos analogos de la serotonina, como el indorrenato (TR3369). Dichos efectos
parecen estar mediados por los receptores 5-HTR2 ya que cuando se administra
pelanserina (un antagonista de estos receptores), el efecto disminuye (Silva Arzave,
2015).

FIGURA 6. ESTRUCTURA QUIMICA DEL INDORRENATO
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Hipotesis

El indorrenato, al ser un agonista de la serotonina, generard cambios histoldgicos y

fisiologicos de los 6rganos implicados en la homeostasis de la glucosa, lo que es

necesario para producir un efecto antihiperglucémico.

I1l.Objetivos

1. Generales

Determinar la accion del indorrenato en los tejidos que puedan estar implicados

en el efecto antihiperglucémico e hipoglucémico y compararlos con los efectos de la

metformina.

2. Particulares
Estudiar el efecto del indorrenato en la modificacion macro y microscépica de los
tejidos pancreatico, musculo esquelético, adiposo Vvisceral, hepatico,
gastrointestinal y de las glandulas adrenales en la administracién intragastrica en
ratas, con un modelo de diabetes de tipo Il y de diabetes de tipo Il tratada con
metformina.
Estudiar la interaccion de la metformina y el indorrenato en la administracion

conjunta sobre el efecto antihiperglucémico.
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V. Material y métodos

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar, que fueron cuidadas con dietas
estandar (CHO-5008) y agua a demanda después del destete; se mantuvieron en un
grupo de seis por jaula. Se siguieron los lineamientos establecidos por el Comité de Etica
y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL-CINVESTAYV) y la norma oficial mexicana
NOM-062-Z00-1999. El peso aproximado de las ratas para inducir el modelo fue de 200-
250 gramos.

1. Modelo de diabetes tipo Il.

Para inducir el modelo de rata diabética se utilizé6 el método de Nicotinamida-
Estreptozotocina (NA-STZ). Este método propone que la NA actiia como antioxidante y
protege los islotes pancreaticos, mientras que la toxicidad de la STZ induce la apoptosis
en estas células. Antes de la administracion de NAy STZ, los animales ayunaron durante
un minimo de 8 h.

Todos los animales fueron anestesiados con isoflurano con una columna de agua
de 2,5 cm. y 2 L/min de O2 a temperatura ambiente.

Para la administracion de NA, se preparé una solucion a una concentracion de
200 mg/kg en solucion salina y se administro por via intraperitoneal 15 minutos antes de
la administracion de STZ. La concentracion de STZ administrada fue de 65 mg/kg por
via intravenosa y se administré a través de la vena caudal del animal.

A los animales control y no diabéticos se les administré solucion salina y buffer
citrato de pH 6.5 0.1 M. correspondientes a los diluyentes de NA y STZ. Tras la
administracion, los animales se recuperaron durante 14 dias con comida y agua a

demanda.

2. Prueba de tolerancia a la glucosa oral (PTGO)

Todos los animales fueron sometidos a una PTGO tras 14 dias de descanso desde
la administracion de NA-STZ; la prueba se realizo con tiras reactivas y el equipo utilizado
fue un Accu-Chek® Active para glucosa de la marca Roche.

Antes de iniciar la prueba, los animales ayunaron durante 12 horas. La sangre se

extrajo por el método de puncion distal de la cola. Se registré el valor basal y se
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administré por via intragastrica una solucion de dextrosa a una dosis de 2 g/kg. Las
mediciones de glucosa en sangre se realizaron cada 30 minutos durante un maximo de
2 horas.

Para los grupos de ratas diabéticas, soélo se utilizaron ratas con un valor de glucosa
entre 180- 300 mg/dL como punto maximo dentro de la curva de tiempo de la PTGO.
Para el estudio preliminar y el grupo de control, el valor maximo de los miembros del
grupo es de 150 mg/dL de glucosa. Se graficaron las medias repetidas * error estandar

para cada uno de los grupos.

3. Organo Aislado (Estudio sobre la aorta de las ratas)

Para evaluar los cambios promovidos por los tratamientos farmacoldgicos sobre
la funcién cardiovascular, nos propusimos estudiar la capacidad de relajacién y
contraccion de los anillos aorticos en condiciones de aislamiento, estudiados en
fracciones aorticas con y sin tejido adiposo perivascular (TAPV).

Las ratas fueron sacrificadas por decapitacion y se expuso la parte interna de la
cavidad toracica. A continuacion se localiz6 y extrajo la aorta toracica. Se limpio la aorta
de restos de tejido conectivo y se cortaron anillos de aproximadamente 3 mm de longitud.

Los anillos se colocaron en camaras de 6rganos aislados que contenian solucion
de Krebs-Ringer compuesta de la siguiente manera -NaCl 119,5, Dextrosa 12, NaCO3
24,9, KCl 4,74, MgSO4 7H20 1,18, KH2PO4 1,18, CaCl2 2H20 2,5, EDTA 0,026-(mM).
Las condiciones de la solucion que rodeaba el anillo en la cAmara eran: temperatura
37°C, pH 7,4, con burbujeo constante de carbdgeno (composicion INFRA® 95% O2 y
5% CO2).

Dos ganchos Nikrom sujetaron cada anillo aortico; el primer gancho se fij6 al fondo
de la camara de vidrio, el otro gancho se fij6 a un transductor de tensién de la marca
Grass (modelo FTO3 Grass Inst, USA). El sistema recoge la informacion de los cambios
de tension isométrica de los anillos arteriales mediante el software de adquisicion de
datos BIOPAC (Biopac System, Inc. Modelo MP100) (Alvarez-Camara et al., 2019).
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3.1. Protocolo de las respuestas contractiles y relajantes

Para evaluar las respuestas de tension de los anillos aorticos. En primer lugar, los
anillos aorticos se estabilizaron a 4 g durante 30 minutos, con reajuste de la tension a 15
minutos. A continuacion, se estimularon los anillos con una solucion de noradrenalina
(NA) (1X10-7 M); una vez alcanzada la respuesta maxima y llegando a su meseta, se
realizaron lavados con la solucién de Krebs-Ringer sin NE, para eliminar la respuesta
contractil. Este lavado se realizé por triplicado para eliminar los restos de la solucion de
NA vy llevar el anillo aértico a la tension basal. A continuacion, se realizé una segunda y
tercera estimulacién con NE (1x10-7 M). La segunda estimulacion se realiz6 de la misma
manera que la primera, pero en la tercera estimulacion se realizé la relajacion con
acetilcolina (ACh) (1x10-5 M).

También se evaluo la respuesta contractil mediada por serotonina administrando
una dosis de 1x10° M; no se realizé la curva ya que el compuesto administrado a las
ratas (indorrenato) produce taquifilaxia, lo que puede enmascarar la respuesta maxima
final al realizar una curva con dosis logaritmicas crecientes. La relajacion se realiz6 de
nuevo con ACh (1x10° M) y luego se lavé tres veces con soluciéon de Krebs-Ringer
fresca.

Para la evaluacion de la actividad contractil del musculo liso perivascular, se afiadié una
solucion de KCI 80 mM (Figura 5).

4. indice viscerosomatico
Tras extraer la aorta de las ratas, se realizaron autopsias semicompletas en todos
los animales, excluyendo el sistema nervioso central (SNC). Se anotaron las
caracteristicas y los rasgos diferenciales de cada 6rgano. Cada 6rgano se peso6 con una
balanza analitica (PRECISA modelo XB 220A, Precisa Gravimetrics GA, Suiza) y se
registré para correlacionarlo con el peso corporal del animal tras la decapitacion. Esta

correlacién se conoce como indice viscerosomatico.

5. Histologia
Las piezas disecadas se lavaron de restos de sangre por inmersion en solucion

tampoén fosfato (PBS)-Citrato 0,1 M y se fijaron en formaldehido al 4%, en solucion
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acuosa con PBS, durante 48 horas. Posteriormente, se procesaron por el método de
incrustacion en parafina, se cortaron a tres ym y se tifieron independientemente con
Hematoxilina-Eosina (H-E), Tricromia de Masson. Se utilizé el manual de las fuerzas

armadas de los Estados Unidos de América.

6. Formacion de los grupos experimentales
Se decidi6 estudiar los efectos del indorrenato en los 6rganos de interés para el
control glucémico. Ademas, el indorrenato se ha propuesto como antihipertensivo central;
también se propuso estudiar la participacion del indorrenato y la metformina en el
endotelio vascular. Para ello, los estudios se dividieron en funcion de los objetivos que

debian alcanzarse.

6.1. Estudio preliminar

Se evalué el efecto antihiperglucémico e hipoglucémico del indorrenato en 18
ratas de la cepa Wistar; estas ratas tenian valores normales en las curvas de tolerancia
a la glucosa (150 mg/dL como pico en el PTGO). Las ratas se dividieron en tres grupos
de 6. Se dividieron en: 1) el grupo de control, donde se administré el vehiculo de
indorrenato. 2) grupo de dosis Unica; se administré una dosis de 10 mg/kg de indorrenato
15 minutos antes de la prueba de tolerancia oral a la glucosa. 3) Grupo subcronico; se
administré una dosis de 10 mg/kg de indorrenato por via intragastrica durante diez dias.
Figura 6

Este enfoque se llevd a cabo para averiguar en qué 6rgano puede estar
ejerciendo su accién el indorrenato. La dosis propuesta inicialmente fue de 10 mg/kg ya
gue, en estudios anteriores, se observO una elevada respuesta en el efecto
antihiperglucémico con esta dosis. En base a los datos obtenidos, se pudo ajustar la
dosis a 1 mg/kg para estudios posteriores.

6.2. Experimento |
Con un total de 36 ratas, se formaron tres grupos principales: ratas control y no
diabéticas (n=6 para cada grupo), ratas diabéticas (n=12) y ratas diabéticas mas

tratamiento con metformina (n=12), a todas las ratas se les administré el tratamiento o el
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diluyente del farmaco durante quince dias y se empez6 la administracion cuando tenian

un peso aproximado de 300-400 g. (Figura 7)

Ratas macho, cepa Wistar

Peso aproximado de 300-400 gramos

Grupo control Grupo no diabético Grupo diabético
Vehiculo Subcroénico 15 dias
Indo Sin metformina Tratado con metformina
n=6
1mg/kg
Subcrénico 15 n=6 Sub§ron|co 15
n=6 " dias Indo
dias Indo
n=6
n=6 n=6

FIGURA 7. DISTRIBUCION DE LOS GRUPOS PARA EL EXPERIEMENTO |. TODOS LOS SUBGRUPOS TIENENUNA N=6, Y SE REALIZARON LOS
ESTUDIOS CORRESPONDIENTES A EL ESTUDIO DE ORGANO AISLADO, iNDICE VISCEROSOMATICO E HISTOLOGIA.

6.3. Experimento II

En vista de la interaccion de la administracion conjunta de metformina e
indorrenato; se propuso el siguiente esquema de administracion. La metformina se
administré por via intraperitoneal; el indorrenato se administré6 por via intragastrica.
Ademas, la metformina se modificd respecto a su administracion habitual, ya que se
analizé que la metformina podria modificar la absorcion del indorrenato debido a los
cambios que ejerce en el tejido gastrico.

Las dosis utilizadas fueron en incrementos de 0.3 log, comenzando por 25 mg/kg
hasta llegar a 250 mg/kg para la metformina sola. La dosis de indorrenato se propuso
como una dosis Unica de 1 mg/kg, y esta dosis se obtuvo con el estudio preliminar en

ratas no diabéticas.
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Tabla de las dosis que se adminstr6 de metformina e indorrenato.

Dosis de Indorrenato Dosis logaritmica Dosis de Metformina Dosis logaritmina
25 mg/ kg 1.4 Log

1 mg/kg 0 log de indorrenato | 50 mg/kg 1.7 Log
100 mg/kg 2.0 Log
250 mg/kg 2.3 Log

Tabla 2 Tabla de las dosis a administradas para realizar las curvas dosis respuesta de metformina e
indorrenato.

Se realizaron curvas dosis-respuesta con ratas diabéticas (n=5). Las PTGO se
realizaron antes de administrar los farmacos y cinco dias después del inicio de la
administracion.

Se consider6 que después de cinco dias de tratamiento con metformina, los
niveles de ésta en la sangre comienzan a disminuir debido a la acumulacion en las
células donde se internaliza para ejercer su accion. Por lo tanto, la disminucion de la
glucosa sera un efecto constante a partir de este dia, y la disminucion de la glucosa
tendr& valores proporcionales a lo largo del tratamiento.

Se obtuvo el area bajo la curva a partir de estos cursos temporales y se trazo la
diferencia obtenida antes del tratamiento después de cinco dias.

La administracion conjunta de indorrenato y de todas las dosis propuestas de
metformina se realizé con la misma metodologia que para la curva dosis-respuesta de

metformina. Los resultados se compararon con los valores obtenidos individualmente.
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V. Resultados

Para entender el presente trabajo, presentaremos nuestro grupo experimental con
una dosis logaritmica menor (1 mg/kg) y el estudio preliminar; esto no demostrara los

efectos del indorrenato en ratas no diabéticas.
1. Estudio preliminar

En el estudio preliminar en el que se compararon ratas control con ratas no
diabéticas, administradas de forma aguda y subcronica con indorrenato (10 mg/kg)
durante diez dias, encontramos que esta dosis produce alteraciones en el color y el

tamafo de la glandula suprarrenal.

Por otro lado, las ratas administradas con indorrenato a una dosis de 1 mg/kg no
presentaron alteraciones visibles en la glandula suprarrenal. Ademas, no se observaron
cambios significativos con las evaluaciones de la PTGO en lugar de la dosis aguda y

cronica de indorrenato (10 mg/kg).

Como dato adicional, se observé que las ratas administradas con indorrenato de
forma subcrénica presentaron mayor docilidad a la manipulacion. Este efecto de

docilidad podria deberse al efecto ansiolitico previamente reportado.

1.1. indices viscerosomaticos

Posteriormente, se realizO una correlacion de los indices viscerosomaticos,
encontrandose diferencias porcentuales significativas para los higados del grupo control
en comparaciéon con los higados tratados de forma subcronica. El otro 6rgano en el que
se encontraron diferencias fue la glandula suprarrenal. A nivel macroscopico, se observo
un aumento del tamafo de la glandula, y el indice porcentual lo corroboro. En los demas
tejidos, el indorrenato no produjo cambios en los valores porcentuales, como se muestra

en la figura 8.

Como se puede observar en el grafico, la administracion de indorrenato 1 mg/kg

no produjo un aumento en la incidencia porcentual del higado respecto al grupo control,
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por lo que la diferencia estadistica en comparacion con el grupo tratado con una dosis
de 10 mg/kg es de p<0.05.

Ademas, la dosis de 1 mg/kg de indorrenato no produce cambios en el indice
porcentual de la glandula suprarrenal con respecto al grupo de control. Por lo tanto, la
diferencia estadistica de los valores porcentuales entre el grupo de animales

administrados con 10 mg/kg y 1 mg/kg es de p<0.0001.

Estos resultados nos llevaron a determinar que la dosis de 1 mg/kg de indorrenato
podia utilizarse sin encontrar cambios morfofisiolégicos que alteraran la hiperglucemia

de las ratas diabéticas y pudimos tomarla como dosis segura.
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FIGURA 8. GRAFICO DE LOS INDICES VISCEROSOMATICOS DE LAS RATAS DEL GRUPO DE CONTROL EN COMPARACION CON LAS RATAS
ADMINISTRADAS CON INDORRENATO DE FORMA AGUDA Y SUBCRONICA POR 10 Y 15 DIiAS. EL HIGADO Y LAS GLANDULAS ADRENALES
PRESENTARON LAS DIFERENCIAS MAS SIGNIFICATIVAS. PRUEBA ESTADISTICA ANOVA DE DOS VIAS POST HOC TUKEY. * P<0.05 ***
P<0.001, **** p<0.0001. N=6 PARA CADA TEJIDO
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1.2. Analisis histolégico

En el aspecto microscopico, encontramos que el muasculo visceral y el tejido
adiposo no mostraron cambios en ambos tratamientos subcrénicos de las ratas tratadas
de forma aguda y subcronica en comparacion con el grupo control. Sin embargo, en el
duodeno, encontramos una alteracion de las vellosidades intestinales en la dosis
subcrénica de 10 mg/kg, pero no se encontro tal alteracién en la dosis aguda. Ademas,
se observo una disminucion de la profundidad de las criptas intestinales. Se observa que
la zona correspondiente a la cresta de las vellosidades esta desgastada (marca * en la
figura 9 en la zona del duodeno).

Al comparar el higado de los grupos control y no diabético tratados con
indorrenato durante diez dias (10 mg/kg), se observé un aumento del almacenamiento
de lipidos; se encontré un estado de hiperemia pasiva, o que sugiere un estado inicial
de esteatosis hepética reversible, que puede confirmarse con una prueba bioquimica

mas especifica para esta patologia (Figura 9).

Duodeno 40X Higado 40X Pancreas 40X

Control vehiculo

Control Indo 10 dias

FIGURA 9. FOTOMICROGRAFA DE LOS TEJIDOS DEL GRUPO DE CONTROL CON VEHICULO Y DEL GRUPO DE CONTROL INDO. SE OBSERVAN
CAMBIOS EN EL NUMERO DE CELULAS QUE FORMAN LAS VELLOSIDADES INTESTINALES DEL DUODENO. EN EL HIGADO, SE OBSERVA UN
AUMENTO DEL ALMACENAMIENTO DE LiPIDOS. TINCION H-E. AUMENTO DE 40X.
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Microscépicamente, la glandula suprarrenal muestra una hiperplasia general de
sSus zonas constitutivas, conservando las estructuras y relaciones de las zonas que las
subdividen.

A 10X y 40X de aumento, en la zona fascicular, se observa una disminucion del
namero de vesiculas, que almacenan la biosintesis de glucocorticoides y hormonas
sexuales producidas por las células. También se observa un estado de hiperemia activa
debido a la vasorrelajacion, los cambios en el tejido y el crecimiento de los vasos
sanguineos. No hay evidencia de un estado celular neoplasico ni de un estado
hipertréfico. (Figura 10). La dosis de indorrenato 1 mg/kg sélo muestra una disminucion

de las vesiculas que almacenan glucocorticoides.

ax 10X 40X

Control Vehiculo

Control Indo 10 dias

FIGURA 10. FOTOMICROGRAFIA DE LAS GLANDULAS SUPRARRENALES. LAS IMAGENES DEL PANEL SUPERIOR SON REPRESENTATIVAS DE LOS
HALLAZGOS EN RATAS DE CONTROL CON LA ADMINISTRACION DE INDO EN VEHICULO. LAS IMAGENES DEL PANEL INFERIOR SON
REPRESENTATIVAS DE LOS HALLAZGOS TRAS LA ADMINISTRACION DE INDO DURANTE 10 DIiAS. LAS FLECHAS SENALAN LAS VESICULAS
QUE ALMACENAN GLUCOCORTICOIDES. TINCION H-E. AUMENTO DE 4X, 10X Y 40X RESPECTIVAMENTE.
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2. Experimento I: accion del indorrenato en la DM tipo 2

Se realizaron operaciones para ratas diabéticas con la administracién de NA y
STZ. En general, las ratas se recuperaron. Las curvas de glucosa nos ayudaron a
identificar en cuales de ellas funcionaba el tratamiento para generar el modelo, se

categorizaron los animales diabéticos para su posterior tratamiento y estudio.

2.1. Estudio de 6rgano aislado

El estudio se realiz6 en las aortas, comparando las ratas control y diabéticas en
la primera etapa. Con esta comparacion, la respuesta a la relajaciéon y la contraccion
cambia en las ratas diabéticas siempre responde menos a casi todos los estimulos. En
la admisibilidad, se encontraron diferencias entre los anillos con TAPV y los que tenian
TAPV eliminado para ambos grupos. Estos datos sugieren que la presencia de la TAPV
es esencial en el estudio de los anillos adrticos y se discutird mas adelante. Por otro lado,
se observd que la respuesta de contraccion y relajacion de la aorta con presencia de

TAPV es menor respecto al grupo de aortas sin TAPV.

Con estos datos, observamos que los anillos estimulados para la contraccién por
la NE son significativamente menores entre el grupo control y el grupo diabético,
independientemente de la presencia o ausencia de TAPV. P<0.0001, como se muestra

en los gréficos de la Figura 11A.

En el caso de la relajacidén estimulada por ACh, se observa que los anillos a los que se
les retir6 el TAPV se relajan mas que los anillos que lo mantuvieron y que la respuesta
de relajacion también esta disminuida en las ratas diabéticas. Los cambios a este nivel
también disminuyen significativamente p<0.01 entre el grupo control y el diabético que
permanece con la TAPV y p<0.0001 para los anillos en los que se retir0 la TAPV. Figura
11B.

En la contraccion maxima estimulada por KCI, se encontré que la presencia de TAPV
parece estimular una mejor respuesta contractil independientemente de si se trata de las

ratas control o diabéticas; siempre, la contraccién fue mas significativa en los grupos con
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TAPV. También se observo que el grupo diabético disminuyd la respuesta contractil en
comparacion con el grupo control p<0.0001, independientemente de la presencia o
ausencia de TAPV. Figura 11C.

Finalmente, la contraccion estimulada por 5-HT no parece diferir si la rata es diabética o
no, ya que responden de forma muy similar. Sin embargo, la ausencia o presencia de
TAPV si cambia los niveles de contraccion. P<0.0001 para los grupos con TAPV en

comparacion con los grupos sin TAPV. Figura 11D.

Una vez comprobados los cambios sufridos por la enfermedad, se realiz6 el analisis de
los grupos de diabéticos. El grupo diabético que no recibié ningun tratamiento y los que
fueron administrados con indorrenato (1 mg/kg), metformina (250 mg/kg), asi como la
combinacion de indorrenato (1 mg/kg) y metformina (100 mg/kg) su tratamiento
subcronico durd 15 dias en las ratas diabéticas con estos compuestos; la comparacion
del estudio en las aortas de los animales mostré los siguientes resultados:

El indorrenato no produce cambios significativos en la contraccion del anillo aértico de
las ratas diabéticas tratadas con este compuesto si el TAPV esta presente; esto se
observd bajo estimulacion con NE (1x10-7 M). Sin embargo, el tratamiento con
metformina y la combinacion de indorrenato mas metformina parecen aumentar
significativamente la respuesta contractil independientemente de la presencia del TAPV
(p<0.05 para ambos casos respecto al grupo diabético no tratado). Figura 12 A.

Sin embargo, cuando eliminamos el TAPV del anillo aortico, la respuesta contractil
difiere cuando se estimula con NE (1x10-7 M). La respuesta contractil del anillo aumenta
significativamente entre el grupo tratado con indorrenato y el grupo tratado con
metformina mas indorrenato (p<0.01 para ambos casos) respecto al grupo diabético sin
tratamiento. Figura 13 A.
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Contraccion y relajacion de anillos adrticos
Ratas control vs Ratas dibéticas
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FIGURA 11. GRAFICAS DE LA RESPUESTA CONTRACTIL Y RELAJANTE BAJO UN SOLO ESTIMULO, SOBRE LOS ANILLOS AORTICOS CON Y SIN
TEJIDO ADIPOSO PERIVASCULAR DE LAS RATAS DIABETICAS VS RATAS CONTROL. A) CONTRACCION DEL ANILLO AORTICO ESTIMULADO
CON NE 1x10-7 M, B) RELAJACION DE LOS ANILLOS AORTICOS ESTIMULADOS CON ACH 1x10-5 M, C) CONTRACCION DEL
MUSCULO LISO VASCULAR PROMOVIDA POR KCL 80MM, D) CONTRACCION DE LAS AORTAS PROMOVIDA POR 5-HT 1x10-5 M.
N=16 PARA CADA GRUPO DE AORTAS ESTUDIADAS PROVINIENTES DE 6 ANIMALES. PRUEBA ESTADISTICA ANOVA DE UNA ViA POST

HOC TUKEY. *** p<0.001, **** p<0.0001.
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-En el caso de la relajacion del anillo adrtico, donde esta presente el TAPV,
estimulada por la ACh (1x10-5 M) se comporté de la siguiente forma. El tratamiento con
indorrenato tiene un efecto reductor de la respuesta relajante (p<0.001) respecto al grupo
diabético no tratado. Los tratamientos con metformina y metformina mas indorrenato no
mostraron diferencias con el grupo diabético no tratado. Sin embrago, se encontraron
diferencias entre los grupos tratados con indorrenato frente a la metformina, p<0.05 para
esta comparacion. Por otra parte, la comparacion entre el indorrenato y la combinacién
de indorrenato y metformina mostré un diferencia estadistica p<0.0001. También el grupo
que recibid tratamientos de metformina y la combinacion de metformina e indorrenato,

persentaron una significancia de p<0.05. Figura 12B

Por otra parte, si se eliminaba el TAPV del anillo aértico, la respuesta relajante estimulada
por ACh (1x10-5 M) se comportaba de forma diferente. El tratamiento con indorrenato
combinado con metformina aumento la respuesta relajante en comparacion con el grupo
diabético no tratado para el grupo tratado con indorrenato y los tratados con metformina.

P<0,0001 para todos los casos. Figura 13B

- En cuanto a la contraccién muscular maxima promovida por la adicién de 80 mM
de cloruro de potasio (KCI), las respuestas también variaron con la presencia o ausencia
de TAPV. En primer lugar, para el caso en el que el TAPV estaba presente, los
tratamientos con metformina y metformina junto con indorrenato aumento
significativamente su respuesta (p<0.0001 y p<0.01, respectivamente) respecto al grupo
de diabéticos no tratados. Asimismo, el grupo tratado con indorrenato presenté una

diferencia con el grupo tratado con metformina. Figura 12C.

En segundo lugar, cuando se elimind el TAPV, el grupo tratado con metformina
combinada con indorrenato present6 diferencias en la contraccion muscular maxima
respecto al grupo diabético no tratado, al grupo tratado con indorrenato y el grupo tratado

con metformina (p<0.0001 para todos los casos). Figura 13C

-Otro de los aspectos analizados en el protocolo de los anillos aérticos fue la
contraccion estimulada por la 5-HT, ya que uno de nuestros tratamientos se basa en un
analogo de la 5-HT. Como resultado, la contraccion estimulada por 5-HT (1x10-5 M) con

la presencia de TAPV presentd las siguientes diferencias. En primer lugar, el grupo
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tratado con indorrenato mostré6 una tendencia a reducir la respuesta contractil (no
significativa). Mientras que el grupo tratado con metformina mostré una diferencia para
aumentar la respuesta contractil respecto a los grupos sin tratamiento, con indorrento y
la combinacion de indorrenato mas metfomina (p<0.0001 para todos los casos).
Finalmente, el grupo tratado con metformina e indorrenato aumento significativamente la
respuesta contractil en comparacion con el grupo al que soélo se le administré indorrenato
(p<0.01). Figura 12D.

-Sumado a esto, si se elimina el TAPV de los anillos aorticos, la contraccion
estimulada por la serotonina muestra las siguientes comportamientos. En primer lugar,
el tratamiento con indorrenato reduce la respuesta contractil del anillo aortico (p<0.01)
respecto al grupo diabético sin tratamiento. En segundo lugar, el tratamiento con
metformina aumenta la respuesta contractil promovida por la 5-HT en relacion con el
grupo tratado con indorrenato (p<0.0001) y el grupo diabético sin tratamiento (p<0,05).
Por otra parte, el grupo tratado con metformina mas indorrenato aumenta
significativamente su respuesta respecto al grupo tratado sélo con indorrenato (p<0.001).
Figura 13D.
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Contraccion y relajacion de anillos adrticos con tejido adiposo perivascular
Ratas diabéticas vs Tratamientos
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FIGURA 12. GRAFICAS DE LA RESPUESTA CONTRACTIL Y RELAJANTE BAJO UN SOLO ESTIMULO, SOBRE LOS ANILLOS AORTICOS CON TEJIDO
ADIPOSO PERIVASCULAR DE LAS RATAS DIABETICAS; SIN TRATAMIENTO Y TRATADAS CON INDORRENATO, METFORMIMA Y LA
COMBINACION DE INDORRENATO MAS METFORMINA. A) CONTRACCION DEL ANILLO AGRTICO ESTIMULADO CON NE 1x10-7 M, B)
RELAJACION DE LOS ANILLOS AORTICOS ESTIMULADOS CON ACH 1x10-5 M, C) CONTRACCION DEL MUSCULO LISO VASCULAR
PROMOVIDA POR KCL 80MM, D) CONTRACCION DE LAS AORTAS PROMOVIDA POR 5-HT 1x10-5 M. N=16 PARA CADA GRUPO DE
AORTAS ESTUDIADAS PROVINIENTES DE 6 ANIMALES. PRUEBA ESTADISTICA ANOVA DE UNA VIA POST HOC TUKEY. * p<0.05, **
P<0.01 ***p<0.001, **** p<0.0001.
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Contraccion y relajacion de anillos adrticos sin tejido adiposo perivascular
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FIGURA 13. GRAFICAS DE LA RESPUESTA CONTRACTIL Y RELAJANTE BAJO UN SOLO ESTIMULO, SOBRE LOS ANILLOS AORTICOS SIN TEJIDO
ADIPOSO PERIVASCULAR DE LAS RATAS DIABETICAS; SIN TRATAMIENTO Y TRATADAS CON INDORRENATO, METFORMIMA Y LA
COMBINACION DE INDORRENATO MAS METFORMINA. A) CONTRACCION DEL ANILLO AGRTICO ESTIMULADO CON NE 1x10-7 M, B)
RELAJACION DE LOS ANILLOS AORTICOS ESTIMULADOS CON ACH 1x10-5 M, C) CONTRACCION DEL MUSCULO LISO VASCULAR
PROMOVIDA POR KCL 80MM, D) CONTRACCION DE LAS AORTAS PROMOVIDA POR 5-HT 1x10-5 M. N=16 PARA CADA GRUPO DE
AORTAS ESTUDIADAS PROVINIENTES DE 6 ANIMALES. PRUEBA ESTADISTICA ANOVA DE UNA ViA POST HOC TUKEY. * P<0.05, **
P<0.01 ***p<0.001, **** p<0.0001.
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2.2. Indice Viserosomatico

Tras la eutanasia, se observo que la glandula suprarrenal presentaba alteraciones
en la parte visible, principalmente un aumento de tamafo; este cambio se encontré en el

grupo diabético sin tratamiento.

En el grupo diabético sin tratamiento, al compararlo con las ratas control, se

observaron diferencias en el indice porcentual en tres de los érganos estudiados.

El primer cambio se produjo en el higado; el grupo diabético aumento su indice
porcentual con una significacion de p<0.01. A continuacion, el duodeno del grupo
diabético también aumentd su indice porcentual con una significaciéon de p<0.01. Por
altimo, las glandulas suprarrenales del grupo diabético también aumentaron su indice
porcentual con una significacién de p<0.05 con respecto a los valores porcentuales del

grupo de control. Figura 14.

Después de analizar los grupos de control y los diabéticos no tratados, se realiz6
el analisis comparativo de los grupos tratados con indorrenato, metformina y la
combinacion de metformina con indorrenato. Los cambios a nivel del indice porcentual

en los 6rganos de interés fueron:
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FIGURA 14. GRAFICO DE LOS INDICES VISCEROSOMATICOS DE LAS RATAS DEL GRUPO DE CONTROL EN COMPARACION CON LAS RATAS
DIABETICAS SIN TRATAMIENTO. EL HIGADO, DUODENO Y LAS GLANDULAS ADRENALES PRESENTARON LAS DIFERENCIAS
SIGNIFICATIVAS. PRUEBA ESTADISTICA ANOVA DE DOS VIAS POST HOC TUKEY. * P<0.05 ** p<0.01. N=6 PARA CADA TEJIDO.



El higado presentdé un aumento en el indice porcentual del grupo diabético sin
tratamiento, y del grupo tratado con metformina respecto al grupo control p<0.01 y
0.05, respectivamente. Por otro lado, los higados pertenecientes al grupo tratado con
metformina mas indorrenato presentaron una disminucion de los indices porcentuales
respecto al grupo diabético sin tratamiento y al grupo tratado con metformina. p<0.01
y 0.05, respectivamente. Hubo una disminucion también significativa entre el grupo
tratado con metformina respecto al grupo tratado con metformina mas indorrenato
p<0.05.

El pancreas fue el Unico érgano que no mostré ninguna diferencia entre los grupos

estudiados.

En el duodeno, los indices porcentuales se comportaron de la siguiente manera; se
observd un aumento significativo con respecto al grupo de control de los grupos de
ratas diabéticas sin tratamiento (p< 0.01), los tratados con metformina (p< 0.05) y los
tratados con una combinacién de metformina e indorrenato (p< 0.05). Por otro lado,
la combinacion de metformina mas indorrenato presentdé una reduccion del indice

porcentual respecto al grupo diabético sin tratamiento. P<0.05.

En el musculo esquelético, el grupo tratado con metformina presentd un aumento
significativo respecto al grupo diabético sin tratamiento y a los tratados con

indorrenato mas metformina. P<0.05 y p<0.01, respectivamente.

En la grasa visceral, el grupo tratado con indorrenato presentd una diferencia
significativa con respecto al grupo de diabéticos sin tratamiento y al grupo tratado con
metformina mas indorrenato. P<0.05 y 0.01, respectivamente.

Por ultimo, en la glandula suprarrenal, los tratamientos de metformina, indorrenato y
la combinacién de indorrenato mas metformina presentaron un aumento significativo
con respecto al grupo de control (p<0.05, 0.01 y 0.01, respectivamente), al igual que
el grupo de ratas diabéticas sin tratamiento (P<0.05). Las ratas tratadas con

indorrenato y la combinacion de metformina mas indorrenato presentaron una
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reduccion del indice porcentual respecto al grupo tratado con metformina (p<0.05 y

0.01, respectivamente). Figura 15.
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FIGURA 15. GRAFICO DE LOS INDICES VISCEROSOMATICOS DE LAS RATAS DEL GRUPO DE CONTROL, LAS RATAS DIABETICAS SIN
TRATAMIENIENTO Y LAS RATAS TRATADAS CON INDORRENATO (COLO NEGRO), METFROMINA (COLOR VERDE) Y LA COMBINACION DE
METFORMINA CON INDORRENATO (COLOR MORADO). LAS GLANDULAS SUPRARRENALES PRESENTARON MAYOR CANTIDAD DE
DIFERENCIAS ENTRE LOS GRUPOS. PRUEBA ESTADISTICA ANOVA DE DOS VIAS POST HOC TUKEY. *pP<0.05, **p<0.01.
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2.3. Analisis histolégico.

Microscépicamente, comprobamos que el higado no presentaba cambios en las
estructuras que lo componen; el Unico grupo que mostré diferencias fue el de la rata

diabética, que mostro los inicios de la fibrosis hepatica.

En el pancreas, encontramos menos islotes pancreaticos presentes en las
secciones realizadas en los grupos diabéticos con y sin tratamiento. Sin embargo, los
grupos tratados con indorrenato y la combinacion con metformina mostraron un nimero
mas significativo de vasos sanguineos y una presencia mas abundante de eritrocitos
(figura 16).

Diabética

2 ‘;" \l¢'. ay Y
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FIGURA 16 FOTOMICROGRAFIAS DE LOS ISLOTES PANCREATICOS. SE OBSERVA MAYOR PRESENCIA DE ERITROCITOS EN LOS GRUPOS
CONTRATAMIENTO Y CONTROL TINCION H-E. AMPLIACION 40X.

En el duodeno, los grupos tratados con indorrenato y la combinacion de

indorrenato mas metformina mostraron alteraciones en las crestas de las vellosidades
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intestinales, con alteraciones respecto al grupo control. También se observé un aumento
de la luz intestinal (figura 17).
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FIGURA 17. FOTOMICROGRAFIA DEL DUODENO ZONA PROXIMAL AL ESTOMAGO. LAS IMAGENES SON REPRESENTATIVAS DE LOS HALLAZGOS
EN RATAS CONTROL CON VEHICULO, EN RATAS DIABETICAS Y LOS TRATAMENTOS. LAS FLECHAS (CY D )MUESTRAN LAS CRESTAS DE
LAS VELLOSIDADES QUE FUERON LASERADAS. TINCION H-E. AMPLIACION 40X.

En el musculo esquelético no se encontraron alteraciones en la parte

microscopica.

El analisis histologico de las glandulas suprarrenales mostré6 un aumento del
tamafo de las vesiculas de almacenamiento de la biosintesis de glucocorticoides en el
grupo diabético en comparacién con el grupo de control. El grupo diabético tratado con
metformina modificé la proporciébn de la zona reticular, y los grupos tratados con

indorrenato mostraron una disminucion de las vesiculas de la zona fascicular. También
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se observé una hiperpigmentacion de los nlcleos en estos tres ultimos grupos (Figura
18).

Indorrenato

FIGURA 18. FOTOMICROGRAFIA DE LAS GLANDULAS ADRENALES. LAS IMAGENES SON REPRESENTATIVAS DE LOS HALLAZGOS EN RATAS
CONTROL DIABETICAS CON Y SIN TRATAMIENTO DURANTE 15 DiAS. EN EL CASO DEL TRATAMIENTO CON METFORMINA, SE OBSERVA
UNA MAYOR CANTIDAD DE ERITROCITOS EN LA ZONA FASCICULAR Y RETICULAR DE LA GLANDULA. LOS TRATAMIENTOS CON
METFORMINA Y LA COMBINACION CON INDORRENATO PRESENTAN NUCLEOS HIPERPIGNOTICOS TINCION H-E. AUMENTO 40X.

3. Experimento 2. Interaccion metformina e indorrenato

Para el sinergismo entre el indorrenato y la metformina, se realizé el experimento
de interaccion. Sin embargo, primero se realiz6 una curva dosis-respuesta para la

metformina, ya que la via propuesta para este estudio no es la habitual de administracion.

Las curvas dosis-respuesta se realizaron con metformina y se evaluaron tras cinco
dias de tratamiento para que se acumulara en los hepatocitos, cardiomiocitos o células

musculares y ejerciera su maxima accion. Se obtuvo el area bajo la curva para cada
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curso temporal con las PTGO. A partir de estos datos iniciales, se elaboraron las curvas

tras cinco dias de administracion de metformina.

También se realizé la administracion y evaluacién de metformina 25, 50 y 100
mg/kg mas la administracion de indorrenato a una dosis Unica de 1 mg/kg. Se
compararon las areas bajo la curva antes del tratamiento y a los cinco dias. Se
representaron como el area bajo la curva (ABC) de los deltas de glucosa a los 120 min.
Figura 19.
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FIGURA 19. EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE METFORMINA O METFORMINA + INDORRENATO POR 5 DIAS SOBRE EL A DE GLUCOSA. AREA

BAJO LA CURVA (ABC) CALCULADA A PARTIR DE LA CURVA DE PTGO. REPRESENTACION DEL PROMEDIO DE 5 RATAS +/- EE.
*p<0.05 VS METFORMINA POR T DE STUDENT.
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Estos datos se propusieron para trabajar con el experimento 1 con la concentracion de

100 mg/kg de metformina junto con el indorrenato 1 mg/kg en el experimento 1.
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VI. Discusion

El indorrenato ha sido estudiado como antihipertensivo central, ansiolitico y
antihiperglucémico (datos de laboratorio no publicados, Silva-Arzave 2015). Antes de
este estudio, se habia propuesto que la dosis mas efectiva en el efecto
antihiperglucémico era de 10 mg/kg. Pero nunca se habia evaluado los efectos no
deseados en la administracién subcronica en todos los tejidos invocrados.

En los siguientes parrafos, trataremos de ver los méritos del tratamiento con
indorrenato y su posible uso en la terapia de la enfermedad. Sin embargo, sin olvidar las
adversidades que este compuesto aun tiene que enfrentar para proponerlo con
seguridad, también buscaremos algunas posibles explicaciones de como algunas otras
lineas de investigacion apoyan nuestros hallazgos.

Diferentes informes dan cuenta de las consecuencias que la hiperglucemia tiene
en el deterioro de los o6rganos. Algunos pacientes que sufren de DM son mas
susceptibles a comorbilidades especificas, apareciendo de forma méas severa. Por otra
parte, algunos pacientes padecen la enfermedad de forma silenciosa y no son
correctamente diagnosticados.

En el presente trabajo se ha hablado muy poco de los farmacos actuales para
tratar la DM. Estos farmacos parecen estar enfocados a tratar con mayor precision la
posible etiologia de la enfermedad. Trataremos de ir nombrando alguno de los farmacos
en el tratamiento de algunas patologias encontradas y las similitudes que encontramos

con el compuesto planteado.

1. Disfuncion endotelial

Como se ha mencionado anteriormente, algunos autores han propuesto que la
disfuncion endotelial precede a la resistencia a la insulina. Por el contrario, otros
atribuyen el desarrollo de la disfuncion endotelial al dafio producido en el epitelio vascular
por los niveles elevados de glucosa. También se ha sugerido que es en el desarrollo del
sindrome metabolico cuando se producen estos cambios en la respuesta anormal del
endotelio. Pero, sin duda, todos los grupos coinciden en que el tratamiento oportuno
iniciado en cuanto se diagnostica al paciente es fundamental para reducir los niveles de

ECV grave.
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Como se observo en los graficos de 6rganos aislados, la combinacién de farmacos
propuesta ayuda a reducir la disfuncion endotelial. Ademas, el hecho de iniciar el
tratamiento inmediatamente después de que nuestras ratas fueran categorizadas con
DM ayudé en el tratamiento a observar este efecto beneficioso. Sin embargo, todavia
tenemos que analizar los cambios en la presion arterial de los animales in vivo y con un
modelo establecido por mas tiempo.

Se ha propuesto que el TAPV tiene actividades anticontractiles, estimulando y
secretando diferentes factores que contribuyen a una adecuada homeostasis contractil.
Por otra parte, alguno de los otros farmacos que han reportado tener beneficio para la
disfuncion endotelial son los Inhibidores de la DPP-4, agonistas del receptor del GLP-1
e inhibidores del SGLT-2 y la metfromina.

Aun desconocemos la funcién del indorrenato en el TAPV pero podemos
hipotetizar que puede estar relacionada con un efecto en la disminucion de triglicéridos

en sangre, datos que encontramos y no han sido reportados (Figura 3 anexo).

2. Glandula adrenal
En el presente estudio se observd que una dosis de indorrenato 10 mg/kg,

administrada de forma subcronica durante 10 dias en ratas macho sin enfermedades,
produce alteraciones en la glandula suprarrenal. Estas alteraciones se observaron como
un estado de hiperplasia en la glandula suprarrenal modificando el fenotipo de las células
en la zona fascicular. Esta hiperplasia nos hizo interesarnos por la accién del indorrenato
y Su interaccion con los receptores presentes en la zona fascicular de la glandula
suprarrenal.

Los estudios que corroboran si el indorrenato altera y estimula la glandula
suprarrenal fueron realizados y reportados en los anexos, en estos podemos observar
gue la estimulacion de la gandula adrenal en un medio de cultivo y bajo un solo estimulo
de indorrenato parece reducir los niveles de vesiculas en la zona fascicular (Figura 5
anexo). A partir de estos datos, demostramos que el indorrenato produce aumentos de
la presion en la rata descerebrada y desmedulada mediante la estimulacién de la
glandula suprarrenal(Figura 3 y 4 anexo). Ademas, el aumento de la presién no depende

de la dosis cuando se administra por via intravenosa, siempre que se eliminen las
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glandulas suprarrenales. Estos datos contrastan con lo que se habia informado. Se
afirmaba que el aumento de la presion, estimulada por el indorrenato, se debia
Gnicamente a la estimulacion de los receptores 5-HTR2 en el endotelio vascular.

Lamentablemente, hasta donde sabemos, se han estudiado pocos farmacos en
este tejido y sus posibles efectos en la DM. Uno de estos farmacos es la RU486, mas
conocida como Mepifestrona.

Aunque en sus inicios se propuso que el RU486 podria disminuir la resistencia a
la insulina mediada por el cortisol, esto debido a su interaccion con los receptores de
glucocorticoides, posteriormente se observd que tiene una actividad mas importante
sobre los receptores de progesterona. Por esta razon es que actualmete se utiliza como
abortivo, aunque se sigue utilizando en el tratamiento de los feocromocitomas. Este
estudio RU486, nos anima a pensar que nuestro compuesto podria tener algun efecto
beneficioso en el futuro, aunque no sea el que proponemos en este trabajo.

Por otro lado, dosis de 1 mg/kg de indorrenato no afectan negativamente a la
glandula suprarrenal. Observamos la disminucion de las vesiculas de glucocorticoides
tanto en tamafio como en numero presente de éstas. Todavia desconocemos los
mecanismos moleculares que pueden estar implicados. Ademas, desconocemos si las
modificaciones se producen por la estimulacion de los receptores 5-HTR2 o de algun otro
receptor de serotonina presente en las células de la glandula suprarrenal.

En la glandula suprarrenal, los receptores 5-HT2 a nivel central desempefian un
papel esencial en la secrecién de catecolaminas (Wetzler et al., 1996). No obstante,
autores como Sugimoto et al. (1995) y Yamada et al. (1997) informan de la presencia de
receptores 5-HT1Ay 5-HT2A en la médula suprarrenal, que también inducen la liberacién
de adrenalina.

Ademas, Contesse et al. (2000) informan de que el aumento de la secrecion de
glucocorticoides, hormonas sexuales y aldosterona parece estar regulado por la
estimulacién de los receptores 5-HT4 y 5-HT7. En cambio, Klaassen et al. (2002)
propusieron que los receptores 5-HT1A y 5-HT2C estan implicados en la secrecion y el
aumento de los niveles de glucocorticoides en la sangre. Sin embargo, no sabemos a
gué tipo de receptores se acopla el indorrenato y si los cambios que produce son

irreversibles.
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3. Tejidos involucrados en la
homeostasis de la glucosa.
Ademas, los estudios realizados con las ratas diabéticas del modelo propuesto

demostraron que los tejidos implicados en la homedstasis de la glucosa sufren muchos
cambios.

En el tracto gastrointestinal, los cambios debidos a la diabetes han sido
reportados como un aumento en el diametro del tracto gastrointestinal, principalmente a
nivel del duodeno y el yeyuno. Este aumento de diametro modifica y estimula la
proliferacion de las células enterocromafines presentes en las vellosidades, lo que
conduce a un aumento de la concentracion plasmatica de 5-HT y glucosa (Yabut et al.,
2015). El presente estudio corrobord que existe un aumento del indice porcentual de este
tejido. A nivel histolégico, se corrobor6 el cambio en la tamafio de las vellosidades que
lo conforman.

Por otro lado, se observé que el tratamiento con metformina, indorrenato y la
combinacion de estos dos farmacos disminuye la luz intestinal a nivel del duodeno. Esto
a pesar que la metformina se administré por diferente via a la usualmente utilizada.

A nivel microscopico, se observo que el tratamiento con indorrenato y metformina
mas indorrenato modificaba la poblacién celular de las crestas vellosas del intestino. Esto

podria deberse a un aumento del peristaltismo, estimulado por los receptores de
serotonina, a cambios en la mucosa gastrica, asi como una menor o mayor cantidad de
mucopolisacaridos en los que se ha visto que participan los receptores de tipo 4 a 5-HT.

Estos cambios pueden contribuir a ralentizar la absorcién de la glucosa por la
disminucion de los enterocitos y el aumento del peristaltismo, lo que habra que corroborar
en estudios posteriores.

En el tejido pancreatico de los islotes de Langerhans, principalmente en las
células beta, la 5-HT puede actuar estimulando la secrecion de insulina mediada por el
acoplamiento de esta molécula a los receptores 5-HT2A y 5-HT2B (Bennet et al., 2016).

Estudios previos en el laboratorio reportaron que el indorrenato a dosis de 10 ml/kg
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parece incrementar la secrecion de insulina. Estos datos faltan de ser corroborados y

reportados con los grupos realizados en este estudio.

En cuanto a los cambios en el musculo esquelético, la tendencia observada es una
pérdida de la masa que lo conforma en las ratas diabéticas. Debido al modelo utilizado y
al tiempo que la rata permanecio con hiperglucemia elevada, este cambio no se observo
en su totalidad.

Los grupos tratados con metformina y metformina mas indorrenato parecen aumentar el
indice porcentual de masa muscular en relacion con el grupo diabético. Estos datos son
muy similares a los que mencionan que la metformina detiene la pérdida de masa
muscular en la diabetes. Y aunado al ejercicio de las ratas puede contribuir a la ganancia

en la musculatura.

En el tejido hepético, las ratas diabéticas y la dosis de 10 mg/kg de indorrenato
parecen estimular el estado de fibrosis y esteatosis, respectivamente. El hallazgo de
estos datos apoya firmemente la interaccion del indorrenato con los receptores 5-HTo.
Estos receptores se han asociado con la serotonina como reguladora de la esteatosis y
la posible promocién de la carcinogénesis hepéatica (Niture et al. 2018; Choi et al., 2018;
da Silva, Eudy, & Deminice, 2020; Namkung et al., 2018). La dosis de indorrenato y de
metformina més indorrenato parecen disminuir los efectos de la fibrosis hepatica
provocada por la metformina. Todavia no entendemos del todo el mecanismo del
indorrenato, y a dosis bajas, parece no afectar a los receptores que promocionan la

esteatosis hepatica.

Con los tratamientos de indorrenato, metformina y metformina en combinacion con
indorrenato, se observo que habia una disminucion del tejido adiposo visceral en todos
los grupos administrados, en primera instancia, parece que el indorrenato esta
estimulando la lipdlisis al interactuar con el 5-HTR2 (Yun et al, 2018 y Mao et al., 2019),
o podria impedir la captacion de glucosa medida por el receptor GLUT-2 (Nakamura et
al, 2018; Rozenblit-Susan et al, 2019). Ademas, diferentes autores de la metformina

informaron de su efecto en la disminucion del tejido adiposo visceral, por lo que no es
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sorprendente que nuestros resultados también muestren esta disminucién. Sin embargo,
la accién de la metfomina parece ser mas lenta que la pérdida de tejido adiposo

estimulada por el indorrenato.

4. Interaccién combinacion
Indorrenato y metformina.
Con nuestros datos, determinamos que la dosis ideal de metformina para

combinarla con el indorrenato es de 100 mg/kg; con esta dosis se incremento el descenso
de la glucosa en sangre, obteniendo un descenso r4pido pero sin generar un efecto
hipoglucémico. Las dosis de 50 y 25 mg/kg combinadas con indorrenato también parecen
aumentar en comparacion con la dosis de metformina administrada sola.

Aun falta realizar un estudio mas profundo sobre la interaccion de indorrenato y la
metformina, pero con este primer acercamiento se queria comprobar que puede haber
un sinergismo, que ambos farmacos se pueden complementar para cubrir las
deficiencias de administar un solo farmaco.

AuUn queda por definir si el indorrenato produce cambios en la secrecion de cortisol
y si, en combinacion con la metformina, potencia el efecto beneficioso de ambos

compuestos en un tratamiento cronico.

50



VII. Conclusiones

El andlisis de érganos propuesto en este estudio en ratas diabéticas muestra que
el exceso de glucosa en sangre provoca cambios en el TAPV, lo que puede
desencadenar alteraciones en la perfusion de los 6rganos y alterar la morfofisiologia de
los mismos; las alteraciones provocadas por la enfermedad aumentan la probabilidad de
comorbilidades, ECV y un r4pido deterioro del individuo.

En el tejido hepatico, la probabilidad de desarrollar fibrosis hepética aumenta con
la DM, mientras que los cambios en el duodeno se observan con el aumento del lumen

del tracto gastrointestinal en los pacientes con DM.

Con nuestras observaciones, parece que una dosis subcrénica de 1 mg/kg atenta
eficazmente los defectos causados por la diabetes en diferentes 6rganos, principalmente
en el endotelio vascular y la glandula adrenal. Es de nuestro escaso conocimiento, que
estos aspectos han sido poco estudiados 0 no se han estudiado con otros tratamientos
para la DM.

Por ello, consideramos que tenemos que completar la elucidacion de los cambios
producidos por el indorrenato, para proponerlo en el tratamiento de la DM2 y que es
seguro administrarlo en conjunto con la metformina. Con esta primera aproximacion
preclinica, se observé que, en comparacion con el grupo diabético, el indorrenato y su
combinacion con la metformina reducen el indice porcentual de la glandula suprarrenal,
el tejido hepatico, el duodeno y la grasa visceral, pero también coadyuvé en restablecer
la respuesta relajante y contractil del endotelio vascular, que desempefia un papel

esencial en la homeostasis de la glucosa.

Las modificaciones en las células de la corteza, mas a detalle en la zona facicular,
de la glandula suprarrenal a dosis de 10 mg/kg de indorrenato nos llevan a preguntarnos
si existe una inhibicién de la sintesis de glucocorticoides o si sélo se estimula la secrecion
de estos. La disminucion de los niveles de glucocorticoides en sangre puede modificar la

resistencia a la insulina inducida por los glucocorticoides y corregir la glucemia.
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Por otra parte, la estimulacion excesiva de la liberacion de glucocorticoides
conduce a un estado de agotamiento parcial de la glandula suprarrenal, lo que lleva a un
estado hipoglucémico tras la liberacion excesiva de cortisol. Efecto al cual podria deberse
el cambio hipoglucemiante en las PTGO con dosis de 10 mg/kg de indorrenato en ratas

normoglucémicas.

Alun desconocemos las respuestas moleculares que produce la administracion
subcroénica y cronica del indorrenato, debido a la posibilidad de interacciones que puede
tener con los receptores a serotonina y que estos pueden desencadenar muchos

cambios, tenemos mucho trabajo para seguir investigando.
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VIll.  Perspectivas

Concluir la cuantificacion de los niveles séricos de insulina y glucocorticoides en
todos los grupos que se realizaron para este trabajo.

Aclarar las modificaciones que el indorrenato produce a nivel de la glandula
suprarrenal, por ejemplo, la sintesis de glucocorticoides, mineralocorticoides,

hormonas sexuales y catecolaminas.

Categorizar la interaccién del indorrenato sobre los receptores 5-HT2, 5-HTsy 5-
HT-.

Concebir la administracion de indorrenato en ratas diabéticas con la enfermedad
largamente establecida.

Investigar y ampliar las interacciones del indorrenato y la metformina. (0,5, 1y 2,5
mg/kg de indorrenato).

Examinar la interaccion del indorrenato y el microbioma del tracto digestivo.

Analizar los cambios moleculares producidos por el indorrenato en la via de
sefalizacion de la insulina.
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IX. Anexos

1. Anexos informaticos

Cultivo de glandulas adrenales para su estimulacion con indorrenato.

Antes de realizar los cultivos tridimensionales, se prepard la caja de cultivo que se
utilizé. En esta ocacion utilizamos cajas multipozo de 6 pozos. Afiadir medio de cultivo
de a 2.5-5 ml, colocarlo en la incubadora a 37°C con una atmésfera de 5% de CO.. Se
Prepar6 la matriz con un dia de antelacion. Se recomienda utilizar una concentracion de
alginato- medio de cultivo que mimetice la rigidez del tejido adiposo.

Se coloc6 la matriz diluida en un tubo de centrifuga y adicionaron las glandulas a cultivar.
Se tomd con una micropipeta todo el volumen y proceder a la gelificacion o polimerizacion
de la matriz, puede ser agentes cataliticos como Ca?*.

Colocar en un medio DMEM previamente templado e incubar durante 24 horas a 37°C
en una incubadora con 5% de COo..

Para adicionar el tratamiento, se administré entre 30 o 45 después de realizar el cultivo
para asegurar que el cultivo ha comenzado a desarrollarse.

El medio de cultivo debe ser revisado diariamente y en caso de presentar un color

diferente se cambid sin adicionar de nuevo el tratamiento.
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2. Anexos figuras

Rata PPB

FIGURA 1 ANEXO. DIAGRAMA DE VENN DEL ANALISIS IN SILICO DEL INDORRENATO. PARA REALIZAR EL ESTUDIO IN SILICO SOBRE LA POSIBLE
INTERACCION DEL INDORRENATO CON LOS RECEPTORES, SE UTILIZARON TRES PROGRAMAS DE LIBRE ACCESO;
"SWISSTARGETPREDICTION", "SEA RESEARCH PREDICTION" Y "POLYPHARMACOLOGY BROWSER". SE HIZO UN DIAGRAMA PARA
ANALIZAR LAS COINCIDENCIAS. LOS TRES PROGRAMAS COINCIDEN EN QUE PUEDE UNIRSE A LOS RECEPTORES 5-HTR1a, SLC6A4, 5-
HTRg4, 5-HTR2g, 5-HTR1g, 5-HTRc, 5-HTR7, 5-HTR2a Y 5-HTR1p.
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FIGURA 2 ANEXO. CURVA DOSIS RESPUESTA DE CONTRACCION ESTIMULADA CON NE. LA CURVA SE REALIZO PARA ESTIMULAR LAS AORTAS
DE LOS GRUPOS TRATADOS CON LA DEso QUE CORRESPONDE A 1107 M
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FIGURA 3 ANEXO. CURVA DOSIS-RESPUESTA DE A PAM CON LA ADMINISTRACION I. V. DE INDORRENATO EN RATA DESCEREBRADA Y
DESMEDULADA. LA PAM AUMENTA CON LA ADMINISTRACION DE INDORRENATO S| PERMANECEN LAS GLANDULAS ADRENALES
INTACTAS. SI LAS GLANDULAS ADRENALES SE EXTRAEN LA PAM NO REVASA LOS 20 MMHG. LOS RESULTADOS SON EXPRESADOS EN
LA MEDIA = S.E.M. DE 6 EXPERIMENTOS POR GRUPO
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FIGURA 4 ANEXO. CURVA DOSIS-RESPUESTA DE A FC CON LA ADMINISTRACION I. V. DE INDORRENATO EN RATAS DESCEREBRADAS Y
DESMEDULADAS. LA FC NO DISMINUYE EN LAS PRIMRAS DOSIS SI LAS GLANDULAS ADRENALES PERMANECEN INTACTAS. SI LAS
GLANDULAS ADRENALES SE EXTIRPAN LOS A FC AUMENTAN HASTA LA DOSIS DE 3.1 MG/KG. LOS RESULTADOS SON EXPRESADOS EN
LA MEDIA £ S.E.M. DE 6 EXPERIMENTOS POR GRUPO
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CULTIVO CONTROL CULTIVO TRATADO CON INDORRENATO

10X

40X

FIGURA 5 ANEXO. IMAGENES REPRESENTATIVAS DE CULTIVO TRIDIMENSIONAL DE LA GLANDULA ADRENAL INCUBADAS 4 HORAS A 37¢C Y 5
% DE CO2. N=3 CON Y SIN INDORRENATO (10uM). LAS IMAGENES SUPERIORES REPRESENTAN CULTIVOS TRIDIMENSIONALES DE LAS
GLANDULAS SUPRARRENALES CULTIVADAS EN ALGINATO, TRATANDO DE IMITAR UN ENTORNO MAS NORMAL, GRUPO DE CONTROL
LADO DERECHO Y GRUPO TRATADO LADO [ZQUIERDO N=3. EN LA SIGUIENTE LINEA DE IMAGENES SE OBSERVA LA ULTRAESTRUCTURA
INICIAL DE LA GLANDULA SE OBSERVA LA PERDIDA DE LA DELIMITACION DE LAS ZONAS QUE COMPONEN EL AREA DE LA CORTEZA.
FINALMENTE, LA ULTIMA SERIE DE IMAGENES CORRESPONDE A UN AUMENTO DE 40X, EN LA IMAGEN DE LA DERECHA SE VISUALIZA

LA PERDIDA DE LAS VESICULAS QUE ALMACENAN LOS GLUCOCORTICOIDES EN EL LADO IZQUIERDO DE LA IMAGEN SE OBSEVA LA ZONA
DE LA CORTEZA SIN CAMBIOS.
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