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ABREVIATURAS
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ECNT= Enfermedades crdénicas no transmitibles

Egr1= Factor de transcripcion inmediato

EIGR= Grupo europeo para el estudio de la resistencia a la insulina
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PEPCK = Gluconeogénicos Fosfoenol piruvato carboxicinas
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IMC = indice de masa corporal

i.p. = Intraperitoneal

KDa = Kilodalton



LDL= Lipoproteina de baja densidad

LKB1= Cinasa de higado B 1
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TA = Tejido adiposo

TGF-B = Factor de crecimiento transformante beta
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RESUMEN

El sindrome metabdlico (SM) es wuna agrupacion de anormalidades
antropométricas, fisioldgicas y bioquimicas que incrementan el riesgo a desarrollar
enfermedades cardiovasculares y diabetes Mellitus tipo II. La cinasa
dependiente de AMP (AMPK) regula el metabolismo energético fosforilando
proteinas y regulando la expresion de genes claves, resultando en la reduccién del

almacenamiento de energia e incrementando su utilizacion.

Objetivo. Evaluar los efectos del tratamiento con la metformina en la expresién
de genes que participan en la via de sefializacién de AMPK y de esta misma en

diferentes tejidos de ratas con SM.

Metodologia. El SM fue inducido mediante la alimentacién con sacarosa al 30%
en el agua de beber durante 16 semanas, adicionalmente un grupo con SM fue
tratado con metformina durante 5 semanas mas y como control fueron utilizadas
ratas con agua simple ad libitum. Después se aislé tejido adiposo (TA), hepatico
(TH), muscular cardiaco (TMC) y muscular esquelético (TME). A partir de RNA
total, se obtuvo cDNA mediante retrotranscripcion y se evalud la expresion de
AMPK alfa1, AMPK alfa 2, mTOR y PGC1-alfa mediante qRT-PCR.

Resultados. El TMC vy el TA fueron de los mas afectados junto con el TH y el
por el SM donde las isoformas de AMPK resultaron alteradas vy el tejido menos
afectado fue el TME, asi como PGC-1 alfa y mTOR cuyas alteraciones fueron
diferentes segun el tejido estudiado. Finalmente, el tejido menos afectado fue el
TME donde se alteré la expresion de PGC-1alfa y de AMPK alfa 1. El tratamiento
con metformina revierte completamente las alteraciones en TMC, TA 'y en TH
parcialmente, a diferencia del TME donde si bien no fue tan afectado por el

sindrome metabdlico, si lo fue por el tratamiento con metformina.

Conclusiones El sindrome metabdlico induce alteraciones en la expresion de
genes que participan en la via de sefnalizacion de la AMPK e incluso las isoformas
cataliticas de AMPK se ven afectadas; es importante sefalar que estas
alteraciones se presentan de manera tejido especifica y el tratamiento con

metformina revierte tales alteraciones casi en su totalidad.
11



1. INTRODUCCION

Actualmente el mundo experimenta una grave epidemia de enfermedades
cronicas con alta mortalidad cardiovascular. Entre las principales causas de esta
epidemia de acuerdo con reportes recientes, se encuentran los factores de riesgo

asociados con la dieta y el estilo de vida. (Figura 1)

Estas enfermedades crénicas presentan factores de riesgo como son indice de
masa corporal (IMC) elevado (obesidad), hipertension, hiperglicemia en ayuno y
dislipidemias. Es importante sefalar que tienen un componente genético, sin
embargo se ha observado un incremento en sus prevalencias tan importantes y en

tan poco tiempo, que la influencia del medio ambiente resulta innegable. "

Figura 1. Obesidad Mundial en adultos IMC >30.0, segiun la OMS

IMC en adultos % obesos (>=30.0)

250.0

40.0 - 50.0
30.0 - 40.0
20.0 - 30.0
10.0 - 20.0
5.0 - 10.0
0.0 - 5.0

No hay datos

12



México se encuentra en una transicion epidemiologica que presenta grandes retos
al sistema de salud y a la sociedad. A principios del siglo pasado, las primeras
causas de mortalidad se relacionaban con enfermedades infecciosas y
parasitarias, salud materno-infantil y deficiencias alimentarias. Sin embargo para
la segunda mitad de ese siglo, las enfermedades crénicas no transmitibles (ECNT)
comenzaron a cobrar importancia y sus complicaciones se han convertido en la

primera causa de mortalidad en el pais.

MORTALIDAD PROPORCIONAL
(% DE MUERTES TOTALES, TODAS LAS
EDADES)

B ENFERMEDAD
CARDIOVASCULAR

BDIABETES

B ENFERMEDADES
RESPIRATORIAS

BCANCER

® ENFERMEDADES NO
COMUNICABLES

Figura 2. Mortalidad Proporcional en México, segin la OMS 2010.



2. FUNDAMENTACION TEORICA

2.1 Definicion del sindrome metabdlico(SM)

Una definicion general del SM agrupa anormalidades antropométricas, fisioldgicas
y bioquimicas que aumentan el riesgo de desarrollar enfermedad cardiovascular y

Diabetes Mellitus tipo Il. #*® (Figura 3)

I " o . Factores ambientales
Predisposicion genetica
] P g | Sedertansmo - Obesidad central

|
y
[ | Elevaciones minimas:da factores de riesgo |
[
R N
Elevaciones de fal:’m'res de riesgo mas
alla de umbrafks formales

il
oz

v

Complicaciones

propias de la Diabetes
nefropatia, neurcpatia, refinopatia

—

Enfermedad
Cardiovascular

Sindrome metabdlico
Y

Figura 3. Sindrome metabdlico (Horacio Carbajal y Martin R. Salazar)

2.2.1 Cronologia del SM

Existen antecedentes que senalan la existencia de una relacion en cuanto a las
anormalidades metabdlicas incluso antes de la primer definicion del SM llamada
sindrome X por Gerald Reaven en 1988, a partir de esta definicion se ha debatido
sobre el nombre, la fisiopatologia, sus componentes, los niveles de corte e incluso

sobre el significado del SM.©

A) B) ) D) E) F) G) H) D) )
1923 1956 1981 1987 1988 1999 2001 2003 2004 2010 I

Figura 4. Linea del tiempo de la evolucién del SM
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A) 1923. Kyle y col. evidencian una relacion en cuanto a las alteraciones
metabdlicas, la cual involucraba la aparicion de hipertension, hiperglicemia,

obesidad e hiperuricemia.

B) 1956. Vague y col. sugieren que la obesidad abdominal puede predisponer a

la diabetes y a enfermedades cardiovasculares.

C) 1981. Ruderman y col. Sefialaron la existencia de individuos metabdlicamente
obesos con pesos normales, caracterizados por hiperinsulinemia y posiblemente

con aumento de tamano en sus células adiposas.

D) 1987. Fujioka y col. propusieron una nueva clasificacion de obesidad (obesidad
de la grasa visceral vs obesidad de la grasa subcutanea).

E) 1988. Gerald Reaven propuso el nombre de sindrome X para describir el
fendbmeno en el cual los individuos presentan resistencia a la insulina e
hiperinsulinemia compensatoria, niveles altos de triglicéridos y bajos de colesterol
HDL e hipertension los cuales significaban factores de riesgo para enfermedades

cardiovasculares.

F) 1999. La Organizacién mundial de la salud (OMS) introdujo el nombre de

Sindrome Metabdlico basado en la resistencia a la insulina.

G) 2001. El panel lll del tratamiento del adulto programa nacional de educacién del

colesterol (NCEP ATP Ill) acufid el nombre de sindrome metabdlico.

H) 2003. La asociaciéon americana de clinicos endocrindlogos (AACE) regreso al
nombre de Sindrome de Resistencia a la Insulina (SRI).

1) 2004. Ridker y col. propusieron la inclusién de la proteina C reactiva de alta
sensibilidad y fue establecido como un fuerte factor de riesgo para enfermedades

cardiovasculares.

J) 2010. La OMS limité la utilidad del SM como una herramienta para el manejo

clinico 6 estudios epidemiolégicos.

15



2.1.2 Definiciéon segun la OMS

La OMS define al sindrome metabdlico como la presencia de intolerancia a la
glucosa 6 Diabetes Mellitus, y/6 resistencia a la insulina junto con dos o mas

componentes como:

e Presion arterial elevada = 140/90 mmHg

e Elevacion en los triglicéridos plasmaticos = 150 mg/dL y/6 disminucion de la
HDL-C < 35 mg/dL en hombres y < 39 mg/dL en mujeres.

e Obesidad Central: Relacion cadera/cintura >0.9m en hombres y > 0.85m en
muijeres y/6 indice de masa corporal >30 Kg/m?

e Microalbuminuria: Grado de excrecion de albumina urinaria = 20 ygm/min 6

la relacion albumina/creatinina 230 pgm/min

2.1.3 Definiciéon segun el grupo europeo para el estudio de la resistencia a la
insulina (EIGR)
El EIGR propuso una modificacion a la definicion de la OMS, usando el término

sindrome de resistencia a la insulina en lugar de sindrome metabodlico.

De acuerdo con la EIGR los criterios diagnosticos incluyen la elevacion de la

insulina plasmatica mas dos de los siguientes factores:

e Obesidad Abdominal: La circunferencia de la cintura = 94 cm en hombres y
= 80 cm en mujeres.

e Hipertension: 2 140/90 mmHg 6 en tratamiento antihipertensivo.

e Elevacién en los triglicéridos: = 150 mg/dL y/é una disminucion de la HDL-C

<39 mg/dL tanto para hombres como para mujeres.

e Elevacidén en la glucosa plasmatica: alteracién en la glucosa en ayunos,

pero no diabetes.
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2.1.4 Definicion segun Panel de tratamiento del adulto Ill programa nacional
de educacioén sobre el colesterol (NCEP ATP Ill)

De acuerdo con el NCEP ATP lll, un sujeto tiene Sindrome Metabdlico si tiene tres

0 mas de los siguientes criterios:

e Obesidad Abdominal: Circunferencia de la cintura 2102 cm en hombres y =
88 cm en mujeres

e Hipertrigliceridemia: 2150 mg/dL

e Disminucién en la HDL-C: < 40 mg/dL en hombres y < 50 mg/dL en mujeres

e Elevada presién sanguinea: >130/85 mmHg

e Alteracion en la glucosa en ayunas: > 110 mg/dL

EL NCEP ATP lll considera el estado proinflamatorio y el estado protrombdético
como componentes del sindrome metabdlico aunque no estan incluidos en los

criterios que definen al sindrome metabdlico.

2.1.5 Definicion segun la asociacion americana de clinicos endocrinélogos
(AACE)

La AACE al igual que el EGIR prefiere usar el término sindrome de resistencia a la

insulina en lugar de sindrome metabdlico. "

e Algun grado de intolerancia a la glucosa (IFG/IGT)

e Metabolismo anormal del acido urico (Concentracion plasmatica de acido
urico, aclaramiento renal de acido urico)

e Dislipidemia (Triglicéridos, HDL-C, diametro de particula de la LDL,
acumulacién postprandial de lipoproteinas ricas en triglicéridos)

e Cambios hemodinamicos (actividad sistémica de los nervios simpaticos,
retencién renal de sodio, presion arterial)

e Factores protrombdticos (inhibidor-1  del plasminégeno activado,
Fibrinbgeno)

e Marcadores de inflamacion (Proteina C-reactiva, conteo de células blancas)
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e Disfuncion endotelial (Adhesién celular mononuclear, concentracion
plasmatica de moléculas de adhesion celulares, concentracion plasmatica

de dimetilarginina asimétrica, vasodilatacién endotelio-dependiente).

2.1.6 Definicion segun el congreso global de la federacién internacional de
diabetes (IDF)

Esta definicion identifica a la obesidad central como un componente esencial del
sindrome metabdlico y define a la obesidad central (basada en raza-y género

especificos (Tabla 1), mas dos de los siguientes parametros:

e Elevacién en los triglicéridos: = 150mg/dL 6 historia de un tratamiento
especifico a esta anormalidad en los lipidos

e Reduccion de la HDL-Colesterol: <40 mg/dL en hombres y < 50 mg/dL en
mujeres O historia de un tratamiento especifico a esta anormalidad en los
lipidos.

e Elevada presién arterial: Presion arterial sistélica = 130 mmHg 6 diastdlica =
85 mmHg ¢ tratamiento de hipertension diagnosticada.

e Elevacién en los niveles plasmaticos de glucosa en ayunas = 100 mg/dL o

diagndstico previo de DM2.
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Tabla 1. Valores de corte de obesidad central segun su pais/grupo étnico
descrito por la IDF, la cual identifica la obesidad central como un

componente esencial del SM

Pais/Grupo étnico Valores de Circunferencia de la cintura

Hombres Mujeres

Europeos 294cm 280 cm

Asiaticos basados en China, - =il 280 cm

india

Chinos =90 cm 280 cm

Japoneses =90 cm 280 cm

SRR GER G-l BA Usar las recomendaciones de los asiaticos
del sur del sur hasta contar con datos especificos

disponibles para esas poblaciones

Africanos Sub-Sahara Usar datos europeos hasta contar con datos
especificos disponibles

Vel s 25 (c8 s Usar datos europeos hasta contar con datos

Medio oriente (Arabes) especificos disponibles

19



2.2. LA CINASA DEPENDIENTE DE AMP (AMPK)
2.2.1 Estructura de AMPK

AMPK en mamiferos existe como un complejo heterotrimérico que consiste en
una subunidad alfa de 63 KDa, una subunidad beta de 43 KDa y una subunidad
gamma de 38 KDa. Distintos genes codifican las tres subunidades de AMPK, con

genes separados que codifican para cada isoforma de las subunidades.

Las subunidades alfa y beta tienen dos isoformas y la Gamma tiene tres
isoformas. Dos cDNA’s codifican las subunidades alfa con el gen de alfa 1
codificando a una proteina de 548 aminoacidos y la subunidad alfa 2 codificando
una proteina de 552 aminoacidos. (Figura 5)

(a) LKlB1 /'P\
T'I|?2 T2|58 sa:as
] - o w
T1|?2 T2|58 s4|91
N | | | [c @
Kinase Inhibitory? By binding
(b) S
s|24 s?”na S1|82
wl O] e
w{ [ [
Glycogen oy binding
binding
(c) L AMP binding?
N-| [cas1| |CB§4 |casq [casq |-c 7l
R302Q H383R T400N R531G
=S Linslr//'. N"‘tf‘e’l;//
N~| [cas1| |casz{ |t:Bse1 |c554| |»C 2
N~| [CBs1| |CBSZ| [cssj |c:354| fc 125
N~| [6551] [CBSZ| [casj [casa] Fc 3
100 amino acids RZ;SQ

Figura 5. Subunidades e Isoformas de AMPK ©®
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En ambas isoformas la regién N-terminal cubre el dominio catalitico de proteina
cinasa de serina-treonina con numerosos sitios regulatorios que son fosforilados

por cinasa rio arriba.

Se han identificado sitios de fosforilacion por cinasas rio arriba en las subunidades
alfa, dentro de los que se encuentran la Thr 172, tanto en la subunidad alfa 1 y alfa
2, la Thr 258 en alfa 2, Ser 173/485/497 en alfa 1 y Ser 491 en alfa 2. El sitio mas
importante de fosforilacion es la Thr 172 localizada en el asa de activacion del sitio

catalitico, esta fosforilacion es critica para la activacion de la AMPK.

La regién C-Terminal de las subunidades cataliticas no es directamente
responsable de la actividad catalitica pero esta involucrada en la interaccion
directa con la subunidad beta de AMPK; al igual que la subunidad alfa, la
subunidad beta esta codificada por dos cDNA’s distintos, el cDNA beta 1 codifica
para una proteina de 270 aminoacidos y el cDNA beta 2 codifica para una proteina
de 271 aminoacidos. Estas subunidades beta comparten un 71% de identidad de
los aminoacidos y ambas contienen dominios de unioén a glucégeno (aminoacidos
del 72 — 151) esta es una caracteristica estructural de las enzimas que
metabolizan glucogeno, es por esto que AMPK ha sido localizada en granulos de
glucogeno; este dominio de unién a glucogeno puede ser importante para la
localizacion de la holoenzima y/o sus sustratos blanco. Las subunidades beta
también poseen un dominio C-Terminal que es requerido para unir las

subunidades alfa y gamma.

A diferencia de las subunidades alfa y beta, la subunidad gamma tiene tres

isoformas gamma1, gamma 2 y gamma 3.

El cDNA para la isoforma gamma1 codifica una proteina de 331 aminoacidos.
Dado que la subunidad gamma2 tiene dos sitios de inicio de la transcripcion,
produce transcritos de varios cortes y produce dos proteinas de tamaro distinto
(gamma2 a y gammaz2 b). La subunidad gammaZ2a produce dos transcritos de 3.8

y 3.9 Kb. Ambos transcritos codifican una proteina de 569 aminoacidos que
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contiene un exceso de 241 aminoacidos localizados en la region N-Terminal; los

genes de las otras gamma subunidades carecen de este exceso de aminoacidos.

La subunidad gamma 2b tiene 2.4 Kb de largo y codifica una proteina de 328
aminoacidos, la caracteristica principal de todas las isoformas gamma de AMPK
es la presencia del dominio de union a nucledtidos AMP/ATP, dentro del complejo
heterotrimérico de AMPK en forma de tandem con motivos de homologia a
Cistationina-3-Sintasa (CBS) repetidos en tandem llamados “Dominios

Bateman.”??

En las isoformas cataliticas se han encontrado tres sitios de fosforilacion Thr 172,
Thr 258, y Ser 485 en alfa 1 y 491 en alfa 2.

Las subunidades beta son miristoiladas en su regién N-terminal y contienen
multiples sitios de fosforilacion. ElI dominio C-terminal esta involucrado en la
union de la subunidad alfa y gamma; un dominio putativo de union a glucégeno

han sido identificado entre los residuos 72 — 151 de la subunidad .

Las subunidades gamma contienen cuatro copias de dominio CBS, los cuales se

encuentran involucrados en la unién a AMP.

En mamiferos, hay distintas composiciones 6rgano especificas de las subunidades
de AMPK que conforman la holoenzima.?”

Por ejemplo, la subunidad alfa 1 se expresa ubicuamente mientras que la
subunidad alfa 2 se expresa principalmente en corazéon, musculo esquelético e
higado, a diferencia del tejido adiposo donde la subunidad alfa 1 es la que se

expresa mayoritariamente.(Tabla 2)
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Tabla 2. Distribucién de las isoformas de AMPK en distintos tejidos®*"

Subunidad-alfa Subunidad-beta Subunidad-gamma

Tejido a-1: 90 %
adiposo
a-2:10%
Corazon a-1: 30 % B1<B2 v1::85%
a-2:70% v2 :15%
a-1:45 % B1>B2 v1:90%
a-2:55% v2 :10%
Musculo a-1:20 % B1<B2 v1:90%
esquelético
a-2:80% v2 :10%

v3:ND

2.2.2 Fosforilacion de AMPK

La region N-Terminal de la subunidad alfa abarca el dominio catalitico serina

treonina, el cual cuando se fosforila incrementa la actividad de cinasa.

Entre los diferentes residuos presentes en este dominio, la fosforilacién en la Thr

172 es critica para la activacién de AMPK.

Cuando el AMP se une a los dominios Bateman ( los cuales son 4 repeticiones en
Tandem de un motivo CBS) dentro de la subnidad gamma, el AMP activa
alostéricamente a AMPK, por desplazamiento del ATP unido dentro del subunidad

gamma y promueve subsecuentemente la actividad de AMPK.
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Por otro lado existen reportes que el AMP no promueve la fosforilacion de AMPK
sino que actua via la inhibicién de proteina fosfatasa como por ejemplo (PP2C
alfa) que desfosforila a AMPK por lo que deja de estar en su estado activo de

cinasa.

Mientras que el mecanismo de cémo lo niveles de AMP/ADP/ATP regulan la
fosforilacion de AMPK no han sido del todo esclarecidos®, los mecanismos por
los cuales cinasas rio arriba AMPKKs incrementan la actividad de AMPK han

sido bien investigados.

Diferentes cinasas fosforilan el residuo Thr 172 de AMPK incluyendo la cinasa de
higado B1(LKB1), la cinasa dependiente de calmodulina, (CaMKKa) y (CaMKKR) y
la cinasa activada por el factor de crecimiento transformante B (TGF)-B. En el
caso de la cinasa LKB-1, ésta forma un complejo con la proteina reguladora MO25

y la pseudocinasa STRAD para formar una AMPKK.

Adicionalmente a los mecanismos que fosforilan en la Thr 172 y activan a AMPK,
se han identificado sitios de inhibicién para esta cinasa, y se ha demostrado que
AMPK sufre una fosforlilacion inhibitoria en los residuos serina 485 y 491 de las
subunidades cataliticas a1 y a2.%? Este efecto inhibitorio puede ser mediado por
una cinasa rio arriba como la proteina cinasa B (PKB/AKT) y la proteina cinasa A
(PKA).

La union de AMP o ATP induce un cambio conformacional en el dominio cinasa
que protege a AMPK de la desfosforilacion en la Thr-172 probablemente
catalizada por una proteina fosfatasa 2-C. La combinacion de los efectos
alostéricos y la fosforilaciéon causa un incremento >1000 en la actividad de cinasa,
permitiéndole asi responder mejor a pequefios cambios en el estatus energético

celular de una manera altamente sensible.
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AMPK se activa en respuesta a una variedad de estrés metabdlicos que
tipicamente, pero no exclusivamente, cambian la relacion AMP: ATP, ya sea por
un incremento en el consumo de ATP (activacion de vias biosintéticas) o
reduciendo la produccion de ATP seguida de una hipoxia, privacion de glucosa e
inhibicion de la fosforilacion oxidativa mitocondrial con venenos metabdlicos
(arsenita, oligomicina, dinitrofenol, azida y antimicina A). AMPK juega un papel en

la adaptacién metabdlica en respuesta a un estrés metabdlico agudo y croénico.
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2.2.3 FUNCION DE AMPK

El balance entre la produccion y utilizacion de energia recae en varios sistemas
celulares, donde hasta ahora se han identificado varios sistemas claves en el
control de las enzimas que modulan la homeostasis energética celular como el de
la AMPK. (Figura 6)

Figura 6. Regulador maestro del metabolismo "

Esta es una proteina cinasa de serina-treonina conservada filogenéticamente la
cual se ha propuesto que actua como un switch maestro metabdlico mediante la
adaptacion celular al ambiente o a los factores de estrés nutricional,®ya que es un
sensor del balance energético periférico, que se activa cuando el suministro de
energia es bajo, respondiendo a un incremento intracelular de AMP vy niveles

decrecientes de ATP.“4"
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La AMPK fosforila diversos sustratos con la finalidad de inhibir vias metabodlicas

consumidoras de ATP y activar a las productoras. (Tabla 3)

Tabla 3. Enzimas Relacionadas con la actividad de AMPK

Organo/Tipo celular [ | Resultado inmediato Resultado bioldgico final

Homeostasis de la
glucosa- Blancos
principales
Musculo

Corazén

Higado

Blancos primarios
Higado
Musculo

Higado
Tejido adiposo

Funcion

Biogénesis/
mitocondrial
Musculo

Musculo
Musculo

Glucdgeno sintasa
6-Fosfofructocinasa 2
Factor de Transcripcion
CREBP

Acetil CoA carboxilasa-
1/a

Acetil CoA carboxilasa-
1/8

HMG-CoA reductasa
Lipasa sensitiva a
hormonas

Factor de transcripcion
(NRF1)

UCP3

Co-activador PGC-1a

Actividad enzimatica|
Actividad enzimatica|
Unién al ADN|

Actividad enzimatica|
Actividad enzimatica|
Actividad enzimatica|
Activacion por PKA|

Unién a ADN
Expresion
Expresion
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Sintesis de glucégeno|
Glucolisist

Expresion de piruvato
cinasa|

Sintesis de ac. grasos|
Oxidacion de ac. grasos?t
Sintesis de colesterol|
Lipdlisis|

Biogénesis
mitocondrial P
Bomba de
mitocondrial P
Biogénesis
mitocondrial P

protones



Si bien la accion de la activacion en el balance energético sistémico se logra por
la rapida y directa fosforilacion de enzimas metabdlicas, la AMPK también ejerce
efectos a largo plazo modificando la expresiéon de diversos genes. ®'*'" al menos

en parte por la fosforilacion de factores transcripcionales. (Tabla 4)“”

Tabla 4. Factores transcripcionales fosforilados por AMPK en higado

Blanco Sitio de Efecto de la Fosforilacion Genes Blancos

fosforilacion

ChREBP Ser®®® Unién a ADN| Genes glucoliticos y lipogénicos
Fox01 ? Estabilidad de proteinas| G6Pasa

HNF4 Ser’™ Estabilidad de proteinas| L-PK, ApoCllI,...

SREBP1c - Expresion de genes| Genes glucoliticos y lipogénicos
TORC2 Ser'" Detencion citoplasmatica?t Genes gluconeogénicos
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2.2.4 Las consecuencias transcripcionales de la activacion de AMPK.

AMPK modula la transcripcion de numerosos genes que incrementan la
produccion de ATP a través de la glucolisis y el uso de lipidos como un recurso de

energia mitocondrial.

Cuando se ha tratado a roedores con compuestos activadores de AMPK, como
AICAR, acido Beta-guanadinopropionico (un agente que depleta fosfocreatina) o
resveratrol, todos incrementan la biogénesis mitocondrial en musculo esquelético.
La accién de estos agentes sobre el contenido mitocondrial y en la expresion de
genes es altamente deteriorada en modelos con la actividad de AMPK defectuosa,
implicando que AMPK es un regulador maestro de los mecanismos de la

traduccion controlando la biogénesis mitocondrial. ¢?
2.2.5 Potencial de AMPK en SM

La importancia de AMPK es que podria tener efectos benéficos en el sindrome
metabdlico a través de una manera independiente a la insulina al incrementar la
utilizacién de glucosa en musculo, disminuir la produccion de glucosa hepatica e
incrementar la oxidacion de acidos grasos tanto en musculo como en higado.
Mientras que en el tejido adiposo que es un jugador clave en la regulacion de la
sensibilidad a la insulina, en la liberacion de acidos grasos (lipdlisis) y la secrecion

de hormonas. ®"

2.2.6 AMPK media los efectos metabdlicos de las adipocinas

Un gran avance en el entendimiento del metabolismo de las ultimas décadas es el
reconocimiento de la funcién endocrina del tejido adiposo, secretando una gran
cantidad de hormonas, citocinas y lipidos que cumplen una funcion sistémica en la
homeostasis de la glucosa, lipidos, regulacién del peso, presion sanguinea y
funcién inmune. Estas moléculas han sido denominadas adipocinas y muchas de

sus acciones metabdlicas estan mediadas por AMPK.“"
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2.2.6.1 LEPTINA

Es una hormona secretada por los adipocitos y juega un papel en la ingesta de

alimentos, gasto energético, peso corporal y la funciéon neuroendocrina.

La leptina estimula la oxidacion de acidos grasos, la captacion de glucosa, y

previene la acumulacion de lipidos en tejidos no adiposos.

Adicionalmente a sus efectos en la ingesta de alimentos, controla procesos

inmunes e inflamatorios.

En la obesidad, especialmente en la adiposidad visceral, el tejido adiposo es
capaz de producir citocinas inflamatorias o colaborar con su produccién en otros
tejidos. Ademas en diabetes tipo 2, ateroesclerosis y otras enfermedades

relacionadas con la obesidad son causales ligadas a la inflamacién. %

2.2.6.1 ADIPONECTINA

Es una molécula secretada por los adipocitos que circula en complejos
macromoleculares, incrementando la oxidacién de acidos grasos y captacién de
glucosa, inhibe la gluconeogénesis y previene la ateroesclerosis por sus efectos
directos en la vasculatura. La adiponectina estimula la fosforilacién y actividad en

(3% A diferencia de

musculo y en higado tanto en ensayos in vitro como in vivo.
otras adipocinas, los niveles circulantes elevados de adiponectina son
inversamente relacionados a la obesidad, es también la Unica adipocina que

exhibe propiedades tanto antiinflamatorias como antiaterogénicas(37)

También se ha sugerido que la adiponectina pudiera ofrecer proteccion contra

efectos adversos en la salud de la obesidad y desérdenes relacionados con ésta.

En adultos disminuye la adiponectina circulante y esto ha sido relacionado con la
resistencia a la insulina, a bajos niveles de colesterol, a diabetes tipo 2 y
enfermedades cardiovasculares. Ademas la adiponectina plasmatica esta

inversamente relacionada con triglicéridos sanguineos.®” "
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Figura 7. Efecto de la adiponectina.
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2.2.7 AMPK en el tejido hepatico (TH)

2.2.7.1 AMPK y el metabolismo de lipidos

AMPK fosforila e inactiva enzimas involucradas en el metabolismo de lipidos con
el fin de mantener el estatus energético del higado.

AMPK coordina los cambios en el metabolismo del higado mediante la regulacion

entre la oxidacién y la biosintesis de acidos grasos.

Las enzimas 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A reductasa (HMG-CoA reductasa),
acetil CoA carboxilasa (ACC-2), que son enzimas claves en la sintesis de
colesterol y acidos grasos respectivamente son fosforiladas e inactivadas por
AMPK. La fosforilacion de estas enzimas se logra rapida y directamente por
AMPK, aunado a esta accion se ha demostrado que presenta efectos a largo plazo

en la expresion de genes. %8

La activacion de AMPK por AICAR o mediada por la sobre expresion de una forma
constitutiva activa de la subunidad catalitica a 2 inhiben la expresion de genes
glucoliticos y lipogénicos, preservando la glucosa para vias productoras de ATP

en lugar de la sintesis de lipidos.

Por otro lado, la activacion de AMPK reduce la expresion del elemento regulador
de la proteina de union a esteroles 1c (SREBP1) y la proteina de union de
elementos de respuesta a carbohidratos (ChREBP), los cuales son factores de
transcripcion que juegan un papel clave en la regulacion de genes glucoliticos y
lipogénicos por insulina y glucosa, respectivamente. En el caso de ChREBP se ha

reportado que AMPK lo fosforila directamente y modula su uniéon a ADN.

Los acidos grasos polinsaturados (PUFAs) son conocidos como represores de la
expresion de genes glucoliticos y lipogénicos e inducen el papel de AMPK en la
mediacion de los efectos de los PUFAs en la transcripcion de genes.

En la sintesis del colesterol, AMPK bloquea la conversion de HMG-CoA a

mevalonato. Uno pudiera esperar un efecto perjudicial en la homeostasis del
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colesterol cuando la actividad de AMPK es alterada. Sin embargo, en el higado de
ratones “knockout” para la isoforma alfa 2 los niveles plasmaticos de colesterol
HDL y total no se vieron afectados. Estos resultados sugieren que la actividad de
la isoforma remanente alfa 1 en ratones Knockout a AMPK alfa2 es suficiente
para controlar la sintesis del colesterol y que HMG-CoA es un blanco para ambas

isoformas.

ACC es una importante enzima que controla de la sintesis de malonil-CoA, un
precursor critico para la biosintesis de acidos grasos y un potente inhibidor de la
oxidacion de acidos grasos en la mitocondria via la regulacion alostérica de la
carnitina palmitoil transferasa-1 (CPT-1) la cual cataliza la entrada de grasas acil-
CoA de cadenas largas a la mitocondria. La inhibicién de ACC por AMPK permite
un descenso en el contenido de malonil-CoA y subsecuentemente un deceso en

la sintesis de acidos grasos concomitante con un incremento en la 3-oxidacion.

La sobre expresion de AMPK alfa-2-CAen el higado incrementa la concentracion

de cuerpos cetdnicos, marcadores de la B-oxidacién hepatica.

La fosforilacion de ACC por AMPK es impedida en hepatocitos con ambas
subunidades suprimidas, contribuyendo a un incremento intracelular de los

niveles de malonil CoA y triglicéridos acumulandose en el higado.

Estos resultados sugieren que AMPK regula el metabolismo de los lipidos en gran

medida a través de la estimulacion de la oxidacién de acidos grasos.“?
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2.2.7.2 AMPK y el metabolismo de la glucosa

El efecto hipoglucémico de la activacion de AMPK es consistente con la abolicion
de la produccion de Glucosa hepatica (HGP), como sugiere la disminucién de la
expresion de genes gluconeogénicos Fosfoenol piruvato carboxicinas (PEPCK) y
la glucosa-6-fosfatasa (G6Pase) en células hepaticas que expresan AMPK-CA o
tratadas con AICAR.

La fosfatasa de especificidad dual Dusp4 y el factor de transcripcion inmediato
(Egr1) han sido identificados como blancos transcripcionales de AMPK los cuales
son necesarios para reprimir la produccion hepatica. Debido a Egr1 y Dusp4
actuan secuencialmente para mediar el efector inhibidor de AMPK en la
gluconeogénesis hepatica, el incremento de la proteina Egr1 es acompanado de
un aumento en la unién con el promotor Dusp4 permitiendo la expresion de

Dusp4 e inhibicion de la transcripcion de los genes de PEPCK y G6Pase.

TORC2 media la transcripcion dependiente de CREB de PGC1a y su
subsecuente blanco gluconeogénico PEPCK y G6Pasa. TORC2 es regulado por
multiples vias de sefalizacién en respuesta a cambios en niveles de glucagon e

insulina o al estatus energético intracelular.

El co-activador traduccional de actividad regulada 2 CREB (TORC2) ha sido
identificado como un componente pivote en el programa gluconeogénico. TORC2
media la transcripcion dependiente de CREB de PGC1-alfa y sus subsecuentes

blancos gluconeogénicos PEPCK y G6Pasa.

TORC2 es regulado por multiples vias de sefalizacion en respuesta a cambios en

los niveles intracelulares de insulina y glucagdén o el estatus energético celular.

La fosforilacion en la Ser 171 de TORC2 fue inicialmente identificada como una
cinasa inducida por sal 2 (SIK2) una proteina cinasa relacionada con AMPK.
Recientemente se ha encontrado que la activacion de AMPK fosforila a TORC2 y
regula la translocacién citoplasmatica de TORC2 en cultivos de hepatocitos

primarios.
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Interesantemente, en ausencia de LKB1, la expresion de algunos genes claves en
la gluconeogénesis hepatica estan aumentados y el farmaco metformina no

reduce mas los niveles de glucosa sanguineos.

LKB1 fosforila y activa numerosas cinasas incluyendo a los miembros de las
familias de AMPK y SIK.

metformin Cytoplasm

adiponectin —_—

AICAR ,;\5'";.9 m ‘)

P lmnc 2 /Q
o e
PGC-Tex
Inhibition of
gluconeogenesis

Figura 7. Mecanismo de inhibicién de la gluconeogénesis mediada por
AMPK®®
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2.2.8 AMPK en tejido adiposo (TA)

2.2.8.1 AMPK en el metabolismo de la glucosa

En afios recientes un blanco directo de AKT (AS160) Substrato de AKT de 160
kDa, ha sido implicado en la translocacién mediada por insulina de GLUT 4 y la
captacion de glucosa tanto en adipocitos como en musculo esquelético. Se ha
sugerido que AS160 esta involucrada en la regulacién del transporte de glucosa
durante la contraccion/ejercicio, al ser blanco de AMPK, sin embargo existe
también evidencia que propone la inactivacion de AS160 por AMPK mediante la
activacién con AICAR en adipocitos de cultivos primarios y aunque el mecanismo
por el cual sucede esta inhibicién no esta aun esclarecido, el impedimento en la
captacion en adipocitos limita la produccién de glicerol-3fosfato, implicado en la
esterificacion de acidos grasos en triglicéridos, lo cual es compatible con la idea de
que en condiciones de estrés o de un incremento en la demanda energética,

AMPK se activa para apagar vias consumidoras de energia.“?
2.2.8.2 AMPK en el metabolismo de lipidos

Bajo condiciones de activacion prolongada de AMPK, el metabolismo del tejido
adiposo blanco pudiera ser remodelado con un fin oxidativo mas que de
almacenamiento, el incremento en la oxidacién de grasa en el adipocito es
acompanada de un aumento en la fosforilacion de AMPK, del PGC1-alfa, de

contenido mitocondrial aumentado y una disminucion de enzimas lipogénicas. “?

La activacion de AMPK en tejido adiposo resulta en la inhibicion de la sintesis de
acidos grasos y la lipdlisis basal debido a la fosforilacion de la Acetil carboxilasa-1

(ACC-1) y la lipasa sensitiva a hormonas (HSL); aunado
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Figura 8. Papel de AMPK en tejido adiposo (figura modificada) “?

2.2.9 AMPK en musculo esquelético (ME)

2.2.9.1 AMPK en el metabolismo de la glucosa y lipidos

En musculo esquelético la activacion de AMPK por AICAR ha sido demostrado
que transloca GLUT 4 a la membrana plasmatica, ésta via de AMPK es distinta a
la via de la insulina y puede ser una via de proveer combustible, en forma de

glucosa a los requerimientos energéticos durante el ejercicio.“*®

La activacion de AMPK en musculo esquelético resulta en una mayor captaciéon

por glucosa por el mecanismo ya mencionado via GLUT4.

La contraccion muscular tiene como blanco la activacion de AMPK y se ha
sugerido que la proteina AS160 esta también involucrada en la regulacion del
transporte de glucosa durante la contraccion y el ejercicio. También, la activacion
de AMPK ocasiona una disminucion de la concentracién de malonil-CoA, un

importante mediador en la oxidacidén de acidos grasos.
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Por otro lado la activacion de AMPK ocasiona un aumento en la biogénesis

mitocondrial.*®
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Figura 9. Efecto de la activacion de AMPK en ME.“?
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2.2.10 AMPK en corazon

2.2.10.1 AMPK en el metabolismo de la glucosa

La captacion de glucosa en el adipocito ocurre principalmente por los
transportadores de glucosa (GLUT’s) mediante una via dependiente o

independiente de la insulina.

La capatacién de glucosa via GLUT4 depende de la estimulacion por insulina y por
contraccion muscular, mientras que la captacion por glucosa via independiente de

la insulina ocurre principalmente via GLUT1.

Incluso existe mas de un mecanismo por el cual AMPK promueve los niveles de
GLUT4 en la membrana plasmatica mediante un grupo de proteina Rab GTP-asa
activadas (Rab-GAPs), las cuales contienen dominios Tre-2/Bub2/Cdc16 (TBC).?
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Figura 10. Vias de sefializacion para la translocacién de GLUT4.“*

La estimulacién por insulina y la contraccion dependen de que la captacion de
glucosa ocurra via GLUT4 el cual transloca hacia la membrana del sarcolema

desde depdsitos intracelulares.

2.210.2 AMPK en el metabolismo de lipidos

AMPK facilita el reclutamiento de LPL hacia la vasculatura coronaria la cual
hidroliza las lipoproteinas en triglicéridos para liberar acidos grasos. Ademas
AMPK promueve la captacién de acidos grasos via la translocacién y retencion del
transportador de acidos grasos CD36 en la membrana plasmatica. Por otro lado la
acilacién de acidos grasos por ACSL 1 a acil-CoA genera suficiente AMP para
activar a AMPK. Coordinadamente AMPK inhibe a ACC-2 y subsecuentemente la
produccion de malonil-CoA mitigando de esta manera la inhibicion de CPT1. En
paraelo AMPK mitiga el consumo de energia inhibiendo la sintesis de triglicéridos

y de glucdgeno por el bloqueo de GPAT y GS respectivamente.
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2.3 METFORMINA

La metformina (1,1-dimetilbiguanida), es un derivado de la biguanida, las cuales se
identificaron en la planta Gallena Officinalis y cuyos extractos se utilizaban en la

edad media para la Diabetes por sus propiedades antihiperglucemiantes.®®

C

Ha
| H
I_ISC,.N\mw\n/NH2

NH

Fig. 12. (1,1-dimetilbiguanida) Metformina

El principal efecto de este farmaco procedente de la familia de las biguanidas es
disminuir la produccién hepatica de glucosa e incrementar la captacién de glucosa
periférica, es por eso que ahora es un farmaco de primera eleccion en el
tratamiento de la hiperglucemia de individuos con diabetes Mellitus tipo Il, y es
recomendada en conjunto con un cambio de estilo de vida (dieta, control de peso y

actividad fisica). ®®

Independientemente a la mejora en el control glicémico, también tiene efectos

favorables sobre los lipidos reduciendo los triglicéridos, LDL y el colesterol total.

Y parece tener un efecto anoréxico, contribuyendo a la disminucién de peso en los

obesos sin produccién de hiperinsulinemia y sin causa de hipoglucemia.

2.3.1 Efectos secundarios:

e Presenta alteraciones gastrointestinales: diarreas, vomitos, nauseas y dolor
abdominal.

¢ Alteraciones gustativas.

e Acidosis lactica (descrita principalmente con butformina y fenformina)) sélo
en pacientes con insuficiencia renal.
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e Efecto anoréxico.
e Sabor metalico y reduccién de los niveles de vitamina B4z

2.3.2 Contraindicaciones:

Esta contraindicado en pacientes con Diabetes Mellitus tipo |, insuficiencia renal,
alcoholismo, insuficiencia hepatica, insuficiencia respiratoria, desnutricion

importante, gestacion o lactancia.

2.3.3 Cronologia de la metformina

Metformina; Efecto
sobre la cadena
respiratoria

Metformina; Se
generaliz6 su uso en
clinica

Identificacion de
las Biguanidas

Edad

media 1922

1957

Anos setenta 2000

Extractos de

Gal Descripcion fletformina; Metformin.a';
ff_a _997 quimica de accion Consolidacion
oficinatls la clinica en UKPDS

metformina humanos

2.3.4 Metformina y AMPK

Se ha demostrado que numerosos compuestos activan AMPK incluyendo los
farmacos antidiabéticos como la metformina, tiazolidinedionas y los farmacos que
disminuyen el colesterol como las estatinas. ®”Y aunque la Metformina no activa
directamente a AMPK, existe bastante evidencia que la activacion de AMPK por
metformina es secundaria a su efecto sobre la mitocondria, siendo esta el blanco

primario de este farmaco.

Uno de los mas grandes avances en el entendimiento del mecanismo celular de la
metformina fue descubierta alrededor del ano 2000 por dos grupos
independientes que reportaron por primera vez que este miembro de la familia de
las biguanidas inducia una ligera y especifica inhibicion del complejo 1 de la
cadena respiratoria. Esta observacion inicial fue hecha en higados perfundidos de
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roedores pero después fue expandida a otros tejidos, incluyendo musculo
esquelético, células endoteliales, células pancreaticas tipo Beta, y neuronas.

Aunque el mecanismo por el cual se da esta inhibicion selectiva no esta
esclarecido, el resultado es una disminucion de los niveles de ATP, lo que se
traduce en un incremento celular del radio de AMP sobre ATP resultando en un
desbalance entre la produccién y consumo de ATP y una consiguiente activacion
de AMPK.

Aunado a esto, se ha demostrado que el metil succinato, un sustrato del complejo
2 de la cadena respiratoria pasando la inhibicion del complejo 1, antagoniza la
activacion de AMPK inducida por metformina en lineas celulares pancreaticas

beta. ?®

La accion preferencial de la metformina en hepatocitos se debe a la expresion
predominante del transportador organico de cationes 1 (OCT1), el cual se ha

demostrado que facilita la captacion de la metformina.

Figura 13. Mecanismo de accién de la metformina sobre la cadena respiratoria.*”
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La metformina es una de las drogas antidiabéticas mas prescritas mundialmente, y
ha sido bien documentado que el tratamiento con metformina activa AMPK tanto in

vivo como in vitro. 1711

En musculo esquelético la metformina estimula la captacion de glucosa

coincidente con la activacion de AMPK.

Los efectos benéficos de la metformina sobre los lipidos circulantes han sido
ligados a la reduccién de higado graso, se ha reportado que la metformina activa
AMPK en hepatocitos por lo que provee un blanco capaz de mediar los efectos

metabolicos benéficos de la metformina. (18
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2.3.5 Farmacocinética

Después de la administracién oral, la absorcién de la metformina por el tracto
gastrointestinal es rapida. La metformina es detectada en plasma en los primeros
(15 o 30) minutos y rapidamente alcanza la Tmax (15 a 120) minutos, para dosis
de (50, 100 y 200) mg/Kg. “®

Perfil de concentraciéon plasmatica de metformina vs tiempo en rata
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Figura 14. Perfil de concentracion plasmatica de metformina vs tiempo “°

Perfiles de tiempo de concentracion arterial plasmatica después de una administracion
oral a dosis de( @ 50;n=8, [$100;n=7, ,A 200;n=7) mg/kg de rata. Las barras
representan la desviacion estandar.

La biodisponibilidad de la metformina a una dosis de 100 mg/Kg es de 29.9%, la
cantidad total de metformina del tracto gastrointestinal incluyendo heces (Gl24h)
fue de 4.78%
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La dosis de la fraccidn oral no-absorbida (Funabs) a una dosis de 100 mg/kg de
este estudio realizado por (Young H y col.) puede ser estimada por la siguiente
ecuacion. 0:0478 = F (no absorbida) 0.299 -0.0131b

Donde 0.299 y 0.0131 son la F y la fraccion recuperada del tracto gastrointestinal
a las 24 h Gl24h. La Funabs calculada fue de 4.39% indicando la contribucién de
la excrecidon gastrointestinal (incluyendo la excrecién biliar) de la droga absorbida
del total de la droga recuperada del tracto gastrointestinal después de la

administracion oral a dosis de 100 mg/kg fue casi despreciable, 0.392%.

Después de una administracion oral de metformina a una dosis de 100 mg/kg la
fraccién no absorbida fue aproximadamente de 4.39%, el valor de F es de 29.9% y
el efecto de primer paso hepatico y gastrointestinal fue aproximadamente de 11.3
y 53.8, respectivamente en ratas. La baja F de metformina en ratas es debida al

considerable efecto de primer paso gastrointestinal. “®
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Tabla 5. Parametros Farmacocinéticos de la metformina en rata obtenidos

por Young H et al “®

Peso 256 +19.9 268+ 12.5 276 £ 19.5
ABC? 644 + 86.2 1220 + 238 2630 £ 490
C max® 3.40 + 0.484 9.57 + 4.08 18.0 £ 3.14
T max 30 (15 -120) 30 (15 —45) 30 (15 —45)
Vida media terminal (min) (191  45.7)° 356 + 152 409 + 138
CI R (mL/min/kg) 37.4 £ 3.54 38.4+10.8 39.6 £9.13
Ae 0-24 h 52.5 50.1 £ 7.93 50.0 £ 10.8
Gl 24-h (% dosis) 6.81 + 2.41 4.78 + 0.544 5.98 £ 2.15
F% 34.1 29.9 28.7

Valores expresados como promedio £ DS excepto los rangos de Tmax
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2.4 Blanco de Rapamicina en mamifero (mTOR)

El control en la sintesis de proteinas es complejo e involucra la fosforilacion y

desfosforilacion de diversos factores de transcripcién y proteinas ribosomales.

La sintesis de proteinas involucra la interaccion de un complejo entre la

maquinaria traduccional, la biogénesis ribosomal y la sefializacién por
aminoacidos. Una de las proteinas que es mediadora central de este proceso es

el blanco de rapamicina en mamifero(mTOR).

MmTOR es una proteina cinasa serinal/treonina que regula multiples procesos

celulares como el crecimiento celular, ciclo celular, supervivencia y la autofagia.

MTOR es activado por diversos agentes anabdlicos, incluyendo la insulina y

ciertos aminoacidos como la glutamina y leucina. “°)

mTORC1 existe
como un complejo multiprotéico que esta compuesto por mTOR, Raptor, mLST8
(GBL) y PRAS40 mientras que mTORC2 consiste en mTOR, Rictor, mSin1
(MAPKAP1), Protor (PRR5) y mLSTS8.

mTOR forma dos complejos funcionales, mMTORC1 y mTORC2.
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Figura 15. Subunidades de los complejos de mTOR “"
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mTORC2 participa en la organizacion de la actina citoesquelética y el blanco
directo por el cual mMTORC2 media la sefalizacién de la actina citoesquelética es

aun desconocido.

MTORC1 parece tener un papel importante en la adipogénesis ya que el
tratamiento con rapamicina previene la diferenciacion de los adipocitos y su
acumulacion de lipidos. El mecanismo por el cual mTOR controla la adipogénesis
es pobremente entendido aunque es probable que el receptor nuclear PPAR vy

esté involucrado ya que el tratamiento con rapamicina inhibe la actividad de PPAR

Y.

PPAR vy juega un papel critico en la adipogénesis y la acumulacion de lipidos y es

ademas responsable del almacenamiento eficiente de energia.

La regulacion del metabolismo de la grasa por mTORC1 también involucra a la via
de S6K1. La perdida de la actividad de TOR correlaciona con una disminucion de
grasa, sugiriendo que la via de TOR pudiera ser normalmente requerida "para la
acumulacién de grasa. Adicionalmente de ser un deposito de almacén de grasa,
el tejido adiposo secreta hormonas que regulan el apetito y otros aspectos de la
fisiologia animal, sugiriendo que pudiera haber mas implicaciones en el control de
la adipogénesis con mTOR,es por esto que mTOR pudiera jugar un rol importante
en el desarrollo de enfermedades metabdlicas como obesidad y diabetes Mellitus

tipo 2.

Estudios recientes han evidenciado la existencia de una retroalimentacion
negativa de la via de sensora de nutrientes TSC-mTOR-S6K1 hacia la via rio
arriba de respuesta a la insulina IRS-PI3K-PDK1-AKT. Se ha demostrado que el
incremento en la disponibilidad de aminoacidos puede inhibir la senalizacion a
través de la via de la insulina. La sensibilidad a la rapamicina de este efecto
sugiere que la inhibicion es mediada por una retroalimentacion negativa de mTOR

a un componente de esta via de la insulina. "
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La sefializacion de TSC-mTOR-S6K1 atenua la fosforilacion de PI3K e inactiva las
proteinas IRS. En particular, S6K1 regula ambos a nivel transcripcional y a
través de una fosforilacion directa, asi impidiendo la funcion de IRS1. La
activacion constitutiva de la sefalizacion de mTOR-S6K1 induce una
retroalimentacion negativa para atenuar PI3K via inhibicion de IRS. Por otro lado
ratones “knockouts” a S6K, debido a la perdida de la inhibicién de IRS, son

hipersensibles a la insulina y no son hipoglicémicos. “?

La configuracion de cada complejo se conserva desde levaduras hasta
mamiferos. mMTORC1 esta directamente regulada por la energia celular y el
estatus nutricional, mientras que mTORC2 no lo estd. mTORC1 juega un papel
esencial en la regulacion de la traduccion, la autofagia y es sensible a la inhibicion
por rapamicina. Raptor un componente de mTORC1 que funciona como una
proteina andamio que recluta substratos como la cinasa S6K, elF4E y 4EBPs para
fosforilacion por mTOR. Por otro lado Raptor juega un papel en la localizacion
intracelular de mMTORC1 en respuesta a la disponibilidad de aminoacidos, los

cuales son esenciales para la activacion de mTOR.?")

La traduccién de proteinas comienza con la union de la subunidad 40S a la
estructura-5C" caperuza del mRNA para localizar el coddén de inicio de la
traduccién de la proteina. Este proceso es facilitado por elF4E con su union al
F4G y la formacién de una unidn estrecha con 4E-BP1. Siguiendo estimulos que
promueven la sintesis de proteinas, mTOR actua inhibiendo la fosforilacion de 4E-
BP1 en cualquiera de los siguientes residuos Thr37, Thr46, Thr70 o Ser65. Por lo

que mitiga la inhibicién de elF4E vy facilita la traduccién de proteinas.

La cinasa p70S6 puede fosforilar la proteina ribosomal S6 la cual promueve la
traduccion de mRNA selectivos y contribuye a incrementar la sintesis de proteinas.
En respuesta a la activacion de mTOR, la cinasa p70S6 experimenta fosforilacion
sensible a la rapamicina en la Thr389 y Thr 421/424 que son importantes para la

actividad de cinasa.
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241 mTORYy la resistencia a la insulina

La insulina es una potente hormona anabdlica y es esencial para el apropiado
desarrollo de los tejidos, para el crecimiento y para el mantenimiento de la
homeostasis de la glucosa en todo el cuerpo. Esta hormona es secretada por las
células B de los islotes de Langerhans del pancreas en respuesta a niveles
circulantes elevados de glucosa y aminoacidos después de ingerir comida.

La insulina regula la homeostasis de la glucosa en varios sitios reduciendo la
liberacion glucosa hepatica (via inhibicion de la gluconeogénesis y glucogendlisis)
e incrementando la captacion de glucosa, principalmente en musculo esquelético y

tejido adiposo.
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Figura 16. Via de sefalizacién de la insulina®

La sefalizacion TSC-mTOR-S6K1 atenua la fosforilacion de PI3K y la inhibicion de
las proteinas IRS tanto a nivel transcripcional como postraduccional mediante
fosforilacién directa. Es de ésta manera como la activacion de la sefializacion
MTOR-S6K1 induce una retroalimentacion negativa para atenuar PI3K via
inhibicién de IRS.®"
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La sintesis de proteinas y la activacion de mTORC son procesos consumidores de
energia y por lo tanto la inhibicién de sintesis de proteinas es un mecanismo
adicional para conservar energia, Consistente con esto, se ha demostrado que la
activacién de AMPK inhibe la sintesis de proteinas en musculo esquelético, higado

y musculo cardiaco.
AMPK media esta inhibicion por cuatro distintos mecanismos:

AMPK fosforila el complejo de esclerosis tuberoso (TSC) en la Ser 1387 el cual
aumenta la actividad Rheb GAP resultando en la inhibicién de la sefializacién de
mTORCA1.

Para que la sintesis de proteinas continue ininterrumpida, mTOR en asociacion

con Raptor es obligatoria la formaciéon del complejo mTORC1. Por otro lado ha
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sido demostrado que AMPK también interrumpe la sintesis de proteinas por la
fosforilacidon directa de mTOR, uniéndose a Raptor en la Ser722 y Ser792
permitiéndole asi unirse proteinas 14-3-3 a este blanco de raptor degradarse y por
lo tanto causar la inhibicion del complejo mTOR. Fosforilando directamente el
factor de elongacion eucarionte cinasa 2 en la Ser 398 y por lo tanto activando

esta cinasa.

AMPK modula la actividad de mTOR por la fosforilacion inhibitoria directa en la Thr
2446 y asi inhibiendo mTOR.
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Figura 18. Mecanismos de inhibicién de mTOR por AMPK'?

Tomando en cuenta estos estudios muestran que AMPK juega un rol mayor en la
regulacion de la sintesis de proteinas por la influencia de multiples vias

involucradas en la regulacion de la traduccion.

Adicionalmente del rol de mTOR en el inicio de la traduccién, también esta
envuelto en la biogénesis mitocondrial, ya que estudios provenientes de células
de mamiferos han demostrado que la actividad de TOR esta ligada a la

disponibilidad de nutrientes para regular la biogénesis mitocondrial.
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La biogénesis ribosomal las actividades coordinadas de las tres polimerasas (Pol |,
Pol Il'y Pol 1ll) y consume una gran cantidad del total de energia celular.

Un estudio reciente demostré que AMPK fosforila directamente a TIF-IA en la Ser
635 e inhibe la sintesis de rRNA, destacando una interaccién de AMPK y mTOR a

nivel de la transcripcion. 732
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2.5 Coactivador 1 alfa del receptor activado por proliferadores de
peroxisomas (PGC1-alfa)

La familia de los coactivadores PCG-1 (PPARy coactivador-1) es una integrante

de las vias de sefializacion celular, el control celular y el metabolismo sistémico.

Los coactivadores PGC-1 tienen un papel importante en Ila regulacién del
metabolismo oxidativo mitocondrial, mantenimiento de la glucosa, lipidos y en la
homeostasis energética. Tienen una potente actividad transcripcional unida a
dominios heterologos de ADN o cuando se unen a un factor transcripcional
mientras que no se han encontrado codificando ninguna actividad histona
aciltransferasa (HAT). En su secuencia primaria, se unen a proteinas en su
region N-terminal, incluyendo CBP, p300 y SRC-1. Estas proteinas acetilan
histonas y remodelan la estructura de la cromatina permitiendo el acceso de

factores adicionales para la activacién de genes.
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Figura 19. Modelo de cémo PGC-1 alfa media la activacion de genes. *?

Muchos procesos bioldgicos son controlados a nivel de transcripcion de genes por
la union de factores de transcripcion. Estudios recientes han revelado un modelo
de regulacion por proteinas coactivadoras conocidas como la familia de
coactivadores PGC1. Estos factores son altamente sensibles a una variedad de
factores ambientales como la temperatura, el estatus nutricional o la actividad
fisica y coordinadamente regulan las vias metabdlicas y procesos bioldgicos de

una manera tejido especifica.
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Notablemente los coactivadores juegan un papel critico en el mantenimiento de la
glucosa, lipidos y homeostasis energética y estan involucrados en condiciones

patolégicas como obesidad, diabetes, neurodegeneracion y cardiomiopatias.

2.5.1 PGC-1alfay AMPK

PGC-1 alfa es un integrador del circuito regulatorio de involucrado en el control
transcripcional del metabolismo energético celular, incluyendo funcion vy

biogénesis mitocondrial.

Existen varios mecanismos que explican cémo es que AMPK impacta en PGC-1
alfa. AMPK puede forsforilar directamente a PGC1 alfa en la Thr 177 y en la Ser
538 en ensayo in vitro. La fosforilacion de PGC-1 alfa puede no afectar
directamente su actividad intrinseca como coactivador pero se libera de su
proteina represora p160 myb y/o permite la desacetilacion y subsecuente

activacion por SIRT1®%)

2.5.2 REGULACION DEL METABOLISMO OXIDATIVO MITOCONDRIAL

PGC-1 alfa coactiva factores transcripcionales como NRF-1 y NRF-2 y los
receptores hormonales nucleares como PPARa y PPARB, ERRa y TR. Todos
estos factores regulan directamente la expresion de ciertos genes codificadores

nucleares mitocondriales.

NRF-1 y 2 son blancos de PGC-1a y son capaces de estimular la expresion del
factor de transcripcion mitocondrial A (Tfam) una proteina de la matriz mitocondrial
esencial para la replicacién y transcripcion del ADN mitocondrial. La estimulacion
mitocondrial por PGC-1a y B que codifican genes mitocondriales codificados por
los dos genomas permitiendo asi incrementar la capacidad enzimatica para la B-
oxidacion de acidos grasos, ciclo de Krebs y fosforilacion oxidativa.
Importantemente, PGC-1a y B induce la expresion de genes involucrados en la
biosintesis del grupo heme, transporte de iones, traduccién mitocondrial e importe
de proteinas y pueden estimular la biogénesis mitocondrial e incrementar la

funcidn respiratoria.
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La perdida de PGC-1a desencadena en una deficiente funcional significante en el

metabolismo oxidativo en multiples tejidos y representa intolerancia al ejercicio.

2.5.3 PGC1 alfa EN HIGADO

La expresion de PGC1 alfa en higado es inducida en el nacimiento y en un higado
adulto seguido de un ayuno. La transicion de un estado alimentado a uno
ayunado involucra distintos cambios metabdlicos en el higado para facilitar la
adaptacién del organismo a la privacidn de nutrientes. Estos cambios incluyen la
activacién de la gluconeogénesis, B-oxidacién de acidos grasos y la sintesis y
secrecion de cuerpos cetonicos. Un cambio en la utilizaciéon de glucosa a acidos
grasos y cetonas por los tejidos periféricos es critico para el mantenimiento de la
homeostasis de la glucosa sistémica y la supervivencia de los organismos en

periodos de escasez.

Estudios en cultivos de hepatocitos e in vivo han demostrado que PGC-1 alfa es
suficiente para activar casi todos los aspectos de la respuesta al ayuno hepatico,
incluyendo gluconeogénesis, [(-oxidacidon de acidos grasos, cetogénesis y

homeostasis acido biliar.

Ha sido demostrado ampliamente que PGC-1 alfa coactiva diversos factores
transcripcionales en distintos tipos celulares (Tabla 6). Es altamente improbable
que estas vias sean activadas simultaneamente en la presencia de PGC-1 alfa. Es
posible que la disponibilidad de los ligandos y modificaciones postraduccionales
de los factores de transcripcion y/o PGC1 pudiera contribuir a promover

selectivamente.
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Tabla 6. Blancos de factores transcripcionales de PGC1 alfa

NRF-1 Genes mitocondriales
NRF-2 Oxidacién de acidos grasos
PPAR a Oxidacion de acidos grasos
PPARB/S Induccién UCP1/GyK

ERR a, B,y Genes mitocondriales

TR B Induccién de Cpt-1

LXRa,B Secrecion de lipoproteinas
FXR Metabolismo de triglicéridos
GR Gluconeogénesis

Sox9 Condrogénesis

MEF2 Genes de fibra lenta
FOXO1 Gluconeogénesis

HNF4a Gluconeogénesis
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2.5.4 PGC-1 EN CORAZON

PGC1-alfa es altamente expresado en corazon, un érgano con una demanda
extremadamente alta de ATP. Donde mucho de este suministro proviene de la
oxidacion de acidos grasos aunque la glucosa también puede ser usada como
sustrato para la oxidaciéon mitocondrial. Y existen muchos estudios que sefalan a
PGC-1 alfa como un regulador crucial del metabolismo oxidativo mitocondrial en el
corazdn. La expresion transgénica de PGC1alfa en corazones de ratones
ocasiona una biogénesis mitocondrial aumentada que el aparato contractil es

desplazado, lo cual resulta en una cardiomiopatia dilatada.®¥

2.5.5 PGC 1 alfa EN ME

La habilidad de PGC1-alfa para controlar multiples vias en un complejo programa
bioldgico es también ilustrado en musculo esquelético. En este caso, PGC-1 alfa
funciona como un “rheostat” sensitivo que responde a la entrada neuromuscular y

a la actividad contractil.

Ha sido demostrado que AMPK es requerido para inducir la expresion de PGC-
1alfa aunque los blancos transcripcionales de la accion de AMPK sobre el

promotor de PGC1alfa aun no estan claros.

Importantemente la expresion transgénica de PGC1alfa en fibras musculares de
contraccion rapida en 6 cerca de los niveles fisiologicos permiten la activacion de
programas genéticos caracteristicos de fibras musculares de accion lenta. El
musculo esquelético de estos ratones es resistente-fatiga inducida indicando un

cambio de funcionalidad del tipo de fibras musculares por PGC1 alfa.

PGC-1 alfa es capaz de de acoplar las armas metabdlicas y contractiles de fibras
musculares y transforma la funcionalidad de fibras de contraccion rapida en mas

oxidativas fibras de contraccion lenta. 39
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2.5.6 PGC-1alfa EN TEJIDO ADIPOSO

El rol fisiologico mayor del tejido adiposo blanco es como almacén de grasa para
suministrar energia proveniente de los lipidos cuando es necesaria por otros
tejidos. Esto se logra por una via altamente regulada a través de la cual los
triglicéridos almacenados en los adipocitos son hidrolizados y los acidos grasos
liberados al plasma.

Recientemente muchos estudios centran su atencion en la regulacion de la
biogénesis mitocondrial en el tejido adiposo. En gran medida por el papel de la
mitocondria del tejido adiposo en la regulacion del metabolismo de los
combustibles en todo el cuerpo. Un ejemplo de esto se presenta en un modelo de
ratones con resistencia a la insulina y diabetes tipo Il donde el contenido

mitocondrial en el tejido adiposo se encuentra disminuido.

La sobreexpresion de PGC-1 alfa en el tejido adiposo desencadena en un
incremento en la expresion de proteinas de la cadena respiratoria mitocondrial y

de enzimas envueltas en la oxidacion de acidos grasos.

Por otro lado existen estudios donde correlacionan la expresion de mRNA de
PGC-1 alfa con la sensibilidad de todo el cuerpo a la insulina. Colectivamente

estos descubrimientos destacan la importancia de PGC-1 alfa en el tejido adiposo.

El proceso de la biogénesis mitocondrial involucra la regulacion coordinada tanto
de genes nucleares como mitocondriales. Un importante participante en este
proceso s PGC1-alfa en musculo esquelético o adipocitos blancos inducen la
biogénesis mitocondrial, mientras la delecién de este gen desencadena en la

reduccion del contenido mitocondrial.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

México como otros paises, se encuentra experimentando una transicion
epidemiologica que presenta grandes retos al sistema de salud y a la sociedad. A
principios del siglo pasado, las primeras causas de mortalidad se relacionaban con
causas infecciosas y parasitarias, materno-infantil y deficiencias alimentarias. Sin
embargo, en la actualidad, las enfermedades crénicas no transmisibles como el
sindrome metabdlico comenzaron a cobrar importancia y sus complicaciones se

han convertido en la primera causa de mortalidad en el pais. ("

Dado que este tipo de enfermedades cronicas metabdlicas conllevan un
desbalance de los sistemas reguladores de la homeostasis energética y éstos
participan mas activamente en diversos sistemas celulares como adipocitos,
cardiomiocitos, hepatocitos y miocitos esqueléticos, resulta indispensable
entender la biologia fundamental del balance energético, particularmente en un
sistema clave del control de las enzimas que modulan la homeostasis energética
celular como la cinasa dependiente de AMP(AMPK), en los tejidos antes
mencionados para descubrir nuevos enfoques de abordaje terapéutico de las

enfermedades metabdlicas como el sindrome metabdlico.

Se propone también investigar los efectos del tratamiento con metformina sobre la
via de sefalizacion de esta proteina, evaluando la expresion de genes
involucrados en la homeostasis energética, lo cual ayudaria a comprender el papel
de AMPK como regulador energético y la participacion de su desregulacién en el

desarrollo de sindrome metabdlico.
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4. OBJETIVO GENERAL

Evaluar los efectos del tratamiento con la metformina en la expresion de genes
que participan en la via de sefalizacion de AMPK y de esta misma en diferentes

tejidos de ratas con sindrome metabdlico.

Objetivos particulares

1. Inducir el sindrome metabdlico en ratas mediante una dieta alta en
carbohidratos.

2.  Evaluar los cambios en la expresion de mTOR, PGC1, AMPK (alfa1 y alfa2),
asociados al sindrome metabdlico mediante la técnica de qRT-PCR.

3. Evaluar si la activacion de AMPK por el tratamiento con metformina de las
ratas con sindrome metabdlico revierte las alteraciones en la expresion de
mTOR, PGC1alfa, AMPK alfa1 y alfa2, mediante la técnica de qRT-PCR.
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5. HIPOTESIS

EL sindrome metabdlico altera la expresion de genes relacionada con la via
AMPK. ElI tratamiento con metformina, el cual es ampliamente usado en
enfermedades crénicas metabdlicas, tiene un efecto sobre la activacion de AMPK,
por lo que este farmaco podria tener un efecto restablecedor en la expresion de

estos genes.
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6. METODOLOGIA

6.1 Ratas con sindrome metabdlico

A 10 ratas Wistar machos de 200-250g se les indujo el sindrome metabdlico
mediante alimentacion con una dieta alta en carbohidratos que contenia 30% de
sacarosa en el agua de beber ad libitum, la cual les fue administrada durante 16
semanas. Finalizado este tiempo, se les cuantificaron los triglicéridos en sangre

con el instrumento Accutrend GCT mediante el uso de tiras reactivas.

A 5 ratas con sindrome metabdlico se les administré6 Metformina via oral
(100mg/kg) hasta encontrar una disminucion significativa en sus niveles de

triglicéridos sanguineos.

Otras 5 ratas fueron utilizadas como control y se alimentaron con una dieta sin

sacarosa al 30% en el agua de beber.

Para analizar el efecto sobre la expresion de genes, las ratas fueron sacrificadas
por una sobredosis de pentobarbital i.p e inmediatamente se extrajeron con la
mayor rapidez posible sus diferentes tejidos: tejido adiposo, hepatico, muscular
cardiaco y esquelético, los cuales se congelaron inmediatamente en nitrégeno
liquido y se almacenaron a -70 C hasta su analisis. Aunado a la extraccion, se
pesd unicamente el tejido adiposo proveniente de los cojinetes retroperitoneales
para cuantificar el incremento en grasa visceral y se extrajo sangre periférica la
cual se centrifugd a 3000 rpm durante 10 minutos para obtener suero, el cual se

guardo a -70 para analisis bioquimicos.
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6.2 Extraccion de RNA

La extraccién del RNA total para el analisis de expresidon genética de los diferentes
tejidos de rata: adiposo, hepatico, muscular cardiaco y esquelético se llevo a cabo
utilizando el reactivo Trizol (gibco) siguiendo las instrucciones del fabricante. ?%

El procedimiento consto6 de 4 fases:

1) Fase de homogenizacion. Los diferentes tejidos fueron homogenizados con el

reactivo Trizol mediante el uso del equipo politrén.

2) Fase de separacion. Después de la homogenizacidon se incubaron las muestras
durante 5 minutos a temperatura ambiente para después adicionarles 0.2 mL de
cloroformo por cada ml de Trizol; se agitaron vigorosamente durante 15 segundos
y se incubaron a temperatura ambiente de 2 a 3 minutos, y se centrifugaron a 12

000 g X 15 minutos a 4°C, y al final se obtuvieron dos fases (organica y acuosa)

3) Fase de precipitacion. La fase acuosa se transfirid a un nuevo tubo al cual se le
afiadid 0.5 mL de alcohol isopropilico por cada mL de Trizol, las muestras se
incubaron de 10 a 15 minutos a temperatura ambiente y después fueron

centrifugadas a 12 000 g X 10 minutos a 4°C.

4) Fase de lavado. Se removio el sobrenadante y al “pellet” se le adicion6 1 mL de
etanol al 75%, se mezclaron las muestras en un vortex y se centrifugo a 7,500g X

10 minutos a 4°C.

5) Cuantificacion. EI RNA total obtenido se cuantific6 mediante el uso del
nanodrop 1000 Spectrophotometer.

6) El RNA se purifico (cuando fue necesario) con el kit RNeasy de QIAGEN
(Qiagen, Valencia, CA) para eliminar la contaminacion con DNA gendmico y

proteinas y se volvio a cuantificar en el nanodrop 1000 Spectrophotometer.
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6.3 Analisis por qRT-PCR ¥

El DNA complementario fue generado por retrotranscripcion utilizando la enzima
M-MLV Transcriptasa Reversa (Invitrogen) y hexameros al azar (desoxi-NTPG6)
(Amersham Bioscience), empleando el protocolo establecido para la enzima M-
MLV Transcriptasa Reversa y utilizando el equipo Perkin EImer 2400 Geneamp PCR
System.

Cada muestra fue de 1 ng de RNA total, 1 uL de oligos (desoxi-NTP6), 250 ng de
random primers y 13 uL de agua grado biologia molecular. Se calentaron las
mezclas de reaccion a 65°C por 5 min en un termociclador e inmediatamente se
recolectaron en hielo. Posteriormente se adicionaron 4 uL de “First Strand Buffer”’
y 2uL de DTT. Se mezclaron suavemente y se incubaron a 37°C durante 5
minutos y por ultimo se agregaron 20 uL de la enzima M-MLV RT; la muestra se
incubd a 25°C por 10 minutos, seguido de una incubacién a 37°C por 50 minutos,

al final se detuvo la reaccion calentando las muestras a 70°C.
El cDNA resultante fue utilizado como templado para la amplificacion por PCR.

El analisis de expresion relativa se llevo a cabo por la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) en tiempo real, utilizando el método descrito por Applied
Biosystems y mediante el uso de sondas TagMan. La expresién de cada RNA
mensajero fue examinado y normalizado con el RNA ribosomico (rRNA) 18S con
el método 2-ACT. La reaccion se llevo a cabo en el equipo ABI PRISM® 7000
Sequence Detection System (7000 SDS instrument).

Analisis Estadistico

El analisis para establecer los cambios de expresion genética con significancia
estadistica entre los grupos control y experimentales fue con la prueba ANOVA de

una via.
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Tabla 7. Tabla de sondas TagqMan.

Nombre del gene Simbolo
del

gene

Rn00569558_m1* protein kinase, AMP-activated, alpha 1 catalytic subunit  Prkaa1

Rn00576935_m1* protein kinase, AMP-activated, alpha 2 catalytic subunit  Prkaa2

Rn00580241_m1* PGC-1 alpha peroxisome proliferator-activated receptor Ppargcia
gamma, coactivator 1 alpha

Rn00571541_m1* Mechanistic target of rapamycin (serine/threonine Mtor

kinase)

6.4 Determinacion de leptina sérica

La determinacion de leptina sérica se realizé a partir de suero, por medio del
ALPCO Inmunoassays, Leptin (Mouse and Rat) High Range ELISA, realizado
mediante un formato tipo sandwich de doble anticuerpo monoclonal, dos niveles
de controles y una microplaca de 96 tubos, después de haber detenido la reaccion

la microplaca se coloca en un médulo de luminiscencia Turner Biosystems.
6.5 Determinacién de adiponectina sérica

La determinacion de adiponectina sérica se realizd a partir de suero, por medio
del ALPCO Inmunoassays, Adiponectin (Rat) High Range ELISA, realizado
mediante un formato tipo sandwich de doble anticuerpo monoclonal, dos niveles
de controles y una microplaca de 96 tubos, después de haber detenido la reaccion

la microplaca se coloca en un modulo de luminiscencia Turner Biosystems.
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6.6 Determinacion de glucosa sérica

La determinacion de Glucosa sérica se realizd a partir de suero, por medio Kit
enzimatico de glucosa oxidasa SIGMA GAGO-20, donde la glucosa es oxidada a
acido glucénico y perdxido de hidrégeno por medio de la glucosa oxidasa, el
peréxido de hidrogeno reacciona con el o-dianisidino en presencia de la
peroxidasa y produce un producto colorido (café).

El o-dianisidinodxidado reacciona con el acido sulfurico y forma un producto con
un color mas estable. El color rosa intenso se mide en el espectofotometro a 540

nm y es proporcional a la concentracion de glucosa.
6.7 Determinacion de insulina sérica

La determinacioén de insulina sérica se realizé a partir de suero, por medio del
ALPCO Inmunoassays, Insulin (Rat) High Range ELISA, Cat 80-INSRTH-E01,E10
realizado mediante un formato tipo zandwich de doble anticuerpo monoclonal, dos
niveles de controles y una microplaca de 96 tubos, después de haber detenido la
reaccion la microplaca se coloca en un modulo de luminiscencia Turner

Biosystems.
6.8 Determinacion de triglicéridos sanguineos

La determinacion de triglicéridos se realizé por puncién de la colay con el
instrumento Accutrend GCT Cat No. 04451660001 mediante el uso de tiras
reactivas, donde cada tira reactiva tiene una zona reactiva que contiene los
indicadores. Cuando se aplica sangre se produce una reaccion quimica y la zona
reactiva cambia de color. El instrumento registra este cambio de color y convierte
la sefial de medicion en el resultado mostrado utilizando los datos previamente

introducidos mediante la tira de codificacion.
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6.9 Diagrama de flujo

Rata macho
Wistar

MODELO DE ESTUDIO

CONTROL SM + MET

DIETA SOLIDA ESTANDAR
SACAROSA 30% AD
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7. RESULTADOS
7.1 Caracteristicas del modelo de rata con sindrome metabdlico

Al termino de las 16 semanas de dieta se cuantificaron diversos parametros de los
grupos Control y SM, después de 5 semanas mas se cuantificaron estos mismos
parametros en el grupo SM+Met.

Tabla 8. Caracteristicas del modelo de rata con Sindrome Metabdlico.

Variable Control SM SM + Met
16 semanas de agua 16 semanas de 16 semanas de
ad libitum sacarosa al 30% ad sacarosa al 30% ad
libitum libitum + 5 semanas
de metformina
(100mg/dL)
Incremento de 188.38 + 24.8 175.48 £ 25.15 162.05+ 13
peso (9) n=25 n=50 n=10
Gasa abdominal 7.27+2.6 *16.19+ 4 *711.25+0.7
(9) n=25 n=50 n=10
% Grasa 1.7+£04 *3.52+1.6 N2.54 £ 0.64
abdominal n=25 n=50 n=10
Adiponectina 0.98 £0.32 *1.61+0.44 *1.51+0.46
(ng/mL) n=9 n=10 n=9
Triglicéridos 115.2+13.3 *238.2 £ 53 * A152.5 +3.54
(mg/dL) n=9 n=10 n=9
Leptina (pg/mL) 238.8 £ 33.30 *572.1+30.2 *,1278.6+33.9
n=9 n=10 n=9
Glucosa (mg/dL) 132.1+5.5 131.3+9.1 * N115.7+9.4
n=9 n=10 n=9
Insulina (ng/mL) 5.64 +0.38 *9.20 +0.25 £6.24 £ 0.47
n=9 n=10 n=9

Tabla 8. En esta tabla se muestran parametros bioquimicos relacionados con el
sindrome metabélico y el efecto del tratamiento con metformina en estos mismos
parametros. Donde las alteraciones de estos parametros bioquimicos que se
presentan en el modelo de SM, son revertidas o muestran una tendencia a revertirse
con el tratamiento con metformina.

*p £0.05 : vs Control

Ap £0.05:vs SM

ANOVA de 1 via Comparacion multiple Newman-Keuls
HOMA IR = (Glucosa mmol/L x Insulina ng/mL) / 22.5
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7.2 Cambios en la expresion de genes en Tejido Muscular Cardiaco
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Figura 19. Expresion de genes codificantes para AMPK alfa1, alfa2, mTOR y PGC-
1alfa en tejido muscular cardiaco. (*p< 0.05, **p< 0.05, ***p< 0.05)

En el tejido muscular cardiaco las isoformas cataliticas de AMPK en el sindrome
metabdlico se vieron afectadas de manera contraria, aumenté la expresion de la
isoforma alfa 1 y se redujo la de alfa 2, aumentd la expresion de PGC1 alfa y

MmTOR no presentd cambios en el sindrome metabdlico con respecto al control.

El tratamiento con metformina restablecio los niveles de expresion de los genes
codificantes de la isoforma catalitica alfa 1 de AMPK y PGC1 alfa, que habian
sido alterados por el Sindrome metabdlico, lo cual no se alcanz6é con la isoforma
alfa 2 de la AMPK; aunque se observa una tendencia a restablecerla, sin

embargo no es significativa.
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7.3 Cambios en la expresion de genes en Tejido Muscular Esquelético
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Figura 21. Expresion de genes codificantes para AMPK alfa1, alfa2, mTOR y PGC-
1alfa en tejido muscular esquelético. (*p< 0.05, **p< 0.05, ***p< 0.05)

En el musculo esquelético la expresion unicamente se vio alterada por el sindrome
metabdlico en la isoforma alfa 1 de AMPK y en PGC-1 donde la isoforma alfa 1 de
AMPK aumenté casi al doble y en PGC1alfa disminuyo practicamente a la mitad
respecto al control. En el caso de la isoforma alfa 2 de AMPK y mTOR no se vio
alterada. El tratamiento con metformina mostré unicamente en PGC1 alfa una
tendencia a revertir esta alteracion causada por el sindrome metabdlico, sin
embargo no es significativa. Interesantemente, con el tratamiento de metformina
la isoforma alfa 2 de AMPK aument6 su expresion comparado con el grupo con
sindrome metabdlico e incluso con el grupo control. Por ultimo la isoforma alfa 1
y mTOR no se vio alterada por el tratamiento con metformina, sin embargo existe

una ligera tendencia a revertir esta alteracion aunque sin ser significativa.
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7.4 Cambios en la expresion de genes en Tejido Adiposo
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Figura 22. Expresidon de genes codificantes para AMPK alfa1, alfa2, mTOR y PGC-
1alfa en tejido adiposo.(*p< 0.05, **p< 0.05, ***p< 0.05)

El tejido adiposo es el unico en donde la induccion de sindrome metabdlico con
sacarosa, modificd la expresion de ambas isoformas de AMPK, aumentando su
expresion tres y dos veces respectivamente. Por el contrario, la expresion de
MTOR en tejido adiposo disminuy6 casi a la mitad, aunque no significativamente

y la expresion de PGC1 alfa no presentd cambid alguno.

En este tejido el tratamiento con metformina restablecié todos los cambios

presentes en el sindrome metabdlico. Y en PGC 1 alfa no causé alteracion alguna.
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7.5 Cambios en la expresion de genes en Tejido Hepatico
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Figura 20. Expresion de genes codificantes para AMPK alfa1, alfa2, mTOR y PGC-
1alfa en tejido hepatico. (*p< 0.05, **p< 0.05, ***p< 0.05)

El sindrome metabdlico redujo la expresién de la isoforma catalitica alfa 1 de
AMPK y de mTOR, a diferencia de PGC1 alfa, que como puede observarse
aumento su expresidon cerca de dos veces con respecto al control. Por el
contrario, la isoforma alfa 2 de la AMPK no se vio alterada. También puede
observarse que con el tratamiento de metformina, la expresiéon de PGC1alfa se
restablecié a los valores de las ratas control, asi como en el caso de mTOR,
donde se muestra una tendencia a restablecer estas alteraciones, sin embargo,
no es significativa. Sorprendentemente en el caso de la isoforma catalitica alfa 2
de la AMPK, la expresion de su gen se redujo en el grupo de SM que recibio el
tratamiento de metformina, en comparacién con el grupo con sindrome metabdlico
e incluso que el grupo control. En cambio, para la isoforma alfa 1 no produjo

ningun cambio.
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8. DISCUSION

De acuerdo con la definicion de SM que involucra una agrupacion de
anormalidades tanto antropométricas como bioquimicas, parte de estos
parametros estan incluidos en la Tabla 8. Caracteristicas del modelo de rata con
Sindrome Metabdlico. Que de acuerdo a las diversas definiciones proponen un
aumento en los triglicéridos, en la leptina, en una condicion hiperinsulinemia y un

incremento de la grasa visceral lo cual coincide con este modelo de SM.

En nuestro modelo también encontramos ciertas diferencias respecto a
parametros comunmente asociados a sindrome metabdlico, como en el peso total
del animal y los valores de glucosa sanguinea, los cuales no presentaron cambios.
De manera importante, la adiponectina la cual es una hormona que se sabe que
se encuentra disminuida en esta condicidbn, en nuestro modelo se encontrd
aumentada, lo cual podria indicar una respuesta temprana del organismo para
contrarrestar los cambios metabdlicos que se estan llevando a cabo, o bien el
inicio de un desarrollo de resistencia a la respuesta de esta hormona, lo cual se ha
también encontrado en pacientes con algunas caracteristicas de sindrome
metabolico pero que se consideran “saludables” por no cursar todavia con los

criterios estandares.“?

El tratamiento con metformina en general mostré una tendencia a revertir las
alteraciones ocasionadas en el SM, logrando como en el caso de la insulina
llevarla hasta los niveles del grupo control y aunque los demas parametros no se

revirtieron por completo la tendencia es a revertir estas alteraciones.

Esto correlaciona con la expresion de los genes medidos, la tendencia a revertir
las alteraciones a nivel de expresidn se presentan también en el grupo tratado con

metformina.
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8.1 Cambios en la expresiéon de genes en Tejido Muscular Cardiaco

En cuanto al metabolismo de la glucosa, AMPK ocasiona un aumento en la
captacion de ésta, lo cual al encontrar una disminucion en la expresion de la
isoforma alfa 2 que es la mas abundante en corazon, pudiera sugerir una
disminucién en el metabolismo de tipo glucolitico, aunado a esta altearacion en el
metabolismo del tipo glucolitico, se ha propuessto por Zarrinpashneh et al,®? que
alfa dos es requerido para una respuesta metabdlica del corazébn en una
condicion de isquemia, lo que sugiere un papel cardioprotector de esta isoforma lo
que acontecid en los resultados fue una disminucién en la expresion de la
isoforma alfa 2 de la AMPK, lo que sugiere que este efecto cardioprotector se esta
siendo mitigado por el SM y con el tratamiento con metformina hay una tendencia

a revertir esta alteracion.

Por lo que respecta PGC1 alfa, se ha demostrado que estimula la expresion de
genes relacionados con la oxidacion de acidos grasos en células cardiacas y su
induccion esta asociada con un incremento en la oxidacién de acidos grasos en
corazon segun Pere Puigserver y Bruce M. Spiegelman.“®  En nuestros
resultados es apreciable un aumento en la expresion de PGC1alfa lo que
correlaciona con el aumento en la expresion catalitica de AMPK alfa 1, que
estaria indicando un aumento en el metabolismo oxidativo en funcion de la
oxidacion de acidos grasos, lo cual es congruente con la preferencia del corazén
con este tipo de sustratos. Ademas, se ha encontrado un aumento en la actividad
de esta cinasa en corazones con hipertrofia cardiaca, donde se supone que esta
activacion es una respuesta compensatoria al restablecimiento del balance

energeético.
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8.2 Cambios en la expresion de genes en Tejido Muscular Esquelético

En ME la actividad aumentada de la isforma alfa 1 de la AMPK esta relacionada
con una disminucion en la captacion de acidos grasos asi como de su oxidacion,
segun Lindsey D. Bogachus et al,*®donde atribuyen una disminucion en la
captacion de palmitato y en su oxidacion a consecuencia de activar
preferentemente a la isoforma alfa 1 de AMPK . Al comparar estos resultados con
el modelo de SM que usamos se observa un aumento en la expresion de la
isoforma alfa 1 de AMPK y una disminucion de la expresién de PGC-1 alfa,lo cual
esta relacionado con la biogénesis mitocondrial y por consiguiente con un
metabolismo mas oxidativo. En relacion al metabolismo oxidativo de los acidos
grasos, es probable que exista una disminucion en el SM y que la metformina a
pesar de que activa a AMPK, en ME no ocasion6é cambio alguno en la expresiéon
de estos genes. Al parecer esta condicion se mantiene a pesar de una supuesta

activaciéon de AMPK alfa 1 por el tratamiento con metformina.

La activacion de AMPK en ME resulta en un mayor incremento en la captacion de
glucosa y este efecto se pierde en ausencia de la isoforma catalitica alfa 2 segun
(Barnes BR y col.). Al comparar nuestros resultados, nosotros encontraos que la
isoforma catalitica alfa 2 no presenta cambios evidentes con el SM, sin embargo,
con el tratamiento con metformina hay un aumento en la expresion de la isoforma
alfa 2, lo cual sugiere un aumento en la captacion de glucosa por este tejido.
Esto aunado a la disminucion del metabolismo oxidativo, estaria indicando una
preferencia hacia un metabolismo del tipo glucolitico. EI aumento en el
metabolismo glucolitico del ME inducido por el tratameinto con metformina podria
estar contribuyendo a mejorar el manejo de glucosa en el animal completo, y asi
contribuir a la mejora en la respuesta a insulida observada en nuestros animales,
como una disminucién el indice HOMA vy restablecimiento de los niveles de

insulina en sangre.

Por otro lado, se ha visto que la expresion de genes relacionados con la
fosforilacidon oxidativa se reduce cualitativamente en musculo esquelético

proveniente de pacientes con diabetes tipo 2 e individuos pre-diabéticos insulino
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resistentes segiin Mootha et al,®”. Ademas hay una disminucién significativa en
los niveles de mRNA de PGC-1 alfa, PGC-1 beta. Esto es debido a que PGC1 alfa
esta involucrado en el aumento de la biogénesis mitocondrial y la funcion
mitocondrial por ende favorece la conversion de fibras musculares a unas mas
oxidativas. En nuestro modelo ocurre algo semejante, ya que encontramos una
reduccion de PGC1 alfa y un incremento de AMPK alfa 1, lo que favorece un

metabolismo de tipo glucolitico y disminuye el de tipo oxidativo en ME.

8.3 Cambios en la expresion de genes en Tejido Adiposo

AMPK esta relacionada con una disminucion en la captacién de la glucosa como
lo han demostrado Gaidhu et al.,®® descubrieron que en cultivos primarios de
adipocitos de rata, la captacion de glucosa se encontraba disminuida a
consecuencia de la activacion de AMPK por AICAR, un activador de AMPK, lo que
se aprecia en los resultados obtenidos es que ambas isoformas cataliticas estan
aumentadas, lo que plantea la posibilidad de que en TA ésta captacidén de glucosa
esta siendo mitigada por AMPK en el SM y con el tratamiento con metformina se

restablecid esta condicion.

El efecto de AMPK en el metabolismo de lipidos en TA es la inhibicidon de la lipasa
sensible a hormonas (HSL) vy por consiguiente de la lipdlisis como lo han
demostrado Garton y Yeaman (53) Incluso en un modelo donde se inhibe la
expresion de las isoforma alfa 1 que es la mas abundante en el tejido adiposo y
que es tratado con un activador de AMPK no se presenta su efecto antilipolitico;
segun nuestros resultados es probable que el incremento de ambas isoformas de
AMPK sea una respuesta a la cantidad de lipidos contenido en los adipocitos y su
intento de frenar este proceso metabdlico es un aumento de la expresion de estas
subunidades. En un modelo de ratones con resistencia a la insulina y diabetes tipo

I, el contenido mitocondrial en el tejido adiposo se encuentra disminuido.

La sobreexpresion de PGC1 alfa en tejido adiposo blanco desencadena un
aumento en la biogénesis mitocondrial segun Jiandie Lin et al ® En los resultados

obtenidos aunque no hay un cambio estadisticamente significativo en la expresion
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de PGC1 alfa, si es apreciable un ligero aumento en la expresion de este gen lo
que resultaria en un una biogénesis mitocondrial aumentada y por consiguiente

una mayor capacidad oxidativa.

El complejo mTORC1 tiene una funcién en la sintesis de proteinas y de manera
muy importante en la resistencia a la insulina donde se relaciona con un aumento
de su actividad en este trastorno. La disminucion de este gen estaria indicando
por un lado la disminucién de un metabolismo anabdlico donde, se disminuya la
sintesis de proteinas, y por otro lado un intento de aumentar la sensibilidad a la
insulina, lo cual concuerda con la aumentada expresion de las isoformas de AMPK
con la finalidad de captar mas glucosa.

8.4 Cambios en la expresion de genes en Tejido Hepatico

Foretz M et al® reportan que la sobreexpresion de AMPK activada
constitutivamente provoca es una disminucion tanto en los niveles de glucosa
como en la expresion de genes gluconeogénicos y lipogénicos reduciendo de esta

manera los lipidos circulantes.

Interesantemente, en este modelo de SM la expresion de la isoforma alfa 2 no se
ve alterada lo que sugiere que no hay cambios en el metabolismo de lipidos ni de
glucosa que dependan de AMPK alfa 2. Sin embargo, la isoforma catalitica alfa 1
se encuentra disminuida lo que plantea la posibilidad de un efecto contrario al
observado por Foretz M et al,® aumentando los lipidos circulantes, esto es
congruente con los parametros bioquimicos obtenidos, sin embargo con el
tratamiento con metformina no se restablecieron los niveles de los genes
codificantes para las isoformas cataliticas de AMPK sino que disminuyo la

expresion de la isoforma alfa 2 de AMPK aun sin haber sido alterada en el SM

A diferencia de las isoformas cataliticas de AMPK, la expresion de PGC-1 alfa se
encuentra aumentada en el SM lo que probablemente signifique, por un lado un
posible aumento en el metabolismo oxidativo de acidos grasos aunado a una
reduccion en el anabolismo de los carbohidratos via inhibicibn de la

gluconeogénesis.
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Niveles altos de mRNA de PGC-1 alfa han sido encontrados en higados de
ratones de modelos de’ diabetes tipo | y Il, asi como los obtenidos en este modelo

de SM lo cual evidencia las similitudes entre estas patologias.®®

La disminucion de mTOR podria indicar una activacién de la via de la insulina que
aunque no es necesaria para la captacion de glucosa en este tejido, si puede

promover la sintesis de glucogeno.
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9. CONCLUSIONES

El sindrome metabdlico presenta alteraciones en la expresion de genes que
pertenecen a la via de sefializacién de la AMPK e incluso las isoformas cataliticas
de AMPK se ven afectadas y de manera muy importante, estas alteraciones se

presentan de manera tejido especifica.

Estas alteraciones a nivel de expresidbn de genes correlacionan con las

alteraciones de los parametros bioquimicos cuantificados caracteristicos en el SM.

Las alteraciones presentes en el SM a nivel de expresion, estan respondiendo a
una modificacion en el entorno metabdlico y pudieran estar intentando solventar
este desbalance, sin embargo esta condicion al ser prolongada pudiera llevar a
complicaciones mas severas como lo pudieran ser DM tipo Il y enfermedades

cardiovasculares.

El tratamiento con metformina ocasiona un reajuste metabdlico donde, bajo el
supuesto de una activacion de la AMPK y mediante sus efectos inmediatos y a
largo plazo, logra revertir la condicion del SM. Y al ser medidos genes
responsables de este acontecimiento ya no se encuentran alterados en su
mayoria, lo que correlaciona con la tendencia a revertir los parametros

bioquimicos cuantificados.
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