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1. Introduccion

El Vanadio (V), es quinto metal de transicion mas abundante en la corteza
terrestre y el vigésimo segundo elemento mas abundate en la tierra. Se
encuentra ampliamente distribuido en todos los organismos (animales, peces,
pequefios mamiferos, plantas principalmente) asi como en suelos, mares,
océanos y la atmosfera (Jakusch and Kist 2017). El incremento y distribucion de
este elemento en el ambiente esta potenciado tanto por fendmenos naturales
(incendios forestales o erupciones volcanicas), asi como por la actividad humana
(inhalacién de contaminantes y gases provenientes de la industria minera y
metallrgica y, la quema de combustibles fosiles). Sin embargo, el auge en el
estudio de los compuesto con base en vanadio y sus posibles usos como
metalofarmacos comienza desde los afios 70°s (Crans et al. 2004), cuando se
descubre el caracter terapéutico, en el tratamiento de diversas patologias como:
Diabetes mellitus, cancer, infecciones bacterianas, infecciones virales, diversas
parasitosis (Bishayee et al. 2010) y recientemente en el tratamiento de los signos
y sintomas del Sindrome Metabdlico (SM). En este sentido, compuestos como el
metavanadato y decavanadato han sido estudiados en un amplio nimero de
sistemas biologicos y biomédicos (Pereira et al. 2009), debido a su uso potencial
en el tratamiento del SMy la diabetes (Crans et al. 2004). Por otro lado, estudios
realizados muestran que la administracién via oral de decavanadato de
metformina (MeftDeca) mejora la sensibilidad a la insulina al regula la sintesis de
glucoégeno, ademas disminuir los niveles de glucosa basal, la concentracién
sérica de triglicéridos, acidos grasos libres y colesterol VLDL (Trevifio y
Gonzalez-Vergara 2019). Sin embargo, hasta la fecha no existen reportes del
papel de vanadio sobre la via de sefializacién de insulina y su relacion con la
sintesis de glucogeno en el tejido hepéatico, en el SM. Por lo que el presente
trabajo se enfoca en el estudio del mecanismo por el cual los compuestos con
base en vanadio mejoran la sintesis y dinamica de la formacion de glucégeno, la
cual involucra la cascada de sefializacion del brazo metabalico de la accion de

la insulina.



2. Marco teérico

2.1. Sindrome metabdlico

El SM es un conjunto de condiciones clinicas que comprenden sobrepeso
y obesidad central/abdominal, hipertension sistémica, resistencia a la insulina,
dislipidemia, un estado proinflamatorio y protrombaético provocados por un estilo
de vida sedentario, el aumento en el consumo de alimentos ricos en
carbohidratos, el estrés diario y la disminucion en la ingesta de alimentos ricos
en fibra (Ford, Li, y Sattar 2008). Diversos estudios epidemiolégicos demuestran
que el consumo de una dieta hipercalérica rica en azucares conduce a
alteraciones en el metabolismo de carbohidratos y lipidos, provocando la
aparicion del SM. ElI SM esta relacionado con la pérdida en la sensibilidad y
subsecuente desarrollo de resistencia a la insulina (RI). La pérdida a la
sensibilidad se refiere a modificaciones en la interaccion del dominio alfa del
receptor a insulina con la hormona, lo cual lleva a una fallida cascada de seial
en la célula blanco. Mientras que, la Rl es un concepto bioquimico-molecular que
se traduce en una menor eficiencia de la accion de la accion biolégica de la
insulina debido a la existencia de modificaciones en las fosforilaciones de los
residuos aminoacidicos asociados a la cascada de transduccion de sefiales de
la hormona. En ambos casos hiperglucemia transitoria se presentan en los

pacientes siendo compensado con hiperinsulinemia (Zhang 2007).

2.2. Fisiopatologia del Sindrome metabdlico

2.2.1. Homeostasia de la glucosa

El SM esta relacionado con el desarrollo de resistencia a la insulina (RI).
Sin embargo, el SM no es sélo el resultado de la aparicién de la RI, también
incluye efectos causado por la hiperglucemia, como la alteracion en la via de
sefalizacion de la insulina y los efectos compensatorios de la hiperinsulinemia
(Valle et al. 2012)

La RI afecta la funcion de los tejidos sensibles a la insulina (higado,
musculo, pancreas y tejido adiposo principalmente). Lo que conlleva a una

dismetabolia de carbohidratos y lipidos. Particularmente, los hepatocitos



responden a la insulina, inhibiendo la gluconeogénesis, produciendo sintesis de
novo lipidica y aumentando la sintesis de glucdégeno. Bajo condiciones
fisiologicas, la ingesta de carbohidratos produce liberaciéon de insulina. Sin
embargo, en estados de Rl y SM, la insulina no es capaz de suprimir la
produccion de glucosa hepatica, mientras que, paraddjicamente la induccién de
la lipogénesis de novo es sostenida, contribuyendo, tanto a estados

hiperglucémicos como hiperlipémicos, (Haas et al., 2012; Yecies et al., 2011)

Bajo esta condicion, la capacidad de la insulina de aumentar el consumo
de glucosay de disminuir su produccion endégena resulta ineficiente, por lo que
es necesario que las células B pancreaticas secreten una mayor cantidad de la
hormona, "obligando” a la normoglicemia, evitando una hiperglucemia sostenida,
pero redundando en el establecimiento de la RI (Adiels et al. 2008). Aunque la
hiperinsulinemia es el principal mecanismo compensatorio contra la
hiperglucemia, una prolongada hiperfuncion en las células 8 pancreaticas puede
conducir a su agotamiento y a la disminucion de insulina y desarrollo de estados
hiperglucémicos de tipo diabético (McCracken, Monaghan, y Sreenivasan 2018).
Si la secrecion de insulina se vuelve inadecuada y los niveles de glucosa séricos
comienzan a ascender, presenta intolerancia a la glucosa y después diabetes

mellitus (Takamiya et al. 2004).

2.2.2. Resistencia a la insulina y sintesis de glucégeno

En individuos metabdlicamente “sanos”, la insulina dirige el manejo
hepéatico de la glucosa. Esto implica la supresiébn coordinada de la
gluconeogénesis y la glucogendlisis, asi como la activacion de la sintesis de
glucogeno. La generacion de glucégeno mediada por la insulina esta dada por la
actividad de la glucogeno sintasa y la inhibicion de la glucégeno sintasa cinasa
3 (GSK3) (principal cinasa encargada de la inhibir su actividad) haciéndola mas
sensible a la concentracion de glucosa-6 fosfato (G6P) y aumentando su
defosforilacion por medio de proteina fosfatasa 1 (PP1) (Langhans, Geary, y
Scharrer 1982). Por su parte, la concentracion de G6P es un inhibidor alostérico
de glucégeno fosforilasa y un activador alostérico de glucégeno sintasa;
favoreciendo el incremento de la sintesis de glucogeno (Roach et al. 2016).



Sin embargo, en condiciones de RI hepatica la mayoria de los estudios
sugieren la presencia de anomalias en el metabolismo del glucégeno hepatico.
En humanos, las mediciones de espectroscopia de resonancia magnética (MRS)
del contenido de glucégeno hepético revelaron que la diabetes mellitus tipo 2
(DM2) se asocia a la disminucién del contenido de glucdégeno hepatico en un
postprandio de 4 hrs (Saklayen 2018). Asimismo, se ha demostrado que sujetos
con DM2 tienen menor contenido de glucdogeno hepatico en ayunas y una
disminuciéon de su sintesis en postprandio cuando se usa un “clamp”
hiperinsulinémico-hiperglucémico. Adicionalmente ,se ha reportado que la
glucogendlisis no es completamente suprimida por la insulina en personas con
DM2 (Igbal et al. 2017). Aunque estos procesos son claros en pacientes

diabéticos, no se ha reportado en pacientes con SM y RI.

2.2.3. Sintesis de glucégeno

El glucogeno es un polimero altamente ramificado de glucosa que
desempefia un papel importante como reserva energética para el organismo
(Hatting et al. 2017). En individuos sanos la reserva hepatica de glucégeno
representa un 5% del peso total de este 6rgano. Después del consumo de una
dieta rica en carbohidratos hasta el 30-40% son almacenados en forma de

glucégeno (Krause et al. 2002).

La sintesis de glucogeno requiere la presencia de un cebador de
oligosacarido formado por glucosas, que se produce primero a través de la
autoglicosilaciéon de la proteina glucogenina, mediante enlaces a-(1-4). Este
proceso requiere el azucar nucleétido, uridina difosfato glucosa (UDP-glucosa),
como sustrato. La UDP-glucosa es una forma activada de la glucosa sintetizada
a partir de glucosa 1- fosfato y UTP, esta reaccion es catalizada por la UDP-
glucosa pirofosforilasa (Niewoehner, Gilboe, y Nuttall 1984). La glucogeno
sintetasa permite la formacién de un enlace a-(1-4) glucosidico a la glucosa del
UDP-glucosa con una de las glucosas del oligosacérido, desplazando al UDP en
este proceso. Sin embargo, glucdgeno sintetasa solamente cataliza la sintesis
de enlaces a-(1-4), por lo que es necesaria la participacion de otra enzima para
la formacién de enlaces a-(1-6), que hacen del glucdgeno un polimero ramificado
(Adeva-andany et al. 2016).



Por otro lado, la insulina también es capaz de inhibir la glucogendlisis en
higado. Este proceso inicia con la accion de la enzima glucogeno fosforilasa, la
cual no es capaz de romper enlaces mas alla de los puntos de ramificacion, es
decir se detiene cada cuatro residuos de glucosa de un punto de ramificacion en
donde existe una ramificacién a-(1-6) (Sharabi, Tavares, y Puigserver 2019).
Para hidrolizar estas ramificaciones del glucogeno, se requiere de una segunda
enzima, la glucantransferasa que tiene actividad de transferasa la cual deja
expuesto un soélo residuo de glucosa unido por un enlace glucosidico a-(1-6)
(Niewoehner, Gilboe, y Nuttall 1984). Dicho residuo se libera por la actividad a-
(1-6)-glucosidasa que posee glucantransferasa, lo que da lugar a una molécula
de glucosa libre y una estructura no ramificada de residuos de glucosa
susceptible de ser fraccionado por la fosforilasa. La glucosa 1-fosfato producida
por la fosforilasa, debe convertirse a glucosa 6-fosfato para metabolizarse
mediante la glucdlisis, esta reaccion es catabolizada por la enzima
glucofosfomutasa (Nielsen y Wojtaszewski 2004).

Al llegar al limite de saturacion intracelular de glucégeno, existe un desvio
para la lipogénesis de novo (formacion de triglicéridos) primordialmente en
higado. Por otro lado, la glucégeno sintasa puede ser inhibida por medio de
fosforilacidn, al poseer nueve sitios en su estructura que son blancos de cinasas,
que al ser fosforilados provocan diferentes efectos en su actividad (Petersen,
Vatner, y Shulman 2017). En estados crénicos de hiperinsulinemia y RI se altera
profundamente la correcta sintesis de glucdégeno hepatico y homeostasis

metabodlica.

2.2.4 Regulacién de la sintesis de glucdgeno en el higado

Fisiologicamente, la formacion y degradacion de glucogeno en el higado se
encuentra regulado por la accién de insulina y glucagon. En esencia, la insulina
promueve la glucogénesis e inhibe la glucogendlisis a través de la activacion de
la Proteina Fosfatasa 1 (PP1), lo que lleva a la desfosforilacion de la glucogeno
fosforilasa (inactivacion) y la glucégeno sintasa (activacion). Este evento es
mediado a través de la activacion de la proteina cinasa B (PKB también conocida
como Akt), lo que lleva a la fosforilacion de la glucogeno sintasa cinasa-3 (GSK-
3B), (inhibe) la fosforilacion y activa la glucégeno sintasa. Ademas, la insulina



promueve la activacion de PP1, que desfosforila e inactiva a la glucogeno
fosforilasa. (Langhans, Geary, y Scharrer 1982).

La glucégeno sintasa se inactiva mediante la fosforilacion en multiples
residuos de serina por diversas serina / treonina cinasas como la caseina cinasa-
1, la proteina cinasa A (PKA) y la GSK-3B (Niewoehner, Gilboe, and Nuttall
1984).

En el ayuno, GSK-3 desfosforilada (forma activa), fosforila e inactiva a la
glucogeno sintasa, lo que conduce a la inhibicion de la sintesis de glucogeno
hepatico. En el postprandrio, el aumento de la sefializacion fosfoinositido-3
cinasa PI3K activa Akt en la célula, que a su vez fosforila e inactiva GSK-33,
resultando en la activacion de la glucdgeno sintasa (Ford, Li, y Sattar 2008). Por
otro lado, concentraciones elevadas de glucosa 6-fosfato activan
alostéricamente esta enzima, potenciando asi su actividad catalitica en
condiciones de alimentacion. La PPl puede ser responsable de la
desfosforilacion y activacion de la glucégeno sintasa. En consecuencia, se ha
demostrado que la glucosa activa PP1, mientras que el glucagon y la epinefrina

inhiben su actividad (Samuel y Shulman 2016).

La glucogeno fosforilasa conduce a la generacion de glucosa 1-fosfato
(Ailanen et al. 2018). La glucosa 1-fosfato se puede convertir en glucosa 6-
fosfato mediante la fosfoglucomutasa, y la glucosa 6-fosfato se puede incorporar
a la glucdlisis o convertirse en glucosa mediante la glucosa 6-fosfatasa, segun el
estado energético del organismo. La forma activa de glucdégeno fosforilasa
fosforila en Ser 14, y estd sujeta a la sefalizacion de epinefrina y glucagon.
Asimismo, los niveles del AMP ciclico intracelular (CAMP) aumentan a través del
adenilato ciclasa, lo que lleva a la activacion de proteina cinasa A (PKA). La PKA
es entonces responsable de la fosforilacibn y activacion de la glucégeno
fosforilasa coordinando la degradacion del glucégeno (Miranda et al. 2005). En
condiciones de alimentacion, esta cascada de cinasas esta inactiva debido a la
falta de secrecion de hormonas catabdlicas. Ademas, la insulina promueve la
activacion de PP1, que desfosforila e inactiva la glucogeno fosforilasa (Hatting
et al. 2017).



2.2.5. Lipogénesis hepética

Cuando la tasa de glucogénesis llega a su limite, la sefializacion de insulina
promueve lipogénesis hepatica de novo. Esta es una via biosintética de acidos
grasos primordial en el higado, que contribuye al almacenaje y secrecion de
lipidos por los hepatocitos (Jensen-Urstad and Semenkovich, 2012). Este
proceso es propiciado por el empleo de sustratos derivados principalmente de la
glucolisis y el metabolismo de los hidratos de carbono. La via conduce a una
generacion de cadenas de acidos grasos ligadas a la coenzima A, que se pueden
incorporar a una gran diversidad de especies lipidicas. Se ha sugerido que el
aumento de DNL contribuye a la patogénesis de la enfermedad de higado graso
no alcohdlico (Donnelly et al., 2005), una enfermedad metabdlica relacionada
con el desarrollo de la DM2. La DNL también se incrementa en condiciones de
RI (Ameer et al., 2014). Por lo tanto, puede ser crucial para comprender y asignar
el espectro completo de trastornos metabdlicos asociados con la RI.

La DNL es la sintesis de cadenas de acidos grasos a partir de subunidades
de acetil-CoA producidas durante el glucolisis (Smith y Tsai. 2007) y estas
pueden condensarse con una molécula de glicerol. El mecanismo de reaccién
comienza con la produccién de malonil- CoA a partir de un precursor de acetil-
CoA, bajo la actividad catalitica de la acetil-CoA carboxilasa (ACC) (Bianchi et
al., 1990). El malonil-CoA mediante diferentes reacciones, que involucran al
complejo multienzimatico de la &cido graso sintasa tipo | (FAS) y otra molécula
de acetil-CoA (Smith, 1994) producen acil coA. El alargamiento de este acil coA
cesa en la etapa 16 o 18 carbonos con la liberacién de acido palmitico o acido

esteérico (Foster and Bloom, 1963).

Si bien, la glucolisis proporciona acetil-CoA como el principal sustrato para
la DNL, existen intermediarios como el gliceraldehido que es posteriormente
fosforilado para producir gliceraldehido 3-fosfato (G3P) (Mayes, 1993). Durante
la sintesis de novo de triacilglicerol se da la acilacion de glicerol-3-fosfato,
generando &cido lisofosfatidico (LPA) (Coleman and Lee, 2004). El LPA es
acondicionado enzimaticamente para producir diacilglicerol (DG). Finalmente,
una acil-CoA acila el DG dando paso triacilglicérido (TG), por medio de la
actividad catalitica de la diacilglicerol acil transferasa (DGAT) (Shi and Cheng,

2008). Este proceso es resumido en la figura 1.
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Esquema 1 Vias metabdlicas para la sintesis de acidos grasos y triglicéridos. La glucosa
absorbida por la célula proveniente de la dieta o de la gluconeogénesis se convierte en piruvato
a través de la glucdlisis. El piruvato se convierte en acetil-CoA y entra en el ciclo de acido
tricarboxilico (TCA). El exceso de acetil-CoA es convertido en citrato y puede salir de las
mitocondrias, ya en citoplasma es sustrato de las enzimas lipogénicas. Las principales enzimas
implicadas son la acetil-CoA Carboxilasa (ACC) y la Sintasa de acidos grasos (FAS). Las
principales enzimas implicadas en la esterificacién y produccion de triacilglicerol (TG) incluye a
la Glicerol-3-fosfato acil trasnferasa mitocondrila (NGPAT) y a la Diacil glicerol acil transferasa
(DGAT). Tomado y modificado de Wang et al., 2015.

Una vez sintetizados los triglicéridos, estos son transportados fuera del
hepatocito por medio de las lipoproteinas de baja densidad (VLDL) (Olofsson,
Stillemark - Billton y Asp,2000; Sundaram y Yao0,2010). Estas lipoproteinas
pueden oscilar entre 35 y 100 nm, sin embargo, diversas fuentes indican que la
DNL puede conducir a un aumento en el tamafo de VLDL (aproximadamente
130 nm) pero no al nimero de particulas de VLDL segregadas (Grefhorst et al.,
2002; Choi and Ginsberg, 2011).

2.2.6. Regulacion de la lipogénesis hepatica
La via lipogénica tiene una doble regulacion: la transcripcién de enzimas
integrales a la sintesis de AG y regulacion alostérica de ACC. A su vez, la

regulacion transcripcional de DNL tiene dos vias de activacion: la proteina de



union al elemento regulador de esterol 1c (SREBPL1c) y la proteina de unién al
elemento de respuesta a carbohidratos (ChREBP). Ambas vias se activan por el
aumento de la sefalizacion de la insulina y el aumento de las concentraciones
de glucosa, ambas inducidas por la alimentacion (Figura 2) (Kawano y CoheN
2013, Oosterveer y Schoonjans, 2014).

La actividad de SREBP1c es regulada positivamente por la sefializacion de
la insulina, sin embargo, el mecanismo no estd completamente dilucidado
(Gancheva et al. 2015). La activacion de SREBP1c ocurre mediante dos vias
principales rio abajo del receptor de insulina, ambas involucrando la via (PI13K) /
proteina cinasa B (PKB), una que resulta en la fosforilacién de la propia
SREBP1c naciente, la otra en la activacion del receptor X del higado (LXR),
predominantemente la isoforma LXRa presente en el higado (Meshkani y Adeli
2009).

La accion de la insulina a través de la via PI3K / PKB promueve la
fosforilacion naciente de SREBP1c, lo que conduce a una mayor acumulacion
de la forma madura de SREBP1c y a niveles reducidos de la forma naciente
unida a la membrana de la proteina en hepatocitos de rata y ratones in vivo
(Hegart et al.,2005)

ChREBP, en contraste con SREBP1c, se activa por el aumento
postprandial de glucosa en hepatocitos. La tasa de glucdlisis en estas células
aumenta debido al equilibrio citosdlico - plasmatico de glucosa a través de la
proteina de la familia del transportador de glucosa independiente de la insulina,
GLUT2 (Mueckler y Thorens, 2013). La activacion de ChREBP parece ser
estimulada por una serie de moléculas generadas durante la glicolisis, aunque el
mecanismo exacto no esta claro; se ha sugerido que la regulacion principal de
ChREBP es a través de la desfosforilacion de Serl96 y otros sitios de
fosforilacién de la PKA o cinasa activada con monofosfato de adenosina (AMPK),
lo que conduce a la disociacion de la proteina en el citosol, la translocacion a
ndcleo y activacion de genes que contienen el elemento de respuesta a los
carbohidratos (ChoRE) (Uyeda and Repa, 2006). Sin embargo, los cambios en
el estado de fosforilacion pueden no ser el unico mecanismo de regulacion. El

resultado de esta ruta aun no definida es la regulacién positiva de genes que



contienen el ChoRE, incluyendo aquellos genes que codifican proteinas
integrales de la via DNL tales como FAS, ACC y también piruvato cinasa, que
proporciona el precursor de acetil CoA como sustrato lipogénico a través de la
actividad de la piruvato deshidrogenasa (Ma et al., 2005). A este proceso es

resumido en el esquema 2.

Insulina
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Esquema 2. Regulacién de la lipogénesis de novo por LXR-a, SREBP1c y Chrebp. La activacién
del receptor de insulina conduce a la fosforilacién del sustrato 1 del receptor a insulina (IRS1),
que posteriormente activa la fosfoinositol 3-cinasa (PI3K), a cinasa dependiente de fosfoinositido
(PDK1), diana del complejo 1 de rapamicina de mamifero(mTORCL1), la cual activa a la proteina
ribosémica S6 cinasa 1 (S6K1), que conduce a la localizacion nuclear del receptor X del higado
a (LXRa), asi de manera directa o indirecta mTORCL1 ayuda a la maduracion de SREBP1c desde
RE hasta Golgi, promoviendo su translocacion a nucleo. Por otro lado, la via glucolitica produce
intermediarios que conducen a la desfosforilacion de ChREBP y disocian a la proteina citosoélica,
conduciendo a ChREBP nuclear y la posterior transcripcion de sus genes lipogénicos diana.
Lineas continuas (via directa), lineas discontinuas (via indirecta). (Tomado y modificado de
Sanders et al., 2016.).

2.2.7 Equilibrio de los acidos grasos-triglicéridos

Diversos investigadores consideran que el almacenamiento disfuncional

de los acidos grasos es un punto fundamental en la aparicion de la RIl, como
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causa o consecuencia (Batsis, Nieto-Martinez, y Lopez-Jimenez 2007). En 1992,
se propuso una interpretacion diferente de cdmo el paradigma de la resistencia
a la insulina, hiperinsulinemia, hiperglucemia e hipertrigliceridemia pueden estar
interrelacionados. Sugiriéndose que, en lugar de una patologia centrada en el
metabolismo de la glucosa, quizéas la patogénesis de la resistencia a la insulina
se entiende mejor como una desregulacion del metabolismo de los lipidos,
debido al aumento de las tasas de lipogénesis hepatica (McGarry, 1992). Se
acepta que la resistencia a la insulina se asocia con alteraciones en el
metabolismo de los lipidos hepaticos. Bajo esta hipétesis, el circulo vicioso
propuesto sigue siendo centrado en procesos de hiperinsulinemia que conducen
al aumento de lipogénesis de novo (DNL, por sus siglas en inglés), la cual induce
una mayor resistencia a la insulina (Williams et al., 2013), con fracaso en la
supresion de gluconeogénesis, e hiperglucemias sostenidas, las cuales

estimulan mas secrecion de insulina de las células B pancreaticas

Por otro lado, los AGL también producen lipotoxicidad en las células B
pancreéticas, provocando a largo plazo una disminucién en la secrecion de
insulina. La RI también contribuye al desarrollo de hipertensién, debido a la
pérdida del efecto vasodilatador de la insulina y el efecto vasoconstrictor
provocado por los AGL. La RI también incrementa la viscosidad plasmaética,
induciendo un estado protrombético que permite la liberacion de citocinas
proinflamatorias desde los adipocitos (Després y Lemieux 2006). Los depdsitos
de grasa visceral contribuyen a la Rl en mayor medida que la grasa subcutanea,
debido a que su lipolisis permite un aumento del suministro de AGL al higado por
medio de la circulacion esplénica (Adiels et al. 2008).

2.2.8. Dislipidemia

El SM también esta caracterizado por la presencia de dislipidemia, que es
una condicion determinada por anormalidades en el metabolismo de las
lipoproteinas y el colesterol, que conduce a un aumento en los niveles de TG,
VLDL, LDL y AGL, ademas de una disminucion de HDL(Adiels et al. 2008). La
dislipidemia asociada a RI, comienza con sobreproduccién de TG y su

empaquetamiento en VLDL consecuencia del aumento en la sintesis de novo en
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el higado y a la liberacion de AGL por parte de los adipocitos (Després y Lemieux
2006).

Las VLDL son la principal forma de transporte de TG endogenos hacia los
tejidos, por accion de lipoprotein lipasa (LPL) que se encarga de la hidrdlisis de
los TG, las VLDL son transformadas en IDL y finalmente en LDL (Zabielski et al.
2018). En estados de R, se generan VLDL, IDL y LDL ricas en TG (Unger et al.
2010) las cuales disminuyen la dindmica de la hidrdlisis , por lo tanto, pasan
mayor tiempo en circulacion, lo que contribuye al desarrollo de esteatosis y

ateroesclerosis (Sesti 2006).

2.3 Nuevos abordajes terapéuticos en el Sindrome metabdlico

Actualmente existe un gran interés en el desarrollo de nuevos farmacos
para el tratamiento de los signos y sintomas del SM. El caracter esencial con el
que cuentan los iones metélicos y sus compuestos biomoleculares en el
desarrollo y funcionamiento de los seres vivos ha estimulado un creciente interés
en el campo de los metalofarmacos con actividad sobre la homeostasia de lipidos
y carbohidratos. Numerosas investigaciones han demostrado que una variedad
de complejos con base en V, como sulfato de vanadilo, VOSO4; metavanadato
de sodio NaVOs, bis (etilmaltolato) oxoV (IV) (BEOV) y el polioxovanato
decavanadato (V10028)®”, exhiben una marcada actividad insulinomimética
(Trevifio, Sanchez-Lara, et al. 2015a) (Adachi et al. 2006)

2.4. Generalidades del Vanadio

El vanadio (V) (Z=23), es un metal de transicion situado en el grupo 5B de
la tabla periddica, cuenta con una masa atomica de 50.9415 g/mol, cuenta con
dos isotopos estables *°V y 5V que representa el 99.75% y tiene la particularidad
de existir en una amplia variedad de estados de oxidacion -1, 0, +1, 2+, +3, +4,
+ 5. Sin embargo, los estados de oxidacion mas comunes para V son (Il1), vanadil
(IV) y vanadato (V), este ultimo es el mas comdn pero también el mas toxico
(Imtiaz et al. 2015). EI compuesto mas comun formado por V es el pentdxido de
V (V20s), sin embargo, metavanadato de amonio (NH4VOz3) y ortovanadato de
sodio (NasVOa4) también son formas comunes que adopta este elemento. V tiene

configuracion electrénica (Ar) 3d34s?, cuenta con un punto de fusién 1910 °C, un
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punto de ebullicién correspondiente a 3407 °C y una densidad de 6.11g/cm? a
20 °C. Por otro lado, V tiene la particularidad de ser el Unico elemento de la tabla
periodica considerado como doblemente descubierto, la primera en 1801 por
Andrés Manuel del Rio y posteriormente en 1831 por por Nils Gabriel Sefstrom,
quien lo redescubre en una mina en Taberg, Suecia. (Tripathi, Mani, y Pal 2018)

2.5. Fuentes de exposicion a Vanadio
2.5.1. Fuentes naturales

El vanadio es el vigésimo segundo elemento més abundante de nuestro
planeta (0.013% p/p), tiene una concentracion promedio en la corteza terrestre
de 159 g/t y 0.14 mg/kg ubicando a este elemento en el quinto lugar dentro de
los metales de transicion presentes en la corteza terrestre. Asi mismo, V se
encuentra ampliamente distribuido en mares, océanos, atmosfera, asi como en
todos los organismos. Por lo que el ser humano se expone a este metal tanto por
via enterogastrica como respiratoria (Moreira et al. 2019).

2.5.2. Vias de entrada y distribucion de Vanadio

Los pulmones constituyen el principal depésito de V proveniente del
ambiente. Sin embargo, menos del 5% del V administrado por via oral es
absorbido intestinalmente. Las especies de V relacionadas con la ingestion via
oral son vanadatos (HVO4?) y vanadil (VO?*). No obstante, la captacién de
Vanadato es de 3-5 veces mayor que la captacién de vanadil. En el estbmago,
el V ingerido es reducido parcialmente a V4* y precipita a hidréxidos de vanadil
(VO(OH)2) y permanece en esta forma hasta pasar duodeno. Ya en el duodeno
(V>*) permaneciendo en esta forma hasta finalmente ser excretado en heces. La
actividad farmacoldgica de los compuestos de V es influenciada por la estabilidad
del complejo, la interconvencién y el estado de oxidacién de las formas de V4*y
V>*. En condiciones fisiol6gicas, las sales de oxovanadato pueden actuar como
cationes o aniones. Las formas catidnicas son mas comunes a un pH bajo y las
aniénicas a pH neutro y alto. Sin embargo, cuando V actia como un anién, este
adopta la conformacién de fosfato. El analogo V-fosfato (VO4% , HVO4?, H2VO*
) es particularmente importante ya que puede interaccionar con proteinas como

fosfatasas y fosforilasas (Tripathi, Mani, y Pal 2018).
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Una parte del V ingerido es absorbido y pasa a circulacién sanguinea,
donde se somete a especiacion redox y se compleja con proteinas séricas como
transferrina y albimina. Ademas estudios han demostrado que V#* puede unirse
a moléculas de bajo peso molecular, como citrato, oxalato, lactato y fosfato
(Samart et al. 2018). Comunmente, el V en plasma se encuentra en un rango de
0.016-0.15 ng/mL el cual se distribuye y almacena en diferentes tejidos en tres
fases: La primera fase tiene un declive rapido que va de 30 minutos a 1h. La
segunda fase con un declive intermedio (t12=26 h) y una tercera fase de declive
lento (t12=10 dias). Por otro lado, la distribucién de V en tejidos (humanos, ng/g
en peso humedo) corresponde a 7.5 para higado, tiroides 3.1, rifidn 3, pulmon
2.1, corazon 1.1, musculo y grasa 0.55. Su eliminacion es por via urinaria, y cerca
del 50% del V es excretado después de 12 dias. En hueso, V puede reemplazar
al fosfato de la hidroxiapatita (Cas(POa4 )3 OH) por tanto, la duracion se extiende

hasta un mes con una vida media de 4-5 dias (Fig. 3).

Gran parte de V en torrente sanguineo se encuentra unido a transferrina,
donde V#* tiene la capacidad de unirse al sitio de unién con Fe3*, desplazando
del 30%-70% de este metal de la transferrina. (Sanna et al. 2017). Albumina
juega un rol importante en el transporte de V, se ha identificado un sito de union
de alta afinidad (VBS1) que puede interaccionar con VO?*y al menos cinco sitios
de unién a V de afinidad relativamente baja (VBS2)(Figura 3)(Jakusch y Kiss
2017).
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Esquema 3. Especiacion y solubilizacion de V dependiente de pH en diferentes cavidades y
tejidos. Tomado y modificado de Trevifio et al 2018.

2.6. Mecanismo de incorporacion celular del Vanadio

Los ligandos antes mencionados influyen en gran medida en la eficacia de
los diversos compuestos de V al determinar su transporte, estabilidad y
biodisponibilidad a diferentes tejidos. En particular, la biodisponibilidad de los
compuestos de V es de suma importancia ya que esta relacionada con su
eficacia terapéutica. Los compuestos de V alcanzan la compartimentacion
celular después del reconocimiento del ligando especifico por receptores de la
superficie celular para posteriormente ser endocitados (Ruiz-Torres 2005).
Luego las bombas de protones acidifican el ambiente intra vesicular y eventos
celulares especificos producen cambios conformacionales que promueven la
salida de V y que este se movilice hacia citoplasma, lo cual probablemente
involucre al transportador de metales divalentes 1 (DMT1). Las especies de V
consiguen ingresar a la célula por medio de difusion, empleando para ello los
canales de sulfato o fosfato, transportadores membranales de citrato,
transportadores de lactato (transportador monocarboxilado, MCT1) y el
transportador de aniones organicos (OCT). Después de la recaptura celular, los

compuestos de V pueden ser sujetos de especiacion y modificaciones redox, las
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cuales impactaran en su biodisponibilidad, sitio de interaccion y efecto
terapéutico y/o toxico (Wong et al. 2018).

2.7. Interconversion entre especies de V y balance redox celular

La especiacion del V esta a cargo del pH, la arquitectura celular y de la
estabilidad de quelantes biologicos o sintéticos. Las células que componen a los
organismos vivos estan divididas por membranas en diferentes compartimentos
y vesiculas, cada compartimiento tiene un pH diferente dependiente del estado
fisioldgico, fisiopatoldgico y patolégico El estado celular influye en la formacién
de diferentes especies oligoméricas de V con diferentes estados de oxidacion.
Diversos estudios demuestran que V puede sufrir reacciones de especiacion en
células vivas. EPR y RMN de 'V ha proporcionado evidencia de la presencia de
formacién de tetrdmero de vanadato y especies de vanadilo después de que las
células fueron expuestas al vanadato monomeérico(Chatkon et al. 2013). La RMN
de 51V también evidencié la formacion de decavanadato (Vio Oz2g) 6~ en células
con un pH de 6,5 y una concentracion de vanadato de 5 mM, lo que demuestra
que el V se puede concentrar dentro de los organulos celulares acidos. Se ha
demostrado que la distribucién del V dentro de la célula depende del compuesto

gue se administre (Imtiaz et al. 2015).

El V cuenta ademas con la capacidad de reducirse (V*°> a V*4) en forma de
vanadilo in vivo por especies que contienen grupos tiol como: cisteina y glutation.
Asi, el grado en que el V>*que se reduce a V**es un factor importante que influye
en la cantidad de metal/compuesto que se transporta dentro y fuera de las
células (Chatkon etal. 2013). La interconversion entre especies de V
(principalmente V*4/ V*9y en menor grado en V*3) ocurre constantemente dentro
de las células. Estudios previos sugieren que los complejos ligando-V no son
estables en el cuerpo. Por lo tanto, el V administrado buscara la especiacion
necesaria para una distribucion equilibrada (Papapetropoulos et al. 2004). Este
comportamiento prueba que la complejacion y especiacion del V es un proceso
dindmico en un ambiente hidraulicamente inestable. Compuestos reductores
como glutatién (GSH) y acido ascorbico interactian y reducen facilmente el V de

V*a V*. sobre todo en regiones con poco oxigeno, donde la reduccién es

16



completa, sin embargo, en presencia de oxigeno se establece un equilibrio
redox. Aunque GSH es un agente reductor bastante ineficaz, las interacciones
redox estabilizan el estado de oxidacion del V a través de la complejacién con
GSH oxidado (GSSG). La alta concentracion intracelular de GSH aumenta la
posibilidad de formaciéon de VO?'y su complejacién con GSH o GSSG. Se ha
demostrado que tanto GSH como GSSG son potentes aglutinantes de VO*2,
Otros agentes reductores eficaces, como NAD*/ NADH, NADP*/ NADPH,
FAD*/FADH o ascorbato, pueden interconvertir V5*y V4*, asi como a especies de
V3*(Willsky, Takeuchi, y Tracey 2010).

Por debajo de pH 6 y a una concentracidon superior a 0.2 mM es posible
conseguir la formacién de polioxovanadatos como el anion decavanadato
(V10028)%~ (Manuel Aureliano 2011, Samart et al. 2018, Neh et al. 2008). Este
compuesto se encuentra conformado por diez atomos de V y 28 de oxigeno,
ensamblados en una estructura compacta que mide 8.3A x 7.7 Ax 5.4 A, en la
cual los &tomos de V se encuentran posicionados en los interticios de las diez
unidades (VOe)(M. Aureliano y Ohlin 2014). Cuenta con una vida media de cerca
de 9 horas a pH 7.5 y 25 °C. Este rango de descomposicion incrementa
sustancialmente a valores de pH altos. En contraste a valores de pH bajos la
estabilidad cambia significativamente, desde ser un polianion hasta ser
protonado(Manuel Aureliano 2011). A pH cercanos a 1y 25 °C, el tiempo de vida
media de decavanato es de tan solo 6 s. Estas especies decamericas tambien
cuentan con actividad biolégica al poder interactuar con proteina como miosina
y actina que se encuentran implicadas en el proceso de contraccion muscular,
ademas se ha reportado que decavandato tiene un efecto insulin-potenciador en
ratas diabeticas inducidas con estreptozotocina y en modelos de murinos
diabeticos inducidos con aloxano o por dieta hipercalorica (Trevifio, Sanchez-
Lara, et al. 2015).

2.8.Vanadio y Sindrome metabdlico

El estudio de los compuestos de V comienza desde los afios 70°s, cuando
se describio el caracter terapéutico (Crans et al. 2004) y el posible uso biomédico
gue tienen muchos de los compuestos que contienen V con estados de oxidacion

+4 y +5. Como se ha demostrado el tratamiento de Diabetes mellitus, cancer,
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infecciones bacterianas e infecciones virales (Bishayee et al. 2010). Los efectos
terapéuticos mostrados por especies de V, se han atribuido principalmente a que
el vanadato tiene similitudes electronicas y estructurales al fosfato (Samart et al.
2018). En este sentido el vanadato puede adoptar una geometria bipiramidal
estable, similar al estado de transicion que adopta fosfato al interactuar con las
enzimas encargadas de su metabolismo (cinasas y fosfatasas) e inhibir su

actividad biologica (Pereira et al. 2009).

Los primeros compuestos de V probados en contra de los signos del SM y
la diabetes fueron las sales simples, los cuales demostraron que la concentracion
terapéutica estaba muy cercana al umbral toxicolégico. En un esfuerzo por
aumentar la eficacia y disminucion de la toxicidad, los ligandos organicos
coordinados V han ido en desarrollo (Rehder 2008). Se han realizado estudios
limitados en humanos con sales de V (ortovanadato de sodio y sulfato de
vanadilo), estos se han llevado a cabo con pacientes con diabetes tipo 1y tipo
2, con un régimen de dosificacion de 2 a 6 semanas de 25 a 100 mg de la sal
por dia. Estas dosis son mas bajas que las utilizadas en roedores y causan
algunos malestares gastrointestinales, pero en general fueron bien tolerados,
observando una mejora en la sensibilidad de insulina, la sintesis de glucégeno y
supresion de la produccion de glucosa hepatica, también se demostrd que el
tratamiento con estas sales aumentan la fosforilacién de la proteina tirosina del
receptor de insulina (Willsky, Takeuchi, y Tracey 2010).

Actualmente sélo se han concretado ensayos clinicos de fase 1 en
humanos para bis (etilmaltolato) oxovanadio (IV) (Willsky, Takeuchi, y Tracey
2010). El bis(2-etil-3-hidroxi-4-pironato) oxovanadio (IV) (BEOV) y su analogo el
bis(3-hidroxi-2metil-4-pironato) oxovanadio (IV) (BMOV), ambos compuestos
han mostrado ser capaces de mejorar la glicemia de ratas diabéticas con
hiperglicemia, en estudios tanto cronicos como agudos. Esto llevo a BMOV a ser
el compuesto de referencia con el que diversos compuestos antidiabéticos con
base en V son comparados (Adachi et al. 2006). Con la descripcion de BMOV y
BEQV, una considerable cantidad de compuestos euglicémiantes con base en V
han sido reportados y comparados contra BMOV Y BEOV de entre los cuales
destacan piridin-2,6-dicarboxilado dioxoV (V) (V5-dipic), bis (maltotato) oxoV (IV)

(VO-(malto)2) y amavadina analoga bis (N-hidrolaminaiminoacetato) V (IV)
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fueron analizados también en glucosa basal, consumo de glucosa estimulado

por insulina en adipocitos de rata (Korbecki et al. 2016).

Por otro lado, los compuestos metavanadato y decavanadato han sido
estudiados en un amplio niumero de sistemas bioldgicos (sistemas enzimaticos
aislados, lineas celulares y en modelos animales) (Pereira et al. 2009), debido a
su uso potencial en el tratamiento del SM y la diabetes (Crans et al. 2004). En
este sentido, las primeras pruebas clinicas donde se empledé metavanadato de
sodio datan de la década de los 90’s. En estas pruebas, luego de la
administracion oral de una dosis de 50-125 mg/dia durante 2-4 semanas, se
registré la disminucién en los niveles de glucosa basal y los requerimientos
diarios de insulina en pacientes con DM1 (Adachi et al. 2006). Mientras tanto, la
administracion oral de metavanadato de sodio en pacientes con DM2,
incrementod la sensibilidad a la insulina, la reducciéon de los niveles de glucosa
basal, la disminucion de los niveles de hemoglobina glicosilada y la supresién en
la produccién de glucosa hepética enddgena (Ortega-Pacheco et al. 2018). La
administracion oral de metavanadato de sodio en pacientes sanos mostro un
efecto hipoglucemiante y la disminucion en los niveles de colesterol sérico y libre,
por lo que se sugiere que puede interaccionar directamente en la biosintesis del
colesterol. Por otro lado, en hepatocitos y adipocitos aislados, se observé que el
metavanadato de sodio modula la homeostasia de la glucosa (Pereira et al.
2009), el metabolismo de lipidos, estimula la lipogénesis y suprime de la

actividad lipolitica (Makinen y Salehitazangi 2014).

Por su parte, el decavanadato es un polioxovanadato mas grande y estable,
por lo que tras su administracion en modelos murinos de DM1, asi como en
adipocitos de rata aislados, ha mostrado ser un mejor regulador lipidico y un
mejor regulador del consumo de glucosa que metavanadato de sodio (M.
Aureliano y Ohlin 2014). Asimismo, el decavanadato puede reducir los niveles
de glucosa basal, aumentar la sensibilidad a la insulina, normalizar la sintesis de
glucoégeno y disminuir la concentracion de acidos grasos no esterificados,
después de su administracion cronica en modelos murinos hiperglucémicos.
Debido a su alta carga ionica, el ibn decavanadato puede ser estabilizado por

una gran cantidad de contraiones (protones, metales alcalinos, amonio,
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alquilamonio, fosfonio y cationes organicos)(Lin, Tan, y Wang 2011)(Sanchez-
Lombardo et al. 2014)(Wilsey, Matheny, y Scarpace 2015), entre ellos el ion
amonio o Metformina; en su forma de clorhidrato de metformina (HMetf)Cl, que
es un compuesto mundialmente empleado en el tratamiento de la DM2. En este
sentido decavanadato de amonio en una dosis de (50 pM) incrementa (6 veces)
la captacion de glucosa comparado con el basal, seguido por BMOV (1mM). En
presencia de insulina (10 nM) decavanadato de amonio incremento (50%) el
consumo de glucosa en comparacion con la administraci6 de BMOV vy
metavanadato en las mismas concentraciones (Copps y White 2012).

Actualmente, se han informado el compuesto decavanadato-metfomina con
la idea de inducir un efecto simbibtico entre estos dos compuestos con
capacidades euglicemiantes. En nuestro grupo de trabajo ha sido posible
generar una sal basada en decavanadato y Metformina [(HMetf)s(V100z2s)],
abreviado como Metf-Deca (Figura 4) (Sanchez-lara etal. 2018). Estudios
previos, muestran que la administracion via oral de decavanadato de metformina
(MeftDeca, Fig. 1) en una dosis de 2.5 pM/ 2 veces a la semana/ 8-12 semanas
(dosis 48, 000 veces menor que la dosis administrada de metformina) en
modelos de ratas diabéticas por STZ (Trevifio y Gonzalez-Vergara 2019), es
suficiente para mejorar la sensibilidad a la insulina y regular la sintesis de
glucégeno, ademas de disminuir los niveles de glucosa basal, la concentracién
sérica de triglicéridos, acidos grasos libres y colesterol VLDL. Por todo esto, Metf-
Deca posee un gran potencial farmacolégico como: hipoglucemiante,
hipolipemiante y regulador metabdlico. Estos compuestos frecuentemente han
sido mencionados como insulinomimeticos o insulino potenciadores. Sin
embargo, hasta la fecha no se ha dilucidado el mecanismo de accién de estos
compuestos, en particular del compuesto Metf-Deca. Sumado a esto, la insulina
tiene efectos particulares en cada tejido, aun y cuando emplea la misma via de
sefalizacion en cada uno de ellos. Por lo tanto, resulta necesario el comprender
esta via de sefalizacion y la accion particular para poder diferenciar el

mecanismo por el cual actia el V.
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Esquema 4. Interaccién entre (HMetf)s y (V10028)8~. Tomada y modificada de Sanchez-Lara et
al., 2018.
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3. Planteamiento del problema

La prevalencia del SM se ha convertido en un problema grave de salud
publica dentro de la poblacién mexicana debido a que puede incrementar el
riesgo de desarrollar enfermedades cardiacas y patologias cronico-
degenerativas: como hipertension y diabetes mellitus, ademas de tener una tasa
de incidencia que actualmente se mantienen al alza. En el 2016, el gobierno
federal destino el 23.68% del gasto publico en salud, tan solo para atender el
costo total provocado por la obesidad, presion arterial alta y diabetes mellitus en
la poblaciéon mexicana; que ascendié a cerca de 6, 620 millones de pesos
(Trujillo-Hernandez et al. 2017). Por otro lado, el costo anual de un paciente
obeso que decide modificar su dieta y actividad fisica significo un gasto extra de
hasta 92, 860 pesos en el gasto familiar. Segun la ENSANUT 2018, el 35.6 % de
la poblacion de 5-11 afos y el 75.2% de los adultos mayores de 20 afos,
presentan algun grado de sobrepreso y obesidad. Sumado a esto, el 56.6% de
la poblacion encuestada refirié ser atendida por los servicios publicos de salud,
lo que convierte al SM en un problema de salud publica y econdémico
insostenible. En los dltimos afos, se ha discutido el rol bioldgico que tiene el V y
el uso potencial de sus sales (metavanadato de sodio) y ([HMetf]e[V10028]) como
posibles agentes terapéuticos. Sin embargo, no se han dilucidado con claridad

el papel que tiene el V como tratamiento para las enfermedades metabdlicas.
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4. Justificacion

El SM ha cobrado un alto impacto en la sociedad debido a la pérdida de
salud y calidad de vida; asi como por el alto costo de la atencibn médica y la
pérdida de actividad econdmica potencial, por lo que se prevé que en un futuro
cercano sea insostenible. Por lo tanto y ante los problemas que ocasionan las
terapias farmacoldgicas tradicionales, se vuelve de suma importancia el estudio
y caracterizacion del mecanismo por el cual los compuestos de V mejoran los
parametros clinicos del SM y por lo tanto sus comorbilidades. En este sentido,
se sabe sobre la capacidad de los compuestos de vanadio de interaccionar con
la via de sefializacidn de insulina, potenciando y mejorando la actividad biologica
de dicha hormona. Una de las rutas de sefializacion de importancia, al ser una
de las mas afectadas en las enfermedades metabdlicas en la formacion y
resguardo de glucégeno. Esta, constituye una de las fuentes energéticas mas
importantes en el organismo y al perder su regulacion existen desvios
metabdlicos que favorecen dislipidemias, con graves consecuencias para los
pacientes. Los compuestos de V, en particulas de decavanadatos, al ser
administrados como tratamiento podrian resultar en una mejora de los
pardmetros clinicos y metabdlicos antes mencionados, por medio de su
interaccion en uno o mas de los nodos de la cascada de sefalizacion de la
insulina, propuestos por nuestro grupo de trabajo. Particularmente, la posible
mejora en la sintesis y dindmica de la formacion de glucégeno, la cual involucra
la cascada de sefalizacion del brazo metabdlico de la accion de la insulina,
implicaria clinicamente mejoras en la homeostasia de la glucosa, lo cual es una
de las principales alteraciones en el SM, que progresa rapidamente a entornos
diabetogénicos. Por lo que, el comprender su probable accion o mecanismo
sobre esta via metabdlica y cascada de sefializacion, estableceria el posible uso
de metavanadato de sodio, decavanadato de amonio y Metf-Deca como un

profarmaco de uso terapéutico.
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5. Objetivo general

Evaluar el efecto de los compuestos decavanadato y Metf-Deca sobre la
via de sefializacion hepatica insulina-glucégeno en rata Wistar con sindrome

metabodlico.

6. Objetivos particulares

1.0Optmizar la sintesis y ca los compuestos de vanadio: (NH4)e [V10026]-6H20 y
[HMetf]e [V10028]'6H20

2. Evaluar el efecto del tratamiento con los compuestos de vanadio sobre los
parametros zoométricos y bioquimicos clinicos caracteristicos del sindrome
metabdlico.

3. Evaluar en el tejido hepatico el efecto del tratamiento con los compuestos de
vanadio sobre la via de sefalizacion de la insulina y dinamica de glucégeno
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7. Disefio experimental

Sintesis de
[HMetf]; [V 0] 6H,0

Sintesis de

(NHa4)6 [V10026]-6H20

I

Ratas macho de la cepa Wistar (n=72)
1) Grupo con Lab diet 5001 normocalérica

2) Grupo con dieta hipercaldrica
MX/E/2013/047377

|

Tras 3 meses de consumo de consumo de dietas y validacion del modelo de SM:

Glucosa basal, Insulina basal, TOG, Curva de respuesta insulinica a TOG, colesterol total,
triglicéridos, HDLC-c, LDL-c, VLDL-c, IMC, HOMA-IR, HOMA-S%, HIRI, HIS y zoometria.

A

, }

.

Grupo
normocaldrico

(n=12)

Grupo hipercalérico
(Dosis 200
mg/kg/dia)

(n=12)

: - Grupo hipercalérico
Grupo hiperclalérico mas NaVO
mas metformina. 3
(Dosis 200 (Dosis 12.333
mg/kg/dia) ug/kg/2 veces a la
=12 semana)
(n=12) (n=12)

Grupo hipercalorico
mas
(NH,)¢ [V,,0,6]-6H,0.
(Dosis 12.333 ugrkg/2
veces a la semana)
(n=12)

Grupo hipercalorico
mas
[HMetf] [V,,0.,,]'6H,0.

(Dosig2.333 ug/kg/2
veces a la semana)

(n=12)




Tras dos meses de tratamiento:
1)Evaluacion de parametros zoometricos
2)Tolerancia oral a glucosa (TOG, 1.75 g/kg)
3) Insulina de accion rapida (ITT, 0.75U/kg)

4

Ensayos séricos (Espectrofotométricos y
ELISA)

Curva de tolerancia oral a la glucosa de TOG
e ITT, respuesta insulinica a la glucosa TOG,
colesterol total, triglicéridos, HDL-c, LDL-c
VLDL-c.

IMC, HOMA-IR, HOMA-S%, HIRI, HIS.

Tejido hepatico
Determinacion de glucogeno hepatico:
A los tiempos
0, 10, 30 min
(2 determinaciones en l6bulos contiguos)
Tincion H&E, Tincion PAS

Western Blot

anti-InR (p-T1315), anti-PTP1B, anti- PI3K,
anti-PTEN, anti-Akt-pS473, anti-IRS-2, anti-
GSK3p y anti-Glucégeno sintasa.

Evaluacioén de resultados
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8.Material y métodos

8.1 Sintesis y cristalizacion de los compuestos: [HMetf]s[V10028]-:6H20 y
[NH4][V10028]-6H20

La sintesis de [HMetf]s[V1002s]-6H20 fue realizada con el método propuesto
por Sanchez-Lara (Ver anexo 1), mientras que la sintesis de [NHa4]s
[V10028]-6H20 se realiz6 con el método modificado propuesto por Todorovic
(Todorovic et al. 2005) (Ver anexo 2).Todos los experimentos se llevaron a cabo
en solucién acuosa a temperatura ambiente (25 °C). La caracterizacion de ambos
compuestos se llevd a cabo por medio de espectroscopia de infrarrojo (IR),
resonancia magnética nuclear. El IR fue obtenido a través de discos de KBr en
el rango de 400 a 4000 cm empleando un espectrofotémetro IR Digilab, Mod.
Scmitar. Los espectros de resonancia magnética nuclear de H! y 13C fueron
obtenidos a 500 MHz y 125 MHz respectivamente, mientras que el espectro de
51V-RMN fue obtenido a 131.5 MHz con un espectrometro Bruker AVANCE |l
empleando para ello agua deuterada (D20) y buffer PBS.

8.2 Animales

Se emplearon 72 ratas de la cepa Wistar con un periodo de destete de 15
dias y con un peso de entre 70-80 g. Los animales fueron obtenidos del Bioterio
“Claude Bernard” de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla y se
mantuvieron bajo condiciones controladas de ciclos de luz- oscuridad de 12
horas y una temperatura de 18-26 'C. Todos los animales se mantuvieron en
jaulas de propileno con una cama de serrin estéril y disponibilidad de alimento y
agua “Ad libitum”. Se mantuvo un monitoreo continuo hasta que las ratas
alcanzaron 100 g de peso, se alimentaron con dieta normocaldrica de
mantenimiento Lab Diet 5001. Una vez alcanzados los 100 g, los animales fueron
divididos en dos grupos: El grupo control NC fue alimentado con dieta
normocalérica Lab Diet 5001 (n=12) y el grupo HC, alimentado con dieta
hipercalorica MX/E/2013/047377 (n=60), ambos mantuvieron estas condiciones
durante 90 dias. Todos los procedimientos se realizaron bajo las normas de la

“Guia para el cuidado y uso animales de laboratorio de México” y fueron
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aprobados por el Comité de Institucional para el Cuidado y uso de Animales de

Laboratorio.

8.3. Grupos experimentales

Una vez concluida la induccién del modelo de SM, los animales del grupo
HC fueron divididos aleatoriamente en cinco grupos:

a) Grupo 1, dieta hipercalérica ad libitum (MX/E/2013/047377) (n=12)

b) Grupo 2, dieta hipercaldrica ad libitum + Metformina (200 mg/kg/dia)
(n=12)

c) Grupo 3, dieta hipercalérica ad libitum + metavanadato de sodio (12.33
ng/kg/ 2 veces a la semana) (n=12)

d) Grupo 4, con dieta hipercalérica ad libitum + decavanadato de amonio
(12.33 um/kg/ 2 veces a la semana) (n=12)

e) Grupo 5, con dieta hipercaldrica ad libitum + Metf-Deca (12.33 pm/kg/ 2

veces a la semana) (n=12)

Los tratamientos con metformina, metavanadato de sodio, decavanadato
de amonio y Meft-Deca fueron administrados via oral durante 60 dias. Durante
este periodo de tiempo, los animales del grupo NC fueron alimentados con dieta
LabDiet 5001.

8.4. Zoometria

Las medidas corporales (peso, talla, circunferencia abdominal) fueron
monitoreados semanalmente. El peso fue medido en una balanza digital tarada
con una caja de policarbonato y serrin. La talla se midié con ayuda de una cinta
métrica flexible, tomando desde la base de la cola a la punta de la nariz. El indice
de masa corporal (IMC), se calculdé con la férmula: IMC=peso/(talla)? El
porcentaje de grasa corporal fue determinado con base al indice Lee: % de grasa
corporal = [(Peso en g"%333) / talla en mm )]x100 (Rogers and Webb, 1980).

8.5. Obtencion de muestras sanguineas

Cumplido el periodo de tratamiento, los animales de cada grupo fueron

puestos bajo condiciones de ayuno de 4 - 5 h. Posteriormente, los animales de
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cada grupo fueron separados en dos grupos y sacrificados a los tiempos 0, 10 y
30 minutos, tras recibir una carga oral de glucosa equivalente a 1.75 g-
glucosa/kg o una dosis de insulina de 0.75U/kg Humalog Mix75/25 (75% Insulina
lispro protamina y 25% Insulina lispro), con la finalidad de evaluar la tolerancia a
la glucosa, la respuesta insulinica y la sintesis de glucogeno hepatico. Se les
extrajo sangre (5 mL) por medio de puncion cardiaca, misma que fue colectada
en tubos con gel separador. Las muestras se centrifugaron a 10,000 rpm durante
10 minutos, el suero se separd y fue congelado a -70 °C hasta su posterior
analisis.

8.6. Tejido hepético

Inmediatamente después de la obtencion de las muestras sanguineas, se
realizé la perfusion cardiaca con solucién salina isoténica y posteriormente
biopsias del I6bulo mayor hepéatico fue extraido, seccionado y almacenado a -70
°C para su posterior analisis. También biopsias del I6bulo fueron resguardadas

en formalina bufferada al 4%.

8.7 Ensayos séricos

La cuantificacion de glucosa, triglicéridos, colesterol total y sus fracciones
lipoproteicas HDL y LDL (Anexos 3 - 7) fueron analizadas en un
espectrofotometro automatizado AutoKemll con reactivos de la marca Spinreact,
segun las indicaciones del productor. Los niveles de lipoproteinas de muy baja
densidad VLDL, fueron obtenidos por medio de la siguiente ecuacién: VLDL=
CT- (HDL+LDL)

La concentracion de insulina sérica fue determinada por inmunoensayo de
ELISA (Diagnostica Internacional, Mex) (Ver Anexo 8), el complejo antigeno-
anticuerpo se midié a una longitud de onda de 415 nm en un lector automatizado
Stat fax 2600 (Winerlab, Arg).

8.8. Valoracion de la resistencia a la insulina

Se empleo el modelo homeostético de insulinorresistencia (HOMA-IR)
para evaluar la resistencia periférica a la insulina (Cacho et al. 2008):
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glucosa basal (%) + insulina basal (Il;_li)

2430

HOMA — IR =

Por su parte, se empled el modelo matematico HOMA-S%, para evaluar la
sensibilidad global de la insulina, expresado por medio de la siguiente formula:

HOMA — 5% = 100

HOMA—IR

La resistencia a la insulina y la sensibilidad a esta hormona son
independientes para cada tejido. Se evaluo la resistencia hepatica a la insulina 'y
la sensibilidad hepatica a la insulina por medio de : a) HIRI (indice de resistencia
hepética a la insulina y b) HIS (indice de sensibilidad hepatica) (Trevifio,
Waalkes, et al. 2015), por medio de las siguientes formulas:

mmol uu
a) HIRI = AUC Glu(0-30) (T) * AUC 1psulina basal (0-30) (E)

1000

b) HIS =

Glucosa basal (mmol) * Insulina basal (;ll—[{‘)

L

8.9. Ensayos tisulares

Del higado se obtuvieron 100 mg por biopsia, de cada uno de los animales
de los diferentes grupos, fueron homogenizados con 800 um de SSI para la
determinacion de la concentracion de triglicéridos siguiendo las indicaciones
descritas en el kit comercial (Ver anexo 9). La determinacién de glucégeno en
tejidos fue realizada mediante la técnica descrita por Bennett en 2007 (Ver Anexo
10)

8.10. Estudios histolégicos

Los tejidos obtenidos por hepatotectomia fueron fijados en formalina
buferada al 4% a pH de 7.4. Posteriormente, se llevo a cabo la deshidratacion
de las muestras eliminando gradualmente el agua de los tejidos por medio de

lavados de xilol y alcohol para finalmente realizar la impregnacion con parafina
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hasta completar la inclusion, tomando en cuenta el tamafio y la orientacion del
tejido. Los tejidos fueron cortados en un microtomo Leica RM2125 a un grosor

de 4 um (Ver anexo 11) y colocados en portaobjetos.

8.11. Tincién H&E

Las laminillas con tejidos debidamente identificadas fueron desparafinadas
con calor seco dentro de una estufa a 60 °C. Posteriormente, se realizé la
hidratacion de los tejidos de la siguiente manera: 2 pases de 15 lavados con xilol,
2 pases de 15 lavados con alcohol absoluto, 2 pases de 15 lavados con alcohol
al 96%, agua corriente (15 lavados) y finalmente en PBS 1x. Luego, los tejidos
fueron tefiidas con hematoxilina de Harris (durante 15 min), agua corriente (15
lavados), alcohol acido (5 lavados) para retirar el exceso de colorante, agua
corriente (15 lavados), carbonato de litio (15 lavados) para contraste, agua
corriente (15 lavados), finalmente, eosina amarillenta (5 lavados) como colorante
de contraste. Posteriormente, se realizo la deshidratacion de las muestras con
alcohol 96% (15 lavados), alcohol 96% (15 lavados), etanol absoluto (15
lavados), etanol absoluto (15 lavados), xilol (15 lavados) y xilol (15 lavados). Por
altimo, las laminillas fueron montadas con resina sintética y se dej6é secar (una

noche completa), evitando la formacion de burbujas.

8.12. Tincién PAS

Las laminillas con tejidos debidamente identificadas fueron desparafinadas
con calor seco dentro de una estufa a 60 ‘C. Posteriormente, se realizé la
hidratacion de los tejidos de la siguiente manera: 2 pases de 15 lavados con xilol,
2 pases de 15 lavados con alcohol absoluto, 2 pases de 15 lavados con alcohol
al 96%, agua corriente (15 lavados) y finalmente en PBS 1x. Las laminillas fueron
sumergidas en acido peryodico (5 min) para generar grupos aldehido, de los
carbohidratos. Posteriormente las laminillas fueron lavadas con agua destilada
(5 lavados) y se uso el reactivo de Shifft (30 min en oscuridad) que reaccioné
con los grupos aldehido (color rosado intenso). Luego se lavo con agua corriente
(15 lavados) y se contrasto con hematoxilina de Harris (durante 15 min) e

inmediatamente después fueron lavadas con agua corriente (15 lavados con
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agua caliente). Posteriormente, se realizo la deshidratacion de las muestras con
alcohol 96% (15 lavados), alcohol 96% (15 lavados), etanol absoluto (15
lavados), etanol absoluto (15 lavados), Xilol (15 lavados) y Xilol (15 lavados). Por
altimo, las laminillas fueron montadas con resina sintética y se dej6é secar (una

noche completa), evitando la formacion de burbujas.

Las fotografias obtenidas fueron analizadas por el programa ImageJ,
previa trasformacion a escalas de grises. El analisis de pixeles fue realizado en

la zona de interés; después de haber construido curvas de calibracion de pixeles.

8.13. Ensayos de Western Blot

Las muestras de tejido hepatico fueron homogenizadas en buffer RIPA con
inhibidores de fosfatasas y proteasas. Luego los homogenizados fueron
centrifugados a 13 000 rpm, durante 15 minutos a 4 °C. Las proteinas solubles
totales fueron determinados por el método de Bradford, y 40 pug de estas fueron
colocadas por carril y sometidas a electroforesis SDS con geles de poliacrilamida
a través de geles al 8-12.5%. Inmediatamente después, las proteinas fueron
electrotransferidas a membranas de PVDF al finalizar la transferencia. La
inmunodeteccion fue realizada con anticuerpos monoclonales y policlonales
contra anti-InR (p-T1315), anti-PTP1B (ab189179), anti- PI3K (sc-1637), anti-
PTEN (ab76431), anti-Akt-pS473 (sc-101629), anti-IRS-2 (sc-390761), anti-
GSK3B (Milipore) y anti-Glucogeno sintasa (sc-390391) (ver anexos 14-21).

La deteccion del anticuerpo primario fue realizada con la incubacién con un
anticuerpo anti- conejo y anti-ratébn conjugado con peroxidasa de rabano por dos
horas a temperatura ambiente en movimiento suave. Los inmunoblots fueron
visualizados con un fotodocumentador Uvitec 4.7 Cambrige para medir la
abundancia por densitometria digital.

Las fotografias obtenidas fueron analizadas por el programa ImageJ,
previa trasformacion a escalas de grises. El analisis de pixeles fue realizado en

la zona de interés; después de haber construido curvas de calibracion de pixeles.
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8.14. Analisis estadistico

Los resultados son expresados como la media * el error estandar de la
media (EEM). Los resultados de la validacion del modelo fueron evaluados e
interpretados por medio del estadistico t de Student. Los resultados de los
ensayos zoométricos y metabdlicos fueron evaluados e interpretados por medio
del andlisis de varianza y comparacion multiple ANOVA de una via y evaluacion
Bonferroni post hoc con un nivel de significancia p < 0.05, por medio del

programa estadistico GraphPad Prism 5.0.

9. Resultados

9.1 Monocristales de [HMetf]e[V10028]-6H20 y [NHa]6[V10028]-6H20

El monocristal de [HMetf]s[V10028]-6H20 fue obtenido con un rendimiento
45.4%. Posee un color naranja transparente, una estructura de poligono
hexagonal, es capaz de formar conglomerados maclados y cuentan con brillo

tras el contacto de la luz.

Figura 1. Monocristales de los compuestos de vanadio A) [HMetf]s [V1o O2g]-6H20 (pH=6.3) B)
[[NH4]6 [V10028] 6H20. Fotomicrografias tomadas en microscopia Optica 10x
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Para el caso de los monocristales de [NHa]s[V10028]-6H20 el rendimiento
final alcanzado fue de 62%. Estos monocristales son pequefios y finos, cuentan
con una forma de poligono irregular, presentan un color naranja translucido y

cuentan con brillo tras el contacto de la luz.

9.2 Espectroscopia vibracional de estado sélido
9.2.1 [HMetf]6[V10028]-6H20 y [NHa4]6[V10028]-6H20

El espectro de infrarrojo (RI) correspondiente al compuesto
[HMetf]s[V1002s]-6H20 (Fig. 2) muestra la existencia de dos bandas de intensidad
media localizadas en la regién de alta frecuencia entre 3395-3289 cm y 3200-

3170 cm atribuida al enlace vas(N-H) y vs(N-H) respectivamente.
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Figura 2. IR de [HMetf]s[V1002g]-6H20.

Ademas, el espectro de IR muestra la existencia una banda localizada en
la region de 2970 y 2936 cm! correspondiente a los modos de estiramiento
simétrico y asimétrico de los grupos metilo de HMeft. También es posible
observar una banda de intensidad fuerte localizada entre 1624 y 1569 cm
originada a partir del enlace vs (C=N). Es posible localizar dos bandas mas entre
1480 y 1420 cm™ que corresponden a las deformaciones asimétricas de los

grupos metilo que pertenecen a la molécula de metformina. Por dltimo, existe
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una banda de vibracion fuerte encontrada en 950 cm en ambos espectros de
IR, que corresponde al enlace v(V=0), otra banda localizada en 830 y 736 cm™!
que pertenece al enlace vas (V-O-V) y otras bandas de intensidad media que
estan localizadas entre 603 y 571 cm™ que corresponden al enlace vs (V-O-V).
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Figura 3. IR de [NH4]s[V1002s]-6H20.

El IR del compuesto [NHa]e[V10028]-6H20 (Fig. 3) mostro0 una banda en
1407 cm correspondiente a NH4*, y otra en 1645 cm™ que corresponde a OH™.
La posiciéon de los picos de las bandas localizadas en 3000 cm™ sugiere la
presencia de enlaces por puentes de hidrogeno de diferentes fuerzas. Existen
dos bandas localizadas en 954 y 825 cm™* que son atribuidas al estiramiento del
enlace V-0 y diversas bandas por debajo de 800 cm™ que corresponden a las

vibraciones asimétricas y simétricas del enlace V-O.

9.3 Espectroscopia RMN en solucion

La estructura del decavanadato puede descomponerse en tres especies:
los cuales son monémeros de vanadato como [H2VOa4],, dimérico [H2V207]? y
tetramérico [VaO12]*. Asi después de la obtencion del compuesto
[HMetf]s[V10028]-6H20 se empled la técnica de espectroscopia de resonancia
magneética nuclear para determinar el grado de especiacion presente en cada

uno de estos monocristales.
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Para el compuesto [HMetf]s[V10028]-:6H20 es posible observar las sefiales
de resonancia que corresponden a V10A = -514.43 ppm, V10B=-498, V10C = -
422.31 ppm. También es posible
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Figura 4. Espectro de 5V-RMN en D20 de [HMetf]s[V10028]-6H20. Las sefiales corresponden a
los sitios VA (campo bajo), VB y VC (campo alto) y los oligémeros de vanadio V1, V2y V4

9.4 Zoometria

Los animales alimentados con una dieta hipercalérica presentan una
reduccion del 38% de su peso corporal que fue estadisticamente significativa
(p<0.001) en comparacion con el grupo control (Figura 5A). Esta disminucion en
el peso se manifiesta desde la segunda semana hasta la séptima. A partir de la
octava semana existe una diferencia significativa del 17% (p<0.001) misma que

se mantiene hasta el final del periodo de induccion.

Por otro lado, no existen diferencias significativas entre grupos respecto a
la talla, desde la primera semana de induccién hasta la sexta (Figura 5B). A partir
de este punto, existe una diferencia significativa del 10% en la talla (p<0.01) entre
el grupo hipercaldrico con el grupo control, que se mantiene hasta concluir las
12 semanas de induccion. Por su parte, el indice de masa corporal (IMC) (Figura

5C), muestra una disminucion significativa (17%) (p<0.01) para el grupo
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hipercalorico desde la segunda a la quinta semana de induccion y de la octava
a la décima semana. Para el resto de las semanas de induccién no hubo una
diferencia significativa entre estos grupos. Por dltimo, la circunferencia
abdominal y el indice Lee (Figura 5D-E), no mostraron diferencias significativas

(p>0.05) después de 12 semanas de induccion.
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Figura 5. Zoometria. A) Peso, B) Talla, C) indice de masa corporal, D) Circunferencia (IMC), E)
indice Lee. Los resultados mostrados son expresados como el promedio + EEM. (*) Indica
diferencia significativa con respecto al grupo control p < 0.05, (**) diferencia significativa de p <
0.01 y (***) diferencia significativa p < 0.001 respectivamente, por medio del estadistico ANOVA
de dos vias con andlisis post hoc de Bonferroni.

9.5 Tolerancia a la glucosa, respuesta insulinica e indice de resistencia a la
insulina

El analisis del corte a los 90 dias de induccién mostré que durante la prueba
de tolerancia oral a la glucosa (TOG, Figura 6A), los niveles basales de glucosa
del grupo hipercal6rico no muestran diferencias significativas con respecto al
grupo control. Asimismo, se registré un incremento de: 102% (p<0.001), 171%
(p<0.001) y 144% (p<0.001) en el valor de glucosa sérica del grupo hipercaldrico,
para los tiempos 30, 60 y 90, respectivamente. La respuesta insulinica a la
glucosa (Figura 6B), también se vio incrementada para el grupo hipercalorico en
el tiempo 0, mostrando un aumento 69% (p<0.01) a los 30, 143% (p<0.001) a los
607, 132% (p<0.001) y a los 90" 115% (p<0.001). Por su parte, el indice HOMA-
IR y el indice LIRI (Figuras 6C-D) correspondientes al grupo hipercalérico
muestran un aumento significativo (157% y 36%) con respecto del grupo control.
Por dltimo, el indice HOMA-B muestra una reduccion (51%) y el indice de
generacion de insulina (IGI) registra un aumento significativo (126%) con

respecto del grupo control. (Figuras 6E-D)
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Figura 6. Tolerancia a la glucosa e indice de resistencia a la insulina. A) Curva de tolerencia a la
glucosa, B) Respuesta de insulina a TOG C) HOMA-IR, D) LIRI, E) HOMA % F) IGI. Los
resultados son expresados como la media + EEM. (**) Indica diferencia significativa con respecto
al grupo control p < 0.01, y (***) diferencia significativa p < 0.001 empleando estadistico ANOVA
de dos vias con andlisis post hoc de Bonferroni. Los resultados son expresados como la media
+ EEM. (*) Indica diferencia significativa con respecto al grupo control p < 0.05, (**) diferencia
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significativa de p < 0.01 y (***) diferencia significativa p < 0.001 respectivamente, por medio del
estadistico t Student.

9.6. Ensayos séricos

La dinamica sérica de los lipidos (Figura 7A - E) después de tres meses de
induccion con dieta hipercaldérica, mostr6 un aumento significativo en la
concentracion de TG (en 91.2%) (p<0.01), colesterol total (en 25%) (p<0.001),
VLDL (en 96.8%) (p<0.001) y LDL (30.7%) (p<0.01) en el grupo hipercaldrico con
respecto al grupo control. Por otro lado, el grupo hipercalérico muestra una
disminucioén significativa del (42.4%) (p<0.001) en la concentracién de HDL en

comparacion con el grupo control.
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Figura 7. Ensayos séricos. A) Trigliceridos, B) Colesterol total, C) VLDL, D) LDL y E) HDL. Los
resultados son expresados como la media + EEM. (*) Indica diferencia significativa con respecto
al grupo control p < 0.05, (**) diferencia significativa de p < 0.01 y (***) diferencia significativa p <
0.001 respectivamente, por medio del estadistico t Student

9.7 Evaluacion de la zoometria a los 60 dias de tratamiento

Una vez concluido el tiempo de tratamiento, se realiz6 un analisis
zoomeétrico (Tabla 1). Los resultados obtenidos después de los tratamientos con
los decavanadatos, no muestran diferencias en relacion con el control NC, en los
pardmetros: peso, talla, perimetro abdominal. IMC, porcentaje de grasa.
Mientras que, en el grupo metavanadato se observé una disminucion significativa
en la talla (6.2%). El grupo tratado con Metformina disminuyo significativamente
en los pardmetros peso (20.4%), talla (5.7%) e IMC (12%) en relacién con el

control NC.

Tabla 1. Evaluacion zoométrica post-tratamiento de los diferentes grupos de

estudio.
Parametro NC HC Metformina  Metavanadato Decavanadato Metf-Deca
zoométrico n=12 n=12 n=12 n=12 Amonio n=12
n=12
Peso 353.4 £16.7 325.5 +10 281.3+9.6V 339.6+10 353.6+16.6 344.7+13.4
Talla 21.1+0.6 20.3 +0.09 19.9+0.2V 19.8+0.3V 21+0.6 20.6+0.3
Perimetro 16.2 £0.3 15.8 £0.5 16.1+0.5 16.1+0.11 16.5+0.5 17.240.3
abdominal
IMC 0.79 +£0.03 0.8 £0.02 0.71+0.02V 0.87+0.04 0.81+0.04 0.82+0.03
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% grasa 3.28 £0.07 3.33 £0.02 3.24+0.02 3.47+0.06 3.32+0.07 3.34+0.04

corporal

Los resultados son el promedio de 12 animales experimentales + SEM. (A) indica diferencia
significativa con respecto al grupo control NC, (V) indica diferencia significativa P<0.05 con
valores por debajo del grupo control NC, empleando el estadistico ANOVA de una via con
Bonferroni post hoc test. NC = Normocaldrico; HC = Hipercaldrico; Metf-Deca = Decavanadato
de metformina; IMC = indice de masa corporal.

9.8 Ensayos séricos después de 60 dias de tratamiento

Ademas, se analiz6 el panel lipidico (Tabla 2). Los resultados mostraron
que, el grupo HC sin tratamiento mantuvo una franca dislipidemia, con valores
estadisticamente diferentes al control NC. El tratamiento con Metformina mejoré
los parametros de triglicéridos, VLDL y LDL, las concentraciones de colesterol y
de HDL mostraron una mejora con respecto al grupo HC, sin embargo,
permanecieron con disminuciones estadisticas con respecto al NC en 21.3% y

29.5%, respectivamente.

Tabla 2. Valoracién de la dislipidemia post-tratamento en los diferentes grupos de

estudio.
Metabolitos NC HC Metformina Metavanadato Decavanadato Metf-Deca
(mg/dL) n=12 n=12 n=12 n=12 Amonio n=12
n=12
Triglicéridos 61.5+5.7 136.3+2.6A 53.1+1.45 88.8£3.3 A 84.3+7.1 A 108.5+0.88 A
Col. total 104.2+2.9 109.2+ 1.3 82.05+2.2V 69.53+3. 8V 91.2+7.2 94, 8+2
VLDL 18.1+1.7 33.5+3.8A 12.7+0.42 17.4 £0.3 18.9+2.3 19.4+£ 0.2
LDL 27.5%1.6 54+2A 28 +1.4 21.25+2.9 37.8+4.2 35.8+ 3.6
HDL 58.6 £2.3 21.8 £2.2V 41.3+3.4V 30.9+£1.1V 34.5+4.6V 39.7+4V

Los resultados son el promedio de 12 animales experimentales + SEM. (A) indica diferencia
significativa con respecto al grupo control, (V) indica diferencia significativa P<0.05 con valores
por debajo del grupo control, empleando el estadistico ANOVA de una via con Bonferroni post
hoc test. NC = Normocaldrico; HC = Hipercalérico; Metf Deca = Decavanadato de metforminio;
VLDL = Lipoproteinas de muy baja densidad; LDL = Lipoproteinas de baja densidad; HDL =
lipoproteinas de alta densidad.

El grupo administrado con metavanadato de sodio mantuvo niveles
incrementados de triglicéridos (35%) por encima del control y niveles bajos de

HDL y colesterol (47%, para ambos parametros). Mientras que los grupos de
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decavanadato tanto de amonio como de metformina mantuvieron niveles

incrementados de triglicéridos en 37 y 76%, y valores disminuidos de HDL en

41% y 32% respectivamente.

9.9 Tolerancia a la glucosa, respuesta insulinica e indice de resistencia a la
insulina después de 60 dias de tratamiento.
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Figura 8. Tolerancia a glucosa e insulina. A) Tolerancia oral a glucosa B) Area bajo la curva
(TOG) C) Respuesta insulinica a TOG D) Area bajo la curva de la respuesta insulinica E) Prueba
de tolerancia a insulina F) Area bajo la curva de la tolerancia a insulina. Los resultados son

43



expresados como la media + SEM. (*) Indica diferencia significativa con respecto al grupo
control p < 0.05, empleando estadistico ANOVA de una via con analisis post hoc de Bonferroni.

Posteriormente se analizé la tolerancia a glucosa en el modelo de SM
tratados con los diferentes compuestos. Este andlisis se baso en la pendiente
que genera la glucosa en los primeros 30 minutos, donde el tejido hepatico
participa activamente. Se puede observar en la figura 8A y 8B el comportamiento
de la pendiente positiva asignada a la recaptura hepatica y el area bajo la curva
posterior a la administracion de una carga estandarizada (1.75 g de glucosa/kg
de peso) en cada grupo de estudio. Los resultados muestran que todos los
tratamientos mejoraron la tolerancia a glucosa de primera fase o de pendiente
positiva, ya que todos ellos generan pendientes por debajo de la linea roja que
representa al grupo HC sin tratamiento. Sin embargo, ninguna de ellas alcanza
la concentracién promedio del grupo NC (linea negra, Fig. 8A). El area bajo la
curva (AUC; Fig. 8B) permite observar mejor los resultados de cada tratamiento,
en donde respecto del grupo hipercaldrico, en el grupo metformina mejord 21%,
para el grupo metavanadato 24%, para el grupo decavanadato de amonio y
MetfDeca un 30%. También es de resaltar que los tratamientos con la sal y
compuestos de vanadio redujeron la glicemia de ayuno por debajo de los 100
mg/dL.

En lo que respecta a la respuesta insulinica a la carga de glucosa, esta
presentd un comportamiento similar a la tolerancia a la glucosa en donde se
puede observar la fase exponencial de liberacién por via canénica. Todos los
tratamientos mejoraron la cantidad de insulina liberada respecto del grupo
hipercalorico, sin embargo, no alcanzaron las concentraciones del grupo NC (Fig.
8C). El analisis del AUC (Fig. 8D) muestra una disminucion significativa del 13.6
% generada por el tratamiento con metformina, de 12.4% por metavanadato de

sodio, 20.5% por decavanadato de amonio y de 39.2% por Metf-Deca.

Debido que la tolerancia a glucosa se encuentra influenciada por el correcto
funcionamiento de diversos tejidos y hormonas, los resultados previamente
obtenidos sobre el manejo hepéatico del carbohidrato pueden verse influenciados.
La prueba de tolerancia a insulina fue realizada en los grupos de estudio para

obtener un resultado que no fuera influenciado por variables fisiol6gicas propias
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del proceso de digestion y absorcion de la glucosa. Los resultados obtenidos
muestran que los grupos HC, metavanadato y metformina presentan una
pendiente positiva durante los primeros 10 min de monitoreo, lo cual es sugestivo
de una accion insulinica alterada; mientras que ambos tratamientos con
decavanadatos se observan un comportamiento similar al grupo control NC
(Fig.8E). Estos resultados se visualizan de mejor manera con el analisis de la
AUC (Fig. 8F).
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Figura 9. Evaluacion de la resistencia y sensibilidad a la insulina A) indice HOMA-IR B) indice
HOMA-S% C) indice de resistencia a insulina hepética (HIRI) D) indice de sensibilidad a
insulina hepatica (HIS). Los resultados son expresados como la media + SEM. (*) Indica
diferencia significativa con respecto al grupo control p < 0.05, empleando estadistico ANOVA de
una via con andlisis post hoc de Bonferroni.

Debido a que una secrecion de insulina alterada se relaciona con la perdida
de la sensibilidad o desarrollo de resistencia a la hormona, se valoré la
insulinorresistencia por medio del modelo homeostatico de insulinorresistencia
(HOMA-IR, por sus siglas en ingles). Los resultados muestran que la dieta
hipercaldrica genero una resistencia a la hormona de mas del doble respecto al
control NC, mientras que el tratamiento con Metformina y metavanadato reducen
este indice en 25.5% y 30%. Tratamientos con ambos decavanadatos mejoraron
el indicador en 40% y 35% respecto del control NC (Fig. 9A). Asimismo, la
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valoracion de la sensibilidad por el indice HOMA-S%, el cual demostré que los
tratamientos mejoran la sensibilidad a insulina de manera similar, pero ninguno

alcanza el valor del control NC (Fig. 9B).

9.10 Resistencia y sensibilidad hepatica a la insulina después de 60 dias de
tratamiento

Los indices evaluados anteriormente, solo establecen condiciones
generales de individuo, por lo que se evaluaron modelos matematicos
especificos de resistencia (HIRI) y sensibilidad (HIS) hepéatica a la insulina. Los
resultados muestran que la resistencia hepatica a la hormona en el grupo HC fue
300% mayor en comparacion con el grupo NC. Los tratamientos con Metformina,
metavanadato y decavanadato de amonio fueron poco efectivos, mostrando la
menor eficiencia terapéutica; mientras que el tratamiento con Metf-Deca redujo
50% este pardmetro respecto del grupo HC (Fig. 9C). Todos los tratamientos

mejoraron en proporciones similares la sensibilidad hepatica a la hormona.
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Bonferroni.

9.11 Dindmica de formacién de glucogeno después de 60 dias de tratamiento

Después de conocer el estado de resistencia y sensibilidad hepatica a
insulina se analizé la dinamica de formacion de glucégeno posterior a una carga
de glucosa. La concentracién de glucdégeno hepatico se incrementa en un 276%
al minuto 30 para el caso del grupo NC (Fig. 10A). En donde se puede observar
que el contenido hepatico en ayuno fue de 2 mg de glucodgeno/gr de tejido y al
tiempo 30 post-carga llega a una concentracion promedio de 6 mg de

47



glucogeno/gr de tejido (Fig. 10C). Mientras que en el grupo HC se observé una
dindmica negativa en la formacion de glucogeno (Fig. 10A), sin embargo, es de
resaltar que en este grupo la concentracion de glucégeno en ayunas es de 5 mg
de glucoégeno/gr de tejido, llegando a un maximo de sintesis a los 10’ post-carga
(7 mg) y luego una disminucion en su contenido llegando a un maximo de 6 mg
de glucégeno/gr de tejido (Fig. 10C), mostrando una conducta de sintesis
completamente diferente al grupo NC. El tratamiento con Metformina muestra un
comportamiento similar al grupo NC con un porcentaje menor en la generacion
de insulina (Fig. 10A), la concentracion inicial de glucégeno en este grupo fue de
4.4 mg /gr de tejido, a los 10’ post-carga la concentracion de glucégeno hepatico
disminuye a 3.4 mg /gr de tejido y a los 30’ se incrementd hasta 6 mg de
glucogeno/gr de tejido (Fig. 10C) de manera similar al grupo NC, mostrando una
dindmica alterada con relacion a la sefializacion de insulina. Los grupos tratados
con metavanadato de sodio y decavanadato de amonio observaron una dinamica
similar entre ellos y con relacién al grupo NC (Fig. 10A), su contenido hepatico
de glucégeno en ayuno correspondié a 3.4 y 2.3 mg /gr de tejido, a los 10’ post-
carga la concentracion de glucogeno disminuyé a 0.7 mg /gr de tejido,
recuperando valores similares al grupo NC a los 30’ (Fig. 10C). Finalmente, el
grupo MetfDeca observa una dindmica de formacion de glucégeno
completamente diferente a los otros tratamientos (Fig. 10A), en ayuno presento
valores similares al grupo NC, a los 10’ post-carga la concentracion de glucégeno
disminuy6 ligeramente a 1.4 mg /gr de tejido, mientras que la formacion de
glucogeno a los 30’ llegd a una concentracion maxima de 12.3 mg /gr de tejido
(Fig. 10C).

Lo observado en los gréaficos 10 Ay C, muestra claramente que el consumo
de una dieta hipercaldrica modifica la dinamica de formacion de glucégeno en el
higado, sin embargo, como ya se ha mencionado, la homeostasis de glucosa es
influenciada por otros tejidos y hormonas que se involucran en el estado
postabsortivo. A nivel hepatico la insulina se encarga en gran parte de la
homeostasis de glucogeno, es por ello se cuantifico este elemento posterior a
una carga de insulina estandar (ITT). Los resultados se muestran en las figuras

10 By D, de manera porcentual y cuantificada, respectivamente.
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La carga de insulina produjo una disminucion del contenido de glucégeno
hepatico del 40% en el grupo NC en un periodo de 30 minutos (Fig. 10B),
observandose una pendiente negativa, inicialmente el contenido de glucégeno
fue de 2.1 mg /gr de tejido, a los 10’ de 1.7 mg /gr de tejido y a los 30’ de 1.2 mg
/gr de tejido (Fig. 10D). En el grupo HC la pendiente mostré un descenso del
67% (Fig. 10B), teniendo un contenido de glucdgeno basal de 5.6 mg /gr de
tejido, a los 10’ de 1.4 mg /gr de tejido y terminando a los 30’ con una
concentracion de 1.8 mg /gr de tejido (Fig. 10D). El tratamiento con Metformina
observo una disminucion de la pendiente del 79% (Fig. 10B), presentando un
contenido de glucégeno basal de 4.5 mg /gr de tejido, a los 10’ de 1.3 mg /gr de
tejido y terminando a los 30’ con una concentracion de 0.9 mg /gr de tejido (Fig.
10D). los tratamientos con la sal y compuestos de vanadio también observaron
una disminucién de la pendiente del 67% (metavanadato de sodio) 55%
(decavanadato de amonio) y del 70% (para el MetfDeca) (Fig. 10B), cada grupo
observé un contenido de glucégeno basal de 3.3, 2.1y 2.3 mg /gr de tejido, a los
10’ post-carga de insulina de 1.1, 0.8 y 1.1 mg /gr de tejido y a los 30’ mostraron
una concentracién de 1.1, 0.8 y 0.7 mg /gr de tejido, respectivamente (Fig. 10D).
Los resultados indican que cada tratamiento influye de manera diferente en la

cascada de sefalizacion de insulina.

9.12 Andlisis de la cascada de fosforilacion de la insulina

Después de analizar el comportamiento del glucégeno, y tomando en
cuenta que este depende en gran medida de la sefializacion de insulina,
analizamos la cascada de fosforilacién de la hormona en relacién con el grupo
NC en ayuno el cual su expresion se normalizé a 1, a partir de este valor se
expresa el resultado en expresion relativa de las proteinas de la cascada, en
cada tiempo y en cada grupo, incluyendo al control NC a los 10 y 30 minutos post
carga de glucosa. La principal fosforilacion del receptor de insulina (IR) es en
tirosina, en el grupo NC la expresion relativa de IRpY increment6 en 0.2 veces a
los 10’ y se reestablece a los 30’ post carga. El grupo HC disminuyo la expresion
de IRpY, 0.55 veces en el ayuno, 0.45 veces al 10’ y 0.8 veces al 30’. La
expresion relativa de IRpY también disminuyé en el grupo tratado con
Metformina, 0.65 veces en el ayuno, increment6 1.3 veces a los 10°, para luego

disminuir 0.1 veces a los 30°. Los grupos tratados con los compuestos de
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vanadio: metavanadato, decavanadato de amonio y MetfDeca también
disminuyeron en el ayuno (0.4, 0.7 y 0.6 veces, respectivamente), al 10’ el grupo
metavanadato increment6 1.2 veces, el decavanadato de amonio disminuy6 0.9
veces y el MetfDeca disminuyd 0.2 veces. Al 30°, el grupo tratado con
metavandato disminuyo 0.9 veces, decavanadato de amonio 0.7 veces, mientras

gue MetfDeca aumento 1.4 veces (Fig. 11).

La fosforilacion secundaria del IR, es en treoninas, esta fosforilacion fue
analizada en los diferentes grupos. El analisis de la expresion relativa de IRpT
en el grupo NC muestra una disminucion en su expresion de 0.5 veces al 10’ y
0. 2 veces al 30’ post carga de glucosa. Mientras tanto, la expresion de IRpT en
el grupo HC disminuy6 0.4 veces en ayuno, 0.7 veces a los 10’ y aumento 1.2
veces su expresion a los 30’. Por su parte, el tratamiento con Metformina también
disminuy6 su expresion relativa de IRpT (0.7 veces) en el ayuno, 0.2 veces al 10’
y 0.8 veces al 30'. Los grupos tratados con metavanadato de sodio y
decavanadato de amonio muestran una dinamica similar entre si, ambos grupos
tienen una expresion relativa de IRpT baja en el ayuno (0.3 y 0.7 veces menor al
grupo NC) que se acentua (0.9 veces para ambos grupos) a los 10’ y que
finalmente aumenta (1.1 veces para ambos grupos) al minuto 30. Finalmente, en
el grupo MetfDeca disminuyo la expresion relativa de IRpT en el ayuno (0.6

veces), a los 10’ (0.3 veces) y a los 30’ (0.7 veces) (Fig. 11).
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Figura 11. Expresion de IRpT e IRpY. A) Wester blot que muestra las bandas de la expresion de
IRpT e IRpY a los 0, 10, 30 minutos post carga de glucosa. B) Analisis densitométrico de la
expresion relativa de IRpT e IRpY Los resultados son expresados como la media + SEM. (A)
Indica incremento, (V) indica disminucién con respecto del grupo NC al minuto 0, p < 0.05,
empleando estadistico ANOVA de una via con andlisis post hoc de Bonferroni.

Consecutivamente en el primer nodo de la cascada de sefalizacién de
insulina en higado se encuentra IRS1. El andlisis de la expresion relativa de IRS1
en el grupo NC disminuyo6 al 10’ y 30’ (0.8 veces y 0.3 veces). En el grupo HC
disminuyo 0.5 veces en el ayuno, 0.1 veces al 10’, pero increment6 1.3 veces al
30’. El tratamiento con Metformina mantuvo disminuida la expresién de IRS1
durante los tiempos analizados, 0.9, 0.1 y 0.6 veces, respectivamente. La
expresion en el grupo metavanadato de sodio disminuyé 0.7 y 0.3 veces en el
ayuno y al 10’, pero incrementd 1.4 veces al 30’. Los grupos decavanadato de
amonio y MetfDeca mostraron un comportamiento similar, disminuyendo la
expresion de IRS1 en el ayuno (0.9 y 0.7) y al 10’ (0.8 veces), mientras que se

registré un aumento a los 30’ (1.2 y 1 veces) (Fig. 12).

La PTP1B es la enzima limitante en la fosforilacion de IRS1. Al evaluar la
expresion en el caso del grupo NC, se observo un aumento al 10’ (1.3 veces) y
se encuentra disminuida al minuto 30’ (0.8 veces) (Fig. 12). Mientras que, el
grupo HC aumento 1.3 veces en el ayuno y al 10’ 1.4 veces, disminuyendo 0.4

veces al 30’. El tratamiento con Metformina mostré6 una disminuciéon en la
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expresion relativa de PTP1B en todos los tiempos que corresponde a 0.2, 0.4y
0.1. Los grupos tratados con metavanadato de sodio, decavanadato de amonio
y MetfDeca mantuvieron niveles elevados en la expresion de esta enzima a lo
largo de la dinamica, en el ayuno 1.3, 1.5y 1.6 veces, al minuto 10 (1.3, 1.3y
1.4 veces) y al minuto 30 (1.0, 2.6 y 1.3 veces) (Fig. 12).

Otra enzima limitante en este nodo es PTEN, la cual regula la transmision
de la sefal que llega a Akt. La expresion relativa de PTEN disminuyé al minuto
10y 30 (0.3 y 0.1 veces) en el grupo NC. En el grupo HC disminuyo en el ayuno
(0.7 veces) y al 10’ (0.4 veces), sin embargo, se reestablece al 30’. El tratamiento
con Metformina aumenté la expresion de PTEN en el ayuno (1.7 veces), pero
disminuyo a los 10’ y 30’ (0.6 y 0.2 veces). El grupo tratado con metavanadato
aument6 1.6 y 1.7 veces en el ayuno y a los 10 minutos, sin embargo, a los 30
minutos disminuyd 0.6 veces. Los grupos tratados con decavanadato de amonio
y MetfDeca mostraron una dinamica similar entre ellos, la expresion relativa de
PTEN disminuy6 en el ayuno (0.7 y 0.6 veces), aumentado después de la
administracién de la carga de glucosa al 10’ (1.6 y 1.4 veces) y se mantiene asi
hasta los 30" (1.4 y 1.3 veces) (Fig. 12).

Finalmente, este nodo termina con la fosforilacién de Akt. La expresion
relativa de esta proteina en el grupo NC aumentd 1.5 veces al minuto 10, pero
disminuye (0.4 veces) al minuto 30. En el grupo HC se observé una disminucién
de la expresién de esta proteina en el ayuno (0.5 veces) y al minuto 10 (0.1
veces), y aumentd al minuto 30 (1.8 veces). Por su parte, El tratamiento con
Metformina aumenté en el ayuno (1.7 veces), al minuto 10 (1.8 veces) y en el
minuto 30 (1.3 veces). El grupo tratado con metavanadato de sodio aumentd la
expresion en el ayuno (2.4 veces), a los 10’ (2.0 veces), y disminuy6 al minuto
30 (0.4 veces). Los grupos decavanadato de amonio y MetfDeca disminuyeron
la expresion en el ayuno (0.8 y 0.6 veces), seguido de un incremento al minuto
10 (1.9 y 2.3 veces) y una nueva diminucién en la expresion al minuto 30 (0.2

veces).
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Figura 12. Expresion de IRS1, PTEN, PTP1B y AKT. A) Wester blot que muestra las bandas de
la expresion de IRS1, AKT, PTEN y PTP1B a los 0, 10, 30 minutos post carga de glucosa. B)
Andlisis densitométrico de la expresion de IRS1, PTEN, PTP1B y AKT. Los resultados son
expresados como la media £ SEM. (A) Indica incremento, (V) indica disminucion con respecto
del grupo NC al minuto 0, p < 0.05, empleando estadistico ANOVA de una via con analisis post
hoc de Bonferroni.

El siguiente nodo de analisis en la cascada de sefalizacion de insulina es
que regula directamente la generacion de glucogeno. En este la expresion
relativa de GSK3 aument6 1.2 veces al minuto 10 y disminuyé (0.8 veces) al
minuto 30 en el grupo NC. En el grupo HC aumentd la expresiéon de esta enzima
(1.2 veces) en el ayuno y al minuto 10, y disminuyé a los 30’ (0.3 veces). El grupo
administrado con Metformina disminuyé la expresiéon de GSK3pB en el ayuno (0.2
veces) y aumenté a los 10" (1.9 veces) y a los 30" (1.1 veces). El grupo
administrado con metavanadato de sodio disminuyé la expresién en ayuno (0.6
veces), pero esta se incrementd (1.9 veces) al minuto 10 y al minuto 30 (3.5
veces). Los grupos decavanadato de amonio y MetfDeca incrementaron la
expresion de GSK3p en el ayuno (1.5 y 1.3 veces), al minuto 10 (2.1 veces en

ambos grupos) y disminuyeron al minuto 30 (0.9 veces) (Fig. 13).

La GS fosforilada es la forma inactiva de la enzima encargada de la sintesis

de glucdgeno. Su expresion en el grupo NC disminuye a los 10’y 30’ (0.2 y 0.5
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veces). En el grupo HC disminuyé en el ayuno (0.2 veces), a los 10’ (0.3 veces)
y 30’ (0.1 veces). Mientras que, en el tratamiento con Metformina disminuyo6 en
el ayuno (0.4 veces), a los 10’ (0.8 veces) y a los 30’ (0.3 veces). Los grupos
tratados con metavanadato de sodio, decavanadato de amonio y MetfDeca
disminuyeron en el ayuno (0.6. 0.3 y 0.5 veces), alos 10’ (0.3, 0.3 y 0.5 veces) y
alos 30’ (0.5, 0.6 y 0.6 veces) (Fig. 13).

Mientras que la expresion de GS (forma activa) en el grupo NC se
incrementd 3.2 veces al minuto 10 y 3.5 veces al minuto 30. El grupo HC
incrementd en el ayuno (1.3 veces), a los 10 minutos (3.9 veces) y a los 30
minutos (4.2 veces). El tratamiento con Metformina aumenté en el ayuno (3.9
veces), pero disminuyé a los 10’ (0.2 veces) y nuevamente aumento a los 30’
(2.9 veces). El grupo tratado con metavanadato de sodio aumentd en el ayuno
(1.2 veces), a los 10’ (4.5 veces) y a los 30’ (3.6 veces). Por ultimo, los grupos
decavanadato de amonio y MetfDeca aumentaron la expresion de esta enzima
en el ayuno (3.5 y 3.3 veces), al minuto 10 (3.2y 2.2) y al minuto 30 (1.5y 1.1)
(Fig. 13)
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Figura 13. Expresion de GSK3B, GS y GSp. A) Wester blot que muestra las bandas de la
expresion de GSK3B, GS y GSp a los 0, 10, 30 minutos post carga de glucosa. B) Andlisis
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densitométrico de la expresion relativa de GSK3p, GS y GSp. Los resultados son expresados
como la media £ SEM. (A) Indica incremento, (V) indica disminucion con respecto del grupo NC
al minuto 0, p < 0.05, empleando estadistico ANOVA de una via con andlisis post hoc de
Bonferroni.

9.13 Andlisis histolégico a los 60 dias de tratamiento

Posterior al analisis de la cascada de fosforilacion en la via de sefializacion
de la insulina, se evaluaron los cambios histologicos provocados por el SMy la
administracion de los tratamientos durante los tiempos cohorte posterior a la
carga de carbohidratos. La tincion con hematoxilina y eosina (H&E) mostro las
caracteristicas que adopta el tejido hepatico del grupo control NC, en donde
resalta la presencia de células con citoplasma eosinofilico, un ndcleo azul bien
definido, la distribucién y apertura de los espacios sinusoidales tomando la vena
central como referencia. Estas caracteristicas se conservan para este grupo a lo

largo de toda la dinamica (Fig. 14 A — C).

Por su parte, el andlisis histolégico del grupo HC en el ayuno, a los 10 y al
minuto 30, mostré la presencia de un dafio estructural marcado, cierre de los
espacios sinusoidales, vacuolizacion del citoplasma, la presencia de infiltrados
leucocitarios, necrosis hepatocelular y la presencia de cuerpos de Mallory-Denk
(inclusiones en el citoplasma de los hepatocitos) (Fig. 14 D — F). En el ayuno,
este grupo muestra una disminucién significativa del 35% en el namero de
hepatocitos en un area estandar de analisis con respecto del grupo NC, 28% a
los 10’y 36% a los 30’ (Fig. 15B), asi como un aumento significativo en el nUmero
de leucocitos del 97% en el ayuno, 94% a los 10 minutos y 73% a los 30 minutos
(Fig. 15A).

El analisis del grupo administrado con Metformina mostré estrados
histolégicamente transicionales en dependencia de la dindmica de glucosa.
Inicialmente se pudo percibir un dafio estructural que comprendio la apertura del
espacio sinusoidal e importante vacuolizacion citoplasmatica que fue
desapareciendo conforme se fue recapturando glucosa por el tejido (Fig.14 O —
Q). Ademas, en este grupo se observo una menor infiltracion leucocitaria y una
disminucién de la necrosis. Sin embargo, mostré la presencia de cuerpos de

Mallory-Denk, asi como una disminucién significativa en el numero de
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hepatocitos del 31% en el ayuno, 32% y 35% a los 10 y 30 minutos post-carga
en comparacion con el grupo NC (Fig.15B). También, este grupo presenté un
aumento significativo en el numero de leucocitos en el ayuno del 97%, un 80%
al minuto 10 y un 64% al minuto 30 (Fig.15A).

El tratamiento con metavanadato de sodio mostré en el ayuno y a los 30
minutos una estructura similar al grupo control NC, sin embargo, al minuto 10 se
pudo observar un mayor tamafio sinusoidal en el tejido. En este grupo también
se observé una disminucidbn en la vacuolizacion citoplasmatica de los
hepatocitos, en la inflamacién del tejido, asi como la presencia de infiltrados
leucocitarios (Fig. 14 G — I). Sin embargo, existe un aumento significativo del
10% con respecto del nimero de leucocitos por campo en comparaciéon con el
grupo NC en el ayuno, 11% al minuto 10 y 7% al minuto 30 (Fig. 15A), asi como
una disminucion significativa del 10%, 22% y 18% respectivamente, en el nimero

de hepatocitos con respecto del grupo NC para estos mismos tiempos (Fig. 15B).

El tratamiento con decavanadato de amonio mostré una recuperacion
estructural, con una mejora en la apertura sinusoidal y una disminucion en la
vacuolizacion citoplasmatica principalmente a los tiempos 10 y 30 minutos (Fig.
14 J - L). Sin embargo, presenta aumento en el nimero de leucocitos por campo,
65% en el ayuno, 56% al minuto 10 y 53% al minuto 30 (Fig.15A), y una
disminucién significativa 23% en el nimero de hepatocitos por campo al inicio de
la dindmica, 22% al minuto 10 y 29% al minuto 30 en comparacion con el grupo
NC (Fig.15B).

Finalmente, el analisis del tratamiento con MetfDeca, mostré6 la mejor
recuperacion de la estructura celular y apertura del espacio sinusoidal a los
tiempos 0y 10 minutos. El tratamiento disminuye la vacuolizacion citoplasmética,
inflamacion e infiltracion leucocitaria (Fig. 14 M — N). Se observé un incremento
significativo del 21% en el nimero de leucocito en el ayuno, 39% al minuto 10 y
29% al minuto 30 (Fig. 15A), asi como una disminucion en el niumero de
hepatocitos del 4% al inicio de la dinamica, 19% al minuto 10 y 7% al minuto 30,

en comparaciéon con el NC (Fig. 15B)
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Figura 14. Caracteristicas histolégicas del tejido hepatico post carga de glucosa a los 0, 10y 30
minutos. Biopsias de tejido hepético tefiidas con H&E de los grupos: NC (A-C), B), HC(D-F), MV
(G-1), DV (J-L), DM (M-N) y MF(O-Q). Microfotografias tomadas a 20x. La vena central es tomada
como referencia. La flecha azul indica infiltracion leucocitaria. La flecha verde indica la presencia
de cuerpos de Mallory-Denk.
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0 minutos
minutos. A) Andlisis cuantitativo del numero de leucocitos B) Andlisis cuantitativo del nimero de

hepatocitos. Los resultados son expresados como la media + SEM. (A) Indica incremento, (V)
indica disminucién con respecto del grupo NC al minuto 0, p £ 0.05, empleando estadistico

Figura 15. Caracteristicas histolégicas del tejido hepatico post carga de glucosa a los 0, 10y 30
ANOVA de una via con analisis post hoc de Bonferroni.

9.14 Andlisis de la dinamica de formacion de glucégeno en las zonas del

lobulillo hepatico



Una vez evaluados los cambios histolégicos provocados por el SM y los
diferentes tratamientos, se evalud la relacion que tienen con la posible dinamica
de formacion de glucdgeno en cada una de las zonas del lobulillo hepético, a los
0, 10 y 30 minutos posterior a la carga de carbohidratos (Fig. 16). El andlisis de
la densidad Optica de cortes histolégicos tefiido con acido peryddico de Schiff
(Fig. 17 A — Q), mostré un aumento significativo en la formacién de bases de
Schiff, lo cual es atribuible a la sintesis de glucégeno del 10% a los 10" y un 22%
alos 30" en la zona | del grupo NC (Fig. 18 A). Asi mismo, el analisis de la zona
[l muestra un incremento del 9%, 21% y 25 % para los tiempos de cohorte 0, 10
y 30 minutos (Fig. 18 B). Por ultimo, la zona Il observé un incremento en la

sintesis de glucogeno del 20% y 21%, a los 10 y 30 minutos (Fig. 18 C).

El andlisis densitométrico del grupo HC mostré de manera interesante una
reduccion significativa del 28% en la formacion de base de Schiff en la zona |
durante en el ayuno y un aumento del 9% a los 10 minutos (Fig. 18 A). En la
zona Il de este grupo se redujo 25% en el ayuno y aumenté significativamente
15% a los 10 minutos (Fig. 18 B). Mientras que, la zona Il en el ayuno observo
una disminucion del 21%, seguido de un incremento del 10% al minuto 10 y un
incremento de 21% al minuto 30 (Fig. 18 C).

Por su parte, el estudio densitométrico de la zona | del grupo administrado
con Metformina a los 0" mostrd una disminucion significativa del 30% seguido de
un incremento del 15 % a los 30 minutos (Fig. 18 A). La zona Il observé una
disminucién significativa del 42% durante el ayuno, seguido de un aumento del
11% al minuto 10 y un 14% al minuto 30 (Fig. 18 B). Por su parte, la zona Il
registré una disminucion significativa del 20% en el ayuno, un aumento del 14%
a los 10 minutos y un incremento del 20% a los 30 minutos post-carga (Fig. 18
Q).

El grupo administrado con metavanadato de sodio, demostré un aumento
significativo del 10% en el analisis densitométrico durante el ayuno, 25% al
minuto 10 y un aumento del 16% al minuto 30 (Fig. 18 A). La zona Il incremento
del 28% y 9% para los 10 y 30 minutos respectivamente (Fig. 18 B). Por ultimo,
el analisis de la zona Ill de este grupo, registré6 un aumento del 25% al minuto

10, seguido de un incremento del 18% al minuto 30 (Fig. 18 C).
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El tratamiento con decavanadato de amonio, mostré solamente un aumento
significativo en el andlisis densitométrico en la zona | del 17% a los 30",
permaneciendo sin diferencias significativas para los demés tiempos de cohorte
(Fig. 18). El estudio de la zona Il de este grupo, permite observar Unicamente un
incremento significativo del 16% a los 30 minutos (Fig. 18 B). Por su parte, el
analisis de la zona Ill mostr6 incremento del 9% y 16% a los 10 y 30 minutos

post-carga (Fig. 18 C).

Por ultimo, el tratamiento con MetfDeca, fue el Unico grupo que registro un
aumento significativo del 22% en la densitometria atribuible a la sintesis de
glucogeno en la zona | durante el ayuno, 11% al minuto 10 y 35% a los 30
minutos (Fig. 18 A). En la zona Il del grupo MetfDeca se observo incremento del
31% en el ayuno, 14% a los 10 minutos y 18% a los 30 minutos (Fig. 18 B). Por
altimo, el analisis de la zona Il del grupo MetfDeca, demostrd un incremento del
28% en el ayuno, 23% al minuto 10 y 41% al minuto 30 (Fig. 18 C).
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Figura 16. El acino hepatico. (A) Citoarquitectura del parénquima hepatico. El I6bulo hepético
consiste en acinos hexagonales con una vena central y triadas portales en las interfaces de los
acinos. (B) Seccién transversal del tejido hepético a lo largo del eje portocentral. Las células
endoteliales forman las paredes de la sinusoide que también contiene macréfagos conocidos
como células de Kupffer. Segun lo indicado por las flechas (azul y roja), la sangre fluye desde el
area portal a través de la sinusoide hacia la vénula hepatica. La bilis (flecha verde) fluye en la
direccion opuesta de los hepatocitos a través de los conductos biliares. Tomado y modificado de
Trefts et al., 2017.
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Figura 17. Dinamica de formacién de glucégeno en el tejido hepético post carga de glucosa a los
tiempos de cohorte: 0, 10 y 30 minutos. Biopsias de tejido hepatico tefiidas con Schiff de los
grupos: NC (A-C), B), HC(D-F), MV (G-I), DV (J-L), DM (M-N) y MF(O-Q). Microfotografias
tomadas a 10x.
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Figura 18. Dinamica de formacién de glucégeno en el tejido hepéatico post carga de glucosa a los
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(V) indica disminucion con respecto del grupo NC al minuto 0, p < 0.05, empleando estadistico
ANOVA de una via con analisis post hoc de Bonferroni.

10. Discusién

En una primera instancia se realizé, la optimizacion de los compuestos de
decavanadato. EI rendimiento obtenido para los monocristales de
[HMetf]s[V10028]-6H20 fue mejorado en relacion a lo reportado previamente por
nuestro grupo de trabajo (Sanchez-lara et al. 2018). Las mejoras observadas en
rendimiento se relacionaron a la disminucion en el tiempo de cristalizacion, lo
gue puede atribuir al estricto control en el pH (6.3 y 5) durante todo el proceso,
el cual se monitoreo desde las soluciones madre de metavanadato de sodio
(NaVvVOs3) hasta el proceso de filtrado. Por otro lado, los monocristales
[NH4]6[V10028]-6H20 fueron recuperados con rendimiento obtenido fue del 62 %,
mismo que resultd por debajo del reportado por Todorovi (Todorovi et al. 2005).
El tiempo de aparicion de los primeros monocristales fue de 48 horas después
de haberse realizado la sintesis, alcanzando un rendimiento final a las 72 hrs.
Para la sintesis de este compuesto es necesario mencionar que no fue requerida
la elevacién de la temperatura ni enfriamiento durante todo el proceso de
cristalizacion, como se menciona por los autores anteriores (Todorovi et al.
2005).

Posterior a la sintesis se procedio a la caracterizacion de los compuestos.
Esta incluyd el andlisis del espectro de IR, en el compuesto
[HMetf]s[V10028]-6H20 se observo una banda de intensidad media localizado en
la regién de alta frecuencia entre 3395-3289 cm™ y otra banda en la region de
3200-3170 cm que corresponden al enlace vas(N-H) y a vs(N-H), lo cual
concuerda a lo reportado (Chatkon et al. 2013;Pooransingh et al. 2003)
(Gunasekaran et al. 2006). Asimismo, se observa una banda localizada en la
region de 2970 y 2936 cm™ corresponde a los modos de estiramiento simétrico
y asimeétrico del grupo metilo de HMeft, asi como la banda de intensidad fuerte,
localizada entre 1624 y 1569 cm:, originada a partir de vs (C=N) para ambos
espectros. Es posible localizar dos bandas entre 1480 y 1420 cm™ que

corresponden a las deformaciones asimétricas de los grupos metilo que
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pertenecen a la molécula de Metformina (Gunasekaran et al. 2006; Chatkon et
al. 2013) (Madzharova etal. 2016). Existe una banda de fuerte vibracion
encontrada en 950 cm™ en el espectro de IR de [HMetf]e[V10028]-6H20 que
corresponde a v(V=0) y la absorcién que se encuentra en 830 y 736 cm
pertenece al enlace vas (V-O-V) (Madzharova et al. 2016). Las bandas de
intensidad media estan localizadas entre 603 y 571 cmy corresponden a vs (V-
O-V) (Frederickson and et al. 2001).

Sin embargo, para el espectro de IR de [HMetf]e[V10028]-6H20, se muestra
una diferencia marcada en las bandas localizadas en 950 cm* corresponde a
v(V=0), en 830 y 736 cm™ pertenece al enlace vas (V-O-V), y por ultimo en las
bandas localizadas entre 603 y 571 cm los cuales corresponden a vs (V-O-V)
(Madzharova et al. 2016). El IR del compuesto [NHa4]e[V10028]-6H20 mostré las
mismas bandas localizadas en 1407 cm correspondiente a NH4*, y otra en 1645
cm ! que corresponde a OH- reportadas por Todorovi (Todorovi et al. 2005), con
un ligero cambio en la intensidad de esta esta Gltima, atribuible a la cantidad de
moléculas de agua presentes en la molécula. De igual manera, el IR obtenido
para este compuesto, muestra la posicion de los picos de las bandas localizadas
en 3000 cm?, lo que sugiere la presencia de enlaces por puentes de hidrogeno
de diferentes fuerzas. Y muestra dos bandas localizadas en 954 y 825 cm™ que
son atribuidas al estiramiento del enlace V-O y diversas bandas por debajo de
800 cm que corresponden a las vibraciones asimétricas y simétricas del enlace
V-O (Todorovi et al. 2005).

Adicionalmente se realizd el andlisis del espectro obtenido por RMN de
[HMetf]s[V10028]-6H20 en solucion acuosa, el cual mostro la clasica sefial de
resonancia de >V en tres diferentes atomos de vanadio dentro de la estructura
de decavanadato: V10A= -515.88 ppm, V10B= -500.31 ppm y V10C= -423.55
ppm; asi como la aparicién de tres picos finos de sefal en V1= -560.39, V2= -
572.19 y V4= -576.8 ppm, correspondientes a especies de vanadatos ciclicos.
Estas sefales corresponden a las reportadas previamente por (Sanchez-lara
et al. 2018). Sin embargo, es posible observar una disminucion en la intensidad
de la sefial localizada en V4= -576.8 ( correspondiente a [ Va4 O12 ]*, en
comparacién con los resultados obtenidos por (Sanchez-lara et al. 2018).

Diversos estudios muestran que las especies de vanadato (V) en solucion
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pueden aparecer simultdneamente en equilibrio con diferentes estados de
protonacion y con diferentes conformaciones, dependiendo del pH,
concentracion de vanadio y fuerza idénica (Manuel Aureliano 2011)(Sanchez-lara
et al. 2018). En el caso de la molécula de decavanadato, es bien sabido que a
valores de pH>6.5 se descompone lentamente debido a que es
termodinamicamente inestable, dando paso a la formacion de tres vanadatos
ciclicos: monomérico [H2 VOu4],, dimérico [Hz V2 Os %, y tetramérico [Va O1 |+
(Sanna et al. 2017). Asi, la disminucion en la intensidad de esta sefial es
resultado de una menor especiacion de la muestra analizada, producto de un

analisis temprano de la solucion de decavadato.

Por otro lado, se llevo a cabo la validacion del modelo de SM, en la que los
animales fueron inducidos con la dieta hipercalérica MX/E/2013/047377 durante
un periodo de tres meses. Los animales alimentados con la dieta hipercalérica
mostraron una disminucién en el peso y talla (Figura 6A y Figura 6B),
intermitencia en el IMC (Figura 6C) y no presentaron diferencias en el perimetro
de la circunferencia abdominal (Figura 6D) asi como en el porcentaje de grasa
corporal (indice Lee) (Figura 6E) en comparacion con el grupo normocalorico.
Estos resultados contrastan con el fenotipo aceptado de SM en modelos
animales como lo son: el aumento en el peso; al ser la cantidad de masa total de
un individuo compuesta del total de musculos, érganos, huesos y tejido graso; el
aumento en la talla, el aumento del IMC; al ser un indicador del estatus de
sobrepeso u obesidad ya que al correlacionar a las mediciones de peso y talla
es un indicador de la proliferacién de la masa corporal en relacion a musculo o
tejido adiposo. Asimismo, se ha reportado el aumento en el perimetro de la
circunferencia abdominal; debido a la acumulacién de grasa a nivel visceral
abdominal, siendo una de las causas en el desarrollo de obesidad central debido
a alteraciones en el metabolismo y el aumento del porcentaje de grasa corporal
(Wong et al. 2016).

El comportamiento observado en el grupo hipercalérico puede ser
explicado por el ciclo de apetito y la saciedad en mamiferos, Este es regulado
por dos grupos magnocelulares de neuronas del sistema nervioso central. Estos
grupos se localizan en el nucleo arcuato del hipotalamo; uno produce dos

potentes orexigenos: neuropéptido Y(NPY) y el péptido relacionado con agouti
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(AgPR) y el otro produce dos anorexigenos: pro-opiomelacorticona (POMC)
ademas de péptido de transcripcion regulado por cocaina y anfetamina (CART)
(Ochoa et al 2014). Tanto las neuronas ricas en NPY/AgRP como en
POMC/CART, proyectan sus dendritas hacia al nucleo paraventricular (PVN),
gue junto con el nacleo ventromedial y el nacleo dorsomedial, regulan la ingesta
de alimentos y el gasto energético (Yadav et al. 2013). Estos dos grupos de
neuronas poseen receptores especificos para hormonas como grelina, insulina
y leptina, por lo que las modificaciones en sus concentraciones plasmaticas
tienen un efecto sobre consumo de alimentos. De tal manera que, el consumo
de una dieta con una alta concentracion de carbohidratos simples como glucosa
y fructuosa, facilita su digestion y provoca un aumento en su absorcién en
intestino después de cada consumo realizado. La glucosa y fructuosa absorbidas
son conducidos al higado por medio del sistema porta, el aumento en la
concentracion de glucosa sérica es censado por pancreas liberando insulina en
respuesta y esta en circulacion, muestran el efecto de supresor del apetito. Por
otro lado, el aumento en la concentracion de leptina esté regulada por la actividad
adipocitaria con relacion a la capacidad de almacenaje de TG y particularmente
en el postpandrio sinérgicamente a la accion de la insulina. A nivel cerebral, el
incremento de ambas hormonas regula la ingesta cal6rica y por ende el ciclo
oxigénico- anorexigeno. Sin embargo, en etapas iniciales de la sobreingesta
calorica como en el caso de nuestros modelos, la leptina estimula la
termogénesis, lo cual reduce el peso corporal como se pudo observar en el
tiempo de induccion (Petersen, Vatner, y Shulman 2017). Ademas, se sabe que
grelina disminuye el apetito. Todo esto provoca en los animales del grupo
hipercalérico una disminuciébn en la cantidad de dieta consumida, pero
manteniendo su requerimiento energético diario, por lo que la curva de ganancia
de peso corporal, inicialmente es mas lenta que la del grupo normocaldrico, como
se observa en nuestros resultados. Otra de las implicaciones del alto consumo
de carbohidratos simples es la disminucion en el consumo de macromoléculas
como lipidos y proteinas necesarias para el crecimiento y desarrollo corporal, por
lo tanto, el aumento en el consumo de carbohidratos esta relacionado con el

pobre desarrollo de la talla; impactando sobre el IMC.
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Otra de las caracteristicas fenotipicas aceptadas dentro del modelo de SM
es el desarrollo de RI. Debido a que el SM, se encuentra relacionado con los
efectos causado por la hiperglucemia, los efectos del desequilibrio en la via de
sefializacion de la insulina y los efectos compensatorios de la hiperinsulinemia.
Se ha demostrado que el consumo de carbohidratos simples son los
responsables de la induccion de las caracteristicas bioquimicas del SM. Por
tanto, después de tres meses de induccion con la dieta hipercaldrica los animales
del grupo hipercalérico muestran un aumento significativo en los niveles de
glucosa sérica en el ayuno, asi como en el postprandio (Fig. 6A). Los resultados
obtenidos indican una intolerancia a la glucosa, producto del aumento en el
consumo de carbohidratos simples, tras tres meses de consumo de la dieta
hipercaldrica (Aleixandre De Artifiano y Miguel Castro 2009).

El aumento de la glucosa sérica casi siempre es acompafiado por
hiperinsulinemia, como principal mecanismo compensatorio por parte del tejido
pancreatico, para restaurar la homeostasia de la glucosa en el individuo. Sin
embargo, a largo plazo esta combinacién desemboca en el desarrollo de RI, la
cual afecta la capacidad de las células dependientes de la hormona para captar
glucosa, y mas aun, en hepatocitos promueve gluconeogénesis y glucogénesis,
disminuyendo la capacidad glucogénica. Por lo que las células B pancreéticas
secreten cantidades cada vez mayores de insulina, hasta obtener la homeostasia
de la glucosa postprandial, sin que se genere una hiperglucemia sostenida, lo
cual desarrolla un ciclo de alteracibn metabdlica severa que conlleva a la
alteracion del metabolismo de lipidos y proteinas (Adiels et al. 2008). De acuerdo
con esto, los animales del grupo hipercalérico mostraron un incremento
significativo en los niveles de insulina en ayuno y una respuesta insulinica
aumentada en el postprandio (Fig. 6B) en comparacion con el grupo
normocaldrico.

In vivo, la sensibilidad, asi como la resistencia a la insulina se encuentran
reguladas por factores como el sobrepeso u obesidad, y se alteran rapidamente
por cambios en los habitos alimenticios y la actividad fisica (Barnard and
Youngren, 1992). Estos factores de riesgo se ven potenciados por la interacciéon
de numerosos factores, tanto genéticos como ambientales. La pérdida de la
sensibilidad a la insulina tisular de forma aguda o crénica puede ocurrir a traves

de mudltiples vias, a través de las cuales los mediadores celulares de la
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sefalizacion de insulina pueden ser alterados, rutas de interaccion fosforilativa
interacciones proteicas, y otras modificaciones en la regulacion de la expresion
genética son algunos de los mecanismos involucrados. El decremento de la
sensibilidad esta asociado con una reduccion en la captacion de glucosa por el
tejido hepatico y su consecuente desarrollo de resistencia a insulina,
favoreciendo la lipogénesis y la gluconeogénesis (Fabbrini et al., 2009; Lim et
al., 2011; Petersen et al., 2010).

En la resistencia a la insulina, la capacidad de la insulina para iniciar las
cascadas de fosforilacion rio abajo que regulan la actividad de segundos
mensajeros se encuentran disminuidas (Pirola et al 2004; White, 2003). La
actividad enzimética, la fosforilacion de cinasas y sustratos en estas vias de
sefalizacion se reducen, como se ha demostrado en biopsias musculares de
sujetos insulinoresistantes (Sesti 2001).

El desarrollo de insulinorresistencia fue evidenciado por el aumento del
indice HOMA-IR en el grupo hipercal6rico, como consecuencia del incremento
en glucosa e insulina (Fig. 6C). Asimismo, el indice LIRI que evalua la Rl hepética
mostré el mismo comportamiento (Fig. 6D). Adicionalmente, el indice HOMA-B%
disminuyé (Fig. 6E), acompafado de una mayor generacion de insulina (IGl) en
el grupo hipercaldrico (Fig. 6F). Lo anterior es indicativo de que las células B
pancreaticas desregulan procesos homeostaticos en el mecanismo de
generacion, maduracion y liberacion de insulina, al mismo tiempo debido al
entorno hipercalérico aceleran dicho mecanismo, observando hiperinsulinemia
de tipo compensatorio contra la hiperglucemia. Una prolongada hiperfuncién en
las células B pancreaticas puede conducir al agotamiento, disminuyendo a largo
plazo la produccién de insulina, lo cual es una caracteristica de los modelos de
disfuncién metabdlica y desarrollo de diabetes mellitus (McCracken, Monaghan,
y Sreenivasan 2018).

Cabe mencionar que la Rl es independiente para cada tejido, y en el caso
del tejido hepético, la Rl esta relacionada con alteracion y defectos en el
almacenaje de la glucosa, acidos grasos y triglicéridos; que inducen cambios en
las vias de sefializacién que favorecen la lipogénesis y la gluconeogénesis,
incrementando la glicemia y obligando a mantener el estado hiperinsulinémico

por largos periodos de tiempo (Poisson et al. 2017).
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En este sentido, los animales del grupo hipercalérico mostraron
dislipidemia, al aumentar los niveles séricos de TG (Fig. 7A); colesterol total (Fig.
7B), VLDL (Fig. 7C) y LDL (Fig. 7D), asi como una marcada disminucién en la
cantidad de HDL (Fig. 7E). Es bien sabido que, la dislipidemia relacionada a R,
comienza con sobreproduccion de TG y su empaguetamiento en VLDL debido al
aumento en la sintesis de novo en el higado y a la liberacion de AGL por parte
de los adipocitos (Després y Lemieux 2006). Las VLDL son la principal forma de
transporte de TG enddgenos hacia los tejidos. Por accidn de la lipoprotein lipasa
(LPL) se lleva a cabo la hidrolisis de los TG contenidos en las VLDL, las cuales
son transformadas en IDL que pueden ser catabolizadas por el higado o pueden
permanecer en circulacion y dar origen a LDL (Zabielski et al. 2018). En estados
de RI, se generan VLDL, IDL y LDL ricas en TG (Unger et al. 2010), las cuales
disminuyen la dindmica de la hidrolisis, por lo tanto, pasan mayor tiempo en
circulacion, lo que contribuye al desarrollo de esteatosis y ateroesclerosis (Sesti
2006). Por ultimo, la disminucion en la cantidad de HDL en el grupo hipercalérico
puede ser explicado por dos eventos caracteristicos de la RI, la disminucion de
la sintesis y el aumento del aclaramiento. Este ultimo, al modificar el tamafio (al
disminuir su tamafio), el contenido lipidico al poseer una mayor cantidad de TG
que de colesterol (se vuelven mas densas), y pierden proteinas clave como la
paraxonasa-1 (PON1), por lo que son mas susceptibles a procesos de glicacién
y lipoperoxidacion (se vuelven oxidadas), aclarandose a mayor velocidad por el
higado, rifién y el cerebro. En este Gltimo, el aclaramiento se da por el incremento
de apolipoproteina E, lo que provoca una mayor deposicion de TG en este
organo (Erejuwa et al. 2018).

Una vez establecido el modelo de SM, se procedi6 a administrar los
diferentes compuestos, sin cambiar el hbito alimenticio del modelo para generar
un mayor reto. Se ha establecido que las sales y compuestos decameéricos de
vanadio pueden ser tratamientos alternativos efectivos contra los desérdenes
metabdlicos, por lo que se muestra el efecto de los tratamientos con metformina
(200 mg/kg/dia) y metavanadato de sodio, decavanadato de amonio y de
metformina (12.33 pg/kg/2 veces por semana) sobre la homeostasis glucido-
lipidica de rata Wistar con alteraciones metabdlicas y alimentados

permanentemente con una dieta hipercal6rica alta en carbohidratos.
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Como se puede observar en la tabla 1 y tabla 2, tras dos meses de
tratamiento, los grupos administrados con tratamientos con base en vanadio
mejoraron sus mediciones zoométricas y su panel lipidico en comparaciéon con

el grupo HC; aunque este ultimo, no logra recuperarse a nivel del grupo control.

Por su parte el tratamiento con Metformina registré6 una disminucion del
peso, talla e IMC en relacion con el grupo NC. Estos resultados son consistentes
con estudios en modelos animales que demuestran que el consumo de
Metformina estd ampliamente relacionado con una mejora sistémica y
metabdlica que implica la reduccidon de peso, talla, mejora del indice de masa
corporal, debido a la reduccion de sintesis de glucosa hepética, asi como
disminucion en la lipogénesis, aumentando la beta oxidacion, asi como la
glucolisis en tejidos periféricos causados por su administracion (Wilson et al.,
2010).

Metformina que es considerado el tratamiento de primera linea ante
problemas metabdlicos, ha demostrado capacidad de regular la concentracion
sérica de triglicéridos al aumentar la 3 oxidacion, por medio de la via del receptor
activado por proliferador peroxisomal (PPAR-a) en el higado (Rea y Tien 2017).
Ademas, facilita la actividad de la proteina cinasa activadora de AMP ciclico
(AMPK) de forma secundaria a la interrupcién del complejo | de la cadena
transportadora de electrones mitocondrial (Grigorescu et al. 1991). El AMPK es
un regular maestro del balance energético (Mehnert 2001). Estos efectos ya han
sido previamente demostrados por nuestro grupo de trabajo tanto con la
administracion de metavanadato de sodio como de decavanadatos de amonio y

de metformina (Trevifio et al. 2018; Trevifio, Sanchez-Lara, et al. 2015).

Asi mismo, tanto los tratamientos con metformina y vanadio pueden
modular la gluconeogénesis y glucélisis hepatica. En ambos casos esto se logra
a través de mejoras de la accién de insulina, como se ha mostrado en estudios
in vivo e in vitro (Pereira et al. 2009)(Manuel Aureliano 2011). La capacidad
hipoglucemiante con la que cuentan los compuestos con base en vanadio se
encuentra relacionada con la activacion de varios componentes clave de las vias
de sefalizacion de insulina, que incluyen proteinas cinasas como MAPK,

ERK1/2, fosfoinositol 3 cinasa (PI3-K) / proteina cinasa B (PKB) que, a su vez,
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estan implicadas en la mediacion de los efectos mitogénicos y metabdlicos de la
insulina. Particularmente, las evidencias denotan que, la via PI3K/ PKB activada
por insulina, juega un papel clave en la mediacion del trafico de GLUT4
estimulado por insulina (Wang et al. 2013) y con ello, las evidencias han
demostrado mejoras en la captacion de glucosa, tanto en células aisladas como
en tejidos de diferentes modelos animales de diabetes tipo 1 y tipo 2 (M.
Aureliano y Ohlin 2014). Todo lo anterior conduce a una mejora de la glicemia
basal y postprandial, la respuesta insulinica y la captacion de glucosa, como se
observa en la Fig. 8. Sin embargo, ninguno de los tratamientos administrados
logro llevar estos parametros a nivel del control NC. Probablemente lo observado

sea debido a que se mantuvo una respuesta hiperinsulinémica (Fig. 8 C-D).

Para corroborar este hecho se administré insulina exdgena, lo cual se
conoce como una prueba de tolerancia a insulina y se evalu6 el comportamiento
de glucosa (Fig. E-F). Esta prueba se usa para evaluar la sensibilidad a la
insulina, al administrar una dosis estandar de insulina y se monitorea la glucemia,
la tasa de desaparicidon de la glucosa plasmatica indica el grado de sensibilidad
a la insulina corporal y se correlaciona con la técnica del “clamp” de glucosa, el
cual es el estandar de oro. El grupo NC observo una pendiente negativa en los
primero 30 minutos que es indicativa de la sensibilidad a insulina en higado y
musculo. Los tratamientos con decavanadatos observaron la misma dindmica
que el grupo NC, pero muestran una pendiente negativa menos pronunciada en
el mismo periodo de tiempo. Sin embargo, los grupos HC, metformina y
metavanadato observan inicialmente una pendiente positiva que es indicativo de
resistencia a la hormona, pobre recaptura de glucosa, y subsecuentemente

estados glucogenoliticos y gluconeogénicos (Chu et al. 2014).

La mejora en la sensibilidad a la insulina observada en los tratamientos con
decavanadato de amonio y MetfDeca, concuerda con la accién sensibilizadora
con la que cuentan diversos compuestos con base en vanadio observada en
diferentes estudios como: Bis (a-furancarboxilato) oxovanadio (IV) (BFOV) (40.2
pumol/kg) (12 semanas, en ratones KKAy) (Liu et al. 2021), bis(3-hidroxi-2metil-
4-pironato) oxovanadio (BMOV) (0.23 mM/kg) (6 semanas en modelos de ratas
diabéticas neonatales no insulino dependientes por STZ) (Gancheva et al. 2015),

en los cuales se muestra la recuperacion completa de los valores de glucosa e
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insulina basal, asi como de la disminucion del area bajo la curva de la tolerancia

a insulina.

Para corroborar este hecho, se evaluaron por medio de modelos
matematicos previamente reportados y validados en modelos murinos, el estado
de resistencia y sensibilidad a insulina periférica y hepatica (Trevifioy Waalkes.
2015). El calculo de los indices HOMA-IR y HOMA-S% evidenciaron la presencia
de resistencia a la insulina en los grupos y baja en la sensibilidad a esta hormona
para los grupos: HC, metformina y metavanadato, después del tratamiento,
mientras que los tratamientos con decavandatos demostraron una mejora

sustancial sobre el estado de insulinorresistencia (Fig. 9A-B).

Sin embargo, a pesar de la mejora observada en la sensibilidad y en la
disminucién de la resistencia a la insulina periférica en los tratamientos con
decavanadato de amonio y MetfDeca, aln existe diferencia con respecto al nivel
del grupo NC. Estos resultados contrastan con estudios realizados en nuestro
grupo de trabajo, en los cuales el tratamiento con decavanadatos como:
MetfDeca y decavanadato tetrakis 4-(N,N-dimetilamino) piridino en modelos
animales de desregulacion metabdlica por consumo de dieta hipercalérica y en
modelos animales de dislipidemia y disglucemia (Trevifio et al. 2018) se observa
un retorno completo de los valores de los indices HOMA-IR y HOMA-S% a los
del NC. Por otro lado, el andlisis de estos parametros especificamente, hepaticos
se observa que todos los tratamientos mejoran de manera similar la sensibilidad
(Fig. 9D), aunque tampoco al nivel del control; pero el tratamiento con MetfDeca

observo la mayor reduccion de insulinorresistencia hepatica (Fig. 9C).

Es bien conocido que la resistencia a la insulina compromete la sintesis de
glucégeno, y que el aumento de la sintesis de glucdégeno en el higado mejora la
tolerancia a la glucosa. La incapacidad para sintetizar glucégeno por una
alteracion local en la accién de insulina es evidenciada por una disminucién
temprana en la respuesta de varios componentes de la cascada de transduccion
del brazo metabolico de la insulina como lo son IRS, Akt, GSK3 y FoxO1
(Sharabi, Tavares, y Puigserver 2019). Para evidenciar si existe alteracion sobre
la sintesis de glucégeno, este fue cuantificado durante los primeros 30 min

posteriores a la carga de glucosa. Con relacion a la carga de glucosa (Fig. 10A)
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se puede observar como el grupo NC y MetfDeca presenta una pendiente
positiva, lo que se traduce a una recaptura de glucosa y generacion de

glucogeno.

Los resultados obtenidos para el grupo MetfDeca concuerdan con estudios
realizados previamente en nuestro grupo de trabajo, donde la sintesis de
glucégeno en modelos animales de desregulacion metabdlica por el consumo de
dieta hipercalérica es regulada después de dos meses de administracién de
MetfDeca (2.5 pmol/kg) (Trevifio, Sanchez-Lara, et al. 2015a) y con diferentes
estudios en modelos animales que sugieren que el tratamiento con vanadio
puede interferir con la actividad de diversas proteinas fosfatasas (Crans et al.
2004) . Se ha reportado que vanadio mejora la actividad de la glucogeno sintasa
(GS), estimula la fosforilacion de la proteina (GSK3) y aumenta la actividad de la
proteina fosfatasa tipo 1 (PP1) en musculo e higado de modelos diabéticos
inducidos por estreptozotocina (Semiz., et al., 2002). Por otro lado, estudios
realizados en animales, también demostraron que la administracion de
compuestos con base en vanadio lograron estimular la sintesis de glucdgeno,
sugiriendo que la fosforilacion en tirosina de IRS-1y la activaciéon de PI3K juegan
un papel clave en la mediacion del efecto insulino potenciador de vanadio en la
sintesis de glucégeno (Hemmings y Restuccia 2012).

Sin embargo, en los otros tratamientos no se observdé este
comportamiento, por el contrario, todos observan una pendiente negativa, lo cual
es indicativo de una pobre generacién de glucégeno (Fig. 10C), siendo el
tratamiento con metavanadato el que muestra la accibn mas pobre. Este
comportamiento es tipico de estados de insulinorresistencia y correlacionan con
una limitada recaptura de glucosa (Figs. 8A'y 9C), y con desvios metabdlicos de

esta para generar estados lipogénicos.

La ruta de lipogénesis de novo se activa a nivel transcripcional por la
accion sinérgica de los factores de transcripcion SREBP1c (proteina de union al
elemento regulador de esterol-1c) y chREBP (proteina de unién al elemento de
respuesta a carbohidratos) que actian sobre genes lipogénicos y glucoliticos. En
los que, la insulina es el regulador mas potente. Bajo las sefiales apropiadas,

SREBP1c se escinde en el Golgi en la forma madura transcripcionalmente activa,
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gue se transloca al nucleo. La glucosa por su parte regula chREBP aumentando
su expresion génica e induciendo su desfosforilacion, favoreciendo su
translocacion nuclear (Irimia et al. 2017). Para reconocer la influencia de insulina
sobre este punto clave, se analiz6 el anabolismo/catabolismo del glucégeno ante
la accion de insulina y sus contrarreguladores cuando se expone a una carga
exdgena de la hormona (Fig. 10B). Como se puede observar el grupo NC generé
una pendiente negativa (catabolismo) en la concentracibn de glucdégeno
posterior a la administracion de insulina. En todos los grupos experimentales se
pudo observar una disminucion exacerbada en dicho parametro, lo que sugiere
fuertemente una alteracion en la cascada de sefializacion de la insulina. Estos
resultados permiten plantear hipoétesis en varios puntos criticos, como lo es, un
tratamiento insuficiente, ya que en trabajos anteriores se ha reportado mejoras
de este parametro (Trevifio et al. 2016, 2018b; Trevifio, Sanchez-Lara, et al.

2015), lipogénesis de novo, o alteracion en la cascada de sefalizacion.

La sefializaciéon de la insulina se encuentra regulada por una cascada de
sefalizacion compleja altamente integrada y regulada. Aunque un esquema de
vias divergentes parece suficiente para explicarla, el concepto de nodos criticos
se hace evidente cuando se observa la gran cantidad de isoformas proteicas que
estan involucradas en la activacién de Akt/PKB y sus efectos metabdlicos. Asi
para delimitar las posibles acciones de los compuestos de vanadio dentro de
esta via de sefalizacion. Tres nodos han sido localizados a) el primer nodo critico
en la via de sefalizacién de la insulina es el Rl y las proteinas IRS como
modulador positivo y reguladores negativos como lo son las proteinas tirosina
fosfatasas (PTPasas); b) el segundo nodo se encuentra asociado a PI3K, PDK
y mTORC como sefializacién positiva hacia Akt/PKB y PTEN como un modulador
negativo y c) el tercer nodo esté relacionado a IRS y MAPK con sus modulares
negativos. Es importante sefalar que solo los dos primeros nodos se encuentran

directamente implicados en la sintesis de glucégeno (Trevifio y Diaz 2020).

El primer nodo de la cascada de sefializacion de insulina en higado se
encuentra en el RI, esta es una proteina transmembrana de 320 kDa, que
pertenece a la familia de receptores con actividad tirosina cinasa (RTK)
(Haeusler et al. 2019), que cataliza la transferencia del grupo fosfato del ATP a

los residuos de tirosina sobre sus proteinas sustratos (Croll et al. 2016). EI Rl es
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sintetizado como un pre-pro receptor, del cual se escinde un péptido sefial de 30
aminoacidos. EIl pro-receptor se procesa posteriormente, sometiéndose a
glicosilacion, plegamiento y dimerizacion. En el aparato de Golgi, las cadenas
dimerizadas de aminoacidos se escinden a continuacion en subunidades a y B.
Estos péptidos estan unidos mediante enlaces disulfuro para formar un receptor
holoheterotetramérico que consiste en dos componentes idénticos, las
subunidades a extracelulares que se unen a la insulina y dos subunidades 3 con
dominios transmembranales idénticos, con actividad tirosina cinasa intracelular
(Seino et al, 1989). La unién de insulina a las subunidades a del RI, da lugar a
un cambio conformacional que induce la autofosforilacion de distintos residuos

tirosina de las subunidades 3 (Youngren, 2007).

En ayuno nuestros resultados mostraron que este nodo el Rl present6 una
baja fosforilacion tanto en tirosinas como en treoninas en el grupo NC, el cual
fue reportada como expresion relativa. De esta forma podemos comparar el
incremento o disminucién de proteinas respecto del control sin estimulo (basal).
Es importante recalcar que el estudio de las proteinas por el método de western
blot se establecié en la dinamica de los primeros 30 min post carga de glucosa.
Inicialmente el grupo NC al administrar una carga oral de glucosa, se
incrementan los niveles de insulina como resultante de la dindmica de absorcion
del carbohidrato. A los 10’ se incremento la fosforilacion en tirosinas (IRpY) y
disminuy6 dicha fosforilacién en treonina (IRpT), lo que corresponde a una
dinamica normal en este primer nodo. A los 30’ la fosforilacidn regresa a niveles
basales, por lo que los datos sugieren fuertemente que la participacion de este
primer nodo es rapida y controlada, tomando en cuenta que una mayor
fosforilacién en IRpT regula negativamente la cascada de sefal de la hormona
(Werner et al. 2004). El grupo HC una dindmica a la baja de la fosforilacion en
IRpY, mientras que la fosforilacion en IRpT fue a la alta lo cual es compatible con
un fenotipo de resistencia a insulina. El tratamiento con metformina observo una
dindmica de fosforilacibn en IRpY similar al grupo NC, mientras que la
fosforilacion en IRpY comienza disminuida, incrementa subitamente a los 10’ y
luego decae a los 30°, lo que concuerda con la dinamica de formacién de
glucoégeno ya que este tiene el mismo comportamiento, estos resultados son

indicativos de que la via de transmision de sefial permanece activa por mas
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tiempo del biologicamente requerido. La administracion de la sal y compuestos
a base de vanadio mostraron dindmicas diferentes entre ellas. La administracion
de metavanadato aumento la fosforilacion en IRpY a los 10’ y a los 30’ es la mas
baja. Sin embargo, en este punto la concentracién de glucdégeno es similar a la
del grupo NC, esto es debido a que la fosforilacion en IRpT se adecua para que
exista una sefializacion correcta. El grupo decavanadato de amonio observo una
baja fosforilacion en IRpY durante el estudio, sin embargo, la fosforilacion en
IRpT se comporta de la misma manera el resultado es la formacion de glucogeno
de manera similar al control, los resultados sugieren que este tratamiento mejora
la sensibilidad a la insulina. La mejor dinamica de fosforilacion en IRpY y IRpT la

mostro el grupo Metf-Deca.

La dinamica de fosforilacion en residuos IRpY y IRpT puede deberse a la
activacion de proteinas serina-treonina cinasa. Aunque las consecuencias
funcionales de estas fosforilaciones son inciertas, se ha propuesto como un
mecanismo de retroalimentacién negativa de la via de sefalizacion (Pilch, 1994;
Tavaretj et al., 1991, Pilfay and Siddle, 1991). Existen muy poco trabajados que
muestran la posible interaccion del Rl con vanadio, sin embargo, los resultados
obtenidos concuerdan con estudios que demuestran que la administracion de
sales de vanadio en cultivos de pre-adipocitos (3T3-L1), aumentan la expresion
de RI hasta niveles similares al grupo administrado con insulina (Pilfay and
Siddle, 1991). Por otro lado, Mukherjee sugiere que el tratamiento con (DmpzH
(VO(02)2 (dmpz)) puede unirse al Rl y modular su autofosforilacion de manera
similar a como lo haria la insulina en experimentos in vitro, lo que podria
estimular a las cinasas rio abajo en la via de sefalizacion de insulina y facilitar la
translocacion del transportador GLUT4 del citosol hacia la membrana celular, en
musculo y miotubos (Wang et al. 2013). Finalmente, nuestro grupo de trabajo
reportd que la administracion de Metf-Deca mejora la fosforilacion de RI en ratas
con SMet en una dosis 2.43 mg/kg/dia, normalizando la sintesis de glucégeno
hepatico, el almacenamiento de lipidos y la expresiéon de GLUT4 en tejido

adiposo (Trevifio et al. 2018).

Consecutivamente, la accion de la insulina sobre el primer nodo de la
sefalizacion comprende la fosforilacion de las proteinas que actian como

sustrato del receptor de insulina, IRS-1 e IRS-2, los cuales estan implicados en
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la modulacion de los efectos del brazo metabolico en el nodo 1. La fosforilacion
de los diferentes IRS’s conduce a la activacion de la cinasa dependiente de
fosfatidilinositol -3 (PI3K) que se ubica en el nodo 2 de la cascada de
sefalizacion de insulina (Huang et al. 2018). La isoforma de IRS-1 corresponde
a higado. Ademas, el receptor de insulina es defosforilado e inactivado por las
proteinas tirosina fosfatasa (PTP’s), de las cuales PTP1B es la mas importante,
ejerciendo un efecto negativo sobre la accién de la insulina y el metabolismo de
la glucosa al disminuir el estado de fosforilacion del receptor (Lorenzo 2011).
Diversos estudios han reportado que la sobreexpresion y actividad de esta
enzima contribuye a la aparicion de obesidad y diabetes (Korbecki et al. 2016).
Nuestros resultados muestran que el grupo NC, IRS-1 y PTP1B responden a la
dinamica de fosforilacion del receptor y consecuente sefializacion rio abajo. En
el grupo HC una mayor expresion de PTP1B del minuto 0 al 30 coincide con una
baja fosforilacion de IRS-1, mientras que el evento contrario se observo a los 30’,
lo que es indicativo de un retraso en la transduccién de la sefial de insulina. El
grupo tratado con metformina presenta una dinamica interesante ya que en
estado basal tanto IRS-1 y PTP1B se encuentran bajas, a los 10’ IRS-1 se
incrementa al nivel del control, mientras PTP1B disminuye ligeramente,
finalmente a los 30’ la fosforilacién en IRS-1 disminuye, mientras PTP1B se
normaliza a nivel del control. Esto concuerda con lo informado por Kumar y Dey
(2002), en donde observaron que, la administracion de metformina puede
mejorar la sefializacion de la insulina en el masculo esquelético resistente a la
insulina al aumentar la fosforilacion de tirosina de la actividad del Rl e IRS-1y PI
3-cinasa asociada con IRS-1 y mejora la captacién de glucosa basal en miotubos
resistentes a la insulina, asi como la activacion de p38 basal (Kumary Dey 2002).
Asimismo, Guton y cols. (2003) en un estudio realizado en lineas celulares de
hepatocitos humanos y células Huh7 observaron que la administracién de
metformina (1 pg / mL) aumenté la fosforilacion de IRpY en un 150% de manera
basal y 78% a los 30 min, consecuentemente aumento la activacion de IRS -1,y

la recaptura de desoxiglucosa (Gunton et al. 2003).

En el grupo administrado con metavanadato de sodio en condiciones
basales se observé una baja fosforilacion de IRS-1 con niveles elevados de

PTP1B, a los 10’ postcarga incrementa IRS-1 aunque no a nivel del control,
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mientras la expresion de PTP1B se normaliza, finalmente a los 30’ la fosforilacion
de IRS-1 incrementd, aunque PTP1B se mantiene similar al tiempo anterior. Los
resultados son interesantes ya que en la literatura se ha propuesto que la especie
vanadato puede competir con el sitio activo de esta enzima. Estudios
computaciones e in vitro, demuestran la formacion de un estado de transicion V-
PTP-1B y la inhibiciébn de su actividad por vanadato (Makinen y Salehitazangi
2014). El analisis de estructuras cristalinas de complejos V5+-PTP proporcionan
informacion relevante con respecto a los estados de transicion, conformacion y
determinacion de la estructura para la catalisis (Irving y Stoker 2017). En este
sentido el ion ortovanadato tiene una estructura tetraédrica y una carga negativa
con caracteristicas que comparte con el grupo fosfato de los sustratos de PTP.
Debido a esto, ortovanadato se ajusta al sitio activo de PTP debido a una
geometria trigonal plana. De esta forma vanadato actia como un inhibidor
especifico y competitivo de PTP (Korbecki et al. 2016). Por lo tanto, podemos
deducir que, aunque la expresién de PTP1B no cambia, su actividad se inhibe y
por ello sigue la transduccion de sefial rio abajo.

Por su parte, los tratamientos con los compuestos de decavandato
presentaron una dinamica similar, baja fosforilacion de IRS-1 al tiempo Oy 30’ y
un incremento subito a los 30’; mientras que, la expresion de PTP1B al tiempo 0’
se presentd incrementada, a los 30’ se normaliza al nivel del control y asi se
mantiene hasta el tiempo 30’ en el grupo MetfDeca, sin embargo, en el grupo
decavanadato de amonio incrementd la expresion. Los resultados sugieren
fuertemente que la especiacion a vanadato inhibe la actividad de PTP1B, y por
lo tanto permite el flujo de fosforilaciones rio abajo, en donde la quimera
MetfDeca genera un ambiente adecuado para ello.

En la literatura se ha reportado que, la administracion de compuestos con
base en vanadio como BMOV, producen la fosforilacion de los sustratos del
receptor de insulina 1 (pIRS) en células de leucemia basofilica de rata (RBL-
2H3). Por su parte la administracion de arilalquilamida vanadio mostré un
aumento de la activacion de IRS independiente de la fosforilacion del Rl o Akt,
estimulando asi el transporte de glucosa y la expresion del transportador GLUT4
(Korbecki et al. 2016). Estudios realizados demuestran que la administracion de

Bis (alfafurancarboxilato) oxidovanadio IV (BFOV) potencia la expresion de
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MRNA vy de la proteina de IRS y GLUT 4 (Liu et al. 2017). En este sentido, el
tratamiento con Bis (allixinato) oxovanadio (IV) (VO (alx)z2) también aumento la
translocacion de GLUT4 a la membrana plasmatica, seguida de la fosforilacion
en tirosina de la subunidad beta del RI e IRS, en adipocitos y células HepG2
(Rangel et al. 2009). Finalmente, la administracion de (VO (acac)2) facilito la
fosforilacion (pY) de IRS e IR-B en adipocitos 3T3-L1 (Eck, Dhe-paganon, y Nolte
1996).

Se ha sugerido que previniendo la desfosforilacion de la subunidad £,
vanadio puede mejorar la actividad del RI. Asi, diversos compuestos con base
en vanadio, como la sal arilalquilamida vanadio ejerce un potente efecto
insulinomimético rio debajo de IR en adipocitos, la cual esté caracterizada por la
rapida activacion de IRS, Akt y GSK3 independiente de la fosforilacion del RI (S.
Zhang y Zhang 2007).

Insulina/IGF-1

Receptor IGF

.. Receptorhibrido IGF/Insulina

| Receptortirosina cinasa (RTK's)
\eamanen e h s

—9

—

Seifializacion N
deinsulinario |ps1-4
abajo

Primer nodo de la via de

senalizacionde la insulina

Esquema 5. Primer nodo critico de la via de sefializacion de la insulina. Se encuentra asociado
con la autofosforilacion de tirosina (Y) en el dominio yustamembranal (JM) Y952-972, dominio
tirosina cinasa (TK) donde se localiza el sitio activo. La fosforilacion en (Y1316-1334) activa a
IRS-2, el cual contribuye al efecto mitogénico de la sefializacion IR. Estas fosforilaciones estan
influenciadas por otra sefalizacion RTK. Las fosforilaciones IRS1-4 son importantes para
localizar las acciones celulares. PTP1B regula las fosforilaciones de IR y IRS, importantes para
la accién del vanadio. Serina (S) y Treonina estan asociadas como la disglicemia, dislipidemia,
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inflamacion y MAPK inducen una retroalimentacién negativa de IR, pero en ciertas condiciones
provoca resistencia a la insulina. Tomado y modificado de Trevifio and Diaz, 2020.

El segundo nodo critico en la via de sefalizacion de la insulina, da inicio
con la activacion de la fosfoinositol-3 cinasa (PI3K), una serina/treonina cinasa
que esta formada por una subunidad reguladora (p85) y otra con actividad
catalitica (p110), ambas subunidades cuentan con un gran nimero de isoformas
(Li, Brown, y Goldstein 2010). La activacion de la subunidad catalitica depende
de la interaccion especifica de los dos dominios SH2 en la subunidad regulatoria,
con motivos especificos de fosfotirosina en las secuencias de las proteinas IRS,
(pY) MxM y (pY) XXM. PI3K activa importantes reguladores de la via de
sefializacion de la insulina como lo son la activacion de la serina/treonina cinasa
Akt/Proteina cinasa B (PKB) y de la via Raf/Ras/MEK/ MAPK (proteina cinasa
activadora de mitégenos, conocida también como ERK) por medio de la catalisis
de la formacion del segundo mensajero PIP en las células (Hemmings vy
Restuccia 2012). La activacion de la via PI3K, también conlleva a la activacion
de las isoformas de Akt/PKB por medio de PDK (proteina cinasa dependiente de
fosfoinositidos). PDKs se une a PIP3 en la membrana celular y de esta forma

gueda activada (Mora et al. 2004).

El siguiente paso en la via de sefalizacion de la insulina, es la activacion
de Akt/PKB, que es la encargada de modular muchas de las acciones
metabdlicas de esta hormona, la fosforilacion de sustratos importantes, incluidas
otras cinasas, proteinas y factores de transcripciéon. Lo que lo convierte en una
enzima con un papel principal en la biosintesis de glucosa, lipidos y glucégeno.
Estudios demuestran que PDK1 promueve la fosforilacion de Akt/PKB en Thr308,
Sin embargo, la activacion completa de Akt/PKB ocurre cuando se da una
segunda fosforilacion en Ser#’3. PDK1 no es capaz de fosforilar Ser*’3, por lo que
la existencia de PDK2 ha sido postulada (Seong et al. 2012). Recientemente,
nueva evidencia ha revelado que PDK2 para Akt/PKB podria ser el complejo del
blanco mamifero de la rapamicina (mMTOR), el cual es una serinal/treonina cinasa
que participa en la regulacion de la sintesis de proteinas. Existen dos complejos
gue contienen mTOR: el complejo sensible a rapamicina (MTORCL1), que tiene

interaccién con la proteina raptor, y un complejo insensible a rapamicina
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(mTORC2), que se define por su interaccidon con rictor. Ambos estimulan la
sintesis de proteinas por medio de la fosforilacion del factor de iniciacion de la
traduccion de eucariota 4E unido a proteina 1 (4EBP1) y la proteina ribosomal
p70 s6 cinasa (Mora etal. 2004). Akt/PKB inhibe la actividad de GSK3
(Glucogeno sintasa cinasa 3) por medio de fosforilacion en su N-terminal, lo cual

activa a las proteinas de sintesis de glucégeno.

La expresion de Akt/PKB activa fue analizada en el presente trabajo, asi
como la del modulador negativo de este nodo de la via de sefalizacion, la
fosfatidilinositol-3,4,5 -trifosfato-3 fosfatasa (PTEN), que es la encargada de la
hidrolisis de fosfatidil inositol 3,4,5 trifosfato a PIP2 (antagonista de la via PI3K),
el cual impide que Akt/PKB sea activo y cumpla con sus funciones celulares (Xu
et al. 2010). Nuestros resultados muestran que, Akt/PKB activa en el grupo
control incremente a los 10’ y disminuya a los 30’, lo que coincide con la
expresion PTEN que presenta un comportamiento inverso a los tiempos
analizados. El grupo HC presenta baja expresion de Akt/PKB activa y PTEN,
hasta que a los 30’ incrementa la expresién Akt/PKB activa y se normaliza la de
PTEN, coincidiendo con lo previamente observado en el modelo.
Interesantemente, el tratamiento con metformina mantiene incrementada la
expresion de Akt/PKB activa en todo momento, mientras que PTEN es modulado
de la siguiente manera, incrementado al tiempo 0 y 30 minutos y disminuido a
los 10’. Al respecto algunos autores han informado la dinamica de Akt,
coincidiendo con nuestros resultados (Rice et al. 2011), y siempre asociada a la
presencia de insulina y por medio del sensor energético maestro AMPK. Es bien
conocido que, metformina mejora el control glucémico principalmente mediante
la supresion de la produccién de glucosa hepatica y, activando a AMPK
especificamente en hepatocitos, lo que reduce la actividad de la acetil-CoA
carboxilasa y aumenta la oxidacion los acidos grasos y suprime la expresion de
enzimas lipogénicas (Zhou et al. 2001). Por lo que el tratamiento con metformina
mejora la sensibilidad a la insulina y elimina la resistencia a la hormona, a través
de la actividad mitocondrial, incremento de AMPK 'y regulacion de la transduccion
de sefales de la via en estudio. Ademas, se ha informado que metformina
suprime la expresiéon de PTEN de una manera dependiente de AMPK en las

células preadipocitos 3T3-L1. La inhibicion de PTEN potencia el aumento de la
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fosforilacion de Akt / ERK mediada por insulina (S. K. Lee etal. 2011). Estos
hallazgos proporcionan evidencia de un nuevo papel de AMPK en la expresion
de PTENy, por lo tanto, sugieren un posible mecanismo por el cual la metformina

puede contribuir a sus efectos benéficos sobre la sefializacion de la insulina.

Por otro lado, el tratamiento con metavanadato mostro que la expresion
de Akt/PKB activa 'y de PTEN se mantuvo incrementada al minuto Oy 10, y a los
30’ disminuyd para ambas proteinas. Como podemos ver, la integracion de la
sefalizacion en hepatocitos es dinamica y adaptativa a las condiciones
fisiopatoldgicas o terapéuticas. El tratamiento con ambos compuestos de
decavanadato mostraron dindmicas similares, a nivel basal presentaron una baja
expresion de Akt/PKB activay PTEN, a los 10’ ambas proteinas se incrementan
por encima del control y finalmente a los 30’ Akt/PKB activa se normaliza
respecto del control mientras que PTEN permanece incrementada. El compuesto
MetfDeca fue el que mas se asemejé al comportamiento del grupo NC. Ambos
compuestos mejoraron la sefializacion que se mostrd deteriorada en el grupo
HC. Nuestros resultados concuerdan con estudios que demuestran que la
administracion de N-N-dimetilfenilodiamina (DMPD) y VO (p-dmada) (0.15
mmol/kg/dia) tiene la capacidad de activar Akt/PKB en higado en ratones
diabéticos tipo 2. Por otro lado, la administracion de Bpv (1.0mg/kg) incrementa
la fosforilacion de Akt y GSK3B (Papapetropoulos et al. 2004). La administracion
de VO (acac)2 y VO (malto)2, también muestran un incremento de la
concentracion y fosforilacion de Akt/PKB en células tratadas con wortmannin e
inhibidor de PI3K (Manning y Toker 2017). Por su parte, estudios realizados en
células HepG2, demuestran que VOSO4 tiene la capacidad de fosforilar a Tyr%4?

como a Ser*’® en Akt (Hemmings y Restuccia 2012).

Asi mismo, la regulacién fisiol6gica en el segundo nodo de la via de
sefalizacion de la insulina esta controlada por un delicado equilibrio entre la
fosforilacién y la defosforilacibn mediada por PTEN (Torres y Pulido 2001).
Numerosos estudios han demostrado el caracter inhibitorio de la actividad
fosfatasa de PTEN con la que cuentan diversos compuestos con base en
vanadio como la administracion de Bisperoxovanadio (Bpv) (dosis 0.2mg/kg/dia),
gue redujo los niveles de mRNA y proteicos de PTEN (Bishayee et al. 2010). Sin
embargo, estudios realizados demuestran que la fosforilacion de PTEN en
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células NK disminuye significativamente (dosis 25 uM), mientras que incrementa
Su expresion en dosis altas (100 uM). Sin embargo, con dosis mayores (25-400
HM) disminuye la expresion de SHP2 y aumenta la expresion de su forma
fosforilada (Xu et al. 2010).

Siguiendo con la via de sefalizacion de la insulina, la proteina GSK3 es
una serina/treonina cinasa que en mamiferos cuenta con dos formas (a de 51y
B de 41 kDa, ambas comparten un sitio catalitico altamente conservado), que es
capaz de inhibir la actividad de glucogeno sintasa, enzima involucrada en la
sintesis de glucégeno (Peak et al. 1998). Sin embargo, la de mayor relevancia
es la isoforma . La regulacién de la glucogeno sintasa (GS) ocurre en parte a
través de la fosforilacién de Akt y la inactivacion de la glucégeno sintasa cinasa
3 (GSK3) en Ser21 y Ser9 en la isoforma B (Niewoehner, Gilboe, and Nuttall
1984). Por tanto, inactivada, la actividad de la cinasa GSK3 hacia GS disminuye
y la GS desfosforilada es, a su vez, mas activa. En los mamiferos existen dos
isoformas: glucégenos sintasa 1 que se encuentra preferentemente en masculo

y glucogeno sintasa 2 expresada en el higado (Ford, Li, y Sattar 2008).

Nuestros resultados mostraron que en el grupo NC la disminucion de la
expresion de GSK3p fosforilada se da a los 30’ post carga de glucosa, sin
embargo, la GS activa sucedid desde los 10’ y se mantuvo a los 30’, mientras
que la forma inactiva (GSp) esta disminuida solo a los 30’. El grupo HC observé
una GSK3[ fosforilada elevada en el ayuno y a los tiempos 10 y 30 minutos se
normalizé respecto del control, sin embargo, de manera muy interesante la
expresion de GS activa altamente incrementada en todos los tiempos
analizados, lo cual concuerda con la cuantificacion realizada del glucégeno,
mientras que la GSp esta disminuida a los 0 y 10 minutos y normalizada a los
30’. Estos resultados confirman que etapas tempranas de SMet hay una
descoordinacion en la via de sefializacién de la insulina, que implica la presencia
de resistencia a insulina hepética limitada al nodo 1, sin embargo, esta es
compensada en proteina centrales del nodo 2, que culminan con la
sobregeneracion de glucdégeno. En nuestro conocimiento este fendmeno no ha

sido reportado en la literatura.
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Esquema 6. Segundo nodo critico de la via de sefalizacion de la insulina. El segundo nodo
comprende la activacion de PI3K. Las subunidades 110 y 85a son fosforiladas después de IRS.
Mas tarde PI3K fosforila a PIP2; después PDK y mTOR fosforilan a Akt/PKB en T308, 309 o 305
y S473, 474 0 472. El paso limitante de la via de sefializacion de la insulina es PTEN activado,
ya que inhibe la fosforilacién PIP2-PIP3. Vanadio actia sobre PTEN y mejora la fosforilacion de
S473.Sin embargo en dosis tdxicas, incrementa a la subunidad p85a, promoviendo asi
resistencia a la insulina. El incremento de 55a también genera resistencia a la insulina. Tomado
y modificado de Trevifio and Diaz, 2020.

El tratamiento con metformina increment6 la expresion de GSK3p solo a
los 30’ y de la GS activa a los 0 y 30 minutos, mientras que, la expresion de la
GSp estd permanentemente disminuido. Se ha observado que, los efectos
inducidos por metformina (Shi et al. 2017)son a través de AMPK que estabiliza
a GSK3pB (Han et al. 2015) y mTOR que son las proteinas que desempefian un
papel crucial en la regulacion de ciclo celular y la formacion de glucégeno. A
pesar de que esta via particularmente se analiza en situaciones de cancer (Xu
et al. 2010)(Gwak et al. 2017), el aumento de la captacion celular de glucosa se
asocia con un aumento de la actividad de la glucégeno sintasa y el
almacenamiento de glucégeno (Wiernsperger y Bailey 1999) . Sin embargo, la
dosis es de suma importancia ya que se ha visto que a dosis de metformina
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mayores de las requeridas el por paciente, se altera tanto la glucogénesis como

la gluconeogénesis (Otto, Breinholt, y Westergaard 2003).

El tratamiento con metavanadato de sodio mostr6 una baja expresion
basal y a los 30’ de GSK3, incrementandose unicamente a los 10’, la expresion
de GS estuvo incrementada, mientras que la GSp estuvo disminuida, ambas
proteinas en los 3 tiempos de andlisis. Estos resultados sugieren fuertemente
que, la sintesis de glucégeno se encuentra promovida incluso en condiciones
basales, e inhibida a los 10’ postcarga de glucosa, lo cual es congruente con los

resultados de glucégeno obtenidos.

Los tratamientos con decavanadato de amonio y MetfDeca mostraron una
alta expresion de GSK3[3 en condicién basal y una disminucién en la expresion
a los 30 minutos. Ambos compuestos observan alta expresién de GS alos 0 y
30 min, el decavanadato de amonio mantuvo esta expresion a los 30°, mientras
que el MetfDeca presentd niveles similares al grupo NC. Finalmente, la expresion
de GSp se presenté permanentemente disminuida. El efecto de los diferentes
tratamientos es muy interesante ya que todos ellos impactan sobre la actividad
de esta enzima. Los resultados de los compuestos y sales de vanadio sugieren

fuertemente que la sintesis de glucégeno se favorece con su administracion.

Existen pocos estudios que demuestran interaccion entre los compuestos
de vanadio con la proteina GSK3 . Sin embargo, se ha reportado que la
administracion de Bpv (1.0 mg/kg) incrementa la fosforilacion GSK33, asi como
también el tratamiento con VO (acac)2 and VO (malto). ha demostrado un
aumento de la fosforilacion de esta proteina, en células inhibidas con wortmannin
(inhibidor de PI3K) (Krause et al. 2002).

Dentro de los diferentes tratamientos con base en vanadio, el tratamiento
con MetfDeca destaca al mostrar el mayor incremento en la expresion de GS'y
la menor expresion de su forma fosforilada, que sumado al incremento de la
expresion de IRpY y IRS1 pertenecientes al primer nodo critico de la via de
sefalizacion de la insulina, asi como el aumento en la expresion de Akt, en el
segundo nodo critico de la via de sefalizacion de esta hormona, lo que podria
explicar el aumento en la concentracion de glucogeno hepatico observado para

este grupo.
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Esquema 7. Via de sefalizacion de insulina y sintesis de glucégeno. La fosforilacion del receptor
de insulina produce la fosforilacion y activacion de las proteinas IRS, estas a su vez, producen
la activacion de PI3K y la formacion de PIPs. PDK es activado por el contacto con PIPsen la
membrana celular y junto con mTORC activan a Akt al fosforilar Thr3% y Ser473 respectivamente.
Akt activada, fosforila e inactivacion a GSK3[, aumentando asi la actividad de GS, lo que
conduce a un aumento en la sintesis de glucégeno y la inhibicién de la gluconeogénesis, las
cuales mejoran la glucdlisis, regulando asi la lipogénesis y lipolisis. Tomado y modificado de
Trevifio and Diaz, 2020.

Toda vez que se analizo, el efecto de los tratamientos sobre la ruta de
sintesis de glucbégeno, se procedié a analizar la estructura hepéatica. El I6bulo
hepatico representa la unidad estructural del higado, el acino hepatico se
considera la unidad funcional en términos de flujo sanguineo (Langhans, Geary,
y Scharrer 1982). El acino se puede visualizar conectando dos triadas portales
con una linea desde la cual se extiende en la direccion de las dos venas centrales
adyacentes. Inicialmente se distinguieron dos zonas: la primera localizada
alrededor de las triadas portales (zona periportal,1) y otra alrededor de la vena
central (zona perivenosa, pericentral o centrolobulillar,3). También se considera
una zona intermedia adicional (zona 2)(Sanders y Griffin 2016). Los
I6bulos/acinos del higado muestran una gran heterogeneidad con respecto a las
funciones subcelulares, bioquimicas y fisiologicas. Esta heterogeneidad permite
gque enzimas clave para diversas vias metabdlicas se encuentran

preferentemente en una u otra zona, formando un patrén conocido como
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zonificacion metabolica (Unger et al. 2010). Se ha demostrado la existencia de
la zonificacion metabdlica para el metabolismo de carbohidratos, aminoacidos,
lipidos, amoniaco y xenobidticos. La importancia de la zonificacion radica en
capacidad de separacion de rutas metabdlicas opuestas, lo que evita la
competencia por un sustrato comun y ciclos inudtiles. Ademas, permite enlazar
rutas complementarias y se pueden llevar a cabo actividades que demanden

sustrato en sitios especificos (Samuel y Shulman 2016).

El flujo sanguineo y el metabolismo hepatico dentro del acino son cruciales
para la generacion de gradientes modificadores (Vangipurapu et al. 2011). La
sangre que proviene de la vena porta y la arteria hepatica en los tractos portales
fluye como una mezcla a través de los sinusoides hasta la vena central. Debido
al metabolismo y la eliminacion de compuestos la composicién de la sangre
cambia y se forman gradientes de sustratos, productos, hormonas y oxigeno.
Este ultimo es de particular importancia y varia de 60-65 mm Hg (84-91 pumol /
L) en la sangre periportal y 30-35 mm Hg (42-49 umol /L) en la sangre perivenosa
(Hatting et al. 2018). En consecuencia, la pO2 intracelulares es de 45 a 50 mm
Hg en las células periportales y de 15 a 20 mm Hg en las células perivenosas.
Esto concuerda con las diferencias en el nidmero y la estructura de las
mitocondrias asi como las capacidades oxidativas en las zonas periportal y

perivenosa (Després y Lemieux 2006).

Se ha propuesto una teoria de localizacion anatémica para explicar la
sensibilidad mantenida de la DNL hepatica estimulada por insulina en presencia
de resistencia a la hormona, en términos de falta de supresion de la
gluconeogénesis hepética. Bajo esta propuesta el metabolismo de la glucosa y
los &cidos grasos se zonifica a lo largo del eje portocentral de los acinos. Para
entender esto, se debe delinear la anatomia del flujo sanguineo hepético, con
sangre fluyendo desde la vena portal y la arteria hepética en los limites del acino
hepatico, a lo largo de los sinusoides para fluir fuera de las venas centrales del
acino. Las células que se localizan alrededor de las venas porta se describen
como periportales, y las que rodean la vena central como pericentrales

(Jungermann and Keitzmann, 1996; Ishibashi et al., 2009).
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El cambio estrictamente controlado entre la captacion hepatica y la
liberacion de glucosa mantiene las concentraciones de glucosa plasmatica
dentro de un rango entre 4 y 10 mM a pesar de que la ingesta y la utilizacion de
carbohidratos varian en gran medida. Esta funcion homeostética del higado con
respecto a la glucosa plasméatica se logra mediante varios mecanismos
reguladores de enzimas que actuan en diferentes escalas de tiempo. A corto
plazo, la fosforilacion enzimética reversible dependiente de hormonas y los
cambios en las velocidades de reaccion provocados por los cambios de
concentracion de los sustratos / productos de reaccion y los moduladores
alostéricos permiten una respuesta metabodlica en segundos o minutos. La
activacion recurrente de estos modos reguladores rapidos suele ir acompafiada
de cambios lentos en la abundancia de enzimas metabdlicas en una escala de
tiempo de horas a dias (Hopgood et al., 1973; Weinberg y Utter, 1980). Tanto el
modo rapido como el lento de regulacion enzimatica son importantes para la
regulacion del flujo de intercambio de glucosa entre los hepatocitos y el plasma
sanguineo (Bulik, Holzhitter, y Berndt 2016) debido a los gradientes de
concentracion de oxigeno, metabolitos, hormonas y morfégenos a lo largo de los
capilares hepaticos. (sinusoides) la expresion de enzimas metabdlicas puede
diferir en varias zonas del acino hepatico. Por ejemplo, la presién de oxigeno
disminuye en un 50% a lo largo del eje portocentral del acino (Jungermann y
Kietzmann, 2000). Esto va en consonancia con el nimero y la estructura de las
mitocondrias (Schmucker, Mooney, and Jones., 1978.) y las capacidades
glucoliticas en la zona periportal y pericentral (Braeuning et al. 2006). Los
hepatocitos cercanos al polo portal (zona 1) que experimentan la concentracion
mas alta de presidon de oxigeno estan predestinados para vias anabdlicas fuertes
gue demandan ATP como la gluconeogénesis y la sintesis de urea. Por el
contrario, los hepatocitos cercanos al polo venoso del acino (zona 3)
experimentan las concentraciones mas bajas de oxigeno y, por lo tanto, poseen
una alta capacidad glucolitica, una caracteristica tipica de las células que
trabajan en condiciones de privacion permanente de oxigeno. La asignacién
heterogénea de capacidades gluconeogenéticas y glucoliticas a diferentes
hepatocitos a lo largo del eje porto-central puede incluso resultar en una situacion
en la que una cierta fraccion de glucosa producida por las células periportales se

utiliza para alimentar la glucélisis de las células pericentrales (Berndt et al. 2018).
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En la zona 3 del acino hepatico, la sintesis de glucégeno requiere un
cebador de oligosacarido. Este se produce mediante la autoglucosilacion de la
proteina glucogenina (Roach y Skurat 1997) y requiere del nucledétido, uridina
difosfato glucosa (UDP-glucosa), como sustrato donante. Se pueden agregar
hasta siete unidades de glucosa a la glucogenina, esto es fundamental debido a
gue la GS, solo puede extender una cadena de glucosa existente. La adaptacion
metabolica de los hepatocitos en las zonas 1 y 3 esta dada por las presiones
variables de oxigeno. Estas son controladas principalmente por factores de
transcripcion inducibles por hipoxia (HIF), complejos heterodiméricos que
constan de una subunidad B expresada de forma constitutiva y una subunidad a
sensible al oxigeno. En el higado, HIF-1a regula principalmente genes
glucoliticos, mientras que se sabe que HIF-2a regula principalmente genes
involucrados en la proliferacion celular y el metabolismo del hierro
(Ramakrishnan y Shah 2017). En consonancia con la caida de la presion de
oxigeno a lo largo del eje porto-central, se encontraron HIFa con niveles mas
altos en la zona pericentral menos aerdbica (Kietzmann et al. 2001). Ademas del
oxigeno, las hormonas pancreaticas insulina y glucagbn son impulsores
importantes de las diferencias en las actividades enzimaticas dependientes de la
zona. El papel regulador de estas hormonas es doble. Controlan el nivel celular
de AMPc de manera antagdnica y, por tanto, ejercen efectos opuestos sobre la
fosforilacién reversible de enzimas reguladoras clave de la glucdlisis y la
gluconeogénesis como PFK2, PK 'y PEPCK. El aclaramiento hepatico de las dos
hormonas por captacion endocitica en los hepatocitos crea un gradiente de
concentracion a lo largo del eje portocentral que implica diferencias
dependientes de la zona en el nivel de fosforilacion de las enzimas
interconvertibles. Con respecto a la expresion génica de enzimas metabdlicas,
la insulina y el glucagon también controlan la eficiencia de varios factores de
transcripcion como ChREBP, SREBP-1c, CREB y Foxo. Ambas acciones del
glucagon y la insulina estan estrechamente interrelacionadas y funcionan en
parte a través de los mismos mecanismos. Por ejemplo, la proteina cinasa A
activada por AMPc (PKA) es responsable de la fosforilacibn de enzimas
interconvertibles como FBPFK2 y PK, asi como de la fosforilacion de los factores
de transcripcion ChREBP y CREP (Uyeda y Repa 2006). EI cAMP es producido

por la activacién inducida por glucagon de la adenilato ciclasa y degradado por
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cAMP fosfodiesterasa estimulada por insulina. En consecuencia, el nivel de
proteinas de las enzimas reguladoras clave refleja los niveles de hormonas

integrales durante periodos de tiempo mas prolongados.

Nuestros resultados mostraron una mayor densidad 6ptica generada del
grupo NC en las zonas 1 — 3 en dependencia del tiempo (Fig. 17A-Cy 18 A—
C) en dependencia del tiempo. En el grupo HC, el ayuno gener6 una menor
densidad Optica en las 3 zonas de interés, sin embargo, a los 10 y 30 minutos
incrementd en todas ellas. Por su parte, el tratamiento con metformina mostro
una mayor densidad en la zona 1 a los 30 minutos. El tratamiento con
metavanadato demostrd un incremento en la zona 1y 3 a los 10 y 30 minutos,
en la zona 2 unicamente a los 10’. El tratamiento con decavanadato de amonio
demostré una mayor densidad Optica de la zona 1 — 3 a los 30’. Mientras que, el
tratamiento con MetfDeca demostré una mayor densidad Optica en las zonas 1y
2 a los tiempos 0 y 30°, mientras que la zona 3 demostré dicho parametro

incrementado a los 3 tiempos de andlisis.

En nuestro conocimiento, no se ha reportado un andlisis como el
presentado, con relacién a los tratamientos con vanadio. Sin embargo, el grupo
control provee informacion muy interesante en cuanto a la dinamica de la accion
de insulina sobre las zonas del lobulillo hepatico estudiadas, en donde es
evidente que en las 3 zonas analizadas son afectadas por la accién de insulina,
sin embargo, la zona 3 es en donde se observa el mayor efecto de la hormona,
lo cual esta en concordancia con la literatura (Roach y Skurat 1997). En donde,
la respuesta glucogénica restaura las reservas de glucégeno. A medida que un
organismo pasa de un estado de absorcion a un estado de ayuno, la insulina
disminuye y el glucagon aumenta, y viceversa. Estos cambios en el higado de la
dinamica del almacenamiento de glucosa a la produccion neta de glucosa,
implica la degradacién y formacion del glucégeno, como se puede observar en
nuestros resultados. La produccion de glucosa es dinamica y responde a las
necesidades energéticas de todo el cuerpo (por ejemplo, cerebro, musculo

esquelético y sistema inmunologico).

En el grupo alimentado con dieta hipercalérica la dinAmica de formacion de

glucégeno es constante, en las 3 zonas de analisis y en concentraciones netas
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incrementadas a los tiempos analizados, como los resultados lo demuestras. Al
respecto, una de las preocupaciones patoldgicas crecientes en los paises
desarrollados es la respuesta hepatica a la sobrenutricion. Un componente clave
de esta respuesta patoldgica es la resistencia a la insulina en el higado, que esta
estrechamente relacionada con la diabetes tipo 2, la enfermedad del higado
graso no alcohdlico y la enfermedad cardiovascular. Dadas las implicaciones
para la salud publica de estos estados patoldgicos, es importante comprender
las consecuencias funcionales de esta (Bechmann et al. 2012). La resistencia a
la insulina hepatica se caracteriza por una capacidad alterada de la insulina que
se refleja en una alteracion en la produccion neta de glucosa hepatica. Esto
contribuye a un aumento de la glucosa en sangre, como se pudo observar en los
resultados de la tolerancia a glucosa. Si bien se pierde el efecto inhibidor de la
insulina sobre la produccion de glucosa hepatica, se mantiene el efecto
estimulante de la insulina sobre la lipogénesis (Chen et al. 2015) Esta disociacién
de los efectos de la insulina sobre el metabolismo de los carbohidratos y los
lipidos crea una "resistencia selectiva a la insulina" y se cree que contribuye al
desarrollo de afecciones patoldgicas antes mencionadas. Hay diversos factores
subyacentes implicados en el desarrollo de resistencia a la insulina hepatica.
Estos implican un acoplamiento alterado del receptor de insulina a proteinas de
sefalizacion intracelular, niveles de proteinas, actividades de cinasas,
localizacion nuclear de factores de transcripcion y otros mecanismos
moleculares. Ademas, la resistencia a la insulina se asocia con un aumento del
flujo de sustratos gluconeogénicos al higado durante la sobrenutricion. Esto crea
un paradigma en el que el aumento en el flujo de sustratos que combina el déficit
molecular apropiado resultando un descontrol metabdlico en la glucosa y lipidos.

Los tratamientos administrados mostraron diferencias entre ellos tanto en
la cantidad de glucogeno cuantificado, como de la cualificacion zonal. El
tratamiento con metformina no disminuye la cantidad de glucdégeno, sin embargo,
al parecer la zonifica primordialmente a la zona 1 y 3. Mientras que, los
tratamientos con vanadio mejoran la dindmica de formacién de glucégeno que
finalmente incrementa a los 30’. Asi mismo la zonificacion diferenciada mostré
gue, el metavanadato distribuye primordialmente a la zona 1 y 3. El tratamiento

con decavanadato distribuye a las 3 zonas, pero Unicamente a los 30 minutos
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post carga de glucosa. Mientras que, el tratamiento con MetfDeca distribuye a
las 3 zonas lobulillares y a los 3 tiempos analizados. Lo que sugiere fuertemente
que existe una ventaja farmacoldgica sobre la dinamica de formacion de

glucoégeno observada en el tratamiento con MetfDeca.

Ademas de las células parenquimatosas, el higado también contiene
células sinusoidales (alrededor del 35% del total de células hepéticas). Estas
células ejercen funciones importantes en la morfologia, funcion, defensa y
cicatrizacion de heridas del higado. Las células de Kupffer (KC) son macréfagos
residentes en el higado, con una funcion clave en la inmunidad innata y en la
inflamacion del parénquima (Bechmann et al. 2016). Las células endoteliales
sinusoidales (SEC) forman el endotelio fenestrado en el parénquima hepatico.
Estas células depuradoras son capaces de secretar una gran variedad de

citocinas con efectos paracrinos o enddécrinos (Friedman 2003)

Los macrofagos / células de Kupffer secretan TNF-a, IL-1B3 e IL-6, estas
citocinas proinflamatorias regulan negativamente la sensibilidad a la insulina
hepatica mediante la activacion de la sefalizacion proinflamatoria y la inhibicion
de la sefalizacion del receptor de insulina, resultando en el desarrollo de
esteatosis y fibrosis hepéticas (Srikanthan et al. 2016). Ademéas, modulan el
reclutamiento de leucocitos al parénquima hepatico, incluyendo neutrofilos,
células naturales asesinas (NK) y las células T contribuyen a la progresion de

enfermedad hepatica (Sinha et al. 2017).

El reclutamiento de leucocitario sucede a través de la unién al endotelio y
el movimiento de rotacién subsiguiente a lo largo de la pared del vaso y esta
mediado por una familia de moléculas denominadas selectinas (Mayadas et al.
1993) Existen tres selectinas en este proceso, E-selectina (CD62E), P-selectina
(CD62P) y L-selectina (CD62L), las tres comparten una estructura similar que
contiene un dominio similar a lectina N-terminal, un dominio similar a factor de
crecimiento endotelial (EGF), un nimero variable de repeticiones de consenso,
un dominio transmembrana Unico y una cola citoplasmatica corta. Todas ellas
son inducidas por las citocinas proinflamatorias antes mencionadas (W. Lee y
Kubes 2008). Trabajos previos en nuestro grupo de trabajo muestran la induccion

de citocinas proinflamatorias tras la alimentacion con la dieta hipercaldrica
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hiperglicida. En este sentido se ha descrito que una prolongada sobrenutricion
dispara la respuesta inflamatoria hepéatica en paralelo a desordenes metabdlicos
como los presentados en nuestro modelo (Stanton et al. 2011), misma que es
caracterizada por la actividad de las células de Kupper y de macréfagos clase 1
(tipicamente proinflamamtorios), lo que resulta en dafio a la citoarquitectura

hepatica.

Ademas, los neutrdfilos polimorfonucleares mantienen el proceso de
inflamacion del higado. La infiltracion hepatica de neutrofilos es una respuesta
aguda a dafo hepatico, estrés hepatico o sefiales inflamatorias sistémicas que
agrava la reaccion inflamatoria por la secrecion de especies reactivas de oxigeno
y nitrdgeno citotdxicas o de citocinas proinflamatorias como IL-13 y TNF-a. La
disfuncion de los neutrdéfilos también se asocia con el desarrollo de fibrosis y
cirrosis hepatica. De hecho, la proporcién de neutréfilos a linfocitos es mayor en
pacientes con progresion a fibrosis avanzada, y se ha propuesto como un
marcador no invasivo para predecir la enfermedad hepética avanzada (Ramaiah
2007), (Ramadori et al. 2008),

Nuestros resultados coinciden con lo mencionado en la literatura ya que el
namero de leucocitos se incrementd en el grupo HC, observandose un mayor
namero de linfocitos en relacion a los neutrofilos (datos no mostrados), mientras
qgue el numero de hepatocitos disminuy6 significativamente (Figura 15). Otros
hallazgos importantes de mencionar es que la infiltracién leucocitaria se ubica
principalmente en la vena centrolobulillar. Los sinusoides disminuyen mientras
se observa un hinchamiento hepatocelular y cuerpos de Mallory-Denk. Estas
caracteristicas son sello morfoldgico del desarrollo de higado graso no alcohdlico
(Bechmann et al. 2016). En biopsias de pacientes con higado graso no
alcohdlico, se observan gotas de grasa grandes (es decir, esteatosis
macrovesicular) dentro de los hepatocitos, pero, ocasionalmente, se pueden
encontrar areas mas pequefas de esteatosis microvesicular, como se describe
en nuestro modelo Los hepatocitos pericentrales, en comparacion con los
periportales, son mas susceptibles a desarrollar esteatosis, debido a su papel
especifico en el metabolismo de las grasas; como consecuencia, en las primeras
fases de la enfermedad hepéatica asociada a trastornos metabdlicos, la esteatosis

hepatica se localiza principalmente alrededor de la vena centrolobulillar,
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extendiéndose hacia los tractos portales a medida que aumenta la entidad de la
esteatosis y se pierde la zonacion hepética. La exposicion continua de los
hepatocitos a los factores estresantes celulares conduce a la aparicion de
caracteristicas histologicas especificas de la esteatohepatitis no alcoholica,
como el hinchamiento hepatocelular y los cuerpos de Mallory-Denk (MDB, o
hialina de Mallory), que también representan indices de prondstico negativos
(Bechmann et al. 2016) Los hepatocitos en forma de bal6n son mas grandes que
los normales y se caracterizan por un citoplasma irregular enrarecido y por la
pérdida de positividad para las citoqueratinas, como se puede observar en las
fotomicrografias correspondientes al grupo HC (Fig. 14). Los MDB son
acumulaciones de eosindfilos de proteinas ubiquitinadas dentro del citoplasma
de los hepatocitos y pueden identificarse en tinciones de rutina (especialmente

en hepatocitos con forma de balén o globo) (Langhans, Geary, y Scharrer 1982).

Nuestros hallazgos demuestran que la metformina no mejora la condicién
generada por el desorden metabdlico del espectro histologico de esteatosis,
inflamacion 'y enbalonamiento hepatocelular. Nuestros resultados son
consistentes con lo mostrado en estudios sistematicos previamente publicados
(Musso etal. 2010) Los datos actuales deben interpretarse objetiva y
dialécticamente. Estos estudios evaltan el efecto de la metformina sobre la
respuesta histolégica, en la que la metformina no tuvo efectos benéficos. Otros
estudios que emplearon la ecografia como medio de diagndstico, también han
concluido de manera similar, sin proporcionar evidencia de la eficiencia de
metformina como tratamiento que mejor condiciones inflamaciones
estructurales, al menos de manera macroscopica. Otros estudios que evaluaron
la esteatosis hepatica en grupos de pacientes también concluyeron que la
metformina no tuvo un efecto significativo sobre esta caracteristica histolégica.
Aunque no hay evidencia perfecta, los estudios demuestran que la metformina
no tiene ningun efecto sobre la respuesta histolégica en enfermedad hepatica

asociada a trastornos metabdélicos (Bechmann et al. 2016).

Por otro lado, los tratamientos con la sal de vanadio y decavanadatos
mostré una reduccién del proceso proinflamatorio y una mejora notable en la
citoarquitectura del parénquima hepatico (Figura 14 y 15). Es posible que esta

mejoria esté asociada al 3er nodo de la sefial de insulina, dado que también se
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ha propuesto el tratamiento con sales o compuestos de vanadio como modulador
de las rutas de MAPK ya que se ha reportado que diversos tratamientos con
sales o compuestos a base de vanadio logran disminuir la inflamacion, el estrés
oxidativo y con ello mejora el ciclo celular. (Scapin et al. 2018) El vanadato (V),
el vanadilo (VI), el bis (maltolato) oxovanadio (IV) y el bis (maltolato)
dioxovanadio (V), todos promotores de MAPK y NF-kB, estimularon el
crecimiento celular a bajas concentraciones (como los resultados sugieren que
sucede con nuestros tratamientos), pero lo inhiben a altas concentraciones e
inducen cambios distintos en la morfologia celular. El bis (maltolato)
dioxovanadio (V) es el menos citotdéxico y el inductor mas débil de cambios
morfolégicos a concentraciones bajas (10 pM), mostrando un patron de
fosforilacion similar al de la insulina (Salice etal. 1999), Por lo tanto, los
resultados sugieren que un equilibrio entre tirosina cinasas y tirosina fosfatasas
establece si una célula sobrevivira o sufrird apoptosis. Ademas, la activacion de
las vias de sefializacion celular parece converger principalmente en la

translocacion nuclear de NF-kB y la transcripcidon de genes antiapoptéticos.
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11. Conclusiones

o Se logré la optimizacion y la caracterizacion los compuestos (NHa)s
[V10028]-6H20 y [HMetf]s [V10028] 6H20.

o La administracion de 12.33 um/ kg/ 2 veces a la semana de los
compuestos sintetizados mejoraron los parametros clinicos asociados al
sindrome metabdlico, siendo el compuesto [HMetf]s [V10028]'6H20 el que mostro
los mejores resultados.

o La administracién de los compuestos de vanadio mejora la cascada de
sefalizacion hepatica de la insulina, siendo el compuesto [HMetfls
[V10028]'6H20 el que mostré los mejores resultados.

o La administracién de metavanadato de sodio y decavanadatos recupera
completamente la dindmica de sintesis y resguardo de glucégeno en ratas con
sindrome metabdlico.

o La administracion de metavanadato de sodio y decavanadatos
reestablece las caracteristicas histologicas del tejido hepético y el reclutamiento

leucocitario generado por el sindrome metabdlico.
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13. Anexos

Anexo 1

Sintesis de [HMetf]s[V1002s]-6H20

Reactivos

Metavanadato de sodio (Sigma-Aldrich)

Agua destilada

Tabletas de 850 mg de Clorhidrato de metformina (Alpharma Laboratories)

Papel filtro cuantitativo sin cenizas grado 43 (Whatman)

HCl al 37%

Procedimiento

1.

Disolver 0.5 g de NaVOs en 30 mL de agua destilada a 80 °C, hasta
generar una solucién transparente (SOLUCION 1).

Triturar dos tabletas de 850 mg de Clorhidrato de Metformina en un
mortero y adicionarlos a solucién 1.

Agregar acido clorhidrico concentrado (37%) hasta alcanzar un valor de
pH=6.3.

Mantener en agitacion constante hasta obtener una solucion naranja
transparente.

Después de dos dias se filtran (papel filtro cuantitativo sin cenizas grado
43 y se recolectaron los cristales naranjas del compuesto
[HMetf]6[V1002s]-6H20.

Nota: Es importante monitorear el pH durante la reaccién y durante el

proceso de formacion de cristales. Ajustar si hay variaciones en este

parametro.
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Anexo 2
Sintesis de [NH4]6 [V10028]-6H20
Reactivos

Metavanadato de amonio (Sigma-Aldrich)
Agua destilada
Papel filtro cuantitativo sin cenizas grado 43 (Whatman)

HCl al 37%

Procedimiento

1. Disolver 0.5 g de NHs4 VO3 en 30 mL de agua destilada a 80 °C, hasta
generar una solucién transparente (SOLUCION 1).

2. Agregar acido clorhidrico concentrado (37%) y ajustarlo con NH4Cl hasta
alcanzar un valor de pH=5.

3. Mantener en agitacion constante hasta obtener una solucién naranja
transparente durante 45 min.

4. Mantener la solucién en un lugar seco y oscuro a temperatura ambiente
(24 °C) durante cuatro dias.

5. Finalmente se filtran (papel filtro cuantitativo sin cenizas
grado 43y se recolectaron los cristales naranjas del
compuesto [NH4]6 [V10028]-6H20

Nota: Es importante monitorear el pH durante la reaccién y durante el
proceso de formacién de cristales. Ajustar si hay variaciones en este
parametro.
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Anexo 3
Determinacion cuantitativa de glucosa
Principio del método

La glucosa oxidasa (GOD) cataliza la oxidacion de la glucosa a acido
glucuronico. El perdxido de hidrégeno (H2 O2) producido se detecta mediante un
aceptor cromogénico de oxigeno, fenol-ampirona en presencia de peroxidasa
(POD).

B-D-Glucosa + O2+ H20  ©°P  Acida gluiconico + H20:
H202 + Fenol + Ampirona P°®  Quinong +H20
Método (Glucosa Oxidasa/Peroxidasa)

Atemperar el reactivo a 25 °C

Pipetear en un tubo de ensayo:

Reactivos
R1 TRISpH 7.4
Tampén Fenol
R2 Glucosa oxidasa (GOD)
Enzimas Peroxidasa (POD)
4- Aminofenazona (4-AF)
Glucose Cal Patréon primario acuoso de Glucosa

Agitar bien e incubar los tubos durante 10 minutos a 25 °C o 5 min/ 37°C.
Leer la absorbancia (A) del patron y de la muestra a 500 nm frente al blanco.
El color es estable durante al menos 2 hrs.

Célculos

La intensidad del color formado es proporcional a la concentracion de la glucosa

presente en la muestra, y esta es calculada por la siguiente formula:
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Amuestta  C patrén = C muestra mg/dL
A patron

ANEXO 4

Determinacion de la concentracién de triglicéridos

Principio del método

Los triglicéridos incubados con lipoproteinlipasa (LPL) liberan glicerol y acidos
grasos libres. El glicerol es fosforilado por glicerol fosfato deshidrogenasa (GPO)
y ATP en presencia de glicerol cinasa (GK) para producir glicerol -3-fosfato (G3P)
y adenosina -5-difosfato (ADP) y perdxido de hidrégeno (H202) por GPO.

Finalmente, el perdxido de hidrogeno (H20:2) reacciona con 4-aminofenazona
(4-AF) y p-clorofenol, reaccion catalizada por la peroxidasa (POD) dando una

coloracion roja.
Triglicéridos + H20 LPL_»GIiceroI + Acidos grasos libres
Glicerol +ATP Glicerolcinasa - G3p + ADP
G3P + 02 CPQ_PAP + H202
H202 + 4-AF + p-Clorofenol  P22_, Quinona +H20

Método

(Glicerolfosfato deshidrogenasa- Peroxidasa)
Atemperar el reactivo a temperatura ambiente.

Pipetear en un tubo de ensayo:

Blanco Patron Muestra
Patron (S) 10 L
Muestra 10 pL
Reactivo (A) 1.0 mL 1.0 mL 1.0 mL
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Agitar bien e incubar los tubos durante 10 min. a temperatura ambiente o durante
5 min. a 37°C.

Leer la absorbancia (A) del patrén y de la muestra a 505 nm frente al blanco. La
intensidad del color formado es proporcional a la concentracion de triglicéridos

presentes en la muestra ensayada. El color es estable como minimo 30min.

CALCULOS

La concentracion de triglicéridos en la muestra se calcula a partir de la siguiente
formula:

A muestra

X C patron = C muestra mg/dL

A patroén

ANEXO 5

Determinacion cuantitativa de Colesterol total

El colesterol presente en la muestra origina un compuesto coloreado

segun la reaccién siguiente:

Esteres colesterol + H20 _CH§  Colesterol + Acidos grasos
Colesterol + Oz “H9P  4-Colestegona + H202
2 H202 + Fenol + 4-Aminofenazona P92 Quinonimina + 4H20

La intensidad del color formado es proporcional a la concentracién de

colesterol presente en la muestra ensayada.
Reactivos
R PIPES pH 6.9
Fenol 90mmol/L

Colesterol esterasa (CHE) 26 mmol/L
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Colesterol oxidasa 1000 U/L
Peroxidasa 300 U/L

4- Aminofenazona (4-AF) 0.4 mmol/L

Colesterol calibrador Patron primario de acuoso de

Colesterol

PROCEDIMIENTO

1. Condiciones del ensayo:

Longitud de onda: 505 nm (500-550).
Cubeta 1 cm paso de luz
Temperatura 37°C /15-25°C

2. Ajustar el espectrofotbmetro a cero frente a agua destilada

3. Pipetear en una cubeta:

Blanco Patrén Muestra
R (ml) 1.0
Patron (Notal-2) (] ) 1.0
Muestra (uL) 1.0

4. Mezclar e incubar 5 min a 37°C o 10 min a 15-25°C.

5. Leer la absorbancia (A) del patron y la muestra, frente al Blanco de reactivo.
El color es estable como minimo 60 minutos.

Calculos

A t ;
—An;:te:éia X C patrén= C de colesterol en la muestra mg/dL

110



ANEXO 6

Determinacion de Colesterol LDL reactivo precipitante

Las lipoproteinas de baja densidad (LDL) presentes en la muestra, precipitan en
presencia de polivinil. La concentracion de colesterol LDL se calcula por
diferencia entre los valores de colesterol en el suero y el sobrenadante obtenido
tras la precipitacion. El colesterol se cuantifica espectrofotométricamente

mediante las reacciones acopladas descritas a continuacion:

Colesterol esterificado + Hx(Q Colesterol esterasa Colesterol + Acidos
—_—

grasos
Colesterol + % Oz + 2 H202 ¢HOP Cole_ste-’nona + H202
2 H202 + 4- Aminoantipiridina + fenol_Pe'$xdasa Quinonaimina 2H20
Procedimiento
1.- Pipetear en un tubo:
Muestra 0.4ml
Reactivo 0.2 ml
2.- Agitar bien y dejar durante 15 minutos a temperatura ambiente.
3.- Centrifugar durante 15 min. a 4,000 r.p.m.
4.- Recoger con cuidado el sobrenadante Colorimetria
5.- Atemperar el reactivo a temperatura ambiente.

6.- Pipetear en un tubo de ensayo:

Blanco Patrén Muestra
Agua destilada 20
Patron de colesterol (S) 20 pl
Sobrenadante de la 20 pl

muestra
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Reactivo de colesterol 1.0 mL 1.0 mL 1.0 mL

7.- Agitar bien e incubar los tubos durante 10 min. a temperatura ambiente o

durante 5 min. a 37°C.

8.- Leer la absorbancia (A) del patron y de la muestra a 505 nm frente al blanco.

El color es estable como minimo 30min.
Calculos

La concentracién de colesterol en el sobrenadante se calcula a partir de la

siguiente formula

A muestra

A patron X C patron X Factor de dilucion de la muestra = C muestra mg/dL

La concentracion de colesterol LDL en la muestra se calcula Colesterol LDL =

colesterol total — colesterol en sobrenadante

ANEXO 7
Determinacion del Colesterol HDL reactivo precipitante
Principio del método

Las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y baja densidad (LDL) del suero
o plasma, se precipitan con fosfotungstato en presencia de iones magnesio. Tras
la centrifugacion, el sobrenadante contiene lipoproteinas de alta densidad (HDL).
La fraccion de HDL colesterol se determina utilizando el reactivo enzimatico de

colesterol total.
Método

1.- Pipetear en un tubo Muestra 0.2 ml Reactivo (Col HDL) ml

Muestra 0.2 ml

Reactivo (Col HDL) 1ml

2.- Agitar bien y dejar durante 15 minutos a temperatura ambiente.

3.- Centrifugar durante 15 min. a 4,000 r.p.m.
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4.- Recoger con cuidado el sobrenadante
5.- Atemperar el reactivo a temperatura ambiente.

6.- Pipetear en un tubo de ensayo:

Blanco Patrén Muestra
Agua destilada 100 ul
Patrén de colesterol 100 ul
Sobrenadante de la 100 pl
muestra
Reactivo de colesterol 1.0 mL 1.0mL 1.0 mL

7.- Agitar bien e incubar los tubos durante 30 min. a temperatura ambiente o

durante 10 min. a 37°C.

8.- Leer la absorbancia (A) del patrén y de la muestra a 505 nm frente al blanco.

El color es estable como minimo 30min.
Célculos

La concentracién de colesterol HDL en la muestra se calcula a partir de la

siguiente formula

A—A“;‘;f:ia X C patrén X Factor de dilucién de la muestra = C muestra mg/d
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ANEXO 8

Determinacién de insulina

Fundamento

Los reactivos esenciales requeridos para un ensayo inmunoenzimatico incluye
anticuerpos de una alta afinidad y especificidad (Ab), (enzima conjugada e
inmovilizada), con epitopes de reconocimiento diferentes, en exceso, y antigeno
nativo (Ag). En este procedimiento, la inmovilizacion toma lugar durante el
ensayo en la superficie del pozo en la microplaca durante la interaccion de
estreptavidina cubierta sobre el pozo y agregado exdgenamente un anticuerpo
de insulina monoclonal biotinilado. Una vez mezclado el anticuerpo monoclonal
biotinilado, el anticuerpo de enzima etiqguetada y un suero que contiene el
antigeno nativo resulta una reaccion entre el antigeno nativo y los anticuerpos,
sin competencia o impedimento estérico, para formar un complejo de sdndwich
soluble. La interaccion esta ilustrada por la siguiente ecuacion:

Estreptavidina = Estreptavidina inmovilizada en el pocillo.

Complejo Inmovilizado = Complejo de Sandwich unido a la superficie de la fase
solida.

Después de que se obtiene el equilibrio, la fraccion del anticuerpo-atado es
separado del antigeno desatado por la decantaciéon o la aspiracion. La actividad
enzimatica en la fraccion del anticuerpo-limite es directamente proporcional a la
concentracion nativa del antigeno. Utilizando diversas referencias del suero de
los valores sabidos del antigeno, una curva de la reaccion a cierta dosis puede
ser generada de la cual la concentracion del antigeno de un desconocido puede

ser comprobada.
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Reactivos:

+ Calibradores Insulina — liofilizados- Iconos A-F

Seis (6) frascos de referencia del suero para el antigeno de Insulina en los
niveles de 0(A), 5(B), 25(C), 50(D), 100(E) y 300(F) ulU/ml. Reconstituya cada
frasco con 2mL de agua destilada o desionizada. Los calibradores reconstituidos
son estables por sesenta (60) dias entre 2-8°C. Se ha agregado un preservativo.
*Nota: los calibradores, basados en suero humano, se calibraron usando una

preparacion de referencia, el cual fue ensayado contra WHO 1st IRP 66/304.

Reactivo de Enzima de Insulina

Un frasco que contiene la enzima etiquetada con afinidad purificada monoclonal
de ratdon x-insulina IgG, monoclonal biotinilado de raton x-insulina IgG en
solucién, tinte y preservativo. Almacene a 2-8°C.

* Microplaca Revestida con Estreptavidina - 96 pozos

Una (1) microplaca con 96 pozos cubiertos con estreptavidina y empaquetado
en una bolsa de aluminio con un agente desecante. Almacénese a 2-8°C.

* Solucion Concentrada de Lavado

Un (1) frasco que contiene un surfactante en solucion salina. Un preservativo ha
sido agregado. Almacénese a 2-30°C.

* Substrato A

Un (1) frasco que contiene tetrametilbencidina (TMB) en solucion. Almacén en
2-8°C.

* Substrato B

Un (1) frasco que contiene peréxido de hidrogeno (H202) en solucion.
Almacénese en 2-8°C.

* Solucion de Paro

Un (1) frasco que contiene un acido fuerte (INHCI). Almacénese en 2-8°C.
Preparacion de los reactivos

SOLUCION DE LAVADO. Diluir el contenido del concentrado de lavado con
1000 mL de agua destilada o desionizada en un contenedor adecuado.
Almacénese a temperatura ambiente entre los 20-27°C por no mas de 60 dias.
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+ SOLUCION DE TRABAJO SUSTRATO. Vierta el contenido del frasco
etiquetado con Solucién “A” en el frasco etiquetado con Solucion “B”. Mezcle y
guarde a 2-8°C. Coloque la tapa amarilla sobre el frasco transparente para una
facil identificacion. Mezcle y etiquete acordemente. Almacénese a 2-8°C.

Nota: No se use el sustrato de trabajo si este se ve azul.

Procedimiento del ensayo
Antes de proceder con el analisis, traiga todos los reactivos, referencias del suero

y controles a temperatura ambiente (20-27°C).

Saque los micropozos necesarios para cada suero de referencia, controles y
muestras. Guarde los micropozos nuevamente dentro de la bolsa de aluminio,
séllela y almacénela en 2-8°C.

Pipetee 0.050 mL (50 uL) de los sueros de referencia, controles y muestras en

los pozos correspondientes.

Agregue 0.100 mL (100uL) de la solucion del Reactivo de la Enzima de Insulina
a todos los pozos. Es muy importante dispensar todos Los reactivos cerca del
fondo de los micropozos.

Golpear suavemente uno de los extremos de la microplaca por 20- 30 segundos

para mezclar. Selle la microplaca con una cubierta de plastico.

Incube por 120 minutos a temperatura ambiente (20-27°C)

Deseche el contenido de la microplaca por decantacion o aspiracion. Si decanta,

después golpee ligeramente la placa seca con el papel absorbente.

Agregue 300pL de la solucion de lavado (véase la seccion de la preparacion del
reactivo), decantelo o aspirelo. Repita dos (2) veces adicionales para un total de
tres (3) lavados. Un lavador automatico o manual de placas puede ser utilizado.
Siga las instrucciones del fabricante para el uso apropiado. Si se emplea una

botella de apreton, llene cada micropozo bien, presionando el envase (evite
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burbujas de aire) para dispensar la solucion de lavado. Decante y repita dos (2)

veces adicionales.

Agregue 0.100 mL (100uL) de la solucion de Substrato a todos los pozos (véase
la seccidn de la preparacion el reactivo). Agregue siempre los reactivos en el
mismo orden para reducir al minimo diferencias de tiempo de reaccion entre los
pozos. NO AGITE DESPUES DE ADICIONAR EL SUSTRATO.

Incube en la temperatura ambiente por quince (15) minutos.

Agregue 0.050 mL (50uL) de la solucion de paro a cada pozo y mezcle
suavemente por 15-20 segundos. Agregue siempre los reactivos en el mismo

orden para reducir al minimo diferencias del tiempo de reaccion entre los pozos.

Lea la absorbancia en cada pozo a 450nm (con una longitud de onda de
referencia de 620-630nm para reducir al minimo imperfecciones del pozo) en un
lector de microplacas. Los resultados se deben leer en el plazo de treinta (30)

minutos de haber agregado la solucién de paro.

Célculo de resultados

Una curva en la reaccidn se usa para comprobar la concentracion de Insulina en

especimenes desconocidos.

1. Registre la absorbancia obtenida del listado del lector de microplacas

2. Trace la absorbancia para cada referencia duplicada del suero contra la
concentracion correspondiente de Insulina en plU/mL

3. Calcule la ecuacion de la linea recta para la curva de calibracion.

4. Para determinar la concentracion de Insulina para un desconocido, despeje x

de la ecuacion de la linea recta.
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ANEXO 9

Determinacion de triglicéridos en tejidos.

Procedimiento:

6.

7.

Pesar 100 mg del tejido a analizar y colocarlos en un criotubo
Adicionar 800 pL de SSI

Homogeneizar durante 1 minuto

Tomar 10 pL del sobrenadante y colocarlos en un tubo.
Adicionar 1 mL del reactivo de triglicéridos

Esperar 15 minutos a temperatura ambiente

Leer a 505 nm.

Nota: La técnica empleada es la correspondiente al anexo 2
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ANEXO 10

Determinacion de glucégeno en tejidos

Reactivos

Acido perclérico 10%
Etanol concentrado
Agua destilada

Fenol al 5%

Acido sulfrrico concentrado

Procedimiento

1. Homogeneizar 125 mg de 9. Agregar 2.5 ml d etanol del sobrenadante 3y
tejido con 1ml de HCIO., agitar fuertemente.
2. Homogeneizar 125 mg de 10.Centrifugar a 3000 rpm/10 min.

tejido con 1ml de HCIO..

3. Centrifugar a 1450 rpm/15 11. Extraer sobrenadante (SOBRENADANTE 4)
min. y guardar en el fondo del tubo se observara un

precipitado blanco.

4. Extraer sobrenadante y 12. Resuspender el precipitado blanco con 1mi
guardar sobrenadante de agua destilada.
(SOBRENADANTE 1)

5.Resuspender el pellet de 13.Tomar una alicuota de 100 pL de la
tejidos con 1ml de HCIO.. disolucion de glucogeno (paso 11).
6.Centrifugar a 1450 rpm/15 14.Anadir 200 pL de fenol y agitar.
min.
7.Extraer sobrenadante y 15. Agregar 1 ml de &cido sulftrrico y agitar

guardar sobrenadante
(SOBRENADANTE 2).
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8. Combinar los sobrenadantes
1y 2 para generar
(SOBRENADANTE 3).

Leer absorbancias a 490 nm (frente a un blanco de 0 (A), 30 min después de
agitar con el acido sulftrico. Se empleo la ecuacion de la recta para calcular la

concentracion de glucogeno elaborada por L.W. Bennett en 2007.

::z: . *En caso de higado se puede
060 realizar determinacién de
E 2::2 . % glucosa en
2001 SOBRENADANTE 4 y

0.1001 sumarse a la concentracion

0.000 ++ T T T T
0 50 100 150 200 250

Glycogen or glucose (ppm) total de glucégeno.
Célculos
Regresion lineal de
absorbancia contra

glucégeno y estandar
concentraciones de 10, 25,
50, 75, 100, 125, y 150 ppm
de conejo (y =0.0074x +
0.0347; R2=0.9874)
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Anexo 11

Técnica para deshidratacion, embebido y corte de tejidos en parafina

Una vez obtenidos los tejidos, estos son colocados en solucién con
formalina al 4% en PBS 1X, hasta su inclusién en parafina.
Los tejidos son colocados en casetes para inclusion.

Procedimiento
1. PBS 1X, durante 45 minutos, para limpiar la formalina.
2. Alcohol 70%, 1 hora
3. Alcohol 80%, 1 hora
4. Alcohol 96% 1, 1 hora
5. Alcohol 96% 2, 1 hora
6. Alcohol 100% 1, 1 hora
7. Alcohol 100% 2, 1 hora
8. Alcohol-Xilol (1:1), 1 hora
9. Xilol 1, 1 hora
10.Xilol 2, 1 hora
11. Xilol-Parafina (1:1), 1:30 horas
12.Parafina 1, 1 hora
13.Parafina 2, 1 hora

14.Parafina 3 (Inclusion)

Corte de tejidos
Se obtuvieron 12 bloques de parafina de cada uno de los grupos, de los cuales
se cortaron 2 laminillas de cada bloque a un espesor de 4 um y se almacenaron

para la realizacion de tinciones H&E y PAS.
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Anexo 12
Tincion H&E
Reactivos

Xilol

Etanol 96 y 100 %
Eosina

Agua destilada

Agua corriente
Hematoxilina de Harris
Eosina amarillenta
PBS 1x

Soluciéon de Carbonato de litio (1%)

Procedimiento

1. Xilol (1) (15 lavados)
Xilol (2) (15 lavados)
Etanol absoluto (1) (15 lavados)
Etanol absoluto (2) (15 lavados)
Etanol al 96% (1) (15 lavados)
Etanol al 96% (2) (15 lavados)
PBS 1X (15 lavados)
Hematoxilina de Harris (10 minutos)

© © N o o bk~ 0N

Agua corriente (15 lavados)
10.Alcohol &cido (Alcohol etilico al 70% con 1% de HCI concentrado)
11.Agua corriente (15 lavados)
12.Carbonato de litio (1%0)
13.Agua corriente (15 lavados)
14.Eosina amarillenta (5 lavados)
15.Etanol al 96% (2) (15 lavados)
16.Etanol al 96% (1) (15 lavados)
17.Etanol absoluto (2) (15 lavados)
18.Etanol absoluto (1) (15 lavados)
19.Xilol (2) (15 lavados)
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20.Xilol (1) (15 lavados)
21.Montar con resina y dejar secar (una noche completa), evitando la

formacion de burbujas.

Anexo 13.
Tincion PAS

Reactivos

Xilol

Etanol 96 y 100 %
Reactivo de Shiff
Acido peryodico
Agua destilada
Agua corriente

Hematoxilina de Harris

Eosina amarillenta
PBS 1x

Procedimiento

1. Xilol 1 (15 lavados)
Xilol 2 (15 lavados)
Etanol absoluto (1) (15 lavados)
Etanol absoluto (2) (15 lavados)
Etanol al 96% (1) (15 lavados)
Etanol al 96% (2) (15 lavados)
PBS 1X (15 lavados)

Agua destilada (5 lavados)

© © N o o s~ w D

Acido peryodico (5 min)
10.Agua destilada (5 lavados)

11.Reactivo de Schiff (30 min en oscuridad)
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12.Agua corriente (15 lavados)

13.Hematoxilina (10 minutos)

14.Agua corriente (15 lavados con agua caliente)
15.Agua destilada (15 lavados)

16.Etanol al 96% (2) (15 lavados)

17.Etanol al 96% (1) (15 lavados)

18.Etanol absoluto (2) (15 lavados)

19.Etanol absoluto (1) (15 lavados)

20.Xilol (2) (15 lavados)

21.Xilol (1) (15 lavados

22.Montar con resina y dejar secar (una noche completa), evitando la

formacién de burbujas.

Anexo 14
Evaluacion de la expresion de InR por Western Blot
Procedimiento
1. Preparar un gel de poliacrilamida para electroforesis- SDS al 8% en
vidrios de 1.5 cm con peine de 10 pocillos
2. Colocar un epppendor 30 pg de proteinas y adicionar el volumen
correspondiente de buffer de carga (LOAEMLI)
3. Cargar las muestras en el gel en los pocillos correspondientes
4. Correr el gel aproximadamente 2.5 hrs a 100 V
5. Sacar el gel con cuidado y preparar la transferencia humeda en
membrana de PVDF
6. Transferir durante 60 min a 90 V
7. Concluida la transferencia, retirar la membrana y lavarla 5 minutos con
PBS 1x
8. Bloquear la membrana con Alb 5% durante dos horas
9. Lavar tres veces con PBS-T, 10 min cada lavado
10.Incubar el anticuerpo primario anti-InR p-1315 (ab192657) durante dos
horas a 4° C

11.Lavar tres veces con PBS-T, 10 min cada lavado
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12.Incubar el anticuerpo secundario anti-conejo conjugado con peroxidasa
de radbano por 1.5 horas a temperatura ambiente

13.Lavar tres veces con PBS-T, 10 min cada lavado

14.Anadir 0.5 ml de luminol y luego poner la membrana dentro del
fotodocumentador

15. Obtener la imagen del inmunoblot y analizar

Anexo 15
Evaluacion de la expresion de PTP1B por Western Blot
Procedimiento

1. Preparar un gel de poliacrilamida para electroforesis- SDS al 8% en
vidrios de 1.5 cm con peine de 10 pocillos

2. Colocar un epppendor 30 pg de proteinas y adicionar el volumen
correspondiente de buffer de carga (LOAEMLI)

3. Cargar las muestras en el gel en los pocillos correspondientes

4. Correr el gel aproximadamente 2.5 hrs a 100 V

5. Sacar el gel con cuidado y preparar la transferencia himeda en
membrana de PVDF

6. Transferir durante 60 min a 90 V

7. Concluida la transferencia, retirar la membrana y lavarla 5 minutos con
PBS 1x

8. Bloquear la membrana con Alb 5% durante dos horas

9. Lavar tres veces con PBS-T, 10 min cada lavado

10.Incubar el anticuerpo primario anti-PTP1B (ab189179) durante dos horas
a4°C

11.Lavar tres veces con PBS-T, 10 min cada lavado.

12.Incubar el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rabano por
1.5 horas a temperatura ambiente

13.Lavar tres veces con PBS-T, 10 min cada lavado

14.Anadir 0.5 ml de luminol y luego poner la membrana dentro del
fotodocumentador

15. Obtener la imagen del inmunoblot y analizar
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Anexo 16

Evaluacion de la expresion de PI3K por Western Blot

Procedimiento

1.

Preparar un gel de poliacrilamida para electroforesis- SDS al 10 % en
vidrios de 1.5 cm con peine de 10 pocillos

Colocar un epppendor 30 pg de proteinas y adicionar el volumen
correspondiente de buffer de carga (LOAEMLI)

3. Cargar las muestras en el gel en los pocillos correspondientes

Correr el gel  aproximadamente 2.5 hrs a 100 V

5. Sacar el gel con cuidado y preparar la transferencia himeda en

8.
9.

membrana de PVDF

Transferir durante 60 min a 90 V

Concluida la transferencia, retirar la membrana y lavarla 5 minutos con
PBS 1x

Bloquear la membrana con Alb 5% durante dos horas toda la hoche

Lavar tres veces con PBS-T, 10 min cada lavado

10.Incubar el anticuerpo primario anti-PI3K(sc-1637) durante dos horas a 4°

C.

11.Lavar tres veces con PBS-T, 10 min cada lavado.

12.Incubar el anticuerpo secundario anti-raton conjugado con peroxidasa de

rabano por 1.5 horas a temperatura ambiente

13.Lavar tres veces con PBS-T, 10 min cada lavado

14.Anadir 0.5 ml de luminol y luego poner la membrana dentro del

fotodocumentador

15. Obtener la imagen del inmunoblot y analizar
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Anexo 17
Evaluacion de la expresion de PTEN Western Blot
Procedimiento

1. Preparar un gel de poliacrilamida para electroforesis- SDS al 12.5 % en
vidrios de 1.5 cm con peine de 10 pocillos

2. Colocar un epppendor 30 pug de proteinas y adicionar el volumen
correspondiente de buffer de carga (LOAEMLI)

3. Cargar las muestras en el gel en los pocillos correspondientes

4. Correr el gel aproximadamente 2.5 hrs a 100 V

5. Sacar el gel con cuidado y preparar la transferencia himeda en
membrana de PVDF

6. Transferir durante 60 min a 90 V

7. Concluida la transferencia, retirar la membrana y lavarla 5 minutos con
PBS 1x

8. Bloquear la membrana con Alb 5% durante dos horas toda la noche

9. Lavar tres veces con PBS-T, 10 min cada lavado

10.Incubar el anticuerpo primario anti-PTEN (AB76431) durante dos horas a
4°C

11.Lavar tres veces con PBS-T, 10 min cada lavado.

12.Incubar el anticuerpo secundario anti-conejo conjugado con peroxidasa
de radbano por 1.5 horas a temperatura ambiente

13.Lavar tres veces con PBS-T, 10 min cada lavado

14.Anadir 0.5 ml de luminol y luego poner la membrana dentro del
fotodocumentador

15. Obtener la imagen del inmunoblot y analizar

Anexo 18
Evaluacion de la expresion de Akt p-S473 Western Blot
Procedimiento
1. Preparar un gel de poliacrilamida para electroforesis- SDS al 12.5% en
vidrios de 1.5 cm con peine de 10 pocillos
2. Colocar un epppendor 30 pug de proteinas y adicionar el volumen
correspondiente de buffer de carga (LOAEMLI)

3. Cargar las muestras en el gel en los pocillos correspondientes

127



4. Correr el gel aproximadamente 2.5 hrs a 100 V

5. Sacar el gel con cuidado y preparar la transferencia himeda en
membrana de PVDF

6. Transferir durante 60 min a 90 V

7. Concluida la transferencia, retirar la membrana y lavarla 5 minutos con
PBS 1x

8. Bloquear la membrana con Alb 5% durante dos horas toda la noche

9. Lavar tres veces con PBS-T, 10 min cada lavado

10.Incubar el anticuerpo primario anti-Akt S473(sc101629) durante dos horas
a4°cC.

11.Lavar tres veces con PBS-T, 10 min cada lavado.

12.Incubar el anticuerpo secundario anti-conejo conjugado con peroxidasa
de radbano por 1.5 horas a temperatura ambiente

13.Lavar tres veces con PBS-T, 10 min cada lavado

14.Anadir 0.5 ml de luminol y luego poner la membrana dentro del
fotodocumentador

15. Obtener la imagen del inmunoblot y analizar

128



Anexo 19
Evaluacion de la expresion de IRS-1 por Western Blot
Procedimiento

1. Preparar un gel de poliacrilamida para electroforesis- SDS al 8% en
vidrios de 1.5 cm con peine de 10 pocillos

2. Colocar un epppendor 30 pug de proteinas y adicionar el volumen
correspondiente de buffer de carga (LOAEMLI)

3. Cargar las muestras en el gel en los pocillos correspondientes

4. Correr el gel aproximadamente 2.5 hrs a 100 V

5. Sacar el gel con cuidado y preparar la transferencia humeda en
membrana de PVDF

6. Transferir durante 60 min a 90 V

7. Concluida la transferencia, retirar la membrana y lavarla 5 minutos con
PBS 1x

8. Bloquear la membrana con Alb 5% durante dos horas toda la noche

9. Lavar tres veces con PBS-T, 10 min cada lavado

10.Incubar el anticuerpo primario anti-IRS-1 (sc-390761) durante dos horas a
4° C.

11.Lavar tres veces con PBS-T, 10 min cada lavado.

12.Incubar el anticuerpo secundario anti-raton conjugado con peroxidasa de
rabano por 1.5 horas a temperatura ambiente

13.Lavar tres veces con PBS-T, 10 min cada lavado

14.Anadir 0.5 ml de luminol y luego poner la membrana dentro del
fotodocumentador

15. Obtener la imagen del inmunoblot y analizar

Anexo 20
Evaluacion de la expresion de GSK3 por Western Blot
Procedimiento
1. Preparar un gel de poliacrilamida para electroforesis- SDS al 12.5% en
vidrios de 1.5 cm con peine de 10 pocillos
2. Colocar un epppendor 30 pug de proteinas y adicionar el volumen
correspondiente de buffer de carga (LOAEMLI)

3. Cargar las muestras en el gel en los pocillos correspondientes
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4. Correr el gel aproximadamente 2.5 hrs a 100 V

5. Sacar el gel con cuidado y preparar la transferencia himeda en
membrana de PVDF

6. Transferir durante 60 min a 90 V

7. Concluida la transferencia, retirar la membrana y lavarla 5 minutos con
PBS 1x

8. Bloquear la membrana con Alb 5% durante dos horas toda la noche

9. Lavar tres veces con PBS-T, 10 min cada lavado

10.Incubar el anticuerpo primario anti-GSK3[ (milipore) durante dos horas a
4° C.

11.Lavar tres veces con PBS-T, 10 min cada lavado.

12.Incubar el anticuerpo secundario anti-raton conjugado con peroxidasa de
rabano por 1.5 horas a temperatura ambiente

13.Lavar tres veces con PBS-T, 10 min cada lavado

14.Anadir 0.5 ml de luminol y luego poner la membrana dentro del
fotodocumentador

15. Obtener la imagen del inmunoblot y analizar
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Anexo 21
Evaluacion de la expresion de Glucogeno sintasa por Western Blot
Procedimiento

1. Preparar un gel de poliacrilamida para electroforesis- SDS al 10% en
vidrios de 1.5 cm con peine de 10 pocillos

2. Colocar un epppendor 30 pug de proteinas y adicionar el volumen
correspondiente de buffer de carga (LOAEMLI)

3. Cargar las muestras en el gel en los pocillos correspondientes

4. Correr el gel aproximadamente 2.5 hrs a 100 V

5. Sacar el gel con cuidado y preparar la transferencia humeda en
membrana de PVDF

6. Transferir durante 60 min a 90 V

7. Concluida la transferencia, retirar la membrana y lavarla 5 minutos con
PBS 1x

8. Bloquear la membrana con Alb 5% durante dos horas toda la noche

9. Lavar tres veces con PBS-T, 10 min cada lavado

10.Incubar el anticuerpo primario anti-Glucégeno sintasa (sc-390391)
durante dos horas a 4° C.

11.Lavar tres veces con PBS-T, 10 min cada lavado.

12.Incubar el anticuerpo secundario anti-raton conjugado con peroxidasa de
rabano por 1.5 horas a temperatura ambiente

13.Lavar tres veces con PBS-T, 10 min cada lavado

14.Anadir 0.5 ml de luminol y luego poner la membrana dentro del
fotodocumentador

15. Obtener la imagen del inmunoblot y analizar
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