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Resumen

Los niveles bajos de prolactina (PRL) se correlacionan con un mayor
riesgo/prevalencia de enfermedades metabdlicas, mientras que niveles
moderadamente altos, se correlacionan con una menor prevalencia de dichas
enfermedades. Las ratas macho con obesidad presentan niveles bajos de PRL y el
tratamiento con PRL mejora los parametros metabdlicos en estos animales. Por ello,
en este trabajo planteamos como hipétesis que los farmacos que elevan los niveles
de PRL, como la sulpirida, un antagonista de los receptores de dopamina D2, podrian
tener efectos benéficos contra las alteraciones metabdlicas derivadas de la obesidad.
Ademas, estudios previos han demostrado que la sulpirida ejerce efectos sexualmente
dimérficos, por ello evaluamos los efectos metabdlicos del farmaco tanto en machos
como en hembras. Usamos ratones C57BL/6 de 8 semanas de edad alimentados con
una dieta alta en grasas (HFD) durante 8 semanas, los que recibieron diariamente 30
mg/kg de sulpirida durante las Ultimas 4 semanas de la dieta. La sulpirida indujo un
aumento mas pronunciado en los niveles de PRL en las hembras que en los machos.
En cuanto a los parametros metabdlicos, en los MO, la sulpirida disminuyé la
hiperglucemia, la resistencia a la insulina y los niveles de triglicéridos, sin afectar el
peso corporal o la ingesta cal6rica; y en las HO, el tratamiento con sulpirida disminuyé
la hiperglucemia, sin alterar los niveles de insulina, triglicéridos, peso corporal o
ingesta calorica. Ademas, la sulpirida redujo la hipertrofia de los adipocitos en el tejido
adiposo (TA) visceral de los MO. Mientras que, en las HO, la sulpirida aumento el peso
del TA subcutaneo y el nUmero de adipocitos. Finalmente, para determinar si los
efectos de la sulpirida eran dependientes de prolactina, evaluamos su efecto en
ratones nulos para el receptor de la hormona y encontramos que la sulpirida ejerce su
efecto hipoglucemiante también en ratones (machos y hembras) nulos para el receptor
de PRL. En conclusion, si bien la sulpirida ejerce acciones sexualmente dimoérficas,
reduce la hiperglucemia y mejora los parametros metabdlicos tanto en machos como
en hembras con obesidad, ademas, este efecto es independiente de las acciones de
la PRL.

13



Abstract

Low levels of prolactin (PRL) are correlated with a higher risk/prevalence of metabolic
diseases, while moderately high levels are correlated with a lower prevalence of such
diseases. Male rats with obesity present low levels of PRL, and treatment with PRL
improves metabolic parameters in these animals. Therefore, in this work, we
hypothesized that drugs that elevate PRL levels, such as sulpiride, a dopamine D2
receptor antagonist, could have beneficial effects against metabolic alterations derived
from obesity. Additionally, previous studies have shown that sulpiride exerts sexually
dimorphic effects; therefore, we evaluated the metabolic effects of the drug in males
and females. Eight-week-old C57BL/6 mice fed with a high-fat diet (HFD) for 8 weeks
received daily 30 mg/kg of sulpiride during the last 4 weeks of the diet. Sulpiride
induced a more pronounced increase in PRL levels in females than in males.
Regarding metabolic parameters, in MO, sulpiride decreased hyperglycemia, insulin
resistance, and triglyceride levels without affecting body weight or caloric intake. In OF,
sulpiride treatment reduced hyperglycemia without altering insulin levels, triglycerides,
body weight, or caloric intake. Additionally, sulpiride reduced adipocyte hypertrophy in
visceral adipose tissue (AT) of OM. Meanwhile, in OF, sulpiride increased
subcutaneous AT weight and adipocyte number. Finally, to determine if sulpiride’s
effects were dependent on prolactin, we evaluated its effect in mice null for the PRL
receptor and found that sulpiride exerted its effect decreasing hyperglycemia also in
male and female mice null for the PRL receptor. In conclusion, while sulpiride exerts
sexually dimorphic actions, it reduces hyperglycemia and improves metabolic
parameters in both male and female mice with obesity, and this effect is independent

of PRL actions.
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. INTRODUCCION

La obesidad es una enfermedad crénica que aumenta el riesgo de padecer otras
enfermedades tales como diabetes tipo 2, insuficiencia cardiaca, cancer, entre otras
(Brandao, Guerra, & Mori, 2017). EIl tejido adiposo es un oOrgano endocrino que
funciona como reservorio de energia y es de vital importancia para el equilibrio de la
glucosa y los lipidos en todo el cuerpo (Rosen & Spiegelman, 2014; Gustafson et al.
2015), por lo que una eficiente funcidbn del mismo contribuye a mantener la
homeostasis metabdlica disminuyendo los riesgos de padecer obesidad y sus

comorbilidades.

Estudios recientes han mostrado que en la obesidad los niveles bajos de la hormona
prolactina (PRL) correlacionan con la resistencia a la insulina sistémica y con la
disfuncion del tejido adiposo (Chirico et al. 2013; Lemini et al. 2015; Ruiz-Herrera, et
al. 2017; Wagner et al. 2014; Wang et al. 2013; Macotela et al. 2020, 2022). Mientras
gue niveles elevados de la hormona se asocian con mayor sensibilidad a la insulina,
menor prevalencia de diabetes tipo 2 e higado graso, asi como una menor hipertrofia
adiposa (Ruiz-Herrera, et al. 2017; Ponce, et al., 2020; Macotela et al. 2020, 2022).
Mas aun, en ratas obesas, el tratamiento con PRL mejora la sensibilidad a la insulina
y previene la hipertrofia adiposa, ademas de disminuir la expresién de marcadores

inflamatorios en el tejido adiposo (Ruiz-Herrera et al. 2017).

Dado que la PRL se ha propuesto como un nuevo blanco terapéutico para favorecer
la funcion del tejido adiposo y la sensibilidad a la insulina en condiciones de obesidad,
en este proyecto se pretende evaluar si la sulpirida, un farmaco antagonista de los
receptores D2 dopaminérgicos que eleva los niveles de PRL sistémica, puede mejorar
la funcion del tejido adiposo y por ende la homeostasis metabdlica en condiciones de

obesidad.
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1. ANTECEDENTES

[1.1 Obesidad

La obesidad se define como la acumulacion anormal o excesiva de grasa corporal que
puede ser perjudicial parala salud (OMS, 2011). La obesidad se diagnostica utilizando
el indice de masa corporal (IMC), que se calcula al dividir el peso corporal de una
persona (Kg) entre el cuadrado de su talla (m). El diagnostico de obesidad se da
cuando el IMC es igual o superior a 30 y el de sobrepeso cuando el IMC va de 25 a
29.9 (OMS, 2011).

Dada su alta prevalencia en el mundo, hoy en dia la obesidad es considerada como
la pandemia del siglo XXI (Tremmel, et al. 2017). Ademas del aumento excesivo de
grasa corporal, la obesidad genera un estado de inflamacién sistémica y un exceso
de acidos grasos libres en la circulacion (lipotoxicidad), condiciones que en conjunto
conllevan al desarrollo de otros padecimientos como: enfermedades cardiacas,
sindrome metabdlico, diabetes tipo 2, ciertos tipos de cancer y enfermedad de
Alzheimer (Gonzalez-Muniesa, et al. 2017). Por lo anterior, resulta de interés

identificar blancos terapéuticos para el tratamiento de esta enfermedad.

[I.2 Clasificacion de la obesidad

Para fines clinicos y de investigacion, la obesidad se clasifica en tres categorias,
dependiendo del IMC: Clase | (IMC= 30-34.9), Clase Il (IMC= 35-39.9) y Clase IIl (IMC
< 40) (De Lorenzo, et al. 2016); una de las desventajas de la clasificacion mediante el
IMC es que no permite discernir entre la masa adiposa y la masa magra (que se
compone de masa muscular, huesos, 6rganos y tejidos blandos no grasos y no éseos
(Li, G.H., et al. 2021)), asi como tampoco la localizacion y el tipo de tejido adiposo que

se encuentra en exceso (Wang & Ren, 2018).

El impacto metabdlico de la acumulacién adiposa también depende de la localizacion
de los depdsitos de grasa: en la obesidad periférica o ginoide, la acumulacion de grasa
es subcutanea, mientras que en la obesidad abdominal o androide la acumulacion de
grasa es visceral y esta relacionada con un mayor riesgo de padecer complicaciones
(De Lorenzo, et al. 2016). Por lo anterior, actualmente se considera otro tipo de
clasificacion asociada al padecimiento de comorbilidades que divide a la obesidad en
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obesidad eumetabdlica no asociada a comorbilidades (subcutanea) y obesidad
dismetabdlica (visceral) asociada a procesos de inflamacién, hipoxia, lipotoxicidad y
resistencia a insulina, asi como a enfermedades como dislipidemia e hipertension
(Pozza & Isidori, 2018).

[1.3 Determinantes de la obesidad

En el desarrollo de la obesidad estan implicados diversos elementos que tienen muy
poco que ver con decisiones individuales y que mas bien estan determinados por el
entorno social y econémico en el que vivimos, por lo que se consideran sistémicos.
En una revision reciente, se propusieron ocho determinantes de la obesidad entre los
gue destaca el ambiente alimentario obesogénico (Ferreira & Macotela, et al., 2024).
La transicion alimentaria de las ultimas décadas en la que modificamos nuestra dieta
basada en alimentos naturales hacia una dieta basada en gran medida en productos
y bebidas ultraprocesados, resulté en un incremento dramatico en la prevalencia de
sobrepeso y obesidad en el mundo y en particular en México, en donde el 75% de los
adultos y el 38% de los nifios y adolescentes viven con un peso corporal excesivo
(ENSANUT 2022).

[1.4 Metabolismo de la glucosa

La glucosa es el carbohidrato mas abundante de los monosacaridos y en los
vertebrados es una de las principales fuentes de energia metabdlica (Shendurse, A.
& Khedkar, 2016). EI mantenimiento de una concentracion normal de glucosa en
plasma requiere la coordinacion precisa del organismo en tres procesos: a) la
utilizacion de la glucosa en los procesos metabdlicos, b) la produccion endégena de
glucosa y c) la absorcion y distribucion de la glucosa obtenida de los alimentos. La
glucosa sanguinea proviene de tres fuentes: la absorcion intestinal después de la
digestion de carbohidratos obtenidos de los alimentos, la glucogendlisis (rompimiento
de glucégeno en glucosa) y la gluconeogénesis (formacion de glucosa a partir de
aminoacidos y acidos grasos). La glucosa ingresa a las células a través de varias vias
metabdlicas: puede almacenarse como glucdégeno, someterse a la glucdlisis para
convertirse en piruvato, o ser sintetizada y liberada al torrente sanguineo por el higado
y los riflones por medio de la gluconeogénesis. Estos 6rganos son los Unicos que
contienen glucosa-6-fosfatasa, la enzima esencial para liberar glucosa en la
circulacion (Giugliano, D, et al. 2008). La glucosa ingresa a las células a través de

varias vias metabdlicas: puede almacenarse como glucégeno, someterse a la

17



glucdlisis para convertirse en piruvato, o ser sintetizada y liberada al torrente
sanguineo por el higado y los rifiones por medio de la gluconeogénesis. Estos 6rganos
son los unicos que contienen glucosa-6-fosfatasa, la enzima esencial para liberar
glucosa en la circulacion. También, a través de la via de las pentosas fosfato, ocurre
oxidacion de la glucosa para producir ribosa-5-fosfato y fosfato de dinucleétido de
nicotinamida y adenina (NADPH) que participan en la sintesis de nucleotidos, asi

como en la biosintesis de otros compuestos metabdlicos (Teslaa, T. et al., 2023).

El metabolismo de la glucosa tanto en hombres como en mujeres es altamente
sensible a factores como cambios en estados fisiologicos, edad, nutricién y actividad
fisica (Tarnopolsky, M. A. & Ruby, B. C., 2001). Siendo las mujeres mas sensibles a
la insulina de manera sistémica, mientras que los hombres presentan prevalencia
ligeramente mayor de diabetes tipo 2 (IDF Diabetes Atlas, 2021). Mientras que en
México la mortalidad por diabetes tipo 2 es mayor en mujeres que en hombres (EDR,
INEGI, 2023). Mientras que estudios en ratones hembra de la cepa C56BL/6 han
mostrado que estas presentan una resistencia a generar alteraciones metabdlicas
como hiperglucemia y resistencia a la insulina cuando son alimentadas con una dieta
alta en grasa (Braga, S. P, et al.,, 2021; Casimiro, I. et al., 2021). En un estudio
realizado en ratones de esta cepa se observo que el TAB de las hembras presentaba
una mayor respuesta a la insulina y un mayor aumento en la fosforilacion de Akt y la
cinasa regulada por sefiales extracelulares (ERK), asi como en la lipogénesis en

comparacion con el TAB de los ratones macho (Macotela, Y. et al. 2009).

La regulacion de la glucosa depende tanto del sistema nervioso central como de
organos periféricos (pancreas, higado, TA y masculo), siendo la insulina uno de los

reguladores clave de la homeostasis de la glucosa (Koch, L. et al. 2008).

[I.5 Tejidos metabdlicos relevantes para la homeostasis de la glucosa

[1.5.1 Pancreas

El pancreas esta compuesto tanto por tejido exocrino como endocrino. Las glandulas
exocrinas secretan enzimas digestivas, mientras que la glandula endocrina, que
consiste en los islotes de Langerhans, secreta hormonas hacia el torrente sanguineo
(O’Dowd, J. F. & Stocker, C.J., 2013). En los islotes pancreaticos se reconocen cuatro
tipos principales de células: células alfa, encargadas de la produccion de glucagon,

células beta, productoras y secretoras de la insulina, células delta y células PP
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(Fernandes-da-Silva, A. et al. 2021). Es a través de la produccién de estas hormonas

es que el pancreas participa en la regulacion de la glucosa.

[1.5.2 Higado

El higado es el 6rgano central del metabolismo de lipidos y glucosa (Dietrich, P. &
Hellerbrand, C., 2014). El higado regula la concentracion de glucosa circulante a
través de procesos como la sintesis de glucégeno y la gluconeogénesis. Ademas,
desempefia funciones esenciales en el metabolismo de lipidos, la desintoxicacion de
sustancias nocivas, el almacenamiento de vitaminas y minerales, y la produccion de
proteinas importantes para diversas funciones biologicas. El higado responde a la
insulina regulando la sintesis del glucogeno, asi como inhibiendo la gluconeogénesis
(Petersen & Shulman, 2018).

Otras vias de sefalizacion relevantes para el metabolismo de la glucosa en el higado
incluyen la via de AMPK (proteina cinasa activada por AMP), que actia como un
sensor de energia celular y regula la sintesis de glucosa y lipidos, y la via de mTOR,
implicada en el control del crecimiento y la proliferacion celular en respuesta a

nutrientes y sefales hormonales (Adeva-Andany, M. M. et al., 2016).

[1.5.3 Tejido adiposo

El tejido adiposo es un érgano endocrino y principal reservorio energético del
organismo, con diversas funciones fisiologicas que promueven la homeostasis
metabdlica (Ben-Jonathan, et al. 2015). Esta compuesto por adipocitos, preadipocitos,
macroéfagos, células endoteliales, fibroblastos, leucocitos y otras células inmunes (Luo
& Liu, 2016). Existen dos tipos de tejido adiposo, el tejido adiposo blanco (TAB),
caracterizado por la formacién de adipocitos con una sola gota lipidica que ocupa el
90% del volumen de la célula (Ben-Jonathan, et al. 2015); y el tejido adiposo café o
termogénico, cuyos adipocitos almacenan triglicéridos formando varias gotas lipidicas
y tienen un mayor nimero de mitocondrias que los adipocitos del tejido adiposo blanco
(Klingenspor, et al. 2017). En mamiferos, ademas de estos dos subtipos de tejido
adiposo también existe una tercera clasificacion, el tejido adiposo beige, que es tejido
adiposo con caracteristicas del TAB pero que bajo ciertos estimulos tiene la capacidad
de adoptar caracteristicas termogénicas similares a las del tejido adiposo café
(Hansen, et al. 2017).
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Dependiendo de su localizacion el tejido adiposo blanco se puede clasificar en: tejido
adiposo visceral, que como su nombre lo indica esta localizado alrededor de las
visceras; y el tejido adiposo subcutaneo localizado debajo de la piel en distintas partes

del cuerpo, principalmente en la regién gluteo-femoral (Gesta S, et al. 2007).

[1.5.3.1 Funciones del tejido adiposo blanco

El tejido adiposo blanco tiene como principal funcion servir como reservorio energético
al almacenar triglicéridos y liberar acidos grasos libres en condiciones de ayuno.
También desempefia otras funciones como la de proteccién mecanica (Luo & Liu,
2016), termorregulacion y como oOrgano enddécrino a través de la liberacion de
adipocinas como la leptina, adiponectina, resistina, entre otras, que participan en la

homeostasis metabdlica (Rosen & Spiegelman, 2014).

Entre los principales procesos que median la funcionalidad de los adipocitos se
encuentran: i) su proceso de diferenciacibn denominado adipogénesis, que es el
proceso por el cual una célula precursora o preadipocito se diferencia en un adipocito
maduro (Zaiou, et al. 2017); ii) el metabolismo de lipidos, tanto la lipogénesis (sintesis
de acidos grasos unidos a glicerol para la formacion de triglicéridos) y la lipolisis
(hidrdlisis de triglicéridos en acidos grasos y glicerol), que regulan la reserva lipidica
(Gesta & Khan, 2017); y iii) la sintesis de adipocinas (Figura 1) que participan en la
regulacién de funciones fisiolégicas como la sensibilidad a la insulina, inflamacion,
funcidn cardiovascular, asi como en el desarrollo y crecimiento celular, entre otras
(Luo & Liu, 2016).
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Figura 1. Funcion fisiologica de las adipocinas. IL-6, interleucina-6; TGFf, factor de
crecimiento transformante beta; PAI-1, inhibidor del activador del plasminogeno 1; TNFa,
factor de crecimiento tumoral alfa; FGF21, factor de crecimiento de fibroblastos 21 (Traducido
y adaptado de Luo & Liu, 2016).

[1.5.3.2 Tejido adiposo blanco en la obesidad

La funcion de los adipocitos de almacenar lipidos esta relacionada con su capacidad
de expansion, misma que puede ser por hiperplasia en la que se incrementa el nUmero
de células via adipogénesis o por hipertrofia en la que hay un aumento del tamarfio de

las células (Lee, et al. 2018).

En ratones transgénicos en etapas postnatales en los que se marca a los adipocitos
maduros permitiendo la evaluacion de la adipogénesis in vivo y que fueron
alimentados con DO desde su etapa embrionaria (madres en DO) se encontro que la
expansion del tejido adiposo visceral estd dada tanto por hipertrofia como por
hiperplasia, mientras que el tejido adiposo subcutaneo se expande Unicamente por
hipertrofia hasta alcanzar 12 semanas de DO. Lo que indica que el tejido adiposo
visceral tiende a expandirse de manera mas rapida que el tejido adiposo subcutaneo

en estas condiciones (Wang, et al., 2013; Wang & Scherer., 2014).

Por otra parte, en un estudio realizado por Macotela et al. se reportd que el TAB
subcutaneo de ratones tiende a expandirse mas por hiperplasia, mientras que el TAB

visceral se expande mas por hipertrofia (Macotela, et al. 2012) y este tipo de expansion
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estad asociado con la disfuncionalidad del tejido adiposo promoviendo un estado

inflamatorio (Kusminski, et al. 2016, Gonzalez-Muniesa, et al. 2017) (Figura 2).
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Figura 2. Cambios patolégicos en el tejido adiposo derivados de la obesidad.

En la obesidad el tejido adiposo subcuténeo tiende a funcionar saludablemente realizando
procesos como la liberacion de adipocinas antinflamatorias, mientras que el tejido adiposo
visceral incrementa la secrecion de adipocinas proinflamatorias y suprime la secrecion de
citocinas antinflamatorias, por lo que crea un estado de inflamacién crénico que contribuye
con el deterioro de la homeostasis metabdlica, 1o que aumenta la probabilidad de padecer
afecciones relacionadas a la obesidad (Adaptado de Gonzales-Muniesa, et al. 2017).

[1.5.3.3 Disfuncion metabdlica del tejido adiposo blanco

La causa principal de la disfunciébn metabdlica de los adipocitos es la resistencia a la
insulina. Una de las principales funciones de la insulina en los adipocitos es inhibir la
lipolisis, por lo tanto, al haber resistencia a la insulina ocurre una liberacién excesiva
de &cidos grasos libres (Petersen & Shulman, 2018). La resistencia a la insulina
genera un aumento en la inflamacion, fibrosis e hipoxia de los adipocitos (Kusminski,
et al. 2016). Sin embargo, los mecanismos moleculares por los que ocurre la
resistencia a la insulina en los adipocitos aun no han sido completamente dilucidados.
Uno de los mecanismos que pudiera estar generandose la resistencia a insulina es
por un fendmeno conocido como "inflamacion del tejido adiposo”. Esto se define como
la infiltracion de células inmunes y la activacion de macrofagos en los adipocitos

generando un estado proinflamatorio, lo que resulta en una mayor secrecion de

22



citocinas proinflamatorias en el tejido adiposo que alteran su funcionalidad. (Santoro,
A., McGraw, T. & Kahn, B.B., 2021).

La resistencia a la insulina en los adipocitos propicia la acumulacion de acidos grasos
libres en otros érganos del cuerpo como el higado, el corazén y el muasculo, lo que
desencadena una resistencia a la insulina sistémica que afecta la funcionalidad del
organismo, aumentando la probabilidad de padecer enfermedades -cardiacas,
diabetes tipo 2, ciertos tipos de cancer, entre otras (Boucher, et al. 2014; Czech, et al.
2017, Kusminski, et al. 2016) (Figura 3).
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Figura 3. Fisiopatologia de la resistencia a la insulina en distintos tejidos.

Una ingesta caldrica excesiva de forma cronica promueve un estrés nutricional en los adipocitos,
resultando en resistencia alainsulinay apoptosis. Adicionalmente, este exceso calérico y la disfuncién
adiposa favorecen la acumulacion de lipidos en el musculo esquelético y el higado, lo que causa
resistencia a la insulina en esos tejidos. En el tejido adiposo, el incremento en la adipocina RBP4 y
otras sefiales proinflamatorias promueven la infiltracién de macréfagos en el tejido adiposos blanco.
En respuesta, estos activan a c-Jun NH2-terminal kinase (JNK) que incrementa los niveles de
mediadores paracrinos como TNFa e IL-1, entre otros. Estas citocinas pueden incrementar la lipolisis
en los adipocitos directa o indirectamente interrumpiendo la sefializacion de la insulina. Al verse
aumentada la lipolisis incrementa la secrecion de &cidos grasos libres (AGL) y el recambio de glicerol.
Esto tiene un efecto estimulatorio tanto directo (conversion del glicerol a glucosa) como indirecto
(Acetil-Coa derivado de AGL activa piruvato carboxilasa (PC)) en la gluconeogénesis, ademas
promueven la acumulacién de triglicéridos intrahepaticos (TGIH) ocasionando una resistencia a la
insulina hepatica, que a su vez, deteriora la sintesis de glucégeno hepatica. Juntos estos efectos
incrementan la produccién de glucosa. La liberacion cronica de AGL también puede facilitar la
acumulacién de lipidos intramiocelulares y provocar resistenciaala insulina en el misculo (Traducido
y adaptado de Petersen & Shulman, 2018).



[1.5.4 Musculo

El musculo esquelético es el tejido mas abundante en el cuerpo, representando entre
el 40% y el 50% del peso corporal total en adultos sin obesidad, y es un determinante
importante del gasto energético en todo el cuerpo (Pleggi, C. A., Parmar, G. & Harper,
M. H., 2021). Es el 6rgano que absorbe el mayor porcentaje de glucosa sanguinea a
través del transportador de glucosa 4 (Glut4) (Richter, E.A. & Hargraves, M. 2013). En
humanos, la conversion de la glucosa ingerida en glucégeno muscular como

reservorio energético varia desde el 40% hasta el 90% (Pederson, A. B., et al. 2005).

[1.6 La PRL en el metabolismo

La PRL es una hormona de 23 kDa y 199 aminoacidos, producida por las células
lactotropas de la glandula pituitaria (Martin, et al. 2017). Es una hormona con mas de
300 acciones en multiples procesos, como la lactancia, la reproduccion sexual,
funciones metabdlicas (Macotela et al., 2022), la angiogénesis (Clapp, et al. 2015) y
gue también esta involucrada en la tumorogénesis (Ben-Jonathan, et al. 2008). Su
receptor (PRLR) pertenece a la familia de receptores de citocinas tipo I, en el humano
existen 6 isoformas y ejerce su accion activando varias vias de sefializacién como las
JAK-STAT, MAPK y PI3K (Ben-Jonathan, et al. 2015). La PRL también desempefa
funciones como citocina (Ben-Jonathan, et al. 2002) y se ha descubierto que otros
tejidos como la glandula mamaria, el tejido adiposo, el utero y los linfocitos también

tienen la capacidad de producir PRL (Carret & Binart, 2014).

En el tejido adiposo, la PRL regula la secrecién de adiponectina en cultivos de tejido
adiposo humano y en ratones in vivo (Nilsson & Binart, 2005). En ratas macho obesas
se encontraron niveles bajos de PRL sistémica (Lemini, et al. 2015) en comparacion
con ratas de peso normal, resultado que concuerda con una serie de estudios en
humanos que muestran una correlacion entre niveles bajos de PRL con obesidad y
diabetes tipo 2 e incluso en nifios con sindrome metabdlico (Balbach, et al. 2013;
Chirico, et al. 2013; Wang, et al. 2013; Wagner, et al. 2014).

Por otra parte, se encontré que el tratamiento con PRL aumenta la sensibilidad a la
insulina en ratas macho obesas. En el mismo estudio, se encontré que ratones obesos
carentes del receptor de PRL presentan una mayor hipertrofia de adipocitos viscerales
comparado con ratones silvestres (Ruiz-Herrera, et al. 2017). Estos estudios ponen
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de manifiesto el papel benéfico de la PRL favoreciendo la homeostasis metabdlica en

la obesidad.

Por lo anterior, es de interés desarrollar estrategias que permitan incrementar (en un
rango fisioldgico) los niveles de PRL con la idea de promover la funcionalidad del tejido
adiposo y la homeostasis metabdlica en condiciones de obesidad. Diversos farmacos
antagonistas del receptor D2 de dopamina, usados tipicamente como antipsicoticos,
incrementan los niveles de PRL a través de bloquear la funcién inhibidora de los
receptores D2 de dopamina que se encuentran en las células lactotropas
adenohipofisiarios y que regulan la expresion y secrecion de PRL (Wagstaff, A. et al.
1994; Phillips, R.H., et al. 2020), por lo que podrian resultar de interés en el tratamiento

de la disfuncidon metabolica derivada de la obesidad.

[1.7 Regulacidn de glucosa por dopamina

La dopamina, también conocida como 3-hidroxitiramina, es un neurotransmisor
catecolaminérgico asociado a una variedad de procesos neuroldgicos, que incluyen el
control motor, la cognicion, el aprendizaje y la recompensa. Ademas de estas y otras
funciones del sistema nervioso central (SNC), la dopamina influye en numerosas
funciones periféricas como la motilidad gastrointestinal, la liberacién de hormonas
(como prolactina en tejido adiposo y la insulina en pancreas), la presion arterial y el
equilibrio de sodio (Matt, S. M. & Gaskill, P. J. 2020). Ademas de que el sistema
dopaminérgico mesolimbico regula la ingesta de alimentos y los sistemas de
recompensa cerebral, asi como también los comportamientos alimentarios que llevan
a la obesidad (Leite. F. & Ribeiro, L. 2020). La dopamina ejerce sus efectos
principalmente a través de la activacién de los receptores de dopamina, que son
miembros de la superfamilia de receptores acoplados a proteinas G. Los receptores
de dopamina se dividen en 2 subgrupos, receptores tipo D1 que comprenden los
receptores D1 y D5, tienen un efecto de activacion, y tipo D2 que agrupa a los
receptores D2, D3 y D4 con accion inhibitoria (Matt, S. M. & Gaskill, P. J. 2020).

En cuanto a la regulacion de la glucosa por dopamina se sabe que en condiciones de
obesidad el tono dopaminérgico esta disminuido (Keck, F. S., et al. 1991; Lee, Y., et
al. 2018; Wallace, C.W. & Fordahl, S. C. 2022) y que la administracién de una alta
dosis de dopamina disminuye los niveles de glucosa sistémica en ratas (keck, F. S.,

et al. 1991). Ademas, el tratamiento con agonistas de dopamina ha mostrado tener
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efectos contrarios al disminuir (keck, F. S., etal. 1991; Luo, S., et al. 1999; Kabir, M.

T., et al. 2022) y aumentar los niveles de glucosa (lkeda, H., et al. 2020).

Por otro lado, la dopamina también desempefia funciones en distintos érganos
periféricos. En el tracto gastrointestinal, la dopamina participa en la regulacion de la
motilidad gastrointestinal. En el sistema cardiovascular, influye en la regulacién de la
presion arterial y el equilibrio de sodio y agua. Ademas, en los rifiones, la dopamina
es crucial para el mantenimiento del equilibrio hidrico y la excrecion de sodio (Matt, S.
M. & Gaskill, P. J. 2020).

En un estudio realizado por Tavares y cols. se estudiaron los efectos de la dopamina
periférica utilizando un agonista: Bromocriptina; y dos antagonistas: domperidona
especifico para el receptor D2 de dopamina y haloperidol, especifico para D1y D2 en
tejidos metabdlicos obtenidos ex-vivo de ratas macho Wistar. Como resultados se
obtuvo que la dopamina estimula la captacién de glucosa en el higado, el masculo
esquelético y el TAB; actua directamente en estos tejidos regulando la fosforilacion de
InsR, Akt y AMPK independientemente de la participacion de la insulina, asi como
participando en la regulacion de funciones metabdlicas en el TAB. Estos efectos
periféricos de la dopamina son modulados por la interaccion de la dopamina con sus
receptores D1 y D2. (Tabla 1), (Tavares, G., et al. 2021).

Efecto directo

Efecto del Efecto del
Tejido Parametro metabolico de la
. receptor D1 receptor D2
dopamina
Captacion de glucosa = = 1

Senalizacion de insulina =
Sefializacion de AMPK
Almacenamiento de lipidos i

TAB mesentérico

Captacion de glucosa = =
TAB del Sefializacion de insulina =

epididimo Senalizacion de AMPK

Almacenamiento de lipidos 1
Captacion de glucosa = = "
Higado Senalizacion de insulina = =
Senfializacion de AMPK 0 1
Captacion de glucosa 1 M =
Musculo Sefializacion de insulina 0 = 1
Sefializacion de AMPK 1 = 1
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Tablal. Efectos de la dopamina en érganos periféricos e implicacién de los
receptores dopaminérgicos D1 y D2 (Traducido y adaptado de Tavares, G., et al.,
2021).

[1.8 Sulpirida

La sulpirida es un farmaco antagonista de los receptores de dopamina D2. Se utiliza
en el tratamiento de esquizofrenia, neurosis y depresion (Kim, et al., 2018), también
se clasifica como un farmaco procinético que promueve la movilidad gastrointestinal
(Mansi C, et al. 1995; Kim D, et al. 2019) y que tiene efectos anti-ulcerantes en el
tracto gastrointestinal (Desai JK, et al. 1994). Dada su capacidad de antagonizar los
efectos de la dopamina, la sulpirida eleva los niveles de PRL generando un estado de
hiperprolactinemia (Radojkovic, et al. 2018). Esto lo hace actuando en los receptores
de tipo D2 en los lactotropos hipofisiarios y de esta manera bloqueando la accion
inhibitoria de la dopamina sobre la secrecion de PRL, cuyo mecanismo es a traves de
la activacion de los receptores D2 de dopamina acoplados a proteina G (con accién
inhibitoria) presentes en los lactotropos, estos, a traves de la via de cAMP, inducen
una inhibicion tonica de la secrecion de PRL (Phillips, R.H., et al. 2020).

Estudios en ratas macho alimentadas con una DO (alta en grasa) muestran que la
administracion de sulpirida no afecta el peso corporal; sin embargo, tiene un efecto
hiperglucemiante e hiperinsulinémico que correlaciona con niveles elevados de PRL,
mientras que no genera cambios en otras hormonas como testosterona, T4, THS, TG
y DHEA-S (Baptista, et al. 2002). Por otra parte, en ratas hembra la sulpirida aumenta
la masa corporal y disminuye los niveles de insulina, pero no altera los niveles de
glucosa (Baptista, et al. 1998). Estos autores concluyeron que en machos la sulpirida
no afecta el peso corporal, pero dispara un patron metabdlico que sugiere una
resistencia a la insulina; y en hembras que el aumento de peso propiciado por el
tratamiento con sulpirida no esta dado por un efecto hiperinsulinémico o resistencia a
la insulina. A pesar de que estos resultados son obtenidos de un modelo disefiado
para generar efectos adversos mediante el uso conjunto de la sulpirida y la DO, son
de los primeros estudios donde se evaluaron los efectos de la sulpirida en parametros
metabolicos relacionados con el metabolismo de la glucosa y la sensibilidad a la

insulina en ratas con dieta alta en grasas.
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En concordancia con Baptista, un estudio realizado en ratas hembra obesas tratadas
con sulpirida, mostré que la administracion de sulpirida derivd en un aumento en el
peso corporal, sin embargo, no se observaron cambios en los niveles de leptina ni de
insulina sérica, por lo que los autores proponen que el aumento de peso acompafiado
de niveles normales de leptina e insulina podria estar relacionado con otros

mecanismos como la hiperprolactinemia o el hipogonadismo (LaCruz, et al. 2000).

Por otra parte, en un estudio reciente realizado en ratas macho delgadas se analiz
el efecto de la sulpirida en el metabolismo de la glucosa y la funcionalidad del higado
y el TAB. Los resultados mostraron que la sulpirida induce higado graso y ademas,
estimula la fosforilacion de serina 307 en IRS1 (sustrato del receptor de insulina tipo
1) que mediala resistencia a la insulina en el tejido adiposo, por lo que este incrementa
la liberacion de acidos grasos libres a la circulacion, lo que podria explicar la
acumulacién ectopica de acidos grasos en el higado. También encontraron que el co-
tratamiento con bromocriptina (agonista de dopamina) disminuye los niveles de PRL
y previene la resistencia a la insulina y el higado graso en ratas delgadas (Zhou, et al.
2018).

Por otra parte, la administracion de sulpirida (10 mg/kg) en ratones C57BL/6 macho
no induce un efecto hiperglucemiante, ni inhibe el transporte de glucosa en un cultivo
celular con células PC12 (Dwyer & Donohoe, 2003). Hasta donde se ha investigado,
no se han encontrado estudios que muestren los efectos metabdlicos de la sulpirida
en pacientes con obesidad. Los efectos de la sulpirida difieren dependiendo de las
dosis utilizadas como tratamiento para distintos padecimientos, ya que se requiere
una dosis elevada para generar los efectos antipsicéticos (> a 1000 mg/dia en
humanos), que es donde en conjunto se reportan afectos adversos al metabolismo
(Zhou, et al. 2018), mientras que las dosis utilizadas en el tratamiento contra la
gastroparesia son bajas (< a 100 mg/ dia en humanos) y sin reportes de efectos
adversos (Kim, D. et al. 2019; Wagstaff, A. et al. 1994).

Hasta donde se investigo, existen pocos estudios evaluando los efectos metabdlicos
de la sulpirida en hembras, y ademas los resultados son contradictorios respecto a los
efectos que la sulpirida tiene en la regulacion de parametros metabdlicos como el peso
corporal, ingesta caldrica y niveles séricos de glucosa. En un estudio con ratas Wistar

hembras que se trataron con sulpirida junto con una dieta obesogénica (como modelo
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de alteraciones metabodlicas generadas por antipsicoticos), el tratamiento con 20
mg/kg de sulpirida durante 10 dias mostr6é un aumento en la ganancia de peso y una
disminucion en los niveles de insulina sin alteraciones en los niveles de glucosa
(Baptista, et al. 1998). Por otro lado, en un estudio donde también se utilizaron ratas
Wistar hembras lactantes con una dieta estandar, y el tratamiento con sulpirida
consistio en dos dosis: 2.5 mg/kg y 25 mg/kg durante los 21 dias de la gestacion. En
estas condiciones, se observé que ninguna de las dosis produjo cambios en el peso
corporal ni en la ingesta de alimentos (Vieira, et al., 2013), mientras que en ratas
Wistar hembras nuliparas con una dieta estandar, donde se utilizaron dos dosis de
sulpirida 20 y 40 mg/Kg, se observo que la dosis de 20 mg/kg increment6 los niveles
de PRL alrededor de 160 ng/mL pero no genero alteraciones en el peso corporal. Por
el contrario, con la dosis de 40 mg/kg de sulpirida se incrementaron los niveles de PRL
a mas de 200 ng/mL, y esta dosis mostro un efecto de disminucién en el peso corporal

de las hembras (Mostafapour, et al., 2014).

Hasta el momento de esta investigacion no hay estudios evaluando los efectos de la
sulpirida en la homeostasis metabdlica en condiciones de obesidad en ratones, sin
embargo, hay un estudio realizado en ratonas albinas donde se administraron 3 dosis
de sulpirida 3 (10, 20 y 40 mg/kg) y se evalud la ingesta de alimento en 3 tiempos (1
h, 2 h y 3 h). Los resultados mostraron que solo con la dosis de 10 mg/Kg se
incremento la ingesta de alimento en comparacion con el grupo control, mientras que
las dosis de 20 y 40 mg/kg no tuvieron efectos sobre la ingesta calérica. En este

estudio no se evaluaron otros parametros metabdlicos (Kaur, G. & Kulkarni, S. 2002).

En mujeres, un estudio realizado por Baptista y cols. mostré que la administracién
diaria de 200 mg/dia de sulpirida durante 28 dias incremento los niveles de PRL
dependiendo del dia del ciclo menstrual. En el dia 3 los niveles fueron de 90.7 + 17
ng/mL, en los dias 10 y 20 los niveles fueron alrededor de 160 ng/mL y en el dia 26
del ciclo menstrual a 245 + 39 ng/mL. El area bajo la curva de glucosa mostré un
incremento derivado del tratamiento con sulpirida, mientras que no hubo alteraciones
en el area bajo la curva de insulina. Ademas, la sulpirida no mostré alteraciones en el
peso corporal, ni en hormonas tiroideas y cortisol, asi como tampoco en triglicéridos,
colesterol total, colesterol HDL ni LDL (Baptista, T. et al. 1997).

29



.  JUSTIFICACION

La disfuncion del tejido adiposo subyace a la resistencia a la insulina y al desarrollo
de comorbilidades derivadas de la obesidad, por lo tanto, contrarrestar la
disfuncionalidad del tejido adiposo y sus efectos adversos es de relevancia
terapéutica. La PRL juega un papel importante en el mantenimiento de la homeostasis
metabdlica y en la funcionalidad del tejido adiposo, y elevar los niveles de PRL en
condiciones de obesidad mejora la funcionalidad del tejido adiposo.
Consecuentemente, el uso de farmacos que eleven los niveles de PRL sérica podria
tener una accién metabdlica benéfica. Dado su efecto incrementando los niveles de
PRL y sus propiedades como procinético, la sulpirida podria ejercer efectos

metabolicos benéficos.

Por tal motivo, en este proyecto se evaluaron los efectos de la sulpirida en el
metabolismo de la glucosa y la insulina, asi como en el tejido adiposo de ratones
macho y hembra, tanto delgados como obesos, y los mecanismos involucrados en
tales efectos.
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IV. HIPOTESIS

Hi: El incremento de los niveles circulantes de PRL, promovido por la sulpirida,
favorece la tolerancia a la glucosa y la sensibilidad a la insulina sistémicas, y
contrarresta la disfuncionalidad del tejido adiposo en ratones obesos macho y hembra.
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V. OBJETIVOS

V.1 Objetivo General

Evaluar el efecto del incremento de los niveles de PRL promovido por la sulpirida en
el metabolismo de la glucosa, la sensibilidad a la insulina y la funcionalidad del tejido
adiposo, asi como elucidar los posibles mecanismos que median estos efectos en

condiciones de obesidad.

V.2 Objetivos Especificos
1. Encontrar la dosis minima de sulpirida que incrementa los niveles de prolactina en

ratones macho.

2. Evaluar el efecto de la sulpirida en la tolerancia a la glucosa, en la sensibilidad a la
insulina y en la funcionalidad del tejido adiposo en ratones macho y hembra

alimentados con dieta alta en grasa.

3. Evaluar silos efectos de la sulpirida en la tolerancia a la glucosa y en la sensibilidad
a la insulina, asi como en la funcionalidad del tejido adiposo estan mediados por la
prolactina/receptor de prolactina utilizando ratones macho y hembra nulos para el
receptor de prolactina alimentados con dieta alta en grasa.
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VI. METODOS

VI.1 Evaluacién de los efectos del farmaco sulpirida en ratones macho y

hembra obesos

VI.1.1 Animales

Ratones macho y hembra de la cepa C57BL/6 fueron alojados a 22 °C en un ciclo de
luz/oscuridad de 12 horas/12 horas con acceso libre a comida y agua en el Laboratorio
Univeritario de Bioterio del Instituto de Neurobiologia, UNAM, Campus Juriquilla. De
igual manera se utilizaron ratones machoy hembra C57BL/6 de (8 semanas de edad),
nulos para el gen del receptor de PRL (Prir-/-). La colonia de ratones nulos para el
receptor de prolactina ha sido expandida y mantenida durante muchas generaciones
en el vivero de nuestro Instituto y se inicié originalmente a partir de ratones Prlr-/+ en
un fondo C57BL/6, obtenidos del The Jackson Laboratory. Todos los estudios fueron
aprobados por el Comité de Bioética del Instituto de Neurobiologia de la Universidad
Nacional Autonoma de México (UNAM) (Numeros de protocolo 075 y 033), que
cumple con la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio publicada por

los Institutos Nacionales de Salud de EE.UU.

VI.1.2 Curva dosis-respuesta de sulpirida

Para determinar la dosis minima de sulpirida que mejor eleva los niveles de PRL en
ratones macho C57BL/6 se realizé una curva con las siguientes dosis: 10, 20, 30, y
40 mg/kg. Se utilizaron 4 ratones macho por cada dosis, a estos se les administro
sulpirida intraperitoneal (ip) durante 4 dias. Al final se realiz6 el sacrificio 2 h después
de la ultima inyeccién de sulpirida y se obtuvo suero sanguineo para medir niveles de

PRL por un inmunoensayo.

VI.1.3 Tratamiento con sulpirida en ratones obesos

Ratones macho y hembra adultos (8 semanas), de la cepa C57BL/6 se dividieron en
dos grupos los cuales se alimentaron con dos tipos de dieta: dieta control (DC) y dieta
obesogénica (DO). A su vez, por cada dieta se formaron dos grupos, uno tratado con
sulpirida y otro con solucion vehiculo como control (solucidn salina 9%). Los animales
se mantuvieron en su respectiva dieta (DC o DO) durante 4 semanas ad libitum sin
tratamiento. A partir de la quinta semana se inicié el tratamiento con inyecciones ip

diarias de sulpirida, administrando una dosis de 30 mg/kg por un periodo de 4
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semanas, al término de las cuales los animales se sacrificaron para obtener suero

sanguineo y los 6rganos: TA visceral, TA subcutaneo, higado, pancreas y musculo.

Ratdn C57BL/6

(8semanas) Dosis de sulpirida: 30 mg/kg
~ (4
Dieta ad libitum 4 ©
Tx (inyeccion ip diaria) GTTellT
4 Sem 4 Sem

Figura 4. Disefio experimental del tratamiento con sulpirida en ratones
(C57BL/6) obesos

VI.1.4 Ensayos de tolerancia a la glucosa (ETG) y a la insulina (ETI)

El ETG se evalud en la séptima semana de dieta. Previo al ensayo se les retiro la
comida a los animales por un periodo de 4 h después de las cuales se midieron los
niveles de glucosa en sangre (mg/dL) en distintos tiempos: antes de una inyeccion de
glucosa intraperitoneal (2 mg/kg) y después de la aplicacion de esta (tiempos: O,
estimulo, 15, 30, 60, 90 y 120 min).

El ETI se realizé también en la séptima semana de dieta. Con un ayuno de 2 h después
de las cuales se midieron los niveles de glucosa en sangre (mg/dL) a distintos tiempos:
antes de una inyeccion de insulina intraperitoneal (1.5 Ui/kg) y después de la
aplicacion de esta (tiempos: 0, estimulo, 15, 30, 60, 90 y 120 min). La sangre se obtuvo

de la vena de la cola y se midi6 utilizando tiras reactivas para glucosa.

VI.1.5 Diseccién de tejidos

El sacrificio de los ratones se realizd por inhalacion de CO2 (hielo seco),
inmediatamente después se obtuvo el suero de la sangre, asi como el TAB (visceral
y subcutaneo), el pancreas, el higado y el musculo. Con estas muestras se realizaron
analisis de histologia, asi como la extraccion de ARNm para buscar genes de interés

y comparar diferencias entre dietas y tratamientos.
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VI.1.6 Niveles de glucosa, insulinay PRL circulantes

Los niveles de glucosa se midieron en condiciones de ayuno (4 h sin alimento) y
posprandial (2 h sin alimento) utilizando tiras reactivas de glucosa (Accu-Check Active,
07124112, Roche, Mannheim, Germany), los niveles de insulina circulante se
realizaron con el kit de UELISA ultrasensible para insulina de raton (Crystal Chem) y
los niveles de PRL circulante se realizaron por ensayo de UELISA especifica para PRL
de ratén (Guillou A, et al. 2015).

VI.1.7 Niveles de lipidos en suero

Los triglicéridos (TG) se midieron utilizando un kit de ensayo colorimétrico (10010303-
96, Cayman Chem, Ann Arbor, MI); los acidos grasos libres (AGL) en suero se
midieron utilizando el kit de cuantificacion de AGL (MAKO044-1KT, Sigma-Aldrich,
Burlington, MA); el glicerol en suero se midio utilizando el kit de ensayo de glicerol
(MAK117-1KT, Sigma-Aldrich), Los niveles de glucagdn se evaluaron utilizando un kit
de ELISA para Glucagén en ratones (81518, Crystal Chem, Elk Grove Village, IL).

VI.1.8 Histologia de tejidos

El TAB visceral y el subcutaneo de los ratones se fijaron en formalina al 10%, y luego
de esta fijacion, las muestras se deshidrataron con solventes organicos (etanol: a 60
% (1 h), a 70% (1h), a 80% (1 h), a 96% (1 h), absoluto (2 h), etanol 50 % + xileno
50% (1 h), xileno (2 h)) y se incluyeron en parafina (2 h). Con los tejidos incluidos en
bloques de parafina se realizaron cortes de 7 um de grosor. Por ultimo, los cortes se
tifieron con hematoxilina/eosina y se evalué el tamafio y nimero de adipocitos usando
el software ImageJ. Se analizaron 9 campos distintos por cada corte histolégico de

cada raton.

VI.1.9 Expresion génica

Se realizé la extraccion de ARNm de los tejidos y 6rganos metabdlicos obtenidos, para
cuantificar mediante gPCR la expresion de genes involucrados con la homeostasis
metabdlica de los ratones. Para evaluar la funcionalidad de los tejidos adiposos
visceral y subcutaneo se evaluaron los genes de Prlr, Glut4, InsR y Hif1a'y en higado
se evaluaron los genes G6Pasa y Pepck. Como gen de expresion constitutiva o

“casero” Thp.
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VI.1.10 Niveles de triglicéridos en higado y pancreas

Se recolectaron muestras de higado y pancreas y se almacenaron a -80 °C, luego se
homogeneizaron 150-200 mg de cada tejido y se utilizaron para la cuantificacion de
triglicéridos con un kit de ensayo colorimétrico de triglicéridos (10010303-96, Cayman
Chem).

VI.1.11 Niveles de glucogeno en higado y musculo

Se recolectaron muestras de higado y musculo esquelético (gastrocnemio) de
animales con un ayuno de 4 horas y se almacenaron a -80°C. Los tejidos
homogeneizados se utilizaron para medir el contenido de glucégeno con un kit de

ensayo colorimétrico (700480, Cayman Chem, Ann Arbor, MI).

VI.1.12 Medicion de la composiciéon corporal por resonancia magnética

La composicion corporal se midié mediante imagenes por resonancia magnética (IRM)
en ratones macho que fueron anestesiados y monitoreados. Se colocaron en una
posicion con el dorso hacia la camilla e inmovilizacion de la cabeza para obtener cortes
coronales de cuerpo completo. Se determind la composicion corporal midiendo la
grasa subcuténea y abdominal, asi como los musculos de brazos y piernas utilizando
IRM. Las imégenes se adquirieron utilizando un escaner de resonancia magnética de
7.0 T, con una secuencia de pulso de imagen eco-planar, imagenes T2 altamente
ponderadas (TR = 2 s). Se adquirieron un total de 52 cortes con un grosor de corte de
400 pm.

VI.1.13 Estadistica

El analisis estadistico de los datos se realiz6 utilizando el software GraphPad Prism
8.3 realizando andlisis de varianza (ANDEVA) corregidas por el método Bonferroni,
asi como pruebas t de Student dependiendo del andlisis que se requirié. Los niveles
de significancia son cuando el valor de p < 0.05.
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VII. RESULTADOS

VII.1 La sulpirida incrementa los niveles de PRL en ratones macho en forma
dosis-dependiente

Todas las dosis de sulpirida (10, 20, 30 y 40 mg/kg) administradas durante 4 dias
consecutivos en ratones macho incrementaron significativamente los niveles de PRL
sistémica en comparacion con el grupo control (solucion salina) (F = 3.14 e-09, p <
0.0001). Las dosis que promovieron un mayor incremento en los niveles de PRL
sistémica fueron las dosis de 30 mg/kg (media = 59.7 + 4.4 ug/L, p < 0.0001) y 40
mg/kg (media = 57 pg/L £ 3.6, p < 0.0001), y se observé que no hubo una diferencia
significativa en los niveles de PRL entre estas dosis (t=1.078, p =0.302), por lo tanto,
la dosis minima con el mayor efecto fue la de 30 mg/kg, misma que se determiné como

la 6ptima para realizar el disefio experimental con ratones macho obesos (Figura 5).
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Figura 5. Curva dosis-respuesta de sulpirida. Niveles de PRL en el suero de
ratones macho C57BL/6 tratados con distintas dosis de sulpirida. Cuantificacion
realizada mediante uELISA. Tratamiento: ip por 4 dias consecutivos. * p < 0.05, ***
p < 0.001.

37



VII.2 La administracion de una dieta obesogénica durante 4 semanas eleva el
peso corporal y la glucemia en ratones macho

Una vez determinada la dosis de sulpirida, se inicio el disefio experimental y se
encontré que la DO consumida durante 4 semanas aumento significativamente el peso
corporal de los ratones macho comparado con el peso corporal del grupo de ratones
en DC (t=10.07, p <0.0001), (Figura 6, A). De igual manera, el grupo alimentado con
DO present6 un incremento de su glucemia a las 4 semanas de consumo comparado
con el grupo en DC (t = 9.99, p < 0.0001), (Figura 6, B).
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Figura 6. La dieta alta en grasa aumenta el peso corporal y la glucemia
de ratones macho a partir de las 4 semanas. A) Peso corporal de ratones
macho. B) Niveles de glucosa sistémica. Control (dieta control), Obesidad
(dieta obesogénica). Numeros en barras (muestra). **** p < 0.0001

VII.3 El tratamiento con sulpirida durante 4 semanas incrementa los niveles
séricos de PRL sin afectar el peso corporal ni la ingesta calérica en ratones
macho tanto delgados como en los obesos.

La administracion ip de sulpirida (30 mg/kg) incrementd los niveles de PRL sistémica
en los ratones macho. En ratones delgados, el tratamiento con sulpirida incremento 6
veces los niveles de PRL circulante en comparacion con los ratones tratados con
solucién salina (Control =9.2 + 1.1 ug/L vs Control + sulpirida=69.8 + 10.1 ug/L, p

< 0.0001). De similar manera, en ratones obesos la sulpirida incremento 11 veces los

38



niveles de PRL circulante en comparacion con los ratones obesos tratados con
solucion salina (Obesidad = 5.9 + 0.8 pg/L vs Obesidad + sulpirida = 74.6 + 11.5
Hg/L, p < 0.0001). Los niveles de PRL en ratones delgados y obesos tratados con
sulpirida no fueron diferentes (Control + sulpirida =69.8 + 10.1 pg/L vs Obesidad +
sulpirida=74.6 £ 11.5 pg/L, p = 0.65), sin embargo, la mayor magnitud del efecto de
la sulpirida incrementando los niveles de PRL en los ratones obesos con respecto a
los delgados, se debe a que los ratones obesos presentaron niveles de PRL
significativamente mas bajos que los ratones en dieta control (Figura 7 A), lo que
confirma resultados publicados por nuestro grupo (Ruiz-Herrera, 2017).

Los ratones con dieta obesogénica aumentaron su masa corporal en comparacion con
los ratones control (F = 44.7, p < 0.0001), sin embargo, se pudo observar que la
administracion de sulpirida no afecto el peso corporal (Control (Vehiculo vs sulpirida):
p = 0.99; Obesidad (Vehiculo vs sulpirida): p = 0.99), en niguna de las dietas (Figura
7, B). También se observo que la ingesta de alimento no se vio afectada por el
tratamiento con sulpirida (Control (Vehiculo vs sulpirida): p = 0.54, Obesidad
(Vehiculo vs sulpirida): p =0.90) en ninguna de las dietas, aunque por otro lado, como
era de esperar, si hubo un aumento en la cantidad de calorias ingeridas por tipo de
dieta, siendo mayor el numero de calorias ingeridas por lo grupos en dieta
obesogénica, en comparacién con el grupo alimentado con una dieta control (F =
5.327, p < 0.001), (Figura 7. C).
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Figura 7. La sulpirida aumenta los niveles de PRL sin alterar el peso
corporal ni la ingesta calérica en ratones macho. A) Niveles de PRL sérica
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macho tratados con sulpirida 4 semanas. Vehiculo (circulos blancos), sulpirida
(rombos negros). * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.

VII.4 La sulpirida promueve la tolerancia a la glucosa y la sensibilidad a la
insulina en ratones macho obesos

Para evaluar el efecto de la sulpirida en el metabolismo de la glucosa, se expuso a los
ratones a un estimulo ip de glucosa (ETG) y se registraron los cambios en los niveles
de glucosa con respecto al tiempo. Se observé que la sulpirida tiene un efecto
reduciendo la glucemia tanto en condiciones de peso normal como de obesidad.
Después del estimulo glucémico en el grupo obeso se observé una disminucién
retardada de los niveles de glucosa comparada con los ratones delgados (minutos
60, 90 y 120: p < 0.01), lo que indica intolerancia a la glucosa, mientras que el grupo
obeso tratado con sulpirida present6 una disminucién mas rapida de sus niveles de
glucosa que el grupo obeso (minutos 60, 90 y 120: p < 0.01), lo que indica un aumento
de la tolerancia a la glucosa promovido por la sulpirida. EI mismo efecto se observo
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en el grupo control, donde el tratamiento con sulpirida resultd en una mayor
diminucion de los niveles de glucosa en comparacion con el grupo en control sin
tratamiento (minutos 15, 30 y 60: p < 0.01) (Figura 8, A).

De manera interesante, al analizar los niveles de glucosa basales de los animales, se
observo que la sulpirida tuvo un efecto hipoglucemiante. En ayuno (4 h) se observoé
gue los ratones en DO presentaron mayores niveles de glucosa que los ratones
delgados (Control = 117.3 £ 2.1 mg/dL vs Obesidad =162.9 + 6.0 mg/dL); y que los
animales obesos tratados con sulpirida presentaron menor glucemia que el grupo
obeso (Obesidad =162.9 + 6.0 mg/dL vs Obesidad + sulpirida=131.5+ 5.0 mg/dL),
(Figura 8, B).

Ademas, en condiciones posprandiales (2 h) la sulpirida mostré tener un efecto
hipoglucemiante tanto en los controles (Control = 138.3 + 3.2 mg/dL vs Control +
sulpirida=116.9 £ 5.0 mg/dL) como en los ratones obesos (Obesidad = 172.3+ 5.4
mg/dL vs Obesidad + sulpirida = 153.7 £ 3.7 mg/dL), lo que podria indicar que la
sulpirida promueve una mayor captacion de la glucosa cuando esta se eleva durante
el estado postprandial (Figura 8, B). Esta disminucion en la glucemia promovida por
la sulpirida pudiera estar relacionada con una mayor produccion de insulina o una
mayor sensibilidad a la insulina, por lo que estos factores fueron evaluados

posteriormente.

Para determinar si el efecto normoglucemiante de la sulpirida en los ratones macho
estaba relacionado con un mayor incremento en los niveles de insulina o0 con una
mejora en la sensibilidad a la misma, se realiz6 un ensayo de tolerancia a insulina y
se evaluaron los niveles de insulina circulante, asi como el indice de HOMA-IR

(homeostasis model assessment of insulin resistance).

En el ensayo de sensibilidad a la insulina (ETI), se expuso a los ratones a un estimulo
ip de insulina (1.5 UI/Kg) y se registraron los cambios en los niveles de glucosa con
respecto al tiempo. Se observd que la sulpirida tiene un efecto de mejora de la
sensibilidad a la insulina tanto en condiciones de peso normal como de obesidad.
Después del estimulo de insulina en el grupo obeso se observé una disminucion
retardada (minuto 15, p < 0.01), y una recuperaciéon mas rapida (minuto 120, p < 0.01)
de los niveles de glucosa comparada con los ratones delgados, lo que indica una

menor sensibilidad a la insulina o resistencia a esta, mientras que el grupo obeso
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tratado con sulpirida presentd una disminucién mas rapida (minutos 15, p <0.01) y
una recuperacion mas lenta (minuto 120, p < 0.01) de los niveles de glucosa que el
grupo obeso, lo que indica una mejora de la sensibilidad a la insulina promovido por
la sulpirida. EI mismo efecto de la sulpirida se observé en animales delgados que
fueron tratados con sulpirida donde hubo una mayor diminucién de los niveles de
glucosa que en el grupo de ratones delgados sin tratamiento (minuto 15, p < 0.01)
(Figura 8, C).

En cuanto a la posibilidad de que la sulpirida estuviera elevando los niveles de insulina,
se observé que los niveles de insulina estan incrementados en ratones obesos
comparados con ratones delgados (Control = 0.57 £ 0.06 ng/mL vs Obesidad = 1.64
+ 0.25 ng/mL), lo que coincide con la resistencia a la insulina, mientras que la sulpirida
redujo los niveles de insulina circulante en los ratones obesos sin equiparar a los
ratones control (media = 1.2 £ 0.11 ng/mL), en concordancia con la mayor sensibilidad
a la insulina observada en estos animales. Por otra parte, en los ratones delgados
tratados con sulpirida (media = 0.61 + 0.05) no hubo ningun efecto en los niveles de
insulina (Figura 8, D). Menores niveles de insulina en asociacion con niveles reducidos
de glucosa indicaron un efecto favoreciendo la sensibilidad a la insulina, lo que
confirmamos al evaluar el indice HOMA-IR que report6 un valor de resistencia a la
insulina. Este andlisis mostro valores menores en los ratones obesos tratados con
sulpirida comparado con los ratones obesos sin tratamiento (Obesidad = 16.3 £ 2.4
vs Obesidad + sulpirida = 10.6 + 1.0). Por otro lado, en los ratones delgados, la
sulpirida no generd cambios en los niveles de insulina sistémica, ni en el indice de
resistencia a insulina (HOMA-IR), (Figura 8, D). Estos datos nos indican que la
sulpirida disminuye los niveles de insulina sistémica ademas de reducir la resistencia

a la insulina en ratones obesos.
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Figura 8. La sulpirida promueve latoleranciaalaglucosay lasensibilidad ala
insulinaen ratones macho obesos. A) Ensayo de tolerancia a glucosa en ratones
macho tratados con sulpirida durante 4 semanas. B) Niveles basales de glucosa en
ayuno (4 h) y en estado posprandial (2 h). C) Ensayo de tolerancia a insulina en
ratones macho tratados con sulpirida durante 4 semanas. D) Niveles de insulina en
ayuno (4 h) e indice de resistencia a la insulina (HOMA-IR). Vehiculo (circulos
blancos), sulpirida (rombos negros). * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, **** p <
0.0001.

VII.5 La sulpirida mejora el perfil lipidico de los ratones macho al disminuir los
triglicéridos en suero y pancreas, sin embargo, no afecta los niveles de
triglicéridos hepaticos.

La dieta obesogénica promovio un aumento de los niveles séricos de triglicéridos
(Obesidad = 160.3 mg/dL vs Control = 118 mg/dL), AGL (Obesidad = 0.06 nmol/uL vs
Control = 0.04 nmol/uL), glicerol (Obesidad = 3.1 mg /dL vs Control = 1,9 mg/dL) y
colesterol total (Obesidad = 154.2 mg/dL vs Control = 57.1 m/dL) en comparacion con
la dieta control. Ademas, la dieta obesogénica produjo una acumulacién de
triglicéridos tanto en el higado (Obesidad = 162.5 mg/dL vs Control = 109.5 mg/dL)
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como en el pancreas (Obesidad = 66.8 mg/dL vs Control = 17.23 mg/dL) en
comparacion con la dieta control. La sulpirida disminuyd los niveles de triglicéridos en
suero (117.5 mg/dl) y en el pancreas (37.6 mg/dl) en ratones obesos, y no tuvo efecto
sobre los niveles séricos de AGL, glicerol o colesterol total, asi como en los triglicéridos
en el higado (Figura 9, A, By C).
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Figure 9. La sulpirida disminuye los triglicéridos séricos y en pancreas en
ratones macho obesos. A) Triglicéridos, AGL, glicerol y colesterol total en suero
medidos en ratones macho obesos tratados con sulpirida durante 4 semanas. B)
Triglicéridos en higado y C) pancreas medidos por ensayos colorimétricos despues
de 4 semanas de tratamiento con sulpirida. Vehiculo (circulos blancos), sulpirida
(rombos negros). * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0001.

VII.6 La sulpirida no afecta el peso del tejido ni el nUmero de adipocitos del
TAB visceral de ratones macho

Los efectos de la sulpirida disminuyendo los niveles de glucosa y de insulina podrian
deberse entre otros factores a una mejor funcion metabdlica del TAB, ya que como se
menciond anteriormente esté tejido es central en el metabolismo de la glucosa y los

lipidos. Al evaluar el TAB visceral (TAV), encontramos que la dieta obesogénica
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incrementod la masa adiposa comparado con la dieta control (Control =9.21 +0.74 vs
Obesidad = 33.24 + 2.64), sin embargo, la sulpirida no afecto el peso del TAV ni en
la dieta control (Vehiculo =9.21 + 0.74 vs sulpirida=9.64 + 0.43 ) asi como tampoco
en la obesidad (Vehiculo = 33.24 + 2.64 vs sulpirida = 32.77 + 2.95), (Figura 10, A),
lo que era de esperarse ya que tampoco se encontraron efectos de la sulpirida en el
peso corporal (Figura 7, B). Aunque no se encontraron diferencias en el peso del TAV,
evaluamos si la expansion de este habia sido por hipertrofia (expansion no saludable)
o por hiperplasia (expansion saludable) y si estos procesos de expansion pudieran
verse afectados por la sulpirida. Al evaluar el nimero de adipocitos (crecimiento por
hiperplasia) encontramos que la sulpirida no afecta el nUmero de adipocitos en
ninguna de las dietas (Control = 0.26 £ 0.02 vs Control + sulpirida= 0.29 £ 0.03, p
> 0.99, Obesidad = 0.39 + 0.05 vs Obesidad + sulpirida = 0.56 £ 0.08, p = 0.1364).
Sin embargo, se encontré una diferencia significativa entre los ratones delgados sin
tratamiento y los ratones obesos tratados con sulpirida (t = 0.1314, p < 0.001)
sefialando posiblemente un menor tamafio de los adipocitos en el grupo obeso tratado

con sulpirida (Figura 10, C).

Al medir el &rea de los adipocitos se encontr6 que los ratones obesos presentan mayor
hipertrofia que los ratones delgados (Control = 929.43 + 36.23 um? vs Obesidad =
4288.05 + 409 um?, p < 0.001), mientras que la administraciéon de sulpirida disminuye
significativamente el area de los adipocitos de ratones obesos comparados con su
control (Vehiculo = 4288 + 409 um? vs sulpirida = 2591.03 + 120.6 pm?, p < 0.001),
(Figura 10, C), es decir, hay una disminucién de la hipertrofia causada por la obesidad.
Esta disminucion se puede observar en los cortes histoldgicos donde los ratones
obesos tratados con sulpirida presentaron adipocitos de menor tamafio que los
ratones obesos sin tratamiento; mientras que en los ratones control no hay diferencia

en el tamafo de los adipocitos (Figura 10, C).

Dada la disminucion en el area de los adipocitos del TAV derivada del tratamiento con
sulpirida, se evalud la expresion de genes relacionados con la funcionalidad de este
tejido. Observamos que, de acuerdo con lo esperado, en el tejido adiposo de los
ratones obesos, el receptor de PRL (Prlr), el transportador de glucosa 4 (Glut4) y el
receptor de insulina (Insr) presentaron una expresion menor que en el tejido adiposo
de ratones delgados, lo que se asocia con la disfuncionalidad de este tejido.
Mientras que, en los ratones obesos, la sulpirida normalizé la expresién de estos
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genes, mostrando niveles similares a los de ratones delgados. Ademas, de manera
interesante, la sulpirida increment6 la expresién de Glut4 en el TAV de ratones
delgados. Por otra parte, se observé un aumento en la expresion del factor inducible
por hipoxia 1 alfa (Hif1a) en los ratones obesos en comparacion con los ratones
delgados, mientras que, de manera interesante el tratamiento con sulpirida previno
este incremento. Dado que la disminucion de la sensibilidad a la insulina, asi como la
generacion de hipoxia estan asociados con la disfuncionalidad del tejido adiposo,
estos resultados nos muestran que la administracion de sulpirida tiene un efecto
disminuyendo las alteraciones del tejido adiposo en condiciones de obesidad (Figura
10, E).

En cuanto al tejido adiposo subcutaneo se mostré que la dieta obesogénica genera
un incremento en el peso del tejido y que la sulpirida no altera el peso del mismo
(Figura 10, A). En cuanto al tamafio de los adipocitos se observé que los ratones
obesos presentaron una mayor hipertrofia adiposa que los ratones control y que el
tratamiento con sulpirida dismuye el tamafio de los adipocitos indicando una
disminucion de la hipertrofia en condiciones de obesidad. En cuanto al numero de
adipocitos se observo que en los ratones control la sulpirida incrementa el numero de
adipocitos, pero en los ratones obesos no tiene dicho efecto aunque se pueda
observar una tendecia (Figura 10, D). Al evaluar los genes relacionados con la
funcionalidad del tejido adiposo subcutaneo encontramos que en los ratones obesos
hay una disminucién en de los genes del Prir y de Glut4, pero el tratamiento con
sulpirida no tuvo efecto en su expresion, asi como tampoco en el Insr, y Hifla donde
tampoco se produjeron alteraciones derivadas de la obesidad (Figura 10, E). Con base
a esto, los efectos en el tejido subcutaneo podrian estar regulados por un mecanismo
distinto al del tejido adiposo visceral; sin embargo en ambos tejidos, la sulpirida tiene
un efecto benéfico en la funcionalidad de los tejidos al promover la disminucion de la

hipertrofia de los adipositos causada por la obesidad.
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VII.7 La sulpirida incrementa el glucogeno en el musculo esquelético.

Para explorar méas a fondo los posibles mecanismos por los cuales la sulpirida reduce
los niveles de glucosa en ratones obesos, evaluamos los niveles de glucosa
almacenada como glucégeno en ratones con 4 horas de ayuno en sus principales
organos de almacenamiento, el higado y el masculo, de ratones delgados y obesos
tratados con y sin sulpirida. Ademas, se evalud la expresion génica de factores
involucrados en la gluconeogénesis hepatica. En el higado, los niveles de glucégeno
disminuyeron debido a la dieta obesogénica y no se alteraron por el tratamiento con
sulpirida en ninguna de las condiciones dietéticas (Figura 11 A). Por otro lado, el
glucégeno muscular no se alter6 por la dieta obesogénica, pero aumentd con el
tratamiento con sulpirida en ratones obesos (Figura 11 B), lo que indica que la sulpirida
promueve el almacenamiento de glucosa en el musculo esquelético, lo que apunta a
este mecanismo como uno de los mediadores del efecto de la sulpirida disminuyendo
los niveles circulantes de glucosa. En cuanto a la gluconeogénesis hepatica, la
sulpirida no tuvo efecto en la expresion génica de las principales enzimas involucradas
en este proceso: glucosa-6-fosfatasa y fosfoenolpiruvato carboxiquinasa 1 (Figura 11
C).
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Figura 11. La sulpirida incrementa el nivel de glucégeno en el masculo
esqguelético de ratones macho obesos. A) Niveles de glucégeno en higado
y B) musculo esquelético de ratones macho tratados con sulpirida durante 4
semanas. C) Expresion relativa de genes involucrados con gluconeogénesis
en ratones macho tratados con sulpirida durante 4 semanas. Vehiculo
(circulos blancos), sulpirida (rombos negros). * p < 0.05, ** p < 0.01.

VII.8 La sulpirida incrementa los niveles de PRL sin afectar el peso corporal ni
la ingesta calorica en ratones hembra.

Otro de los objetivos de este trabajo, fue comparar los efectos de la sulpirida entre
ratones macho y hembras. La administracion ip de sulpirida (30 mg/kg) incremento los
niveles de PRL sistémica en los ratones hembra. En ratonas delgadas, el tratamiento
con sulpirida incremento 22 veces los niveles de PRL circulante en comparacion con
las ratonas tratadas con solucion salina. De manera similar, en ratonas obesas la
sulpirida incremento 39.7 veces los niveles de PRL circulante en comparacion con las
ratonas obesas tratadas con solucion salina, los niveles de PRL en ratonas
delgadas y obesas tratadas obesos tratados con sulpirida no fueron diferentes
(Figura 12, A).

Las ratonas con DO aumentaron su masa corporal en comparacion con las ratonas

en dieta control, sin embargo, se pudo observar que la administracion de sulpirida no
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afecto el peso corporal, en niguna de las dietas (Figura 12, B). También se observo
gue la ingesta de alimento no se vio afectada por el tratamiento con sulpirida en
ninguna de las dietas, aunque si hubo un aumento en la cantidad de calorias ingeridas
por tipo de dieta, siendo mayor el numero de calorias ingeridas por lo grupos en dieta

obesogenica, en comparacion con el grupo alimentado con una DC, (Figura 12, C).
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Figura 12. La sulpiridaincrementa los niveles de PRL séricos sin alterar
el peso corporal ni la ingesta caldrica en ratonas obesas. A) Niveles de
PRL sérica evaluados por UELISA. B) Ganancia de peso corporal durante 8
semanas en ratones hembra tratados con sulpirida 4 semanas C) Ingesta
calérica de ratones hembra tratados con sulpirida 4 semanas. Vehiculo
(circulos blancos), sulpirida (rombos negros). * p < 0.05, * p < 0.01, ** p <
0.001.

VII.9 La sulpirida promueve la tolerancia a la glucosa sin alterar la sensibilidad
alainsulina en ratones hembra obesas.

De igual manera a lo que ocurrio en los ratones macho, la sulpirida mejoré la tolerancia
a la glucosa en HO tratadas con sulpirida sin presentar efectos en las ratonas control

(Figura 13, A). En las HO la disminucién de los niveles de glucosa basales solo ocurrio
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en el estado posprandial sin alteraciones en los niveles de glucosa en condiciones de
ayuno (ayuno de 4 h) (Figura 13, B). La disminucion observada durante el ensayo de
tolerancia a glucosa en estas ratonas no esta relacionada con una mejora en la
sensibilidad a la insulina, ya que la dieta alta en grasas no generé intolerancia a la
insulina en las hembras. El tratamiento con sulpirida tampoco tuvo efecto en ninguno
de los grupos de dietas (Figura 13, C). De igual manera la DO no desarrollé en las
hembras obesas una resistencia a la insulina, de tal manera que ni la dieta ni el
tratamiento con sulpirida afectaron la sensibilidad a la insulina, los niveles séricos de

insulina, ni el indice de resistencia a la insulina (Figura 13, C, D).
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Figura 13. La sulpirida mejora latolerancia ala glucosa en ratonas obesas
sensibles a insulina. A) Ensayo de tolerancia a glucosa en ratones hembra
tratados con sulpirida durante 4 semanas. B) Niveles basales de glucosa en
ayuno (4 h) y en estado posprandial (2 h). C) Ensayo de tolerancia a insulina en
ratones macho tratados con sulpirida durante 4 semanas. D) Niveles de insulina
en ayuno (4 h) e indice de resistencia a la insulina (HOMA-IR). Vehiculo (circulos
blancos), sulpirida (rombos negros). * p < 0.05, ** p < 0.01, ** p <0.001, **** p
< 0.0001.
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VII.10 La sulpirida incrementa el peso del Tejido Adiposo Subcutaneo

promoviendo la expansion por hiperplasia en ratones hembra obesas.

Cuando se evaluo el peso de los tejidos adiposos en las hembras se encontré que
tanto en el TAV como en el TAS hubo un incremento de peso derivado del consumo
de la DO en comparacion con la DC. Sin embargo, la sulpirida no tuvo un efecto en el
peso del TAV (Figura 14, A), pero si incremento el peso del TAS en HO (Figura 14,
B). En condiciones de obesidad, el TAS tiene una mayor capacidad de expansion que
el TAV sin perder su funcionalidad; por lo tanto, evaluamos marcadores de su funcién,
como su expansion y su expresion génica. Las HO mostraron una mayor hipertrofia
de los adipocitos que el grupo control, sin embargo, la sulpirida no tuvo ningun efecto
en el tamafo de los adipocitos del TAS (Figura 14, C). Mientras que, cuando se evaluo
el nimero de adipocitos se encontré6 que la sulpirida incrementa el nimero de
adipocitos en HO indicando una expansion por hiperplasia, o que significa que el
incremento de peso del TAS derivado del tratamiento con sulpirida se debe a que
promueve una mayor adipogénesis, lo que se considera un tipo de expansion
saludable (Figura 14,D. En cuanto a la expresion génica, encontramos que la sulpirida
disminuyd la expresion del Prir solo en el grupo control, pero no en las ratonas obesas,
mientras que en los genes del Insr, Glut4 (marcadores de sensibilidad a la insulina) y
Hifla (marcador de hipoxia) no hubo alteraciones en la expresion derivadas ni de la

dieta obesogénica ni por el tratamiento con sulpirida (Figura 14, E).
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Figura 14. La sulpirida incrementa el peso del TAS promoviendo la
expansion por hiperplasia. A) Peso de los tejidos adiposos visceral y B)
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blancos), sulpirida (rombos negros). * p < 0.05, ** p < 0.01, ** p < 0.001.



VII.11 Los efectos de la sulpirida en la reduccién de los niveles de glucosa son
independientes de las acciones del receptor de prolactina.

Finalmente, para dilucidar si los efectos de la sulpirida en la reduccion de los niveles
de glucosa enratones MO estaban mediados por las acciones exacerbadas de la PRL
derivadas de los niveles elevados de la hormona inducidos por la sulpirida,
alimentamos a ratones nulos para el receptor de PRL (Prlr-/) y a sus contrapartes
silvestres (Prlr+/+) con una dieta obesogénica durante 8 semanas y los tratamos con
sulpirida o vehiculo durante los ultimos 30 dias del periodo de 8 semanas. De manera
interesante y en contra de nuestra hipétesis, encontramos que la sulpirida ejercié su
accion reduciendo los niveles de glucosa tanto en los ratones Prlr+/+ como en los Prlr-
/- (Figura 15, A). La sulpirida mejor¢ la tolerancia a la glucosa (Figura 15, A), redujo
los niveles de glucosa en ayuno y posprandiales (Figura 15, B) y aumento la tolerancia
a la insulina en ratones obesos tanto Prlr+/+ como Prir-/- (Figura 15, C). Estos
resultados indican que las acciones de la PRL en sus receptores candnicos no son
necesarias para que la sulpirida reduzca los niveles de glucosa en condiciones de

obesidad.
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Figura 15. El efecto hipoglucemiante de la sulpirida es independiente de
las acciones del receptor de PRL. A) Ensayo de tolerancia a glucosa en
ratones macho tratados con sulpirida durante 4 semanas. B) Niveles basales
de glucosa en ayuno (4 h) y en estado posprandial (2 h). C) Ensayo de
tolerancia a insulina en ratones macho tratados con sulpirida durante 4
semanas. Vehiculo (circulos blancos), sulpirida (rombos negros). * p < 0.05,
**p < 0.01, *** p <0.001, **** p <0.0001.
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VII.12 El efecto de la sulpirida en la reduccion de los niveles de glucosa es

independiente de las acciones del receptor de prolactina en ratones hembras
obesas.

En el ensayo de tolerancia a glucosa realizado en ratonas obesas nulas para el
receptor de PRL se pudo observar que la sulpirida promovio una disminucion de los
niveles de glucosa demostrando que, al igual que en los ratones macho, su efecto
hiperglucemiante es independiente de las acciones del receptor de PRL (Figura 16,
A). En las ratonas nulas para el receptor de PRL tambien hubo una disminucion de los
niveles de glucosa basales en ayuno pero no en estado postprandial (Figura 16, B, D)
derivada del tretamiento con la sulpirida. Sin embargo, de igual manera que en las
ratonas con el receptor de PRL, las ratonas nulas para el receptor no mostraron
mejoria en su sensibilidad a la insulina (Figure 16, C).
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Figura 16. La sulpirida mejora la tolerancia a la glucosa en ratonas
obesas nulas para el receptor de PRL. A) Ensayo de tolerancia a glucosa
en ratones macho tratados con sulpirida durante 4 semanas. B) Niveles
basales de glucosa en ayuno (4 h) C) Ensayo de tolerancia a insulina en
ratones macho tratados con sulpirida durante 4 semanas. Vehiculo (circulos
blancos), sulpirida (rombos negros). * p < 0.05, ** p < 0.01.
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VIII. DISCUSION

Estos datos nos muestran que el tratamiento crénico con sulpirida (30 dias),
incrementa los niveles circulantes de PRL, mejora la tolerancia a la glucosa, la
sensibilidad a la insulina y disminuye los niveles de glucosa e insulina en condiciones
de obesidad. Estos efectos son independientes de cambios en el peso corporal.
Ademaés, en el tejido adiposo visceral, la sulpirida disminuye su expansion por
hipertrofia, previene la disminucion de la expresion de Prlr, Glut4 e InsR y disminuye
la expresion de Hif1a en condiciones de obesidad. Por lo tanto, la sulpirida tiene un
efecto de mejora metabdlica en ratones obesos. De manera interesante, los efectos
de la sulpirida reduciendo los niveles de glucosa son independientes de la presencia

del receptor de PRL.

En un modelo de obesidad en ratones C57BL/6 inducido por una dieta alta en grasas,
se encontr6 que a las ocho semanas de consumo de la dieta hay un incremento en el
peso corporal y una pronunciada hiperglucemia, en comparacién con los ratones en
una dieta control. Una vez establecidas las caracteristicas patogénicas de la obesidad,
el tratamiento con sulpirida nos permitié evaluar los efectos que tiene este farmaco en
el metabolismo. La sulpirida incrementd los niveles de PRL tanto en los ratones
delgados como obesos, también se observé que los ratones obesos presentaron
niveles mas bajos de PRL que los ratones delgados, en concordancia con lo
previamente reportado por Lemini y Ruiz Herrera en ratas Wistar macho (Lemini, et
al. 2015; Ruiz-Herrera, et al. 2017), lo que apoya lo propuesto por Macotela y cols.
mostrando que los desequilibrios en los niveles de PRL puede ser causa de
alteraciones metabdlicas que irrumpen la homeostasis del metabolismo en
condiciones de obesidad (Macotela, et. al. 2020). En cuanto al peso corporal, la
administracion de sulpirida no generd alteraciones ni en ratones delgados ni obesos.
Cabe resaltar que este es el primer trabajo donde se evaluaron los efectos de la
sulpirida como agente terapéutico en contra de la disfuncion metabdlica derivada de
la obesidad, pues existen otros trabajos donde se ha evaluado la administracion de
sulpirida como agente antipsicético y en aras de describir sus efectos secundarios
adversos. Sin embargo, el uso de la sulpirida como antipsicético debe ser mayor a
1200 mg/dia en humanos (Zhou, et al. 2018), mientras que su uso como coadyuvante
digestivo es en dosis bajas (75 mg/dia) que no presentan efectos adversos (Kim, et

al. 2019). Por otra parte, Baptista quien reporté un incremento de peso corporal en

57



ratas Wistar hembras, asi como alteraciones metabdlicas en ratas Wistar macho en
respuesta a sulpirida, utilizo la sulpirida junto con una dieta obesogénica como modelo
de obesidad inducido por farmaco por lo que sus hallazgos, buscando exacerbar las
comorbilidades de la obesidad. Estas condiciones no son equiparables con las
evaluadas en este modelo donde se aborda a la sulpirida como un posible agente
terapéutico una vez ya desarrollada la obesidad. Dado que durante el tiempo de
administracion de la sulpirida en el presente proyecto no se generan cambios en el
peso corporal, seriainteresante evaluar si un periodo de tratamiento mas largo pudiera
inducir una disminucion del peso corporal o por el contrario que una administracién

mas prolongada pudiese ser perjudicial y favorecer la ganancia de peso.

Aunque no se encontré una mejora en el peso corporal ni la ingesta caldrica, se
observo que la sulpirida aumenta la tolerancia a la glucosa tanto en ratones delgados
como obesos, este dato concuerda con lo reportado por Ruiz-Herrera en ratas
tratadas con PRL, donde se observé una mayor tolerancia a la glucosa en ratas
obesas tratadas con la hormona mientras que en el mismo trabajo, ratones nulos para
el receptor de PRL probaron ser mas intolerantes a la glucosa que los ratones
silvestres, remarcando que la PRL desempefia un papel fundamental en el
metabolismo de la glucosa. Por lo anterior, en un principio se pens6 que el aumento
de la tolerancia a la glucosa en ratones obesos fue debido al incremento de PRL
circulante generado por la sulpirida, sin embargo, se descart6 esta hipétesis con los
resultados del tratamiento con sulpirida en los ratones nulos para el receptor de PRL.
Aqui, la sulpirida ejercio un efecto hipoglucemiante demostrando que sus efectos son
independientes de la PRL y su receptor, estando posiblemente ligados a los efectos
directos de antagonizar el receptor D2 de dopamina. Interesantemente, la sulpirida
disminuye los niveles de glucosa basales en condiciones posprandiales tanto en
ratones delgados como obesos, lo que sugiere que la sulpirida mejora la captacion
de la glucosa en condiciones posprandiales y que esta captacion pudiera estar ligada
con su efecto como coadyuvante digestivo. De igual manera, en condiciones de
ayuno, la sulpirida disminuy6 los niveles de glucosa en el grupo obeso comparado
con los niveles de ratones obesos control y que presentan hiperglucemia, sin
embargo, en los ratones delgados, la sulpirida no disminuye los niveles de glucosa,
evitando un efecto hipoglucemiante en condiciones fisiol6gicas optimas al mantener

los niveles de glucosa similares alos ratones delgados sin sulpirida, siendo el efecto

58



de disminucion de la glucemia Unicamente en los ratones obesos. Estos datos en su
conjunto sefialan a la sulpirida como un farmaco que favorece la normoglucemia en

condiciones de obesidad.

Para buscar la causa de los efectos de la sulpirida reduciendo la hiperglucemia, se
evaluo la sensibilidad a la insulina y los niveles circulantes de insulina. Ya que estos
efectos pudieran deberse a una mayor sensibilidad de la insulina o un incremento en
la secrecion de esta. En el ensayo de tolerancia a insulina se observo que el grupo
obeso presenta una menor sensibilidad a la insulina, al igual que hiperinsulinemia y
un indice mayor de HOMA-IR que el grupo de ratones delgados. La administracion
de sulpirida incrementé la sensibilidad a la insulina en ratones delgados y obesos;
y disminuy0 los niveles de insulina circulante y la resistencia a la insulina en los
ratones obesos. Contrariamente, en los ratones delgados la sulpirida no produjo
ningun efecto adverso, lo que indica su efecto de mejora en condiciones de obesidad
al mismo tiempo que no desencadena efectos adversos en condiciones de salud. De
estos resultados se puede decir que el efecto de la sulpirida como agente
normoglucemiante se debe a que de manera sistémica hay una mayor sensibilidad a
la insulina, se previene la hiperinsulinemia y se reduce la resistencia a la insulina
generadas por la obesidad. Ahora las siguientes preguntas son en que 6rganos se
estan promoviendo estos efectos y mediante qué mecanismos moleculares se estan

dando.

La hiperprolactinemia se asocia con un perfil lipidico adverso (Ciresi, et al. 2013; Dos
Santos Silva, et al. 2011). Sin embargo, en nuestro modelo experimental, aunque la
sulpirida incremento los niveles de PRL a niveles mayores que 25 ng/mL, no hubo
alteraciones en los niveles de colesterol, acidos grasos libres, ni glicerol en los ratones
delgados ni tampoco en los obesos. Sin embargo, la sulpirida redujo los niveles de
triglicéridos en los ratones obesos que presentaron un incremento de triglicéridos
comparados con los ratones delgados, efecto esperado derivado de la dieta
obesogénica (Hoffler, et al. 2009). La acumulacion ectépica de triglicéridos derivados
de una dieta alta en grasa en ratones ha sido reportada tanto en higado (Jiang, et al.
2005) y pancreas (Pinnick, et al. 2008; Quiclet, et al. 2019), alteraciones conocidas
como higado y pancreas grasos, de igual manera se encontré6 mayor acumulacion de
triglicéridos en el higado y pancreas de nuestros ratones obesos. La sulpirida no indujo

ningun cambio en los niveles de triglicéridos acumulados en el higado, lo que indica
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gue su efecto metabdlico benéfico no deriva de una disminucion del higado graso. Sin
embargo, la sulpirida redujo los niveles de triglicéridos en el pancreas, efecto que
pudiera estar dado por una interaccion directa con el receptor D2 de dopamina o por
la accién de la prolactina con su receptor. De hecho, en un modelo de diabetes
inducida por STZ (farmaco con accion citotoxica en células beta pancreaticas) con
ratones nulos para el receptor de PRL se mostré6 que la ausencia del receptor
incrementa los niveles de glucosa, y en pancreas hay una disminucién de la densidad
de islotes pancreaticos, numero de células 3, mientras que hubo un incremento de
células a e inflamacién pancreatica (Ramirez-Hernandez, et al. 2021); sin embargo,

mMas experimentacion es necesaria para esclarecer el mecanismo.

El tejido adiposo, principal 6rgano relacionado con la obesidad, es de vital importancia
en el mantenimiento de la homeostasis metabodlica y su disfuncion es el principal
desencadenante de los efectos adversos de la obesidad. En el TAV, el tratamiento
con sulpirida no alter6 el peso del tejido ni en los ratones delgados ni obesos. Ya
gue en la obesidad el TAV disfuncional se expande mayormente por hipertrofia, se
evaluo la hiperplasia y la hipertrofia del TAV en respuesta a la sulpirida. Se encontrd
gue los ratones obesos presentaron una mayor hipertrofia que los ratones
delgados, y que el tratamiento con sulpirida promueve una disminucion en la
hipertrofia del TAV de los ratones obesos. Este efecto podria ser resultado de una
expansion por hiperplasia, sin embargo, nuestros resultados no mostraron que la
sulpirida afectara el niumero de adipocitos. En su trabajo, Ruiz-Herrera reportd que en
ratas obesas tratadas con PRL se incrementa el peso del TAV, disminuye la hipertrofia
y aumenta el numero de adipocitos. Dado que la hipertrofia es uno de los marcadores
de disfuncionalidad del TA en la obesidad, esta disminucion de la hipertrofia derivada
del tratamiento con sulpirida indica una mejora en la funcionalidad del TAV, cambio
gue a su vez podria contribuir a la mejora sistémica del metabolismo. Sin embargo,
para determinar si esta disminucion en el tamafio de los adipocitos estd acompafnada
de una mejora en la funcionalidad del tejido adiposo, es necesario evaluar también

procesos de captacion de glucosa, lipogénesis, lipolisis, vascularizacion e inflamacion.

Para seguir evaluando marcadores de funcionalidad del TAV, se evaluo la expresion
génica en el TAV en busca de cambios en genes involucrados con la homeostasis
metabdlica del mismo. Se encontré que en el grupo obeso hubo una disminucién de

la expresion de los genes del Prir, Glut4 e InsR (estos dos ultimos marcadores de
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sensibilidad a la insulina), y un incremento de Hifla, marcador de hipoxia, que, a su
vez, es uno de los marcadores de disfuncionalidad del TA. Por su parte, el tratamiento
con sulpirida mostro prevenir la pérdida de expresion o incrementarla en los genes
Prlr, Glut4 e InsR de manera similar a los ratones delgados, favoreciendo una
adecuada expresion de los genes encargados de la sensibilidad a la insulina en el
TAV. La sulpirida también mostré tener un efecto de disminucion de la expresion de
Hif1a o una prevencion de la sobreexpresion en condiciones de obesidad, por lo que
se podria considerar a la sulpirida como un agente protector contra hipoxia en el TAV.
Sin embargo, se requieren mas experimentos para evaluar los niveles de las proteinas
y vias de sefializacion implicadas por las cuales la sulpirida pudiese estar mejorando
la funcionalidad del TAV.

Asi como ocurrid en los machos, la sulpirida ejercid efectos benéficos en la
homeostasis de la glucosa en las hembras. En particular, la sulpirida redujo la
hiperglucemia derivada de la dieta obesogénica. Sin embargo, una gran diferencia es
gue en las hembras la dieta obesogénica no induce resistencia a la insulina como
ocurre con los machos, por ello no es posible evaluar si la sulpirida disminuye la

resistencia a la insulina.

En este estudio se replica que la sulpirida no afecta el peso corporal en condiciones
de dieta estandar como se observO en ratas lactantes y nuliparas, asi como en
mujeres, y por primera vez se reporta que en condiciones de obesidad la sulpirida
tampoco altera el peso corporal de los ratones C57BL/6. Debido a que en las hembras
los efectos de mejora de tolerancia a la glucosa y disminucién de los niveles de
glucosa basales en estado posprandial derivados de la sulpirida son independientes
de la insulina; esto sugiere que el mecanismo de accién de la sulpirida podria diferir
entre machos y hembras. Al respecto, la sulpirida incrementa la adipogénesis en el
TAS de las HO pero no en los machos. Dados los distintos efectos de la sulpirida en
los tejidos adiposos subcutaneos de machos y hembra se muestra que los efectos de
la sulpirida son mediados por distintos mecanismos sexo dependientes y se requieren
mas experimentos para elucidar dichos mecanismos. Otra posibilidad es que el
mecanismo de disminucion de la hiperglucemia por sulpirida sea el mismo en machos
y en hembras, pero que los cambios en el tejido adiposo se deban a efectos de la
prolactina. Para dilucidar esto, se requiere hacer los andlisis correspondientes en el
tejido adiposo de los animales nulos para el receptor de prolactina.
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El conjunto de los datos aqui presentados, nos indican que el tratamiento cronico (30
dias) con sulpirida mejora la homeostasis metabdlica en condiciones de obesidad,
Ademas, la sulpirida no produce efectos adversos en el metabolismo de la glucosa y
la insulina en condiciones control tanto en ratones macho como hembras. En machos,
la sulpirida tiene efectos benéficos en el metabolismo del TAV y TAS, disminuye la
concentracion de TG en pancreas e incrementa la acumulacion de glucégeno en el
musculo esquelético en condiciones de obesidad. Mientras que en las hembras mejora
la expansion del TAS sugiriendo un efecto de promocién de la adipogénesis en
condiciones de obesidad. El efecto de la sulpirida disminuyendo la hiperglucemia es
independiente de la accién del receptor de PRL, ya que como se mostré en los
experimentos hechos tanto en hembras como en machos, el efecto de mejora de la
tolerancia a la glucosa y la disminucion de glucosa se mantuvo en los ratones nulos
para el Prlr. Sin embargo, no sabemos si los otros efectos metabdlicos benéficos de
la sulpirida dependen de la accion de la prolactina. Experimentos futuros nos
permitirdn conocer mas acerca de los mecanismos de accion de la sulpirida en
condiciones de obesidad y las diferencias entre machos y hembras para poder
continuar una investigacion sobre los efectos sobre otras especies y en medicina

traslacional.
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Dopamine D2 receptor antagonist
counteracts hyperglycemia and insulin
resistance in diet-induced obese male mice

Dina l. Vdzquez-Carrillo, Ana Luisa Ocampo-Ruiz, Areli Bdez-Meza, Gabriela Ram irez-
Herndndez, Elva Addn-Castro, José Fernando Garcia-Rodrigo, José Luis Dena-Beltrin,
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Cerétaro, Médoo
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Abstract

Obesity leads to insulin resistance ([R) and type 2 diabetes. Inbumans, low levels of the hor-
mane prolactin (PAL) comrelate with [R, adipose tissue (AT) dysfunction, and increased
prevalence of T2D. In obese rats, PAL treatment promotes insulin sensitivity and reduces
visceral AT adipocyte hwypertrophy. Here, we tested whether elevating PRL levels with the
prokinetic and antipsychotic drug sulpiride, an antagonist of dopamine 02 receptors,
improves metabolism in high fat diet (HFD)-induced cbese male mice. Sulpiride treatment
(30 days) reduced hyperglycemia, IR, and the serum and pancreatic levels of tighycerdes in
obese mice, reduced visceral and subcutanecus AT adipocyte hypertrophy, nomalized
markers of visceral AT function (P AL receptor, Glutd, insulin receptor and Hif-1a), and
increased ghycogen stores in skeletal muscle. However, the effects of sulpiride reducing
hyperglycemia were also observed in obese prolactin receptor null mice. We conclude that
sulpiride reduces obesity-induced hyperghycemia by mechanisms that are independent of
prolactin/prolactin receptor activity. These findings suppor the therapeutic potential of sul-
pinde against metabolic dysfunction in obesity.

Introduction

Obesity, the most prevalent non-communicable disease of our time, triggers metabolic alter-
ations leading to type 2 diabetes (T2D) and cardiomyopathy—chronic disorders that diminish
the quality of life [1]. Obesity is defined as the excessive accumulati on of adipose tissue that is
deleterious to health [2], although it is recognized that some people with obesity remain meta-
bolically healthy [3]. Metabobcally unhealthy obesity is mainly derived from white adipose tis-
sue (WAT) dysiunction, involving adipocyte hypertrophy, inflammation, macrophage
infiltration, hypooda, fibrosis, and atrophied angiogenesis and adipogenesis [4]. In obesity con-
ditions, visceral adipose tissue (VAT]) is more likely to become dysfunctional than
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