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RESUMEN

El sı́ndrome metabólico (SM) es el conjunto de factores de riesgo para la salud, entre los

que se encuentran las dislipidemias, la obesidad, la hipertrigliceridemia, la resistencia a la

insulina (RI), la diabetes tipo II, la presión arterial alta y la arterioesclerosis.

El constante aumento del sı́ndrome metabólico se ha vuelto un importante problema de

salud a nivel mundial y en nuestro paı́s, aunado al aumento de obesidad y más alarmante

aún, a la obesidad infantil, de ahı́ la importancia de su estudio e investigación.

El SM desencadena en diversas enfermedades como la diabetes tipo II e importantes riesgos

cardiovasculares que cobran actualmente la vida de miles de personas.

El SM es el resultado de una serie de interacciones complejas y es multifactorial dentro de

los cuales se encuentran:

• Factores ambientales

• Factores genéticos

• Factores metabólicos

• Ası́ como el sedentarismo y la alimentación alta en calorı́as, hábitos propios de cada

persona.

Dentro de las complicaciones del sı́ndrome metabólico se encuentran las afectaciones irre-

versibles en los diferentes tejidos periféricos: hı́gado, riñón y corazón y las consecuentes

alteraciones metabólicas.

Dentro de las principales consecuencias se encuentra la resistencia a la insulina (RI), la cual

se produce cuando las células receptoras de insulina pierden sensibilidad ante la presencia

de la misma. En cada tejido afecta diferentes niveles, por ejemplo: en músculo altera la

10
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captación de glucosa estimulada por insulina, en hı́gado disminuye la capacidad para cap-

turar, almacenar y liberar glucosa, ası́ como lipoproteı́nas de baja densidad, lo que lleva a

un desbalance energético; en tejido adiposo aumenta la liberación de ácidos grasos libres y

altera la captación y utilización de glucosa.

Está comprobado que la RI altera varias cascadas de señalización, una de ellas es la vı́a de

la proteı́na cinasa dependiente de AMP (AMPK) la cual funciona como sensor de la célula

en su estado metabólico, nutricional y energético. Uno de los agentes hipoglucemiantes que

puede mejorar el balance energético de la célula a través de la activación de esta cinasa es

la metformina.

En este trabajo se investigó cómo se ve afectada la vı́a de señalización de la insulina y la

activación de la AMPK en hepatocitos de un modelo de ratas con Sı́ndrome metabólico

inducido con una dieta alta en hidratos de carbono. En este estudio se pudo observar que

el SM afecta el metabolismo energético en ratas, evaluado por la activación de la AMPK,

ası́ también la resistencia a la insulina, la cual es un antecesor de la Diabetes Mellitus tipo

II y de importantes riesgos cardiovasculares.

En este trabajo también se observó que al ser tratado el SM con un hipoglucemiante vı́a

oral, como lo es la metformina, se revierten hasta cierto punto las alteraciones metabólicas,

pero sin llegar hasta sus niveles normales.

Se puede concluir que en hepatocitos del modelo de SM tienen disminuida la fosforilación

de la proteı́na AMPK, la cual regula el metabolismo energético. También se encuentra

afectada la fosforilación de la proteı́na Akt, la cual es un indicador de la afectación que

sufre la vı́a de la insulina. Las ratas con SM al ser tratadas con metformina restauran la
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respuesta de la proteı́na AMPK y de la proteı́na Akt.

Palabras clave: Sı́ndrome metabólico, Resistencia a la Insulina, Metabolismo energético,

AMPK.
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Evaluación de la resistencia a la insulina y activación de la proteı́na cinasa dependiente de AMP (AMPK) en hepatocitos de rata con Sı́ndrome Metabólico

1.1. Sı́ndrome Metabólico

El Sı́ndrome metabólico fue descrito inicialmente por Gerald Reaven en 1988 como “Sı́ndro-

me X”, aunque ya desde años anteriores se habı́a mencionando la posible relación entre

obesidad y diabetes, Reaven lo definió como el conjunto de alteraciones en la homeosta-

sis de la glucosa, de la insulina, los bajos niveles del colesterol HDL y la tensión arterial

elevada. También sugirió que los cambios presentes en el metabolismo de la insulina (la in-

sensibilidad y los altos niveles de la misma en sangre) representan por sı́ mismos un factor

de riesgo cardiovascular (1).

Posteriormente, diferentes investigadores coincidieron en que la pérdida de sensibilidad a

la insulina, tanto la insulino resistencia y la hiper-insulnemia, ası́ como la hipertensión, la

hiperlipidemia y la arteriosclerosis, son los principales factores de riesgo del SM, razón

por la que lo denominaron “Sı́ndrome de la resistencia a la insulina”. Subsecuentemente en

1997, Meigls y colaboradores determinaron que sólo dos parámetros, la insulino resistencia

y la hiperinsulinemia, no podı́an explicar este sı́ndrome, por lo que habı́a que redefinirlo

como “Sı́ndrome Metabólico”(SM).

Debido a que el SM tiene un origen múltiple, es difı́cil establecer con claridad los factores

de predisposición y más aun sus alteraciones consecuentes (Figura 1.1). En la actualidad,

la Organización Mundial de la Salud (OMS) ha establecido que para diagnosticar a una

persona con SM se requiere que estén presentes al menos tres de los de los siguientes

criterios caracterı́sticos (2):

1. Diabetes tipo II

2. Dislipedemias (Hipertriglicéridemias)

3. Obesidad abdominal

14
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4. Resistencia a la insulina (RI)

5. Presión arterial alta

6. Arterioesclerosis.

A continuación se presenta las definiciones de algunos componentes que integran al SM

según la OMS.

1.1.1. Obesidad

La obesidad está definida por un elevado ı́ndice de masa corporal (IMC) y obesidad central.

El IMC es la medida más utilizada en general para determinar a la obesidad y se define por

la relación entre el peso y la talla elevada al cuadrado (kg/m2) (3).

Fórmula para calcular el IMC:

IMC = Peso (Kg) / Estatura2 (m)

IMC = 18 – 25 ——————- Normal

IMC = 25 – 29.9 ——————- Sobrepeso

IMC ≥ 30 ————————- Obesidad

1.1.2. Dislipidemias

Las dislipidemias son las alteraciones en las concentraciones de lı́pidos en la sangre que

representan un riesgo para la salud.

1.1.3. Diabetes Mellitus

La Diabetes Mellitus tipo II es un estado de hiperglucemia crónica producida por diversos

factores cuyos mecanismos fisiopatológicos son complejos, sin embargo el principal factor

15
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para su desarrollo es la deficiencia de la producción y utilización de la insulina, ası́ como

la no utilización de la glucosa por los tejidos periféricos (3).

1.1.4. Arterioesclerosis

La arteroesclerosis se define como las alteraciones en la capa ı́ntima de las aterı́as, y se

caracteriza por el acúmulo focal de colesterol y otros lı́pidos, tejido fibroso, hidratos de

carbono complejos, sangre y productos hemáticos (fibrina) que se acompaña de alteraciones

más o menos importantes de la capa media (3).

1.1.5. Hipertensión

La hipertensión se define como un aumento de la presión arterial hasta 140/90 mmHg

como mı́nimo. La presión sistólica, corresponde a la presión generada cuando el corazón

se contrae y se bombea la sangre hacia las arterias. Después, el corazón se relaja, momento

que coincide con la presión arterial diastólica (segundo valor).

1.1.6. Resistencia a la insulina

La Resistencia a la Insulina es la alteración de la respuesta tisular a la acción de la insulina,

la cual se refiere a una menor captación de glucosa mediada por insulina (3).

El creciente interés por el estudio del SM está basado en su asociación con el aumento

de mortalidad provocado por enfermedades cardiovasculares en la población mundial, la

disminución de la esperanza de vida y el costo monetario que implica su tratamiento para

las instituciones de salud. De ahı́ la importancia de invertir en campañas que informen

adecuadamente a la población para su prevención y su eventual erradicación.
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Figura 1.1: Factores de riesgo y alteraciones consecuentes del Sı́ndrome Metabólico.
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2.1. Definición del SM según la OMS

En 1998, la OMS proporcionó los siguientes criterios para determinar si un individuo pre-

senta el Sı́ndrome Metabólico:

Presentar Diabetes tipo II, Hiperglicemia o Hiperinsulinemia, y dos de las caracterı́sticas

presentadas en la Cuadro 2.1 (4). En ésta se incluye otro factor llamado microalbuminuria

(MA), que se define como la elevación persistentes de albúmina en la orina y es un fac-

tor de riesgo importante para las enfermedades cardiovasculares ya que presenta un alto

riesgo para la mortalidad cardiovascular temprana tanto en la diabetes tipo 2 como en la

hipertensión arterial. La MA también implica presencia de arterioesclerosis (5).

Entre los pacientes no diabéticos, con hipertensión arterial, la MA se relaciona con presio-

nes sanguı́neas elevadas, colesterol sérico total elevado y lipoproteı́nas de alta densidad-

colesterol disminuidas.
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Cuadro 2.1: Definición de la OMS del sı́ndrome metabólico. *HOMA (Homeostasis Model

Assessment, por sus siglas en inglés): Es el modelo homeostático, utilizado para evaluar los niveles de in-

sulina en ayunas en personas con tolerancia normal a la glucosa. HOMA = (Insulina µU / mL x glucosa

mmol/L)/22,5. De acuerdo a este método, un elevado ı́ndice de HOMA significa una baja sensibilidad a la

insulina (6).

20
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2.2. Definición del SM según la NCEP y ATP-III

En el año 2001, el Programa de Educación Nacional de Colesterol (NCEP por sus siglas en

inglés) de los Estados Unidos y el Panel de Tratamiento de Adultos III (ATP-III) estable-

cieron los parámetros para definir si un individuo presenta SM. En éste estudio se establece

que una persona con SM debe presentar tres de las siguientes cinco caracterı́sticas presen-

tadas en la Cuadro 2.2 (7).

Cuadro 2.2: Definición del SM por la NCEP-ATP III.

2.3. Definición del SM según la IDF

La Federación Internacional de Diabetes (IDF por sus siglas en inglés) solicitó a un grupo

de epidemiólogos, pertenecientes a diferentes organizaciones del mundo, establecer una

21
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nueva definición mundial de SM, pidiendo que estableciera los criterios con los que se

pudiera diagnosticar a los pacientes con SM, tanto en el ámbito epidemiológico como en el

clı́nico, de una manera sencilla para su pronto tratamiento. Después de su estudio, la IDF

estableció que un paciente con SM deberı́a presentar obesidad abdominal y más de 2 de los

criterios enlistados en la Cuadro 2.3 (8).

Cuadro 2.3: Definición del SM por la IDF.

2.4. SM en el mundo

En el mundo industrializado en el que vivimos, el estilo de vida sedentario es común para

poblaciones urbanas. Además el tipo de alimentación basado en comida rápida ha propi-

ciado que la tasa de obesidad se triplique de una generación a otra y como consecuencia

22
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aumente el riesgo a desarrollar sı́ndrome metabólico (9).

De acuerdo con la Encuesta Nacional de Salud y Nutrición (NHANES) 1999-2002, en

Estados Unidos se mostró que el SM se desarrolla según las diferentes etnias y con ello

la ATP III y la IDF determinaron que el ı́ndice de prevalencia de SM en su población es

el siguiente: en hombres blancos la prevalencia de SM es de 35% (IDF 42.6%), mientras

que en los hombres afro-americanos fue de 21.6% (IDF 24.2%) (9). En ese estudió se

observó que las mujeres de origen mexicano tienen la mayor prevalencia de SM con un

37.8% (39.2% IDF), mientras que las mujeres blancas y las afro-americanas es de 33.7%

y 33.8% respectivamente (36.9% y 35.8% IDF) (8).

La NHANES también reveló que a pesar que no se cuenta con suficientes cifras para es-

tablecer la prevalencia de otros grupos étnicos, sı́ se conoce que en las poblaciones Indio-

americano, Hawaianos, Filipinos y Polinesios tienen un mayor riesgo a padecer SM que la

población de descendencia europea (9). Por otra parte, de acuerdo con un estudio reporta-

do por Lee y colaboradores (2006), se revela que de los niños que habitan en los Ángeles

California con la tendencia a desarrollar obesidad, los latinos encabezan la lista con un

24%, seguidos por los descendientes de las islas del pacı́fico con un 19%, en tercer lugar

los indoamericanos con un 16% y al último aparecen los asiáticos con un 10% de obesi-

dad infantil. Los mismos autores consideran que estos valores pueden ser asignados para la

población mundial.

También es importante mencionar que en paı́ses que forman parte de la Organización para

la Cooperación y Desarrollo Económico (OECD por sus siglas en inglés) la tasa de obesi-

dad y sobrepeso se ha incrementado en la última década. En la figura 2.1 puede observarse

la prevalencia de obesidad en el mundo de acuerdo con la Asociación Internacional pa-

ra el Estudio de la Obesidad 2012 (12). En este estudio realizado por la OECD sobre la
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prevalencia de la obesidad 2012, Estados Unidos y México son los dos paı́ses con las po-

blaciones con mayor tasa de sobrepeso y obesidad con un 33.8% y 30% respectivamente

del total de sus habitantes, y en contraste se encuentran paı́ses como Japón y Corea con

un 4% de obesidad en su población (11). Dicho estudio también revela que México ocupa

el primer lugar a nivel mundial en obesidad infantil, seguido de Grecia, Estados Unidos e

Italia. Finalmente, otros paı́ses que han incrementado significativamente la problemática de

obesidad en su población se encuentran Canadá, Irlanda y Estados Unidos con un aumento

de entre el 4.0 y 5.0%, en la última década (13).

Figura 2.1: Prevalencia de obesidad en el mundo. Tomado de: International Association for the

study of obesity (12).
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2.5. SM en México

De acuerdo con la Encuesta Nacional de Salud realizada en el año 2000, se encontró que

la población mexicana mayor de 20 años presenta una prevalencia del 24% en obesidad,

ponderada para edad y género. En la misma encuesta se reportó una prevalencia del 11%

para la Diabetes Mellitus tipo II (DM2) y de un 30% para la hipertensión arterial (14).

Por otra parte, los estudios sobre la prevalencia nacional de SM reportados por el ATP III, e

IDF indican que los adultos mayores de 20 años de edad presentan el SM en un 36.8% para

el ATP III, y 49.8% para la IDF, siendo las mujeres las más afectadas que en los hombres.

Lo anterior se explica por el hecho de que las mujeres tienen un mayor porcentaje de

obesidad. La prevalencia de SM aumentó conforme a la edad y fue ligeramente mayor en

la población que reside de las áreas metropolitanas o en la región centro-occidente del paı́s

y con el menor nivel de escolaridad.

En suma, una gran proporción de la población mexicana presenta SM, el cual es considera-

do como antecedente de diabetes tipo 2 y enfermedad cardiovascular; dos de las principales

causas de mortalidad en población adulta en México. Por lo tanto la búsqueda intencionada

de los componentes para desarrollar el SM podrá ayudar a identificar a la población en di-

ferentes niveles de riesgo y proporcionar el tratamiento adecuado de cada componente que

permitirı́a prevenir o retardar la aparición de diabetes tipo 2 y enfermedades cardiovascu-

lares.

Por otro lado, la Encuesta Nacional de Salud y Nutrición (ENSANUT) del 2006 pu-

blicó que a nivel nacional la prevalencia de la circunferencia de cintura considerada como

obesidad abdominal, fue del 83.6% para las mujeres y 63.8% para los hombres. Destacan-

do que en los estados de Colima, Campeche, Quintana Roo, Yucatán, Baja California Sur
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y Tamaulipas 7 de cada 10 hombres sufren sobrepeso y obesidad.

En el caso de las mujeres, se encuentra esta misma proporción (prevalencia combinada de

sobrepeso más obesidad superior a 70%) se halló en 23 de los 32 estados que conforman el

paı́s, es decir, en 72% del territorio nacional. El estado con la mayor prevalencia de mujeres

con sobrepeso y obesidad, combinada, fue Baja California Sur, donde 8 de cada 10 mujeres

adultas padecen este exceso de peso (80.9%) (16).

De acuerdo con Aguilar-Salinas y colaboradores en su estudio realizado en el 2003, en una

población mexicana donde participaron 2, 158 personas de ambos géneros en un rango de

edad de 20-69 años y tras un periodo de ayuno de 9-12 horas, observaron que la prevalencia

del SM en México era del 13.61% según los criterios de la OMS y del 26.6% de acuerdo

con la definición de la NCEP-II y la prevalencia para sujetos son diabetes fue de 9.2%

(según OMS) y 21.4% (según NCEP-II). Es interesante mencionar que el 35% de los casos

eran personas menores a los 40 años. Para el diagnóstico el criterio que se utilizó en el 90%

de personas fue el sobrepeso y/o la obesidad.

Por otro lado, según los criterios de la OMS se encontró que el 61% de sujetos incluidos

en este estudio, se encontraban con una presión arterial mayor a 140 / 90 mmHg. Y se

concluyó que 42.1% de los sujetos en estudio necesitarı́an modificar su estilo de vida y el

18.9% requerirı́an empezar un tratamiento con medicamentos (17).

De acuerdo con la Secretarı́a de Salud, México ocupa el primer lugar en ı́ndices de obesidad

infantil y el segundo en adulta, ası́ como el primer lugar en diabetes infantil. La diabetes

y las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de mortalidad en nuestro paı́s,

asociadas frecuentemente a la obesidad y al sobrepeso (Figura 2.2).

De acuerdo con la última Encuesta Nacional de Salud y Nutrición, 52.2 millones de mexi-
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canos sufren de sobrepeso y obesidad. Enfermedad que disminuye 6 años el promedio de

vida de las mujeres y 7.2 años el de hombres.

Alrededor de 4 millones y medio de niños de entre cinco y once años tiene sobrepeso. En

la última década, el sobrepeso tuvo un incremento del 77% en infantes con este rango de

edad.

Figura 2.2: Porcentaje de obesidad infantil en México de acuerdo con la OECD (2010).

La Secretarı́a de Salud afirma que de continuar estas tendencias en 2015 la obesidad puede

representar una carga financiera superior a los 100 mil millones de pesos, de los cuales 70

mil corresponderı́an a gastos médicos.

La prevalencia del SM en la población mexicana ha ido en aumento, debido a que es un

sı́ndrome de múltiples factores, y existe una correlación muy estrecha entre el aumento de

sobrepeso y obesidad con el aumento de la DM2. Y es alarmante como a través de los

años estas enfermedades han ido en aumento considerablemente, volviéndose uno de los
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principales problemas de salud en nuestro paı́s.

2.6. Patogénesis del SM

El Sı́ndrome Metabólico por tener una estrecha relación con la resistencia a la insulina fue

también conocido como Sı́ndrome de la Resistencia a la Insulina, dentro de sus factores de

riesgo se puede relacionar la inactividad fı́sica con la obesidad, desórdenes y alteraciones

en el tejido adiposo, ası́ como la alimentación alta en grasas y en hidratos de carbono con

diversas alteraciones a nivel molecular, pero al ser un sı́ndrome multifactorial también tiene

consecuencias múltiples (11).

La disminución de la sensibilidad a la insulina conduce a un menor ingreso de glucosa al

músculo y tejido graso y posteriormente a la hiperglucemia que estimula a las células beta

pancreáticas a producir más insulina y finalmente, el agotamiento de éstas con la aparición

de hiperglucemia e hiperinsulinemia (Diabetes tipo II).

Otro de los factores que están involucrados en el SM son las alteraciones inducidas por

obesidad y riesgos cardiovasculares. El tejido adiposo es el encargado de secretar numero-

sas adipocinas, que están relacionadas con el metabolismo de lı́pidos y de glucosa. Algunas

de estas adipocinas se encuentran también involucradas en la sensibilidad de la insulina y

la modulación de su vı́a.

La resistencia a la insulina está fuertemente vinculada con la grasa abdominal más que

en otros sitios adiposos. El tejido adiposo, siendo una fuente de reserva de energı́a para el

cuerpo, juega también un papel importante en la modulación de la actividad de la insulina.

Regulado por múltiples señales, el tejido adiposo secreta varias moléculas con actividad
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hormonal conocidas como adipocinas, entre ellas la adiponectina y la leptina (18, 19).

La adiponectina es una adipocina antiinflamatoria producida por los adipocitos que regula

el balance de energı́a y el metabolismo del tejido adiposo periférico, el mecanismo mole-

cular por el cual media principalmente la sensibilidad a la insulina parece estar relacionado

con el aumento de la oxidación de ácidos grasos y la utilización de glucosa vı́a la activación

de AMPK entre otras proteı́nas relacionadas con el metabolismo de la glucosa y la vı́a de

la insulina (20).

En el hı́gado la adiponectina inhibe la expresión de las enzimas gluconeogénicas y dismi-

nuye la producción de glucosa endógena.

La leptina se produce y se expresa casi exclusivamente por el tejido adiposo blanco. Ésta

regula el peso corporal y la actividad de la insulina, el metabolismo y la función reproduc-

tiva (20).

En un estudio se comprobó que a mayores niveles de triglicéridos y de leptina en sangre

el riesgo de desencadenar una enfermedad cardiovascular aumenta. A la leptina se la rela-

cionó con una probabilidad mayor de desarrollar diabetes, siendo también mayor el riesgo

en mujeres que en varones (21).

La Leptina interviene en el control de la saciedad en el diencéfalo y la alteración en sus

niveles produce hiperfagia y obesidad, sus valores están elevados en las personas que pre-

sentan SM, lo que podrı́a implicar un defecto de su actividad.
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2.7. Resistencia a la Insulina

La insulina es una hormona polipéptidica formada de 2 cadenas: La cadena α compuesta

de 21 aminoácidos y la cadena β compuesta de 30 aminoácidos. Esta hormona es produ-

cida por las células β de los islotes de Langerhans del páncreas y es distribuida de forma

endocrina por la sangre al resto del organismo, su principal función es la regulación del

metabolismo de los hidratos de carbono (23).

La resistencia a la insulina (RI) es una condición donde los tejidos no responden adecua-

damente a la insulina en circulación, es decir disminuye la sensibilidad de sus receptores,

puede definirse también como la disminución de la capacidad de la insulina para ejercer

sus acciones biológicas en tejidos periféricos, como el músculo esquelético, el hı́gado o el

tejido adiposo. La RI afecta principalmente al transporte intracelular, a las vı́as metabólicas

de la glucosa y al metabolismo de lı́pidos. Cualquier alteración en la vı́a de señalización

de la insulina puede producir resistencia a la insulina. También pueden verse afectadas

otras acciones de la insulina, como la captación y transporte de aminoácidos, la sı́ntesis

de proteı́nas, la regulación de la función endotelial, la estimulación del crecimiento y la

proliferación celular o la expresión de numerosos genes reguladores de estas diferentes

funciones (24).

El principal contribuyente en el desarrollo de RI es el exceso de ácidos grasos libres (AGL)

circulantes que derivan de las reservas del tejido adiposo (TA) o de la lipólisis de lipopro-

teı́nas ricas en el TA. Al desarrollarse la RI, aumenta la liberación de AGL en el tejido

adiposo que, a su vez, inhiben los efectos antilipolı́ticos de la insulina. Los AGL suponen

un exceso de sustrato para los tejidos sensibles a la insulina y provocan alteraciones del
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sistema de señales que regulan el metabolismo de la glucosa.

La RI puede ser producto de varios factores que producen el Sı́ndrome Metabólico y a

consecuencia de esto se presentan alteraciones en cualquiera de las etapas de la vı́a de

señalización de la insulina, provocando ası́ una hiperinsulinemia (20).

2.7.1. Vı́a de señalización de la Insulina

El receptor de Insulina (IR) es un tetrámero, formado por dos sub-unidades α (extracelu-

lares) y dos sub-unidades β transmembranales e intracelulares, unidas entre sı́ por puentes

disulfuro.

La vı́a de señalización de la insulina es activada cuando la insulina se une al receptor

de insulina (IR) y éste sufre un cambio conformacional, esta señal activa a la cinasa del

receptor de insulina (IRK) produciéndose una autofosforilación cruzada del IR β .

La activación del IR β fosforila a la tirosina del sustrato de receptor de insulina 1 y 2 (IRS

1 y 2), el cual reconoce estos residuos fosforilados, la subunidad β del receptor de insuli-

na (IR β ) fosforila a IRS y éste a su vez es reconocido por la fosfatidilinositol-trifosfato

(PI3K) la cual es una cinasa que modifica los fofolı́pidos de la membrana citoplasmáti-

ca como el fosfatidiinositolbifosfato (PIP2) produciendo fosfatidilinositol-3-fosfato (PIP3)

exponiendo ası́ sus sitios de fosforilación (Figura 2.3) (26).

Siguiendo con la activación de esta vı́a, la cinasa dependiente de fosfoinositoles (PDK)

reconoce los sitios expuestos de PIP3 y fosforila a la cinasa B o Akt, que en consecuencia es

activada por su fosforilación en el residuo Thr308 (27). Akt activada, es capaz de fosforilar

varios puntos en la cascada de señalización que regulan el crecimiento y sobrevivencia
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celular ası́ como del metabolismo energético.

La vı́a de la proteı́na cinasa B o Akt (PKB/Akt) es importante ya que regula la señalización

de múltiples procesos biológicos esenciales, como lo son la proliferación celular, sı́ntesis

de proteı́nas, prevención de degradación lı́pidica, translocación de GLUT 4 a membrana

citoplásmatica para mejorar el transporte de glucosa (con excepción del hı́gado), entre mu-

chos otros que se ven alterados en el SM principalmente por la resistencia a la insulina.

Figura 2.3: Vı́a de señalización de la insulina. La insulina se une al receptor de insulina el cual

sufre un cambio conformacional por lo que se autofosforila y a su vez fosforila al IRS, el cual es reconocido

por PI3K, éste modifica los lı́pidos en membrana de PIP2 a PIP3, exponiendo sus sitios de fosforilación

reconocidos por PDK que a su vez fosforila a Akt, T=Tirosina, S=Serina, P=Fosforilación (26).
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2.8. Metabolismo energético

2.8.1. Proteı́na Cinasa Dependiente de AMP (AMPK)

La AMPK es una proteı́na cinasa dependiente de AMPK que actúa como un sensor celular

energético que está presente en los eucariotes. Regula los niveles de AMP/ATP, ya que

se activa para inhibir el proceso de consumo de energı́a en reacciones anabólicas como

sı́ntesis de proteı́nas, sı́ntesis de lı́pidos, sı́ntesis de glicógeno y para activar el proceso de

producción de energı́a de reacciones catabólicas como la oxidación de ácidos grasos y la

glicólisis; y ası́ restablecer la homeostasis energética dentro de la célula (Figura 2.4) (23).

La AMPK es un heterotrı́mero que está formado por una subunidad catalı́tica α y dos

subunidades no catalı́ticas la β y la γ . Existen dos isoformas de las subunidades α y β (α

1, α 2, β 1 y β 2) y tres genes que codifican para las isoformas de la subunidad γ (γ 1 - γ

3). La isoforma α 2 es la subunidad de la AMPK que predomina en el músculo esquelético

y el cardı́aco, mientras que, las isoformas α 1 y α 2 están igualmente distribuidas en el

hı́gado (28).

La AMPK es activada cuando se fosforila por acción de una o más AMPK cinasas (AMPKKs).

La fosforilación de la AMPK se da en la subunidad α en el residuo Treonina 172 (Tre 172)

que se encuentra en el asa de activación.
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Figura 2.4: Fosforilación de AMPK (25). A) El dominio catalı́tico de la subunidad γ , permanece

bloqueado mientras los niveles de ATP son normales. B) Cuando los niveles de ATP disminuyen la subunidad

γ sufre una modificación conformacional debida a la unión de AMP, esto permite que el dominio catalı́tico

se exponga y que se fosforile la Thr 172 complemetando la fosforilación de AMPK (29).
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En el Sı́ndrome Metabólico existe un desbalance energético debido a la obesidad y a la

resistencia a la insulina, que posteriormente está asociada con la Diabetes Mellitus tipo

II. Activar AMPK a nivel de músculo esquelético ayuda al tratamiento del SM ya que es

ahı́ donde se utilizan los ácidos grasos (29). La AMPK se ha propuesto como regulador

energético maestro por la cantidad de vı́as que regula e inhibe a partir de su activación,

como se puede observar en la figura 2.5, la vı́a de señalización de AMPK.

La AMPK es muy sensible y se puede activar con diferentes estı́mulos, ya sean quı́micos

(medicamentos) o fı́sicos (ejercicio, hipoxia), por lo que se ha propuesto como un regu-

lador energético durante condiciones energéticas anormales. Para el tratamiento del SM

se han utilizado las biguanidas como la metformina y las tiazolidenedionas que activan a

la AMPK, aunque no queda claro cómo es que esta droga promueve su fosforilación, sin

embargo se ha sugerido que pudiera deberse a su efecto sobre el complejo I de la cade-

na respiratoria (32). Se considera a la metformina como un fármaco sensibilizador de la

insulina, actuando como activador de la vı́a de AMPK.
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Figura 2.5: Vı́a de señalización de AMPK. Tomado y modificado de Cell SignalingTechnology

http://www.cellsignal.com/reference/pathwayAMPK.html.
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La metformina es una biguanidina oral antihiperglicémica, comunmente utilizada para tra-

tar la diabetes tipo 2, debido a su efecto reductor de glucosa en sangre, a la metformina se

le suman diferentes efectos benéficos en la diabetes tipo 2 como la disminución de peso,

disminución del perfil lipı́dico y mejorı́a en la función endotelial.

La metformina actúa en los estados de la resistencia a la insulina incluso antes de que se

desarrolle la hiperglucemia. Se han realizado estudios in vitro e in vivo donde se ha demos-

trado que el efecto hipoglucemiante de la metformina es principalmente una consecuencia

de la reducción de la producción hepática de glucosa y también el aumento de la captación

de glucosa periférica y su mejorı́a al ser utilizada (31).

En el hı́gado la activación de la vı́a de AMPK inhibe la gluconeogénesis y la salida de

glucosa del hı́gado, y ası́ favorece la disminución de los niveles de glucemia e insulinemia.

Ası́ es como la metformina puede estar actuando a nivel molecular mediante la vı́a de

AMPK como regulador energético, pero aun no se conoce el mecanismo exacto por el cual

actúa (23).
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Capı́tulo 3

JUSTIFICACIÓN

El sı́ndrome metabólico es considerado actualmente como una pandemia por sus factores

de riesgo como son la obesidad, resistencia a la insulina (RI), diabetes tipo II, presión

arterial alta, arterioesclerosis y dislipidemias.

El aumento de obesidad en adultos y el incremento alarmante en obesidad infantil, es un

riesgo de salud pública, aunado a la resistencia a la insulina que probablemente conlleve a

desarrollar diabetes; son enfermedades consideradas de gran importancia en el paı́s y en el

mundo ya que cobran la vida de miles de personas.

El impacto económico, es decir, mayor gasto monetario, que implica el tratamiento de las

consecuencias del SM a las instituciones de salud de los diferentes gobiernos, conlleva a la

relevancia de la investigación para la prevención del sı́ndrome.

En este trabajo se buscaron biomarcadores de función celular que pueden ser utilizados en

un futuro para la prevención y la identificación temprana del sı́ndrome metabólico.
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Capı́tulo 4

HIPÓTESIS Y OBJETIVOS
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4.1. Hipótesis

El Sı́ndrome Metabólico altera a nivel molecular las cascadas de señalización de la vı́a de

la insulina y del metabolismo energético (AMPK).

4.2. Objetivo General

Evaluar la resistencia a la insulina y activación de AMPK en hepatocitos de rata con sı́ndro-

me metabólico inducido por una dieta alta en hidratos de carbono.

4.2.1. Objetivos Particulares

• Inducir el estado de sı́ndrome metabólico (SM) en ratas.

• Evaluar la resistencia a la insulina en hepatocitos de rata con SM por medio de la activa-

ción de proteı́nas en la vı́a de la insulina (AKT)

• Evaluar la activación de AMPK en hepatocitos de rata con SM estimulados con Metfor-

mina.

• Evaluar la activación de AMPK y la resistencia a la insulina en ratas con SM tratadas

crónicamente con metformina vı́a oral.
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5.1. Obtención del modelo de sı́ndrome metabólico en ra-

tas

Se utilizaron ratas macho Wistar de la misma edad con un peso aproximado entre 250 g. -

300 g., las cuales se dividieron homogéneamente en cuatro grupos de 5 ratas cada uno por

el método de la culebra japonesa, de los cuales al grupo control se les dio agua simple ad

libitum, y los otros tres grupos para desarrollar el SM fueron alimentados con sacarosa al

30% en el agua de bebida, todos los grupos fueron alimentados con la misma dieta sólida,

ad libitum durante 16 semanas.

Se llevó un control de peso semanal para hacer el registro de incremento de peso.

Después de las 16 semanas de dieta con sacarosa, se tomó una gota de sangre de la arteria

caudal mediante una pequeña incisión para medir triglicéridos utilizando un equipo pórtatil

para determinación de triglicéridos con tiras reactivas (Accutrend GCT de Roche). A uno

de los grupos de SM se les continúo la dieta de sacarosa mas el tratamiento con metformina

(Glucophage 850 mg de Roche) vı́a oral (100 mg/kg peso corporal). Un grupo mas de SM

se trató con placebo vı́a oral (2.71 mg/mL de Povidona, 1.08 mg/mL de Estearato de Mg)

durante 5 semanas. (Figura 5.1)

Al cabo del tratamiento se obtuvieron muestras de sangre en las que se determinó leptina,

adiponectina e insulina por medio de pruebas de ELISA con kit comercial de ALPCO. Se

realizó medición de glucosa en sangre con kit de SIGMA GAGO-20, este kit es para la

determinación cuantitativa de la glucosa oxidasa por un ensayo enzimático y se midió por

espectofotometrı́a a 540 nm. (Apéndice)
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Figura 5.1: Esquema de la metodologı́a para la obtención del modelo de SM.
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5.2. Aislamiento de hepatocitos

Se utilizó el método de “Berry and Friends” modificado para aislar los hepatocitos. Se

preparó una solución Ringer Krebs (RK) se oxigenó y se llevó a un pH 7.4 con NaHCO3,

se dejó en el sistema de perfusión para estabilizar la temperatura a 37 ◦C.

Terminado los diferentes tratamientos, la rata se ayunó durante la noche y en la mañana

siguiente se anestesió con pentobarbital (0.5 mL / kg de peso corporal), se abrió la cavidad

abdominal para exponer el hı́gado y se canuló por la vena porta para pasar la solución RK.

Se disectó el hı́gado para separarlo del abdomen de la rata y se colgó y fijó en un sistema de

perfusión por el cual se pasaron 10 mg la colagenasa tipo IV (SIGMA), diluı́da en 10 mL de

buffer RK con 4.7 mg de CaCl2, durante 5 minutos. Pasado este tiempo se retiró el hı́gado

y se disgregaron las células suavemente en una malla, los hepatocitos se recibieron en

tubos falcon y se ajustaron a 50 mL con Buffer RK. Las células diluı́das se homogenizaron

cuidadosamente y se centrifugaron para lavarlas por 2 min / 500 rpm / 22 ◦C, se decantó el

sobrenadante y se repitió 2 veces el lavado.

Al finalizar los lavados se decantó el buffer y el pellet de células se llevó a un volumen final

de 30 mL con buffer RK al cual se agregó 10 mL de Percoll (GE) previamente atemperado

a 37 ◦C , se centrifugó 5 min / 1000 rpm/ 22 ◦C. Por densidad se separaron las células

vivas de las muertas, las vivas se quedan en el fondo del tubo y no flotan. (Figura 5.2)

Se observó su viabilidad tomando 10 µL de células y se mezclaron con 10 µL de azul de

tripano y se observó en el microscopio.
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5.3. Estimulación farmacológica de células aisladas

Las células viables se colocaron en cajas petri con colágena en el fondo resupendidas en

3 ml de medio α-MEM (GIBCO) con suero fetal bovino (FBS) al 10% en condiciones

estériles, se dejaron reposar durante dos horas, que es el tiempo óptimo en el cual la mayorı́a

de las células se pegan a la colágena, en la incubadora con CO2 al 5% a 37 ◦C. Después

de este tiempo y en condiciones estériles, se lavó cada caja petri con hepatocitos 3 veces

utilizando PBS 1X, esto con la finalidad de eliminar las células muertas, ya que las células

viables se pegan en el fondo de la caja por efecto de la colágena.

A las células adheridas se les agregó medio α-MEM sin FBS y se incubaron durante 1

hora en la incubadora con CO2 al 5% a 37 ◦C. Los estı́mulos fueron con las siguientes

concentraciones de insulina utilizando 0, 10 y 100 nm, y las concentraciones utilizadas de

metformina fueron: 0, 1 y 10 mM (Figura 5.2).

Al terminar el tiempo de estı́mulo, se lavaron las cajas petri con PBS 1x y se separaron las

células de la caja para su recolección utilizando un cell scraper (removedor de células).

5.4. Lisis celular y extracción de la proteı́na

A las cajas petri con los hepatocitos recolectados se les agregaron 50 µL de buffer de lisis

de la siguiente composición: HEPES 50 mM, KCl 50 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, B-

Glicerolfosfato 5mM, Tritón 0.1%, NaF 50 mM, NaPPi 5 mM, Ortovanadato 1 nM, DTT

1 nM, PMSF 0.2 nM (Apéndice).

El sobrenadante se recolectó en tubos nuevos, se agitó en un vortex y se guardó a -70 ◦C.

Para extraer las proteı́nas de las muestras se hicieron 3 ciclos de congelación y descon-
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gelación, utilizando para descongelar agua a 37 ◦C. Después de esto los sobrenadantes se

centrifugaron por 5 min a 14,000 rpm a 4 ◦C (Figura 5.2).

Terminando la centrifugación el sobrenadante se recuperó y se realizó la cuantificación de

proteı́na.

Figura 5.2: Esquema general de aislamiento e incubación de hepatocitos.
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5.5. Cuantificación de la proteı́na por el método de Brad-

ford

La determinación de proteı́na se realizó utilizando el método cuantitativo de Bradford y los

datos se extrapolaron en una curva patrón de albumina sérica bovina (BSA) con concentra-

ciones que iban de 0 a 25 µg / µL.

Como blanco se utilizó agua y se determinó proteı́na con 3 µL de muestra + 797 µL de

agua grado II + 200 µL de reactivo Bradford. Cada una de las condiciones se realizó por

triplicado. Las celdas preparadas con las muestras se dejaron reposar 15 minutos con el

reactivo de Bradford (SIGMA) y se leyeron a 595 nm en el espectofotómetro (Cary 100 de

Varian).

5.6. Ensayos de Western-blot (Wb) y revelado por quimio-

luminiscencia

Para el análisis de proteı́nas por Wb se utilizaron geles de acrilamida-bis-acrilamida de 1

mm de ancho al 8 y al 10% dependiendo del peso molecular de la proteı́na de interés.

Las muestras por analizar se ajustaron a la misma concentración de proteı́na y se agregó buf-

fer laemmli 2x para posteriormente hervirse por 5 minutos a 95 ◦C. Las muestras se car-

garon en el gel para la separación de las proteı́nas por peso molecular en la cámara de

electroforesis.

Para la transferencia de los geles se utilizaron membranas de PVDF (Polivinilidenodifluo-

ruro), activadas previamente con metanol durante 5 minutos y posteriormente 5 minutos en
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buffer de transferencia, los geles se incubaron por 10 minutos en buffer de transferencia.

Posteriormente se realizó la transferencia por el método semi-húmedo durante 70 minutos

utilizando un amperaje constante de 300 mA. Al finalizar la transferencia la membrana se

tiñó con rojo de Ponceau para verificar la transferencia de las proteı́nas.

La membrana transferida y desteñida con PBS-Tween se bloqueó con leche en polvo libre

de grasa al 5% disuelta en PBS-Tween durante 1 hora en agitación constante a temperatura

ambiente. Posteriormente la membrana se lavó 3 veces con PBS-Tween durante 5 minutos

cada lavado. La membrana se incubó a 4 ◦C durante toda la noche en agitación constan-

te con el anticuerpo primario de interés (AMPK-P, AMPK, Akt-P, Akt, actina) utilizando

una dilución 1:1000 en leche al 3% PBS-Tween. Al dı́a siguiente se retiró el anticuerpo

primario y se realizaron 3 lavados con PBS-Tween durante 5 minutos. Al finalizar los la-

vados la membrana se incubó con el anticuerpo secundario correspondiente (HRP–conejo

o HRP–ratón) a una dilución 1:2000 en leche al 3% PBS-Tween durante 1 hora a tempe-

ratura ambiente y en agitación constante, finalizado el tiempo se retiró la membrana del

anticuerpo secundario y se realizaron 3 lavados por 5 minutos con PBS-Tween.

Para el revelado de la membrana se agregó una solución de sustrato luminol y peróxido de

hidrógeno 1:1 por 3 minutos, se retiró el sustrato y se reveló por quimioluminiscencia en

un fotodocumentador (BioRad) y se guardaron las imágenes obtenidas.

Las bandas de las proteı́nas reconocidas por el anticuerpo fueron analizados por densito-

metrı́a en el programa de Quantity One normalizando los datos con actina.

El esquema general del Western Blot se observa en la Figura 5.3.
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Figura 5.3: Diagrama de Western Blot.
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5.7. Análisis estadı́stico

El análisis estadı́stico para el WB y la prueba de ELISA se realizó utilizando la prueba de

T de Student y ANOVA de 1 cola con p≤0.05 para la cual se consideró significativo.
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6.1. Evaluación del modelo del Sı́ndrome Metabólico

El tratamiento con sacarosa al 30% provocó el desarrollo del SM con un aumento notorio

en la grasa abdominal de los animales. También se ve reflejado en el aumento significativo

en los triglicéridos, adiponectina, leptina, e insulina en sangre. Cuadro 6.1

La metformina disminuye los niveles de los parámetros alterados en el SM.
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Cuadro 6.1: Variables en el Sı́ndrome Metabólico.*p ≤ 0.05: SM da diferencia significativa

comparado con Control y con SM + Metformina. ANOVA de 1 cola Comparación múltiple Bonferroni.

HOMA (Homeostasis Model Assessment, por sus siglas en inglés): Es el modelo homeostático, utilizado

para evaluar los niveles de insulina en ayunas en personas con tolerancia normal a la glucosa. HOMA =

(insulina µU / ml x glucosa mmol / L) / 22,5. De acuerdo a este método, un elevado ı́ndice de HOMA

significa una baja sensibilidad a la insulina (4).
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6.2. Viabilidad de los hepatocitos por exclusión de tinción

de azul de tripano

Después de realizar el aislamiento de los hepatocitos se observaron al microscopio (Figura

6.1) para comprobar su viabilidad por la técnica de exclusión de azul de tripano, los hepa-

tocitos vivos lucen translúcidos, mientras que los no viables se ven teñidos por el azul de

tripano (Figura 6.2).

Figura 6.1: Hepatocitos teñidos vista a 10x Se observan los hepatocitos viables

translúcidos y los muertos teñidos con azul de tripano.
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Figura 6.2: Hepatocitos teñidos vista a 40x.
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6.3. Análisis de la activación de AMPK en hepatocitos de

rata con SM

En hepatocitos de ratas controles y con Sı́ndrome Metabólico, estimuladas con 10 mM

de metformina y sin estimulo, se analizó la activación de la proteı́na de AMPK por ensa-

yos de Western blot, incubadas con un anticuerpo policlonal para reconocer a la proteı́na

fosforilada, AMPK-P, la proteı́na total AMPK-T y Actina como control de carga.

El anticuerpo de anti AMPK-P reconoció una única banda de peso aproximado de 62 kDa

correspondiente a la proteı́na de AMPK (Figura. 6.3).

El análisis densitométrico de la proteı́na reconocida por el anticuerpo AMPK-P se muestra

en la figura 11, en donde se observa un incremento en la expresión de AMPK-P en las

muestras que fueron estimulados con metformina. En las muestras con SM se observa que

la expresión de AMPK-P es mucho menor que las muestras controles.
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Figura 6.3: Evaluación de la activación de AMPK en hepatocitos de ratas control y
con SM estimulados con metformina 10mM. (A) Reconocimiento de los anticuerpos anti AMPK-

P, anti AMPK-T y Actina. (B) Análisis densitométrico de la proteı́na reconocida AMPK.
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6.4. Análisis del tratamiento crónico con metformina so-

bre la activación de AMPK en hepatocitos de rata con

SM

Con el fin de establecer si el SM afecta la vı́a de señalización mediada por AMPK, se

evaluó el estado de activación de esta cinasa en hepatocitos provenientes de ratas con SM,

mediante Western Blot. Los resultados muestran que los animales con SM tienen un decre-

mento significativo en el nivel de activación basal de la p-AMPK (control 0, SM 0) figura

6.4. También se evaluó si la metformina, un activador de la AMPK, restablece el nivel

de activación a los controles cuando los hepatocitos se tratan de manera aguda con dicho

fármaco. Como se esperaba, el tratamiento agudo de los hepatocitos control muestra una

activación elevada de la p-AMPK, mientras que aquellos provenientes de ratas con SM se

activa solo parcialmente. (Figura 6.4).
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Figura 6.4: Evaluación de la activación de la proteı́na AMPK en hepatocitos de rata
control, SM y SM tratados con metformina vı́a oral. (A) Reconocimiento de los anticuerpos

anti AMPK-P, anti AMPK-T y Actina. (B) Análisis densitométrico de la proteı́na reconocida AMPK.

59



Evaluación de la resistencia a la insulina y activación de la proteı́na cinasa dependiente de AMP (AMPK) en hepatocitos de rata con Sı́ndrome Metabólico

6.5. Análisis de la vı́a de la insulina en hepatocitos de ratas

con SM por medio de la activación de Akt

En hepatocitos de ratas controles y con Sı́ndrome Metabólico, estimuladas con 10 nM de

insulina y sin estı́mulo se analizó la activación de la proteı́na de Akt por ensayos de Wetern

blot, incubadas con un anticuerpo policlonal para reconocer a la proteı́na fosforilada de

Akt-P, la proteı́na total Akt-T y Actina como control de carga.

El anticuerpo de anti Akt-P reconoció una única banda de peso aproximado de 60 kDa

correspondiente a la proteı́na de Akt (Figura. 6.5).

El análisis densitométrico de la proteı́na reconocida por el anticuerpo Akt-P se muestra en

la figura 6.5. En donde se observa un incremento en la expresión de Akt-P en las mues-

tras que fueron estimulados con metformina. En las muestras con SM se observa que la

expresión de Akt-P es mucho menor que las muestras controles.
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Figura 6.5: Evaluación de la activación de Akt en hepatocitos de ratas control y con
SM estimulados con insulina 10nM. (A) Reconocimiento de los anticuerpos anti Akt-P, anti Akt-T

y Actina. (B) Análisis densitométrico de la proteı́na reconocida Akt.
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6.6. Análisis del tratamiento crónico con metformina so-

bre la vı́a de la insulina en hepatocitos de rata con

SM por medio de la activación de Akt

En hepatocitos de ratas controles, con Sı́ndrome Metabólico y Sı́ndrome metabólico trata-

das con metformina vı́a oral, estimuladas con 10 nM y 100 nM de insulina y sin estimulo

se analizó la activación de la proteı́na de Akt por ensayos de Western blot, incubadas con

un anticuerpo policlonal para reconocer a la proteı́na fosforilada de Akt-P, la proteı́na total

Akt-T y Actina como control de carga.

El anticuerpo de anti Akt-P reconoció una única banda de peso aproximado de 60 kDa

correspondiente a la proteı́na de Akt (Figura 6.6).

El análisis densitométrico de la proteı́na reconocida por el anticuerpo Akt-P se muestra en

la figura 6.6. Aquı́ se observa un incremento en la expresión de Akt-P en las muestras que

fueron estimuladas con metformina. En las muestras con SM se observa que la expresión

de Akt-P es mucho menor que las muestras controles. Sin embargo en las muestras con SM

+ Metformina, se ve un leve incremento en la activación de Akt, pero es menor que en las

muestras con SM.
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Figura 6.6: Evaluación de la activación de Akt en hepatocitos de ratas control, con
SM y con SM + Metformina estimulados con insulina 10 nM. (A) Reconocimiento de los

anticuerpos anti Akt-P, anti Akt-T y Actina. (B) Análisis densitométrico de la proteı́na reconocida Akt.
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7.1. Evaluación del modelo de SM

La alimentación basada en una dieta alta en hidratos de carbono provocó el desarrollo

de Sı́ndrome metabólico. En comparación con las ratas control no se observa un cambio

significativo en el aumento de peso, al extraer la grasa abdominal de las ratas con SM se

observa que llegan aumentar hasta el doble debido a la gran cantidad de hidratos de carbono

que consumen y no utilizan, por lo tanto lo guardan en forma de grasa como reserva, al ser

tratadas con metformina vı́a oral por 5 semanas las ratas con SM logran reducir la grasa

abdominal, pero no llegan a los mismos niveles como en los controles.

Al término del tratamiento con sacarosa al 30% en el agua de bebida, los animales desa-

rrollaron caracterı́sticas tı́picas del sı́ndrome metabólico. Por ejemplo, muestran un incre-

mento significativo de la grasa abdominal, ası́ como en los niveles de triglicéridos y de

insulina en suero, que son consistentes con un estado de resistencia a insulina. En este mo-

delo animal de SM no se observan cambios significativos en los niveles de glucosa cuando

se comparan con los controles (Cuadro 6.1).

En este trabajo se evaluó también los niveles de dos adipocinas como la leptina y la adi-

ponectina que participan en el control del balance energético. Los resultados muestran un

incremento significativo de ambas proteı́nas en sangre al término del estudio (Cuadro 6.1).

En la medición de triglicéridos en sangre, los cuales se elevan significativamente en las

ratas con SM, en las ratas controles los triglicéridos se encuentran por debajo de 190 mg /

dL, en ratas con SM se eleva por arriba de 300 mg / dL, lo cual se relaciona al aumento que

tienen las mismas de tejido adiposo. En ratas con SM que fueron tratadas con metformina

vı́a oral disminuyen los triglicéridos en sangre, pero no llegan a los niveles de las ratas

controles, es la misma relación que se observa con el tejido adiposo por lo que se puede
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suponer que si se continuara el tratamiento de metformina vı́a oral, se podrı́a normalizar

los valores de triglicéridos en sangre.

En la medición de insulina en sangre por medio de la ELISA se observa un aumento en

la concentración de insulina en sangre en las ratas con SM con lo cual se puede decir que

presentan resistencia a la insulina y son hiperinsulinémicas, las ratas con SM que fueron

tratadas con metformina se observa una disminución en los valores de las concentraciones

de insulina en sangre pero no logra normalizar los valores a nivel de las ratas control, con

el tratamiento continuo de metformina se podrı́a mantener niveles bajos, pero no llegar a

los niveles de los controles, posiblemente por un daño irreversible.

La medición de la HOMA nos permite estimar el nivel de resistencia a la insulina, en el

cual se observa que en las ratas con SM aumenta, lo que nos permite decir que son insulino-

resistentes, al darles la metformina vı́a oral de manera crónica se revierten los efectos, sin

llegar a los niveles de las ratas controles.

La Metformina es un fármaco ampliamente usado en pacientes diabéticos, que si bien el

mecanismo de acción aún no es del todo entendido, se sabe que por su tratamiento dis-

minuyen los niveles de glucosa y mejora la resistencia a insulina en pacientes, como se

observa también en nuestro modelo de SM tratadas con metformina en el Cuadro 6.1. Por

lo tanto, para determinar si la metformina tiene efectos sobre los parámetros que dan origen

al SM, se les administró metformina por vı́a oral a ratas con SM durante cinco semanas.

Con excepción del peso corporal y la glucosa; la grasa abdominal, insulina, adiponectina, y

leptina, que son indicadores del SM se modifican, disminuyeron sus niveles hasta el punto

de llegar a ser similares a los controles (Cuadro 6.1).

Estos resultados demuestran que la metformina tiene efectos benéficos en el SM al parecer

disminuyendo la concomitante resistencia a insulina.
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7.2. Evaluación de la activación de AMPK en hepatocitos

de rata con SM

En hepatocitos de rata control y con SM se analizó la activación de la proteı́na cinasa

dependiente de AMP (AMPK) debido a que es el regulador homeostático de energı́a.

Se analizaron los hepatocitos con un estı́mulo de metformina a concentraciones diferen-

tes (0, 1 y 10 mM). En las muestras de las ratas control se observa una respuesta dosis-

dependiente al estı́mulo de metformina, es decir, con el estı́mulo de 1 mM se ve fosforilada

AMPK pero con el estı́mulo de 10mM aumenta la fosforilación de esta proteı́na.

En los resultados obtenidos del análisis densitométrico, las imágenes del Western blot,

se observa en las muestras controles una respuesta al estı́mulo de metformina 10 mM, es

decir, la proteı́na AMPK con un peso de 62 KDa se fosforila, en las muestras con SM la

respuesta al estı́mulo de metformina 10 mM no es tan intenso como en las controles, es

decir la proteı́na AMPK se fosforila menos, se podrı́a suponer que en hepatocitos de ratas

con SM existe una mayor desfosforilación o hay una disminución de AMP (Figura 6.3).

Para los hepatocitos de las ratas con SM se puede observar como no responden de la misma

manera que las controles a los diferentes estı́mulos de metformina, con el de 1 mM la

respuesta de AMPK se ve disminuida y lo mismo sucede con el estı́mulo de 10 mM de

metformina.
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7.3. Evaluación del tratamiento crónico con metformina

sobre la respuesta de la AMPK

Se trataron a los animales con sı́ndrome metabólico con metformina vı́a oral durante cinco

semanas.

En los hepatocitos de rata con SM que fueron tratadas con metformina vı́a oral y esti-

mulados con diferentes concentraciones de metformina (0, 1 y 10 mM) se observa que

la proteı́na AMPK está fosforilada aún sin estı́mulo, lo cual se debe al tratamiento vı́a oral

que mantiene activa a AMPK y en el correcto funcionamiento de la misma en los niveles de

energı́a. Con las concentraciones de 1 y 10 mM de metformina se observa la fosforilación

de AMPK pero no se ve una diferencia significativa entre ambas.

Para evaluar si los cambios obtenidos a nivel metabólico debido al tratamiento crónico con

metformina, se ven reflejados en paralelo con la activación de p-AMPK. Los resultados

muestran que después del tratamiento crónico con la metformina en las ratas alimentadas

con sacarosa, la AMPK se activa de manera similar al control, indicando que las células

recuperan la sensibilidad la metformina figura 6.4.

En su conjunto estos resultados sugieren que el SM se relaciona con los daños celulares a

nivel energético debido en parte a la inactivación de la AMPK y que éstos pueden revertirse

cuando se activa farmacológicamente, en este caso con metformina.
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7.4. Evaluación de la vı́a de la insulina en hepatocitos de

rata con SM por medio de la activación de Akt

La vı́a de señalización por insulina generalmente se representa como una cascada de pro-

teı́nas cinasas activadas por insulina. Como se mostró previamente, el modelo de ratas con

SM presentan elevados niveles de insulina en suero, sugiriendo que en estas condiciones

existe resistencia a la insulina en hı́gado o incluso en otros tejidos periféricos. Para evaluar

esta posibilidad, se examinaron los niveles de fosforilación (indicadores de activación) de

las proteı́nas reguladoras que forman parte de esta vı́a, la proteı́na cinasa B (AKT) sólo en

los hepatocitos de ratas con sı́ndrome metabólico.

En los hepatocitos de rata controles y con SM se analizó el grado de fosforilación, que

corresponde a su activación, de la proteı́na cinasa B o Akt por un análisis densitométrico

realizado a las imágenes del Western blot.

En los hepatocitos controles al recibir un estı́mulo de 10 nM de insulina se observa una

evidente respuesta al estı́mulo, es decir, se observa fosforilada la proteı́na de Akt, lo cual

nos indica que la vı́a de la insulina funciona adecuadamente, las células están respondiendo

al estı́mulo de insulina, que se une al receptor y prende la vı́a rı́o abajo.

En hepatocitos con SM al recibir un estı́mulo de 10 nM de insulina se observa que la

respuesta al estı́mulo no es tan favorable, es decir, que la fosforilación de Akt se ve dismi-

nuida, lo cual nos indica que la vı́a de la insulina no está funcionando adecuadamente, y

esto confirma que las ratas con SM presentan una resistencia a la insulina (Figura 6.5).

69



Evaluación de la resistencia a la insulina y activación de la proteı́na cinasa dependiente de AMP (AMPK) en hepatocitos de rata con Sı́ndrome Metabólico

7.5. Evaluación del tratamiento crónico con metformina

en hepatocitos de rata con SM sobre la vı́a de la insu-

lina por medio de la activación de Akt

Se analizaron los hepatocitos controles, con SM y los de SM tratados con metformina vı́a

oral, con diferentes concentraciones de estı́mulo de insulina (0, 10 y 100 nM) para observar

si existe un incremento en la fosforilación de la proteı́na Akt.

Como ya habı́amos observado, en hepatocitos controles se observa una fosforilación en

aumento de acuerdo a la concentración de insulina, es decir Akt se fosforila con el estı́mulo

de 10 nM de insulina y aumenta su fosforilación con el estı́mulo de 100 nM de insulina.

En hepatocitos con SM se observa ya una respuesta importante con el estı́mulo de 10 nM,

es decir, Akt se fosforila significativamente con respecto a las controles, y con el estı́mulo

de 100 nM la respuesta de Akt es mucho menor, ya que al ser ratas hiperinsulinémicas

ya no responden al estı́mulo mayor de insulina y llega a su nivel máximo de respuesta

con la concentración de 10 nM. (Figura 6.6). El tratamiento crónico con metformina de

las ratas con SM, restablece la respuesta dosis dependiente a la insulina de los hepatocitos

aislados, lo que además correlaciona con la disminución de insulina circulante. Estos datos

nos indican que la metformina, de alguna manera, mejora la respuesta celular a insulina en

el SM y disminuye ası́ la secreción de esta hormona, restableciendo sus niveles séricos.
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De este trabajo de investigación se concluye que el Sı́ndrome Metabólico altera significa-

tivamente el metabolismo energético, evaluado por la proteı́na cinasa dependiente de AMP

(AMPK), ası́ como también la vı́a de señalización de insulina por lo que se puede decir que

las ratas con SM provocado por una dieta alta en hidratos de carbono presentan resisten-

cia a la insulina, que es un predecesor a la Diabetes Mellitus tipo 2 e importantes riesgos

cardiovasculares. La dieta continua alta en hidratos de carbono con el tiempo desarrolla

el Sı́ndrome metabólico, y altera los bioı́ndices como lo son insulina, triglicéridos, adipo-

nectina y leptina en sangre. Al administrar la metformina vı́a oral ayuda a restableces los

bioindices a los niveles casi normales, ya que no los restablece por completo.

El SM provocado por una dieta alta en hidratos de carbono se encuentra asociado con la

resistencia a la insulina, ya que se ve afectada la vı́a de la insulina, demostrada en este

trabajo por la disminución de la fosforilación de Akt. El SM altera los niveles energéticos

a nivel molecular, ya que se consume más energı́a de la que se utiliza y se ve afectado en la

vı́a de AMPK, ya que está proteı́na es el regulador homeostático de energı́a, y en el SM se

ve disminuida la fosforilación de AMPK.

La metformina administrada vı́a oral en las ratas con SM, ayudó a restablecer la respuesta a

la insulina, ya se ve reflejada en la mejorı́a de la fosforilación de la proteı́na Akt, la cual es

parte de la vı́a de la insulina. También se observa como la metformina ayuda a restablecer

la fosforilación de la proteı́na AMPK, por lo que se puede concluir, que este fármaco ayuda

a restablecer el blance enérgetico.
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PERSPECTIVAS

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo se puede trabajar sobre la vı́a de insulina,

evaluar las diferentes proteı́nas que la conforman para lograr establecer desde donde se

encuentra dañada la vı́a, empezando por el receptor de insulina y la vı́a rio abajo.
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que viene?. Archivos de Cardiologı́a de México. 2004;74(2):S267-70. Epub 1985/04-06.

8. Zimmeta P, George K, Albertib MM, Serrano M. Una definición mundial del sı́ndrome

74



Evaluación de la resistencia a la insulina y activación de la proteı́na cinasa dependiente de AMP (AMPK) en hepatocitos de rata con Sı́ndrome Metabólico
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11.0.1. Soluciones
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11.0.2. Kits utilizados para la medición de glucosa, insulina, triglicéri-

dos, adiponectina y leptina

Accutrend GCT RocheCat No. 04451660001

Equipo para la determinación decolesterol y triglicéridos en sangre total agente diagnóstico

para uso in vitro.

Tiras AccutrendTriglycerides: Cada tira reactiva tiene una zona reactiva que contiene los

reactivos indicadores. Cuando se aplica la sangre por capilaridad, se produce una reacción

quı́mica y la zona reactiva cambia de color. El equipo registra este cambio de color y con-

vierte la señal de medición en el resultado cuantitativo mostrado. Principio de la prueba:

Los triglicéridos son escindidos inicialmente por una esterasa a glicerol y ácidos grasos

libres. Mediante otros dos pasos enzimáticos, el glicerol se convierte en fosfato de hidro-

acetona y peróxido de hidrógeno. En presencia de peroxidasa, el peróxido de hidrógeno

provoca la oxidación de un indicador a un colorante, y su concentración se determina me-

diante fotometrı́a de reflectancia.

Intervalos de medición: 70-600 mg/dL, valores normales: triglicéridos inferiores a 200
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mg/dL.

Kit de Immobilon Western, chemiluminescent HRP Substrate de Millipore corpora-

tion, Cat No WBKLS0500, Lot No 118803

Para la detección de la quimioluminisencia se utiliza una enzima que cataliza una reacción,

como resultado da una luz visible. La reacción de quimioluminisencia de la peroxidasa de

rábano (horseradishperoxidase HRP) se basa en la oxidación catalizada del luminol por le

peróxido.

El luminol oxidado emite luz hasta que se descompone a su estado fundamental. Esta

técnica tiene rapidez y seguridad en los métodos de detección cromogénica a niveles de

sensibilidad alta.

Kit enzimático de glucosa oxidasa SIGMA GAGO-20

Principio: La Glucosa es oxidada a ác. Glucónico y peróxido de hidrógeno por medio de

la glucosa oxidasa, el peróxido de hidrógeno reacciona con el o-dianisidino en presencia

de la peroxidasa y producir un producto colorido (café). El o-dianisidinoóxidado reacciona

con el ác. Sulfúrico y formar un producto con un color más estable. El color rosa intenso

se mide en el espectofotómetro a 540nm y es proporcional a la concentración de glucosa.
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ALPCO Immunoassays, Insulin (Rat) High Range ELISA, Cat 80-INSRTH-E01,E10

ALPCO Immunoassays, Leptin (Mouse and Rat) High Range ELISA

ALPCO Immunoassays, Adiponectin (Rat) High Range ELISA

11.0.3. Equipos

Espectofotómetro CARY 100

Cámara de electroforesis: PowerPac HC BIORAD

Cámara de transferencia: Powersupplies ENDURO LABNET

Fotodocumentador y análisis de densitometrı́a: Chemidoc BIORAD
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