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Introduccion

En el estilo de vida de la sociedad actual, cobran gran importancia las anormalidades
metabdlicas, que interrelacionan varias condiciones como resistencia a la insulina,
intolerancia a la glucosa, dislipidemia y obesidad, llevando al desarrollo de disfuncion de
células endoteliales vasculares, hipertension y trombosis.

La obesidad esta caracterizada por el exceso de grasa en el organismo, en la que se considera
mas importante, el lugar de localizacion que la cantidad de grasa acumulada. Es asi que la
obesidad visceral (grasa epiploica), se considera con mayor riesgo de morbimortalidad, que la
subcutanea o periférica. Este hecho se explica, porque la visceral es mas susceptible a la
accion de las catecolaminas y menos sensible a la insulina, por lo que se considera un
marcador de resistencia a esta y de diagnostico de la diabetes mellitus tipo 2.

Ademas de reserva energética, el tejido adiposo produce y libera numerosas sustancias con
funcién autocrina, paracrina y endocrina. La gran actividad endocrina desarrollada por los
adipocitos, se cumple a través de la secrecion de multiples hormonas y factores de
crecimiento, colectivamente llamadas adipocinas o adipocitocinas. Las alteraciones en la
produccion de adipocitocinas, estan relacionadas con el desarrollo de obesidad, sindrome
metabodlico y enfermedad cardiovascular.'*

La Enfermedad Vascular Periférica (PVD) o Enfermedad Arterial Periférica (PAD), es un
trastorno de la circulacion, lento y progresivo, suscitado por los factores antes descritos.
Dentro de estos trastornos se incluyen trombosis venosa profunda, venas varicosas e
insuficiencia venosa cronica, enfermedad coronaria y la aterosclerosis. La PVD suele estar
caracterizada por un estrechamiento de los vasos sanguineos, que transportan sangre a los
musculos de las piernas y los brazos. La causa mas comun es la aterosclerosis.

La adiponectina es una proteina secretada por el tejido adiposo, exclusivamente en los
adipocitos diferenciados, que al contrario de otros factores, trabaja como protectora de
enfermedades cardiovasculares y aumentando la sensibilidad a la insulina.®”

Sin estar totalmente definidas las actividades fisiologicas y fisiopatologicas mediadas por la
adiponectina, podria ser objetivo del tratamiento de diversas patologias relacionadas con la
obesidad, generando alin investigaciones para su elucidacion. Igualmente, es preciso
esclarecer de qué forma los farmacos usados en la terapia de estas patologias, marcan
incidencia sobre las actividades de la adiponectina en los organismos tratados, de tal forma
que en el desarrollo de la presente investigacion, se hace evaluacion de la actividad de los
representantes de grupos farmacologicos como antihipertensivos (IECA (enalapril), ARB
(telmisartan),  B-bloqueadores  (metoprolol) y calcioantagonistas (amlodipino)),
hipoglucemiantes orales (TZD (rosiglitazona), biguanidas (metformina), SU (glibenclamida)),
hipolipemiantes (simvastatina), nitratos orgdnicos (mononitrato de isosorbide), diuréticos
(furosemida), antiagregantes plaquetarios (aspirina)), sobre los niveles circulantes de
adiponectina y factores relacionados, como género, lipdlisis, nivel de acidos grasos libres,
glucosa y secrecion de insulina, en el desarrollo y evolucion de la PVD.

Kato H. y col. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 2006; v.26, p.224-30.
Tsatsanis C. Biochem. Biophys. Res. Comun. 2005, v.335, p.1254-63.
Iglesias Osma M.C. y col. Rev.Clin. Esp. 2008; v.208, n.5, p.239-46.
Lihn A.S. y col. Obesity Reviews. 2005; v.6, p.13-21.

Matsuzawa Y. Atheriosclerosis. 2005; suppl.6, p.7-14.

Mahmud A., Feely J. Am. J. Hypertens. 2005; v.18, p.1543-8.
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MARCO TEORICO

La obesidad predispone a un incrementado riesgo de desarrollar enfermedades como
aterosclerosis, diabetes, enfermedad hepatica grasa no alcohdlica, algunos tipos de cancer y
desordenes inmunes como el asma, en la poblacion mundial.

Se ha encontrado que los macrdéfagos derivados de la médula dsea se encuentran en el tejido
adiposo blanco y correlacionan directamente con la obesidad. Por esto, Tilg H. en su trabajo
de 2006, cita al tejido adiposo como un factor importante en la regulacion de muchos
procesos patologicos. Habiéndose caracterizado diversos productos secretados por este, como
las adipocitocinas, dentro de las que la adiponectina, leptina, resistina y visfatina, establecen
vinculos entre obesidad, resistencia a la insulina, desordenes inflamatorios y
cardiovasculares.’

Asi mismo muchos estudios han demostrado, que la obesidad incrementa la mortalidad por

muchas causas, principalmente el dano cardiovascular producido por efecto del exceso de
.. ) e 8

tejido adiposo, generando procesos aterosclerdticos en grandes vasos.

Como ha sido explicado por Elbatarny H.S. y col. en 2007, la concentracion de adipocitocinas
decrece con la obesidad. Cada una ellas, tienen pronunciados efectos sobre tejidos periféricos
y una funciéon en la obesidad, ligada al aumento de enfermedades cardiovasculares. Los
niveles de adiponectina circulante o de grelina alterados, correlacionan con el incremento del
riesgo de enfermedad cardiovascular. La adiponectina antagoniza varios efectos de la leptina,
y protege contra la resistencia a la insulina (IR), dislipidemia y aterosclerosis.

Los receptores de estas adipocitocinas, han sido identificados en células del sistema
cardiovascular y se ha demostrado, que algunos de ellos pueden regular las funciones de las
células del endotelio vascular (VECs), células de musculo liso vascular (VSMCs),
cardiomiocitos o plaquetas. Se sabe ademads, que la interaccion entre plaquetas y VECs, es
importante en la regulacion de la coagulacion, fibrinolisis, trombosis y funciones vasculares, y
que éstas citocinas pueden influenciar ciertas funciones de las VECs.”

Exceso de tejido adiposo en la pared vascular:

Los numerosos mecanismos de dafio, por los cuales la obesidad puede afectar adversamente la
vasculatura, llevando al aumento de muerte cardiovascular, se pueden observar en la figura 1.
La inflamacidn sistémica y la produccion de adipocitocinas por el tejido adiposo, son parte de
los mecanismos de los efectos adversos del tejido adiposo en las paredes de los vasos.®

Los niveles de acidos grasos libres (FFA) sirven para predecir la muerte por causas
cardiovasculares, después de estabilizar factores como edad, género, indice de masa corporal
(BMI), triglicéridos (TG), lipoproteinas de alta densidad (HDL), lipoproteinas de baja
densidad (LDL), evaluacion de homeostasis de la resistencia a la insulina, hipertension
arterial (HTA), tabaquismo, proteina C reactiva (CRP) y terapia farmacoldgica. Los FFA
pueden incgiucir la apoptosis celular endotelial y perjudican la vasodilatacion dependiente del
endotelio.

La adiponectina de alto peso molecular (AdipoHMW) y el colesterol con lipoproteinas de alta
densidad (C-HDL), correlacionan inversamente con los niveles de TG, IR y factores
inflamatorios circulatorios. Se ha visto progresion de enfermedad de arteria coronaria (CAD)

! Tilg H. y Moschen A.R. Nature. 2006; v.6, p.772-83.
8 Fantuzzi G. y Mazzone T. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 2007; v.27, p.996-1003.
? Elbatarny H.S. y col. Eur. J. Pharmacol. 2007; v.558, p.7-13.
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en sujetos diabéticos y no diabéticos, que correlaciona inversamente con los niveles de
adiponectina. Asi, esta citocina resulta ser el mejor predictor del dafio de la pared de la arteria
carotida en pacientes con DM2, tras el tratamiento con sensibilizantes a la insulina. También
es claro, que mutaciones del gen de adiponectina, estdn fuertemente asociadas con el
desarrollo de intolerancia a la glucosa, DM y CAD en humanos.

La adiponectina promueve acciones de expresion genética anti-ateratogénica y anti-
inflamatoria, con funcion en células de la paredes vasculares. Modifica la expresion de
moléculas de adhesion en células endoteliales, a través de la inhibicion de la activacidon del
factor nuclear kB (NFxB). También, reduce el estrés oxidativo endotelial y su proliferacion,
mientras estimula la actividad del 6xido nitrico sintasa."
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Figura 1. Productos derivados del tejido adiposo trabajan en las paredes vasculares y a través del higado, para
modular el ambiente aterogénico. En la obesidad, la produccion de metabolitos, citocinas y hormonas por el
tejido adiposo esta alterada. En el tejido adiposo visceral, estos factores tienen acceso al higado favorecido a
través de la circulacion portal. En el higado los factores derivados del tejido adiposo, influyen en la composicion
y nivel de lipoproteinas circulantes, y los niveles sistémicos de componentes inflamatorios y del sistema de
coagulacion. Los factores derivados del tejido adiposo también pueden regular la expresion de genes y funcion
endotelial, de musculo liso arterial y células macrofago en las paredes vasculares. (FFA: 4cidos grasos libres;

TNF: factor de necrosis tumoral; PAI: inhibidor del activador del plasmindgeno). ( Reproduccion de 11)

De acuerdo con investigaciones recientes, la CRP puede también producirse en tejido adiposo
y esté relacionada con el desarrollo de aterogénesis de las paredes vasculares.
Angiotensindgeno, enzima convertidor de angiotensina (ECA) e inhibidor 1 del activador del
plasminégeno (PAI-1), son producidos también por el tejido adiposo, siendo sus niveles
incrementados en la obesidad. La angiotensina II produce vasoconstriccion, pudiendo también
promover inflamacion sistémica, y donde el PAI-1 puede generar aterotrombosis. "’

10 Elbatarny H.S. y col. Eur. J. Pharmacol. 2007; v.558, p.7-13.
" Fantuzzi G. y Mazzone T. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 2007; v.27, p.996-1003.
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Diferencias en el riesgo aterosclerotico basado en la distribucion de tejido adiposo:

El depdsito de adipocitos a nivel central (grasa en el tronco y/o abdomen), confiere mayor
riesgo cardiovascular que los adipocitos periféricos (presentes en cadera y muslos). Las masas
de grasa periférica, tienen un efecto independiente y dominante antiateratogénico en mujeres
mayores. La grasa central, fue asociada directamente con el endurecimiento de las arterias
carotida y femoral, mientras la grasa periférica estuvo inversamente relacionada con el
endurecimiento de segmentos braquial y carotido-femoral. También se mostré que la
enferme%ad de arteria coronaria, estd significativamente correlacionada con el tejido adiposo
visceral.

De acuerdo con Tilg H. y Moschen, biomarcadores de la inflamacion en concentraciones
aumentadas como el TNF-a, IL-6 y CRP, se presentan en individuos con obesidad y
resistencia a la insulina, lo cual puede predecir el desarrollo de DM2 y enfermedad
cardiovascular. Hotamisligil y col. en 1993, describieron que los adipocitos expresan
directamente TNF-a, lo cual implica inflamacion en la obesidad. Igualmente que individuos
obesos, que redujeron de peso, redujeron la expresion del TNF-a en tejido adiposo.'*"

ADIPONECTINA

La adiponectina también conocida como adipoQ, proteina plasmatica de aproximadamente 30
kD, inicialmente conocida como el complemento en los adipocitos (ACRP30) y la proteina 28
de unidn gelatina (GBP28), son la misma proteina.

Se reconocid que su alta concentracion plasmatica (= de 5 a 30 pg/mL), representa cerca del
0.01% de las proteinas plasmaticas totales, sugiriendo que debia tener acciones mas alla de las
locales. Una vez identificada la adiponectina, también lo fueron sus receptores (adipoR1 y
adipoR2) en higado y musculo esquelético, donde mostraron efectos directos sobre la
sensibilidad a la insulina. Sin embargo, ni la funcién fisiologica de la adiponectina, ni la via
de sefializacion de transduccion han sido totalmente elucidadas.'>'®!7!¥

La inhibicién de la expresion de los receptores adipoR1 y R2, estd acompafiada de una
disminucién de los efectos de la adiponectina, sobre la activacion del Receptor de
Peroxisomas Activados por Proliferadores tipo o (PPAR-a), la oxidacion de acidos grasos y la
utilizacién de la glucosa, sugiriendo que estos receptores podrian ser los mediadores de la
accion de la adiponectina. Parece ser que existe una relacion entre la sensibilidad a la insulina
y la expresion de los receptores de adiponectina.

Las evaluaciones de Doria en 2003, mediante estudios en chimpancé definieron Ia
hipoadiponectinemia, como un defecto genéticamente determinado, que contribuye a la
etiologia de la obesidad y la resistencia a la insulina, pero independiente del peso corporal o
los niveles de insulina. Caracteriz6 la adiponectina en el hombre como una proteina de 244
aminodcidos, estructuralmente similar al coldgeno, homdloga con el factor de necrosis
tumoral a y en un 43%, con la proteina de complemento Clq, y determinando que sus niveles
estan inversamente relacionados con el area de grasa corporal, por lo que, bajos niveles de ella

12 Fantuzzi G. y Mazzone T. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 2007; v.27, p.996-1003.

13 Tilg H., Moschen A.R. Nature. 2006; v.6, p.772-83.

1 Hotamisligil y col. Science. 1993; v.259, p.87-91.

15 Bodary F.B., Eitzman D.T. Aterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 2006; v.26, p.235-6

' Goldstein B.J., Scalia R. J. Clin. Endocrinol. Metab. 2004; v.89, n.6, p.2563-8.

7 Matsuzawa Y. Atheriosclerosis. 2005; suppl.6, p.7-14.

18 Vasseur F. Pharmacological Research. 2006; v.53, p.478-81.

19 Kim M.J., Maachi M., Capeau J., Bastard J.P. Inmuno-analyse & Biologie spécialisée. 2006; v. 21, p.1-7.
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han sido asociados con la obesidad, diabetes mellitus tipo 2 y enfermedades
cardiovasculares.”

La proteina esta compuesta por tres dominios: uno que sefiala la secuencia a partir del
nitrogeno terminal. Un segundo, fibroso similar al colageno y un dominio globular, similar a
la proteina del complemento (C1q), cerca del carbono terminal. (Figura 2).2"*%*

Estos tres dominios se entrelazan para formar una triple hélice de coldgeno, pudiendo reunirse
de dos a seis trimeros de estos, que multimerizan formando oligdémeros a través de puentes
disulfuro. En la circulacién, la adiponectina existe en por lo menos dos formas: una como
hexamero (dos trimeros) llamado oligobmero de bajo peso molecular, que es la forma
predominante de la adiponectina en la circulacion, y como oligémeros de alto peso molecular,
consistentes de cuatro a seis trimeros, que constituyen la adiponectina intracelular. Sin
embargo, ha sido establecido que el complejo de adiponectina de alto peso molecular, es la
forma activa de esta proteina, que regula la sensibilidad a la insulina.**
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Figura 2. Estructura primaria (A) y diversas formas circulantes (B) de la adiponectina.
(Reproduccion de 23)

La adiponectina puede sufrir una ruptura proteolitica, dando lugar a una forma globular de
adiponectina, conteniendo Unicamente la cabeza del dominio globular, cuyo efecto
farmacologico parece ser la estimulacion de la B oxidacion de acidos grasos en musculo
esquelético, mientras la adiponectina total disminuye la produccion de glucosa hepatica,
teniendo cada una de las formas de la adiponectina un sitio y modo de accion diferentes.

El gen de la adiponectina, también posee el locus para otros genes posiblemente relacionados
con fenotipos de las caracteristicas del sindrome metabolico, resistencia a la insulina,
obesidad, hipertension arterial, enfermedades cardiovasculares y diabetes tipo 2.232>%

En contraste con las proteinas producidas por el tejido adiposo, los niveles de adiponectina
son mas bajos en sujetos obesos que en individuos delgados, mostrandose una correlacion
inversa entre el nivel plasmatico de adiponectina y el indice de masa corporal, tanto en
humanos como en animales. Los niveles del gen de expresion de adiponectina, son mas altos
en el tejido adiposo subcutdneo que en el intraabdominal. De acuerdo con esto se considera
que, debido a que la acumulacion de tejido adiposo en mujeres se da principalmente en la

20 Doria A. International Congress Series. 2003; v.1253, p. 63— 71.

2! Lihn A.S.y col. Obesity Reviews. 2005; v.6, p.13-21.

z Bodary F.B., Eitzman D.T. Aterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 2006; v.26, p.235-6.
2 Matsuzawa Y. Adiponectin Atheriosclerosis. 2005; suppl.6, p.7-14.

2% Maeda N.y col. Nature Medicine. 2002;v.8, n.7, p.731-7.

2 Kim ML y col. Inmuno-analyse & Biologie spécialisée. 2006; v. 21, pl1-7.

26 Comuzzie A.G. y col. J Clin. Endocrinol. Metab. 2001; v.86, p.4321-5
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region gluteofemoral, posee un efecto protector especialmente contra el riesgo de enfermedad
cardiovascular.”’

Se plantea que la mayor funcion fisioldgica de la adiponectina endogena, es como adaptador
de la alteracion metabolica de larga duracion, mientras el incremento del balance energético y
de la masa grasa, suprime el nivel de adiponectina.”®

Se ha sugerido un modo de accidon central de la adiponectina, ya que activa la enzima
proteincinasa dependiente de AMP (AMPK), que estd envuelta en la regulacion hipotaldmica
del comportamiento alimentario, modulando la via de la AMPK. Por tanto la adiponectina
puede comportarse como una citosina sensibilizante a la insulina®, antiateratogénica’®,
antiinflamatoria®', antiangiogénica, y antitumoral®> con acciones tanto periféricas como
centrales.”

De acuerdo con las Figuras 3 y4, se comprueba la existencia de dos tipos de receptores de la
adiponectina: el receptor 1 (adipoR1), expresado ampliamente en musculo esquelético,
gozando de ubicuidad en el organismo y el receptor 2 (adipoR2), el cual se expresa mas
abundantemente en el higado, aunque también esta presente en otros tejidos.

Uno de los mayores efectos de la sefializacion de la adiponectina se da en células endoteliales,
con la activacién de la AMPK.*

Las acciones de la adiponectina dependientes de la activacion del AMPK son:

1. La AMPK activa la via de la 6xido nitrico sintasa endotelial (NOSe) y el Akt,
contribuyendo a los efectos de la adiponectina en la angiogénesis. La adiponectina
también inhibe la produccion de superdxido y especies reactivas de oxigeno (ROS),
inducida por las lipoproteinas de baja densidad oxidadas (LDL-o0x), posiblemente a
través de la inhibicion de la actividad de la NADPH oxidasa celular. Por efecto de la
adiponectina, la disminucion de ROS puede aumentar la produccion de NO y reducir
la proliferacion celular, reduciendo la inhibicién de la actividad de la NOSe y del NO,
producida por las ROS y por el bloqueo de la activacion de la proteincinasa activada
por mitégenos (MAPK) inducida por las LDL-ox.>*

2. Produce actividad estimulante de la tirosincinasa, la cual, sin conectarse directamente
a receptores de la insulina, promueve la fosforilacion del sustrato receptor de la
insulina 1 y 2 (IRS-1 y 2), activa la sintesis de glucdgeno a través de varias sefales
intracelulares y aumenta la fosforilacion y actividad de la AMPK. Este enzima,
aumenta simultaneamente la captacion de glucosa en miocitos e higado y la oxidacion
de FFA, y regula directamente el metabolismo de la glucosa y la sensibilidad a la
insulina, segun ha sido descrito por Koshiba K. y col. en 2006.*

3. La activacion de la AMPK, media la oxidacion de acidos grasos y la sintesis neta de
ATP. La activacion farmacologica de la AMPK, también reduce la incrementada
apoptosis de células endoteliales expuestas a altos niveles de glucosa, sugiriendo que
la AMPK media el crecimiento y diferenciacion celular.®

7 Comuzzie A.G. y col. J Clin. Endocrinol. Metab. 2001; v.86, p.4321-5

2 Kim M.J. y col. Inmuno-analyse & Biologie spécialisée. 2006; v. 21, p1-7.

» Hotta K. y col. Arterioscler Thromb. Vasc. Biol. 2000; v.20, p.1595-9.

3% Yamauchi T. y col. J. Biol. Chem. 2003; v. 278, 1. 4, p. 2461-8

31 Ouchi N. y col. Circulation. 2003; v.107, p.671-4.

32 Brékenhielm E. Proc. Natl. Acad. Sci. 2004; v.101, p.2476-81.

33 Vasseur F. Pharmacological Research. 2006; v.53, p.478-81.

3* Goldstein B.J., Scalia R. J. Clin. Endocrinol. Metab. 2004; v.89, n.6, p.2563-8.
35 Arita Y. y col. Biochem. Biophys. Res. Comm. 1999; v.257, p.79-83.

21



4. La AMPK es un regulador clave del metabolismo energético del corazon. La alta

demanda energética es satisfecha primeramente por el metabolismo de 4cidos grasos
y glucosa. La AMPK no activa inicamente vias metabodlicas productoras de energia,
sino ademds inhibe vias consumidoras de ella. Su funcién es un determinante
energético en caso de isquemia cardiaca o hipoxia. La Regulacion hormonal de la
AMPK, envuelve el control de su fosforilacién, proceso en el cual se ha mostrado
interviene la adiponectina en corazon. En contraste, la insulina inhibe la actividad de
la AMPK cardiaca y su fosforilacion, situacion que parece ser mediada por el Akt.*®’
En un corazon normal, entre el 40 y 90% del ATP es derivado de la oxidacion de
acidos grasos. La carnitina palmitoiltransferasa (CPT-1), es la enzima clave para el
transporte de acidos grasos en la mitocondria, la cual se localiza en el exterior de la
membrana mitocondrial. Esta enzima es inhibido por la malonil CoA, que es regulado
y controlado de acuerdo con la sintesis y degradacion de AMPK, cuya actividad
regula la fosforilacion de las enzimas que controlan los niveles de la malonil CoA
(acetil CoA carboxilasa y malonil CoA decarboxilasa).
Existen diversas enzimas encargadas de la captacion, almacenamiento, movilizacion
y metabolismo de la glucosa, y varias de ellas claves en las vias metabolicas
glucosa/glicdgeno, tienen el proceso de fosforilacion/defosforilacion bajo control de
la AMPK.”’

5. Activacion de la AMPK durante la reperfusion isquémica:

La isquemia de miocardio es un problema de salud de la sociedad actual, producto de
la reduccion del metabolismo oxidativo mitocondrial y de la producciéon de ATP.
Durante moderada isquemia como en la angina pectoris, el suministro de energia a
partir del metabolismo de la glucosa y la oxidacion mitocondrial de acidos grasos, no
abastece la demanda, y acelera la glicolisis para compensar la reduccion del suministro
de ATP mitocondrial. Pero durante la isquemia severa, como en el infarto de
miocardio o la cirugia cardiaca, decrece igualmente el metabolismo oxidativo,
convirtiendo la glicolisis en la principal fuente de ATP, llevando a la reduccion de la
funcion y la eficiencia cardiaca. En la reversibilidad del dafio isquémico de miocardio,
la reperfusion recobrard la funcién contractil, una vez la produccion de energia sea
restaurada. Sin embargo, la oxidacion de acidos grasos puede ser acelerada durante la
reperfusion, originando mas del 95% del ATP desde la acetil CoA derivada de acidos
grasos. La alta oxidacién de &cidos grasos después de la isquemia, se debe al aumento
de los niveles de 4cidos grasos circulantes ocasionado por la isquemia, y a alteraciones
directas en el control subcelular de la oxidacion de 4cidos grasos. Esto ademads, inhibe
las vias de oxidacion de la glucosa.*®

MECANISMOS DE ACCION DE LA ADIPONECTINA

Como se muestra en las Figuras 4, 5 y 6, la adiponectina esta interrelacionada con diferentes
vias de sefializacion, sin que hayan sido totalmente elucidadas, pero que muestran incidencia
sobre o6rganos blanco como higado, musculo, cerebro y endotelio vascular principalmente.

Sistemas adicionales de sefializacion han sido implicados en por lo menos algunos de los
efectos endoteliales de la adiponectina. La inhibicion que produce sobre la sefializacion del
TNF-0, por ejemplo en células del endotelio, estd acompanada por acumulacion de AMPc y
es bloqueada por inhibidores de la adenilatociclasa o de la proteincinasa A (PKA), lo que
sugiere que la adiponectina puede modular la sefalizacion inflamatoria, en el cruce de las vias

38 Kovacic S. y col. J. Biol. Chem. 2003; v.278, p.39422-7.
37 Dyck J.R.B., LopaschuK G.D. J. Physiol. 2006; v.574, n.1, p.95-112.
3% Goldstein B.J., Scalia R. J. Clin. Endocrinol. Metab. 2004; v.89, 1.6, p.2563-8.
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AMPc-PKA y del factor nuclear kB (NFxB) (Fig. 8). Mientras las lipoproteinas de baja
densidad oxidadas (LDL-0x), inducen la generacion de superdxido en células endoteliales,
vinculada a la via de la NADPH-oxidasa, que puede ser suprimido por el dominio globular de
la adiponectina.™
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Figura 3. Esquema de sefalizacion y efectos de la adiponectina, en el metabolismo de los 4cidos grasos y de la
glucosa, mediados por la AMPK en musculo esquelético. 1) La adiponectina circula en plasma en diferentes
isoformas asociadas con glicoproteinas plasmaticas como complejos de alto peso molecular (HMW). 2) Cuando
la adiponectina se une a su receptor AdipoR1, es iniciada la fosforilacion de la AMPK. La unioén de formas
globulares de bajo y mediano peso molecular (LMW/MMW) a AdipoR1, promueve la interaccion del receptor
con la proteina de adaptacion APPLI, el cual es un pequeiio efector GTPasa. La AMPK es activada por el
aumento de la relacion de 50-AMP/ATP. Ademas, la activacion de la translocacion del GLUT-4 por la APPL1-
Rab5, puede ser una via parcialmente responsable por la recuperacion de la sensibilidad a la insulina mediada
por adiponectina. La adiponectina de HMW se une a la T-caderina, pero su via intracelular de sefializaciéon no
ha sido elucidada. La activacion de la proteincinasa activada por mitégenos (MAPK) p38 y el PPAR-a, no es
mostrada en el diagrama. 3) La fosforilacion y activacion de la AMPK, en su momento, fosforila e inhibe la acil-
CoA carboxilasa (ACC). 4) La inhibicién de la ACC promueve la reduccion de la formacion de malonil-CoA, un
inhibidor fisiologico de la captacion de acil-CoA de cadena larga, por la carnitina palmitoiltransferasa (CPT1). 5)
La desinhibicion de la CPT1 ocasiona la entrada de acil-CoA de cadena larga a la mitocondria para su [-
oxidacion, proceso que restaura el balance energético. 6) En condiciones de hipoadiponectinemia, se incrementa
la captacion y acumulacion de acidos grasos no esterificados (NEFA) en células musculares, y acumulacion de
especies lipidicas intermediarias toxicas (diacilglicerol DAG). El DAG activa la PKCu, una serina cinasa que
promueve la fosforilacion de la serina del sustrato del receptor de insulina (IRS-1), alterando la sefializacion de
la insulina (fosfatidil inositol 3 cinasa (PI3K) reducido, refuerzo y activacion de la PKB/Akt y translocacion del
GLUT-4). Por el contrario, la f-oxidacion mitocondrial incrementada reduce la formacién de DAG, a partir de la
acil-CoA grasa de cadena larga. El IRS-1 fosforilado en el residuo de tirosina, refuerza y activa la PI3K y la
PKB/Akt, llevando a la translocation del GLUT-4 desde el deposito intracelular a la membrana plasmatica. Asi,
el efecto de la insulina es reducido cuando el IRS-1 es fosforilado en un residuo de serina, lo que explica

. . . . . .y 40
parcialmente la resistencia a la insulina. (Reproduccion de )

OTROS COMPONENTES DE LA ACCION DE LA ADIPONECTINA

El adipoR1 es un receptor con alta afinidad por la adiponectina globular y con baja afinidad
por la adiponectina total, que incrementa la captacion de glucosa y la oxidacién de acidos

39 Goldstein B.J., Scalia R. J. Clin. Endocrinol. Metab. 2004; v.89, 1.6, p.2563-8.
40 Lafontan M., Viguerie N. Current Opinion in Pharmacology. 2006; v.6, p.580-5.
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grasos, interviniendo en la modulacion de la trigliceridemia y sin influencia considerable, en
la insulinemia. En cuanto al adipoR2, es un receptor con afinidad media por la adiponectina
total y la globular, que promueve la oxidacion de acidos grasos libres, captacion de glucosa y
una baja gluconeogénesis. *'**

También se ha mostrado que la adiponectina de alto peso molecular y sus hexameros, pueden
activar la via del factor nuclear kB (NFKB).42
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Figura 4. Mecanismos y Vias de Sefializacion Celular para la adiponectina.
(Reproduccion de44)

Es bien conocido el efecto exocrino de la adiponectina, y se ha descrito que su accion
autocrina inhibe la secrecion en el adipocito, de citocinas que inducen resistencia a la insulina
(TNF-a, IL-6, CRP). Al mismo tiempo con su accidon exocrina sensibilizante a la insulina, los
efectos autocrinos de la adiponectina pueden explicar la accion antidiabética de esta citocina,
al prevenir la induccion de resistencia a la insulina en el musculo esquelético.*¢

ADIPONECTINA COMO MARCADOR DE ENFERMEDAD
La hipoadiponectinemia, esta asociado con muchas condiciones patologicas:

Obesidad

Se ha demostrado, que la transcripcion de la adiponectina en lineas celulares de adipocitos, es
suprimida por el TNF-a en individuos obesos, igualmente la expresion es también suprimida,
por otros mediadores proinflamatorios, como IL-6. Muchos factores afectan los niveles
circulantes de adiponectina, como el género, edad y estilo de vida."’

Las investigaciones sobre niveles plasmdaticos de adiponectina en sujetos obesos, han
encontrado reducidos niveles (3.7 pg/mL) frente a los encontrados en sujetos no obesos (8.9
pug/mkL).

Los niveles de adiponectina han sido asociados con la acumulacion de grasa visceral, pero no
esta claro el mecanismo por el cual esta grasa reduce los niveles de adiponectina. ***’

1 Lihn A.S. y col. Molecular and Cellular Endocrinology. 2004; v.219, p.9-15.
42 yasseur F. Pharmacological Research. 2006; v.53, p.478-81.

4 Xu B. y col. J. Hypertens. 2006; v.24, p.915-22.

* Goldstein B.J., Scalia R. J. Clin. Endocrinol. Metab. 2004; v.89, n.6, p.2563-8..
* Kovacic S. y col. J. Biol. Chem. 2003; v.278, p.39422-7.

46 Dietze-Schroeder D. y col. Diabetes 2005; v.54, p.2003—11.

4 Tilg H. y Moschen A.R. Nature. 2006; v.6, p.772-83.

8 Arita Y. y col. Biochem. Biophys. Res. Comm. 1999; v.257, p.79-83.

* Phillips S.A. y col. Diabetes. 2003; v.52, p.667-74.
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Enfermedad Cardiovascular

El crecimiento epidémico de las enfermedades cardiovasculares en paises desarrollados y
tercer mundistas, estd asociado con la incrementada prevalencia de la resistencia a la insulina
y la diabetes tipo 2, debidas a excesos de peso corporal y estilos de vida sedentaria. La
resistencia a la insulina juega una funcion determinante en el desarrollo de factores de riesgo
(sindrome metabolico, hiperinsulinemia, intolerancia a la glucosa, hipertension vy
dislipidemia), que elevan draméticamente el riesgo cardiovascular.™

Disfuncion vascular

Un estudio en diabéticos tipo 2, establecid una correlacion entre los niveles de adiponectina y
la funcion endotelial, mostrando que los pacientes diabéticos presentan bajo nivel plasmatico
de adiponectina, perjudicando la vasodilatacion tanto endotelio dependiente como endotelio
independiente, en contraste con lo observado en individuos control y que como ya se sabe,
esto esta relacionado con la produccion endotelial de NO.>'2
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Figura 5. Ilustracion de tejidos objetivo de la adiponectina, posible modo de accion y regulacion.
(Reproduccion de 53)

Trabajando con modelos animales de raton knockout carentes de adiponectina, se encontrd
sorprendentes alteraciones vasculares, incluyendo complicaciones de la neointima e
incrementada proliferacion de células de musculo liso vascular en células de arterias
mecanicamente afectadas. La adiponectina asociada con células espumosas en lesiones de
tejido graso, suprime la expresion de moléculas 1 de adhesion celular vascular (VCAM-1) y
puede reducir los niveles de TNF-a..

En células endoteliales de aorta, se ha visto que expresan los receptores de adiponectina, y
que en respuesta a ella aumenta la produccion de 6xido nitrico (NO) y/o reduce los niveles de

*® Goldstein B.J., Scalia R. J. Clin. Endocrinol. Metab. 2004; v.89, n.6, p.2563-8.
st Shimabukuro M. J. Clin. Endocrinol. Metab. 2003; v.88, p.3236—-40.

52 Tan K.C.B. y col. J. Clin. Endocrinol. Metab. 2004; v.89, p..765-9.

3 Lihn A.S. y col. Obesity Reviews. 2005; v.6, p.13-21.
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lipoproteinas de baja densidad oxidadas (LDL-o0x), inducidas por supresion de la actividad del
NOSe.
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Figura 6. Efectos antiinflamatorios y antiateratogénicos de la adiponectina (Reproduccion de 56)

Ha sido comentado, el desarrollo de intensa hiperplasia de neointima, en ratones deficientes
en adiponectina, protegiendo del desarrollo de aterosclerosis, lo anterior sugiere la regulacion
de la expresion del NOSe.”’

Tan y col. en 2004, también establecieron una relacioén entre adiponectina y la vasodilatacion
endotelio dependiente (EDV - marcador clinico de la funcion endotelial), tanto en individuos
sanos como en diabéticos.”

Al parecer la adipoHMW, tiene gran relacion con la incidencia de enfermedad de arteria
coronaria (CAD), la sensibilidad a la insulina tras la administracion de tiazolidindionas y se
considera el Ginico isémero que suprime la apoptosis de células endoteliales.”®

Enfermedad vascular periférica

Una de las principales patologias de esta clase y reflejo de su problematica, es la
aterosclerosis obliterante, principal causa de la enfermedad arterial oclusiva, que suele
acontecer en edades mayores a 40 afos hacia la sexta y séptima décadas de vida. Hoy en dia,
hay una incrementada prevalencia de la enfermedad aterosclerdtica periférica, en pacientes
con diabetes mellitus, hipercolesterolemia, hipertension o hiperhomocisteinemia.

La patologia muestra esteatosis u oclusion causantes de lesiones segmentarias, causadas en
vasos de mediano y gran tamafio. La patologia de lesion de la placa aterosclerotica, incluye
depositos de calcio, adelgazamiento de la intima media, destruccion irregular de muasculo y
fibras elésticas, fragmentacion de la ldmina eldstica interna y agregacion plaqueria con
trombina y fibrina.>**

Iwashima Y. y col. en 2006 Halperin y col. en 2005, determinaron que la adiponectina puede
servir como marcador de la existencia y evolucion de la aterosclerosis en la enfermedad

>* Matsuzawa Y. Atheriosclerosis. 2005; suppl.6, p.7-14.

>3 Vasseur F. Pharmacological Research. 2006; v.53, p.478-81.

%6 Kim M.J. y col. Inmuno-analyse & Biologie spécialisée. 2006; v. 21, p1-7.

37 Halperin F. y col Diabetes. 2005; v.48, p.2147-54.

58 Vasquez A.V.y col. Rev. Cubana Farm. 1998; v.32,n.3, p.204-10.

59 Braunwald E., y col. HARRISON’S Principles of Internal Medicine. 2001, 15" Edt., Vol. 1, p.1434-5. Mc Graw Hill.

50 Tan K.C.B. y col. J. Clin. Endocrinol. Metab. 2004; v.89, p..765-9. Vasquez A.V. y col. Rev. Cubana Farm. 1998; v.32, n.3, p.204-10.
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arterial periférica oclusiva (PAOD) y sirviendo como factor de temprana evaluacion
aterosclerotica y marcador bioquimico de la patologia.61

Marquina A.R y col. en 2003, explican que las complicaciones cronicas de los pacientes con
DM2, son resultado de transtornos metabolicos en las paredes vasculares, con reduccion del
espacio intraluminal de los vasos, afectando diversos organos entre ellos las extremidades
inferiores, generando enfermedad vascular periférica (PVD). Lesiones vasculares en vénulas y
capilares (microangiopatia), y en arterias de mediano calibre (macroangiopatia), deterioran la
circulacién general, afectando las extremidades con neuropatia diabética.**

Inflamacion y aterosclerosis

Segun la publicacion en 2005 de Kougias P. y col., la adiponectina inhibe la expresion de
moléculas de adhesion e interfiere con la adherencia de monocitos a células endoteliales,
evento inicial del proceso de ateroesclerosis. También inhibe la transformacion de macréfagos
en células espumosas in vitro y reduce su actividad fagocitica.*>%*
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Figura 7. Efectos antiateratogénicos de la adiponectina y efecto de otras adipocinas. (Reproduccion de ™)

La adiponectina tiene un papel crucial en la supresion de la actividad de macrofagos no
solamente en tejido adiposo, sino en otros como el higado. Sintesis reducida de adiponectina,
como la observada en individuos obesos, puede llevar a la falta de control sobre los factores
que inhiben la produccion de citocinas proinflamatorias, llevando ademas a la produccion
incrementada de mediadores proinﬂamatorios.66

Se ha observado que, ratones deficientes de adiponectina, presentan un intenso desarrollo de
la neointima y proliferacion de células de musculo liso vascular, en arterias mecdnicamente
danadas. También se ha demostrado que la adiponectina inhibe la oxidaciéon de LDL, inducida
por proliferacion celular y suprime la generacion celular de superoxido.

Segtiin Dieplinger B. y col. en 2006, la adiponectina tiene un potencial efecto inhibitorio,
sobre varios mecanismos moleculares de aterosclerosis, como la adhesion de células

o1 Iwashima Y. Atherosclerosis. 2006; v.188, p.384-90.

62 Marquina A.R. y col. Rev. Fac. Med. UNAM. 2003; v.46, p.18-21.

63 Kougias P. J. Surg. Res. 2005; v.126, p.121-9.

64 Araki T. y col. Metab. Clin. Exp. 2006; v.55, p.996-1001.

55 Kim MLJ. y col. Inmuno-analyse & Biologie spécialisée. 2006; v. 21, pl1-7.
56 Tilg H., Moschen A.R. Nature. 2006; v.6, p.772-83.
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monociticas a las células endoteliales, la formacion de células espumosas a partir de los
macréfagos y la migracion y proliferacion de células de musculo liso. 7%

Kato H. y col. 2006, describen que la interaccion de la placa aterosclerdtica vulnerable y la
formaciéon de trombos, es la piedra angular del sindrome coronario agudo (ACS), y sugiere
que la hipoadiponectinemia contribuye directamente al desarrollo de este.®®
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Figura 8. Posible mecanismo molecular de la adiponectina, para reducir los efectos inflamatorios de las
citocinas IL-8 y TNF-a, a través del estimulo de la proteincinasa inductora del NFkB (NIK). El NFkB estimula la
expresion de la IL-8, y la adiponectina inhibe la fosforilacion y degradacion del IkB dependiente del TNF-a.
Esta inhibicién ocurre a través de la via de la proteincinasa A dependiente de cAMP (cAMP-PKA). La
adiponectina puede también inhibir la IL-8, estimulando la fosforilaciéon y activacion de la Akt. Estos
mecanismos de actividad transmembrana de la adiponectina, aun no estan aclarados por carecerse del
conocimiento de donde son funcionalmente activos los receptores AdipoRI y AdipoRII. (flechas discontinuas y
ovalos azules: efecto de inhibicidon, —: efecto de estimulacion, p: estado fosforilado).

Segun explico Kotani K. y col.en 2005, la diabetes acelera los cambios aterdticos
(estructurales) y esclerdticos (funcionales), mientras la hiperlipidemia y/o la obesidad causan
principalmente cambios aterdticos. También se ha visto que la DM2 acelera la aterosclerosis,
mas que la hipercolesterolemia, sugiriendo que el engrosamiento de la intima media carotidea
(CIMT) esta condicionada al desarrollo de aterosclerosis en la diabetes y correlaciona
significativamente con la adiponectina.®®”’°

La adiponectina inhibe la migracion y adherencia de monocitos al endotelio, ademas de la
expresion de moléculas de adhesion inducidas por el factor de necrosis tumoral o (TNF- a),
como moléculas 1 de adhesion celular vascular (VCAM-1), E-selectina y moléculas 1 de
adhesion intracelular (ICAM-1), las cuales estan implicadas en la fase precoz del desarrollo
de la aterosclerosis (Figuras 7y 9).

De esta forma, la adiponectina puede inhibir la trasformacion de macrofagos en células
espumosas, por inhibicion de receptores de LDL-o0x, y asi, las funciones de fagocitosis y de
produccion de TNF-a desde los macréfagos maduros.””’*"

57 Dieplinger B. y col. Clin. Chem. Lab. Med. 2006; v.44, 1.7, p.830-3.

68 Kato H. y col. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 2006; v.26, p.224-30.

69 Kotani K. y col. Diabetologia. 2005; v.48, p.2684-6.

Lo J.y col. J. Clin Endocrinol. Metab. 2006; v.91, p.1677-82.

7! Iwashima Y. Y col. Aherosclerosis. Aceptado el 25 de Octubre de 2005, en edicion.
72 Kim MLJ. y col. Inmuno-analyse & Biologie spécialisée. 2006; v. 21, pl1-7.

73 Matsuzawa Y. Atheriosclerosis. 2005; suppl.6, p.7-14.
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Se ha encontrado en humanos, una asociacion inversa entre adiponectina y los marcadores
inflamatorios TNF-o, interleucina 6 y proteina C reactiva.’*">7°

El estudio de Kobashi y col., demostr6 que la adiponectina atenua la sintesis de IL-8, inducida
por el TNF-a, confirmando la actividad antiinflamatoria de la adiponectina en células
endoteliales. Ademas, se evidencid que el mecanismo seguido, estd mediado por la via
dependiente del factor nuclear kB (NF«kB), afectando la via del proteincinasa A dependiente
del AMPc (AMPc-PKA) y la via del proteininositol 3 cinasa-Akt (PI3K-Akt) (Figura 8). Se
ha observado, que la adiponectina incrementa el nivel intracelular de AMPc y PKA activada,
conociéndose ademas que inhibe la via de sefializacion endotelial del NFxB a través de la via
dependiente de AMPc-PKA. Este es el mecanismo sugerido para la inhibicién de la
produccién de IL-8 por efecto de la adiponectina, ya que esta activa la via AMPc-PKA.™"
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Figura 9. Accion de las hormonas derivadas del adipocito, en la funcion endotelial y patogénesis de la
enfermedad vascular aterosclerdtica. La leptina posee propiedades rotrombéticas, proinflamatorias, oxidativas y
proliferativas. Esta también eleva la presion sanguinea sistémica, a pesar de una vasodilatacion inducida
dependiente de NO. La adiponectina regula la funciéon de los monocitos, inhibe el TNF-a dependiente de la
regulacion del NF-xB, y regula la expresion de moléculas de adhesion VCAM-1 e ICAM-1. La resistina ha
mostrado promover la liberacion de ET-1, favoreciendo la expresion de moléculas de adhesion VCAM-1,
ICAM-1, MCP-1, TRAF-3, y pentraxin-3. (NF-kB: factor nuclear kappa B; VCAM-1: moléculas 1 de adhesion
celular; ICAM-1: moléculas 1 de adhesion intracelular; MCP-1: quimocina 1 quimioatrayente de monocitos; ET-

1: endotelina 1; TRAF-3: factor 3 asociado al receptor del TNF) (Reproduccion de76)

Cardiopatia coronaria

Se ha descrito que altos niveles de adiponectina son un factor protector del desarrollo de este
tipo de patologia, cuyo sintoma mas frecuente es el dolor toracico, pudiendo verse
acompaifiado de respiracion entrecortada, diaforesis, nauseas o vomito, conocida cominmente
como angina de pecho. Su manifestacion con largos periodos de permanencia y con lesion
irreversible de miocitos, origina ordinariamente el infarto del miocardio.”””>”

7 Kobashi C. y col. Circ. Res. 2005; v.97, p.1245-52.

s Fantuzzi G. y Mazzone T. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 2007; v.27, p.996-1003.

76 Kougias P. J. Surg. Res. 2005; v.126, p.121-9.

7 Copstead L.C., Banasik J.L. (2005) Pathophysiology 3* Edt. Elsevier, St. Louis Missouri, p. 416-25.
78 Fleming L. Circ. Res. 2006; v. 98, p.887-96.

7 Vasquez A.V.y col. Rev. Cubana Farm. 1998; v.32,n.3, p.204-10.
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Estudios prospectivos realizados por Fantuzzi G. y col. en 2007 y 2006 de Von Eynatten M. y
col. en 2006, hallaron que el efecto cardioprotector de la adiponectina, se asocia con una
disminucion del riesgo de infarto de miocardio en un 30% y hallaron asociacion entre
hipoadiponectinemia, incremento de la actividad de la lipasa hepdatica en humanos, bajo nivel
de C-HDL, alto nivel TG, IR e HTA, siendo ademas caracteristica de pacientes con CHD, lo
que califica la adiponectina como predictor y objetivo terapéutico.**®!

Isquemia coronaria y adiponectina

Los altos niveles de adiponectina en hombres sin previa enfermedad cardiovascular, se
relacionan con bajo riesgo cardiovascular, independiente de factores tradicionales, como
hipertension, dislipidemia y diabetes.***

La concentracion plasmatica de adiponectina asociada con el desarrollo de sindromes
coronarios agudos, frente al de pacientes con angor estable y el grupo control, fueron
respectivamente 6.5, 11.3 y 12.8 pg/mL, siendo asi la hipoadiponectinemia factor de esta
patologia segun diversos investigadores.***>*

Hipertension

La relacion de la hipertension con el nivel de adiponectina plasmatica fue demostrada en
pacientes con hipertension esencial, en los que se presento niveles significativamente bajos en
relaciéon con sujetos sanos normotensos (9.1 pg/mL y 13.7 pg/mL respectivamente),
existiendo una relacion inversa entre la concentracion plasmatica de adiponectina y la presion
sanguinea sistolica y diastolica.™

Resistencia a la Insulina y Diabetes Mellitus Tipo 2 (DM2)

De acuerdo con Tilg H. y Moschen 2006, el tratamiento de animales obesos con adiponectina
(adiponectina globular (gAD)), ha mostrado reducir la hiperglicemia y el nivel FFAs en
plasma, mejorando la resistencia a la insulina. Ya que activa la AMPK tras la estimulacion del
receptor AdipoR1, para incrementar la fosforilacion de la acetil CoA carboxilasa (CCA),
reducir la produccion de malonil CoA e incrementar la actividad de la carnitina
palmitoiltransferasa 1 (CPT-1) y la oxidacién mitocondrial de 4cidos grasos.*”**%

En individuos obesos, el factor de TNF-a y IL-6, han sido encontrados en alta concentracion
en el tejido adiposo, adipocitocinas que pueden reducir la sensibilidad a la insulina, tanto in
vitro como in vivo. En humanos, el TNF-a reduce el gen de expresion y la secrecion de la
adiponectina desde los preadipocitos, como también desde fragmentos del tejido adiposo. Se
sugiere también, que el TNF-a es el responsable de la reduccion de los niveles de
adiponectina, cuando el drea de masa grasa y con ella el indice de masa corporal (IMC)
aumentan. **!

80 Rantuzzi G. y Mazzone T. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 2007; v.27, p.996-1003.
81 Von Eynatten M. y col. Clin. Chem. 2006; v.52, n.5, p.853-9.

82 Matsuzawa Y. Atheriosclerosis. 2005; suppl.6, p.7-14.

8 XuB. y col. J. Hypertens. 2006; v.24, p.915-22.

8 Katsuki A. y col. Diab. Res. Clin. Pract. Aceptado en Febrero de 2006, en edicion.
85 Nakamura Y. y col. Heart. 2004; v.90, p.528-33.

86 Kato H. y col. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 2006; v.26, p.224-30.

87 Tilg H. y Moschen A.R. Nature. 2006; v.6, p.772-83.

8 Chen M.B. y col. J. Clin Endocrinol. Metab. 2005; v.90, p.3665-72.

89 Kadowaki T. y col. J. Clin. Invest. 2006; v.116, p.1784-92.

% Lihn A.S. y col. Obesity Reviews. 2005; v.6, p.13-21.

! Senn 1.J. y col. Diabetes. 2002; v.51, p.3391-9.
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El incremento de los niveles de TNF-o e IL-6 en condiciones de desorden metabdlico, son
factores debidos a la acumulacion de tejido adiposo visceral, lo cual ademas reduce la
expresion de la adiponectina. Asi, se ha descrito que la insulina induce la secrecion y el gen de
expresion de la adiponectina in vitro, en adipocitos viscerales humanos. *

El efecto de los agonistas B adrenérgicos y andlogos del AMPc, inhiben el gen de expresion
de la adiponectina y la secrecion de esta, convirtiéndose en promotores de resistencia a la
insulina.”*

En poblacién japonesa, se observo que los niveles de adiponectina disminuyen en paralelo
con la disminucion de la sensibilidad a la insulina, antes de que la diabetes aparezca.

Usando cultivos de células de hepatoma y hepatocitos primarios de rata, se encontrd que la
adiponectina en el primer caso reduce la produccion de glucosa independiente de la insulina,
por inhibicion de la gluconeogénesis y de la glicogenolisis. La inhibicion de la
glucogeneogénisis en las células de hapatoma se sucede por supresion de la expresion de
glucosa-6-fosfatasa (G-6-Pasa) y de la fosfoneolpiruvato carboxicinasa (PEPCK). En
conclusion la adiponectina parece regular el metabolismo de la glucosa en ausencia de la
insulin% sin incrementar la sensibilidad a la insulina en el sistema de cultivos celulares
usado.

En un grupo de parientes en primer grado de pacientes con diabetes tipo 2, se caracteriz6 una
mayor resistencia a la insulina y menor nivel del RNAm de adiponectina en tejido adiposo.
Destacandose, que el dominio globular de la adiponectina, mas no de la adiponectina total,
reduce el nivel plasmatico de glucosa.”’

Trabajando en un modelo de ratones con lipodistrofia y resistencia a la insulina, determind
que estos animales resultaron también hiperinsulinémicos, hiperglicémicos y ademas, carentes
de adiponectina sérica. La infusion sistémica de adiponectina recombinante o en combinacion
con leptina, mejoro a los animales de la hiperglicemia y la hiperisulinemia, sugiriendo que la
resistencia a la insulina de los ratones lipoatroficos, puede ser causada por deficiencia de
adipocitocinas como la adiponectina y la leptina.”®

En el estudio realizado por Bacha y col., con menores, se demostrd que la adiponectina es un
fuerte y directo predictor de la sensibilidad hepatica y periférica a la insulina, igual que del
metabolismo de la glucosa. Asi, la hipoadiponectinemia puede ser un marcador no solo de la
resistencia a la insulina, sino ademas, de la disfuncion de las células beta y la DM2.%®

Dislipidemia

En pacientes con diabetes mellitus tipo 2 (DM?2), la dislipidemia se encuentra relacionada con
el nivel de adiponectina.”’

Se ha planteado una correlacion inversa y significativa, entre los niveles plasmaticos de
adiponectina y la proporcion de la fraccion catabdlica de la apolipoproteina A-I del colesterol
HDL (apoA-I FCR), su principal apolipoproteina (asociada con edad, obesidad abdominal,
triglicéridos plasmaticos, HDL y sensibilidad a la insulina). Situacidon que sugiere igualmente,

92 Halleux C. M. y col. Biochem. Biophys. Res. Commun. 2002; v.288, p.1102-7.

% Chen M.B. y col. J. Clin Endocrinol. Metab. 2005; v.90, p.3665-72.

% Fasshauera M. y col. Federation of European Biochemical Societies- FEBS Letters. 2001; v.507, p.142-6.
93 Daimon M. y col. Diabetes Care. 2003; v.26, n.7, p.

% Yamauchi T. y col. Nature Medicine. 2001; v.7, n.8, p.941-6.

7 Lihn A.S. y col. Obesity Reviews. 2005; v.6, p.13-21.

% Bacha F. y col. Diabetes Care. 2004; v.27, p.547-52.

%9 Schulze M.B. y col. Diabetes Care. 2004; V.27, p.1680-7.
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una relacion inversa entre adiponectina y la enfermedad coronaria, que resulta
considerablemente atenuada tras el ajuste lipidico, principalmente de colesterol HDL.

No fue hallada relacion entre los niveles de glicemia en ayunas con los de adiponectina
plasmatica. Por esto se admite ahora, que existe una correlacion inversa entre niveles de
adiponectina y el catabolismo acelerado de las HDL, siendo igualmente un factor responsable
por la disminucion de los niveles de colesterol HDL en individuos resistentes a la
insulina.'*'!

Relacion Genética entre Adiponectina y Enfermedad Metabolica

La informacion sobre la funcion de la adiponectina ha sido revelada a partir de mutaciones de
su gen. Se han revelado ocho mutaciones en el gen de adiponectina humana, algunos de los
cuales estan estrechamente relacionados con la diabetes y la hipoadiponectinemia,
encontrandose asociacion con la enfermedad de arteria coronaria.'”

Efectos Metabolicos de la Adiponectina

La adiponectina recombinante inyectada a ratones resistentes a la insulina, obesos o
desprovistos de tejido adiposo, mejora considerablemente las anormalidades metabdlicas, lo
cual se traduce en una mejoria de la resistencia a la insulina, asociada a la normalizacion del
perfil lipidico y la reduccion de la esteatosis muscular y hepatica. Igualmente, en humanos se
ha hecho manifiesto que dietas con restriccion calorica por largos periodos, conducen a
recuperacion de la sensibilidad a la insulina y mejora los niveles de adiponectina, efectos
sobre citlc())ginas como IL-6 y TNF-a, conocidas por sus implicaciones en la resistencia a la
insulina.

En conjunto las adipocitocinas juegan una funcion importante en el metabolismo de la glucosa
y de los lipidos, controlando la homeostasis energética y mediando la funcién secretora de
insulina y su accion. Entre ellas la leptina y la adiponectina, tienen una funciéon supresora de
la acetilcoenzima A carboxilasa (ACC), por lo que estimulan la oxidacién de 4cidos grasos no
esterificados (NEFA) en musculo e higado, generando respectivamente mejor captacion de
glucosa en musculo y menor gluconeogénesis en higado. Esto contribuiria a la oxidacién
lipidica en las células B, con el consiguiente efecto sobre la secrecion de insulina, llevando a
pensar que la adiponectina protege frente a la apoptosis de células B, inducida por los NEFA y
las citocinas que la producen.'®*'*

INTERVENCIONES QUE INCREMENTAN LOS NIVELES DE ADIPONECTINA

e Dicta

La vida media de la adiponectina en suero es de 2.5 a 6 horas, con una variacion diurna de la
concentracion, que declina en horas nocturnas y alcanza un nivel méximo tarde en la mafiana.
Se plantea ademas que los niveles de adiponectina circulante, después de la restriccion
caldrica que induce perdida de peso corporal, incrementa los niveles plasmaticos de
adiponectina. Se determind, que la adiponectina Gnicamente incrementa la sensibilidad a la
insulina, tras la reduccion de peso.'

100 Verges B. y col. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. Aceptado en Marzo de 2006, en edicion.
1 Musso G. y col. Hepatology. 2005; v.42, p.1175-83.

102 Matsuzawa Y. Atheriosclerosis. 2005; suppl.6, p.7-14.

1 Kim M.J. y col. Inmuno-analyse & Biologie spécialisée. 2006; v. 21, p1-7.

1% Havel P.J. Curr. Opin. Lipidol. 2002; v.13, p.51-59.

195 Staiger K. y col. J. Clin. Endocrinol. Metab. 2005; v.90, p6707-13.

1% Maeda N. Y col. Nature Medicine. 2002;v.8, 1.7, p.731-7.
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En pacientes obesos tratados con cirugia de reseccion géstrica, se presentd en un 46% de ellos
un incremento de nivel plasmatico de adiponectina, acompafiado en el 21% por reduccion del
indice de masa corporal. Los cambios en los niveles de adiponectina fueron asociados a
cambios en el indice de masa corporal, circunferencia de cintura y cadera, y niveles
plasmaticos de glucosa.

Se ha visto que la proteina de soya puede tener efectos benéficos en la expresion de
adiponectina, a pesar de no reducir en peso corporal. Similar efecto se ha visto en mujeres
premenopausicas, con dieta mediterranea baja en calorias. '’

e Fibratos

La terapia con fenofibrato mejora significativamente el porcentaje de flujo sanguineo mediado
por la respuesta dilatadora ante la hiperemia, reduce los niveles de los marcadores de
inflamacion, incrementa los niveles de adiponectina y mejora la sensibilidad a la insulina en
pacientes hipertrigliceridémicos o con sindrome metabolico, mostrado recuperacion
cardiovascular y de la estenosis coronaria.'®

e Estimulantes del Receptor de Peroxisomas Activados por Proliferadores de tipo y (PPAR-
Y)

En el trabajo de 2006 de Yin W.H. y col., se cita que entre los receptores nucleares, PPARYy es
el principal regulador de la diferenciacion de adipocitos y control de muchos de sus genes.'”
Se ha demostrado que agonistas del PPAR-y, como las tiazolidindionas, incrementan los
niveles plasmaticos de adiponectina. La investigacion humana con agonistas PPAR-y ha
confirmado su efecto benéfico sobre los niveles de adiponectina, uno de los mecanismos por
los que mejoran la sensibilidad periférica a la insulina.' "

e Otros Farmacos

En pruebas en rata macho Wistar Kyoto, tratadas por ocho semanas con el antagonista del
receptor 1 de la angiotensina II (AT1R) — candesartan cilexetil (10 mg/kg/dia), se encontro,
que incrementan el nivel sérico de adiponectina.'!

Los agonistas B adrenérgicos, los activadores de la adenilato ciclasa y los glucocorticoides
inhiben el gen de expresion de adiponectina y su secrecion.'?

FARMACOS EN EL TRATAMIENTO DE LA RESISTENCIA A LA INSULINA
ASOCIADA CON LA ENFERMEDAD VASCULAR PERIFERICA

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, encontramos que dentro de los grupos de fArmacos
comunmente usados, en este tipo de complicacion, tenemos:'" inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina (IECA - Enalapril), bloqueadores del receptor 1 de angiotensina
I (ARB — Telmisartan), betabloadores (Metoprolol), calcioantagonistas (Amlodipino),
nitratos y derivados (5-mononitrato de isosorbide), diuréticos (Furosemida), antiagregantes
plaquetarios  (Acido  acetilsalicilico-Aspirina-ASA), hipolipemiantes  (Simvastatina),

107 Boudou P. y col. Eur. J. Endocrinol. 2003; v.149, p.421-4.

108 Koh KK y col. Diabetes Care. 2005; v.28, p.1419-24.

1% Yin W.H. y col. Diabetes Metab. 2006; v.32, p.229-35.

o Matsuzawa Y. Atheriosclerosis. 2005; suppl.6, p.7-14.

"1 Arauz-Pacheco C. y col. Am. J, Hypertens. 1995; v.8, n.4, Part 2, p.44A.
"2 Havel P.J. Curr. Opin. Lipidol. 2002; v.13, p.51-59.

13 pfisterer M. y col. JAMA. 2003; v.289, p.1117- 23.
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hipoglucemiantes orales: sufonilureas (SU - Glibenclamida), tiazolidindionas (TZD -
rosiglitazona) y biguanidas (metformina).

Dentro de estos grupos farmacoldgicos, aun se cuenta con poca informacion sobre su
influencia en la fisiologia y fisiopatologia de la adiponectina, aspecto que resulta de gran
relevancia sabiendo que es una adipocitocina, que cobra importancia como sustrato de la
terapéutica de las patologias tratadas anteriormente, debido a su significancia metabdlica.

De acuerdo con lo citado hasta el momento en la bibliografia internacional, podemos resaltar
los siguientes aspectos, respecto a estos grupos farmacologicos:

INHIBIDORES DE LA ENZIMA CONVERTIDORA DE ANGIOTENSINA, IECA
(Enalapril)

Los IECA son compuestos usados principalmente en el tratamiento de patologias
cardiovasculares como la hipertension general y con ella, la esencial y la renovascular,
cardiopatia isquémica, infarto agudo del miocardio, insuficiencia cardiaca, atelosclerosis, etc.
Igualmente en las producidas por de las anteriores, o de aquellas que involucran alteraciones
metabolicas como la diabetes mellitus tipo I y II, obesidad, sindrome metabolico, enfermedad
renal cronica y alteraciones nutricionales.''*!!>!1

Acttan sobre el sistema renina-angiotensina (RAS), principalmente a nivel renovascular y con
una funcion importante en todas las formas de hipertension. Aunque como se sabe hace afios,
la actividad de los IECA no se debe unicamente a la inhibicién enzimatica, porque ademas,
existen sistemas alternativos al RAS con distribucion en diversos tejidos y con actividad
funcional de caracter paracrino y autocrino, sobre los que presentan también
actividad,!17-118.119.120

Efectos metabolicos

La inhibicion del RAS tiene efectos metabolicos (reduccion de la resistencia a la insulina y
de la intolerancia a la glucosa) y hemodinamicas. Los pacientes con hipertension esencial
frecuentemente tienen afectada la tolerancia a la glucosa, debido al aumento de la resistencia a
la insulina en musculo esquelético, el cual comprende el 40% de la masa corporal y es el sitio
predominante de utilizacion de la glucosa estimulada por la insulina. Con el envejecimiento y
un estilo de vida sedentario, se asocia una propension aumentada a la hipertension, con
reduccion de la masa muscular esquelética y de la sensibilidad a la insulina. Ademaés existe
una asociacion entre la presion sanguinea y la proporcion de fibras de tipo II en el musculo
esquelético, las cuales son menos sensibles a la insulina que las de tipo I. Interesantemente,
los IECA y los bloqueadores de receptores de Ang II (ARB), pueden llevar el tejido del
musculo esquelético hacia un mayor porcentaje de fibras de tipo I.'%°

Todos los componentes del RAS estan representados en el tejido adiposo. En el caso del
angiotensinogeno, en la obesidad es sobreexpresado con subsiguiente sobreproduccion de
Ang 11, que se cree inhibe la diferenciacion de los preadipocitos y promueve acumulacion de
triglicéridos en adipocitos maduros, ocasionando baja sensibilidad a la insulina. La
hiperinsulinemia presentada, favorece la activacion simpdtica y la retencion de sodio y agua,

H Copstead L.C., Banasik J.L. (2005) Pathophysiology 3* Edt. Elsevier, St. Louis Missouri, p. 416-25.

13 Vasquez A.V.y col. Rev. Cubana Farm. 1998; v.32,1n.3, p.204-10.

16 Tobacova S. Critical Reviews in Toxicology. 2005; v.35, p. 747-55.

17 Murohara T. y col. Circulation. 1998; v.97, 99—-107.
U8 Chen J.W. Am. J. Cardiol. 2002; v90, p. 974-82.
"9 Harrold M, (2002) Foye's principles of medicinal chemistry. 5 Ed. Lipincott Williams and Wilkins, Baltimore. p.309, 533-61.

120 Strazzullo P., Galletti F. Current Opinion in Nephrology and Hypertension. 2004; v.13, p.325-32..

34



aumentando los niveles plasmaticos de angiotensinégeno debido a hipersecrecion de los
adipocitos en la obesidad'*® (Fig. 10).

Se ha descrito que la Ang II tiene actividad tanto /lipolitica como antilipolitica. El primer
efecto se justifica por el estimulo de la generacion de inositol 3 fosfato, seguido por el
aumento de la concentracion de calcio citosdlico, que se encuentran asociados con la lipolisis
incrementada en adipocitos.

L
TAGT —*=TaAng Il

| @" ‘ﬁ:%mnmmg\

Figura 10. Cambios fisiopatologicos asociados con la activacion del RAS en el tejido adiposo en la obesidad.
(angiotensinogeno: AGT, angitensina II: Ang II) (Reproduccion delzl)

El segundo efecto, puede deberse a la vasoconstriccion producida por la estimulacion de
adrenoreceptores o, en la obesidad, lo cual reduce el flujo sanguineo al tejido adiposo
subcutaneo abdominal, frenando ademas, directamente la lipdlisis. Siendo asi, el exceso de
secrecion de Ang Il en la obesidad podria resultar en acumulacion y reesterificacion de acidos
grasos libres, con la inhibicién de la lipolisis.'!

RAS y Ruta de Senalizacion de la Insulina

El transporte de glucosa en el musculo esquelético depende de la insulina, requiriendo la
unidon de la insulina circulante al receptor de la membrana plasmatica (sarcolema), lo que
activa la cascada de fosforilacion. Esto lleva a la translocacion del transportador 4 de glucosa
sensible a la insulina (GLUT4) al sarcolema, facilitando la captacion de glucosa en la célula.
Hay evidencia de que la Ang II interfiere con la sefializacion de la insulina en musculo
esquelético. El factor existente para que esto suceda es un RAS paracrino, fisiolégicamente
funcional en musculo esquelético, que incluye la Ang I, ECA y receptores de angiotensina.
Estudios en animales y humanos han mostrado que la inhibicion de la ECA o el bloqueo de
receptores de angiotensina por largos periodos, aumenta la sensibilidad a la insulina (Fig. 11).
Entre los mecanismos por los que la Ang II puede inhibir la ruta de sefalizacion de la
insulina, estan:

1-. La Ang II puede actuar como regulador negativo del gen de expresion del GLUT4 en
musculo esquelético, mientras el antagonismo de los receptores de Ang Il y la inhibicion de la

2 Strazzullo P., Galletti F. Current Opinion in Nephrology and Hypertension. 2004; v.13, p.325-32.
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ECA por largos periodos, aumentan el transportador GLUT4 contenido en el musculo
esquelético. Estos efectos estan mediados por la activacion del ATRI1 y curiosamente los
agonistas del PPARYy deprimen la expresion de este receptor.

2-. La inhibicién de la 6xido nitrico sintasa induce resistencia a la insulina, mientras que los
donadores de NO estimulan la captacion de glucosa, reduciendo la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS). La Ang II regula la produccion de ROS, perjudicando la
sefializacion de la insulina. (Figura 11).'2%121%8

Markkola y col. observaron en su investigacion que parte de la resistencia a la insulina en
pacientes hipertensos con diabetes mellitus no insulino dependiente (NIDDM), es disminuida
durante el tratamiento antihipertensivo con enalapril. También se vio ligera mejoria del
control glicémico, de lipidos séricos y de la excrecion de albimina durante el tratamiento por
4 semanas con enalapril, lo cual confirma la recuperacion de la utilizaciéon de glucosa en un
30% en estos pacien‘ces.124

3 I.'I

GLUT4
Translocacion

FIGURE 11. Mecanismos potenciales por los que el RAS afecta la sensibilidad a la insulina y el transporte de
glucosa en el musculo esquelético. ACE-I = enzima convertidora de angiotensina; Akt = proteincinasa B; Ang =
angiotensina; aPKC = proteincinasa C atipica; ARB = bloqueador del receptor de angiotensina; AT|R = receptor
de angiotensina 1: GLUT4: transportador 4 de glucosa, sensible a la insulina; GS = glicogenosintasa; GSK3 =
glicogeno sintasa 3 cinasa; IRS: receptor de substrato de insulina; NO = nitrico 6xido; 0,- = anion supero6xido;
PI3K = fosfatidilinositol 3 cinasa; PPAR-y = receptor del peroxisoma activado por proliferadotes tipo .

(Reproduccion delzs)

En pacientes con hipertension esencial y en la NIDDM, los IECA aumentan el flujo sanguineo
por varios mecanismos. Estos incluyen la reduccion de los niveles de Ang II (potente
vasoconstrictor), y el aumento del nivel de bradicinina como vasodilatador, incluyendo sus
propiedades similares a las de la insulina. Ademas los IECA parecen reducir la liberacion de

12 Malendowicz S.L. y col. Circulation. 2000; v.102, p.2210-3.

123 Emsberger P. and Koletsky R.J. Curr. Opin. Pharmacol. 2007; v.7, p.140-5.
124 Markkola H.V., Jarvinen H.Y. Metabolism. 1995; v.44, 1.1, p.85-9.

125 Stump C.S. y col. Mayo Clin. Proc. 2006; v.81, 0.6, p.796-806.
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noradrenalina, en la pared de los vasos sanguineos y disminuyen la respuesta del misculo liso
. . s 1241126,12
vascular, al estimulo vasoconstrictor a-adrenérgico.'**!2%!2’

Efectos sobre la Adiponectina

El tratamiento con IECA aumenta la funcion endotelial estimulada por la insulina en pacientes
con DM2, incrementando el gen de expresion de adiponectina vascular.

Se ha encontrado que los IECA incrementan los niveles plasmaticos de adiponectina en
individuos resistentes a la insulina, ademas que su gen de expresion puede ser estimulado
también en células musculares.'*®

Otro aspecto en el que se encuentra accion de la adiponectina es en la prevencion de la
aterosclerosis, en la que cortos tratamientos con IECA aumentan las concentraciones
circulantes de adiponectina y mejoran la sensibilidad a la insulina'?

BLOQUEADORES DEL RECEPTOR 1 DE ANGIOTENSINA II (ATIR), ARB
(Telmisartan)

El telmisartan es un antagonista competitivo especifico del AT1R. El prolongado tratamiento
con estos farmacos, desinhibe la secrecion e incrementa los niveles circulantes de Ang II,
permitiendo la estimulacion del receptor 2 de angiotensina II (AT2R) y consecuente
vasodilatacion.

Relajan la musculatura lisa vascular, incrementan la excrecion de sales, reducen la hipertrofia
celular e inducen efecto antihipertensivo. 130

Efectos metabolicos

Derosa G. y col., mostraron que los ARB, actuan como agentes preventores de diabetes, con
efecto directo en islotes pancreaticos como reguladores de PPARY, mejorando la accion de la
insulina.'** Actividad que se justifica, por la necesaria activacion PPARY, para la expresion de
GLUT4, receptores de insulina y sustrato receptor de insulina (IRS), como lo plantea
Moriuchi K. y col. 2007.""

El telmisartan posee efecto renoprotector similar al enalapril y tienen buen efecto metabolico
en diabéticos. Tratamiento prolongado con €I, reduce el C-LDL, mejorando los parametros de
homeostasis de la glucosa (HbA1c, glucosa plasmatica en ayunas e insulino resistencia).'*

Negro R., describié que los ARB a través del bloqueo del RAS, detienen el deterioro de la
sefalizacion de la insulina producido por la Ang II, incrementan el flujo sanguineo en
musculo esquelético, aumentan las fibras musculares tipo 1 sensibles a la insulina y reducen el
nivel del TNF-a en musculo esquelético, generando asi, mayor sensibilidad a la insulina y
nivel de adiponectina. El bloqueo del RAS estimula la actividad del PI-3K, regulando la
exocitosis de adiponectina mediada por insulina. El telmisartan (40 mg), ha mostrado efecto
favorable en el control de la glicemia, con reduccion significativa de la HbAlc (8.1 a
7.4%)."** Ademas de esto, Erbe D.V. y col. en 2006, citan el riesgo del desarrollo de diabetes
baja con los farmacos IECA o ARB, al incrementar la sefializacion y secrecion de insulina

126 Mombouli J.V., Vanhoutte P.M. J. Cardiovasc. Pharmacol. 1992; 20 (Suppl 9), p.S74-82.
127 Jain S. y col. Renal Failure. 2001; v.23, n.5, p.651-57.

'28 Mohlig M. y col. J. Clin. Endocrinol. Metab. 2006; v.91, p.964-7.

129 Agata J. y col. Circ. J. 2004; v.68, p.1194 8.

50 Derosa G. y col. J. Clin. Pharm. Ther. 2007; v.32, p.261-8.

1 Moriuchi K. y col. Biochem. Biophys. Res. Comiin. 2007; v.356, p.1024-30.

132 Chen J.W. y col. Am. J. Cardiol. 2002; v90, p. 974-82.

133 Negro R., Hassan H. JRAAS. 2007; v.7, p.243-6. (Journal of the Renin-Angiotensin-Aldosterone System)
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producto de mejor microcirculacion en musculo esquelético, mejoran la sefalizacion de
insulina a nivel celular y/o incrementan la secrecion de insulina por las células B pancreaticas,
debido al aumento del nivel plasmatico de potasio y mejor flujo sanguineo.

Estudios clinicos desarrollados por Li Y.Q. y col., han probado y confirmado lo planteado por
estudios previos: que el telmisartan a altas dosis, mejora el metabolismo de lipidos y
carbohidratos, con reduccion de la ganancia de peso, el nivel plasmatico de FFA, glucosa,
insulina y hepatico de TG en ratas macho, con recuperacion de la sensibilidad a la insulina y
mayor captacion de glucosa mediada por esta en grasa epididimal y musculo esquelético;
ademas, aumentando la expresion de GLUT4. 213617

Fujimoto M. y col. en 2004, confirman los efectos de las TZD y los ARB, sobre los PPARy y
encuentran que el telmisartan, aumenta la expresion de genes blanco de los PPARy en
adipocitos murinos y humanos, y en miocitos murinos. Hallaron evidencias de que la
activacion del sistema renina-angiotansina (RAS), dafia pasos de la sefalizacion de la
insulina, como ¢l de fosforilacion de tirosina en el IRS o la activacion del PI-3K.

También se vio reduccion de la expresion del RNAm del 11-hidroxiesteroide deshidrogenasa
tipo 1 (11B-HSD), inductor de la resistencia a la insulina en adipocitos.138

La diferenciacion de adipocitos producida por el Telmisartan, incrementa la grasa subcutanea
y reduce la visceral y reduce los TG con dosis de 20 mg'**"'*°

Un blanco de los ligandos PPARY, es el transportador de FA CD36, una molécula que media
la captacion de FFA por adipocitos y células musculares, afectada por el dafio del metabolico
en humanos y animales, frecuentemente deficiente en poblaciones humanas con DM2. El
telmisartan aumenta la expresion del CD36, mejorando la sensibilidad a la insulina.'*

Efectos sobre la Adiponectina
Como mostr6é Derosa G. y col., el tratamiento prologado con telmisartan incrementa el nivel
de adiponectina y reduce el de resistina.'*!

De acuerdo con la investigacion de Moriuchi K. y col., los ARB entre ellos el telmisartan,
determinan la transcripcion de adiponectina, como un efecto PPARy dependiente para las
TZD e independiente para los ARB.'*

Se vio en el trabajo de Kintscher U. y col., que la angiotensina II, genera la produccion de
adiponectina en adipocitos 3T3, efecto que puede ser estimulado por los ARB, mostrando que
la activaciéon PPARY se da a altas concentraciones de ARB, con induccién de la expresion de
adiponectina independiente del bloqueo ATIR. La activacion adicional de AT2R, regula la
expresion de adiponectina.'®’

También se sugiere, regulacion de la expresion del RNAm de la adiponectina, inducida por
ausencia de Ang II."*

34 Erbe D.V. y col. Vascular Pharmacol. 2006; v.45, p.154-62.

BS54 Y.Q. y col. Naunyn Schmiedeberg’s Arch Pharmacol. 2006; v.373, p.264-70.

136 Clasen R. y col. Hypertension. 2005; v.46, p.137-43.

137 Kintscher U., Unger T. Acta Diabetol. 2005; v.42, p.S26-32.

138 Fujimoto M. y col. FEBS Letters. 2004; v.576, p.492-7. (Federation of European Biochemical Societies Published)
13 Negro R., Hassan H. JRAAS. 2007; v.7, p.243-6. (Journal of the Renin-Angiotensin-Aldosterone System)
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La secrecion y contenido de adiponectina en los adipocitos, inducida por telmisartan, podria
afectar la sensibilidad a la insulina Unicamente bajo condiciones clinicas con deplecion de
adiponectina, como mostré Benndorf R.A.'*

BLOQUEANTES BETA ADRENERGICOS (Metoprolol)

Los antagonistas de los receptores B adrenérgicos, deben sus acciones al bloqueo ejercido
sobre sus receptores en los diferentes tejidos y a la actividad de los nervios simpaticos que
inervan, recibiendo gran atencidén por su eficacia como farmacos para la hipertension, la
cardiopatia isquémica, la insuficiencia cardiaca congestiva y arritmias.

Afectan la circulacion por diferentes mecanismos, como la reduccion de la contractibilidad
del miocardio y el gasto cardiaco. Igualmente, propician una reduccion de la liberacion de
renina y con ello de angiotensina II, con el consecuente efecto sobre la aldosterona, a lo que
podria atribuirse sus efectos antihipertensivos.'**

Efectos metabolicos

Los bloqueantes 3 adrenergicos, son compuestos que modifican el metabolismo de lipidos y
carbohidratos, inhibiendo la glucogenolisis inducida por catecolaminas y el transporte de
glucosa, afectando la recuperacion de la hipoglicemia en las diabéticos dependientes de
insulina. El metoprolol como antagonista 8; selectivo, no manifiesta este inconveniente y con
poca regularidad, el bloqueo B obstruye la descarga de insulina, que es promovida por los
agonistas B adrenérgicos.'* Una evaluacion hecha de la influencia de farmacos
cardioselectivos (metoprolol y acebutolol), sobre los niveles de glucosa sanguinea durante
hipoglicemia inducida por insulina, mostr6 que potencian inicialmente la accidon
hipoglicemiante de la insulina, demorando ademas, el retorno a niveles normoglicémicos.'*
Con seis pacientes hipertensos diabéticos maduros, se realizé una evaluacion con propranolol
(80 y 16 mg) y metoprolol (100 y 200 mg), comprobandose bloqueo en el transporte de
glucosa y elevada glicemia, en comparacion con el grupo placebo. El aumento de la
resistencia a la insulina (usando como marcador el nivel de proinsulina), dispara los factores
de riesgo del infarto de miocardio, y aun mas por la influencia metabdlica de los f-
bloqueadores y diuréticos.'**'*’

Los B bloqueadores pueden inhibir la activacion de la lipasa sensible a hormonas (LSH) en
células grasas'*™'*, reduciendo la liberacion de FFA a la circulacién. Las concentraciones de
FFA en ayunas, son reducidos con la administraciéon de acebutolol y propranolol, retardando
su retorno a la normalidad después de la administracion de insulina. Aunque la evaluacion del
metoprolol no ha mostrado tal efecto.'* Sin embargo en un ensayo sistematico con 44
enfermos hipertensos ambulatorios (20 varones, 24 hembras), entre 34-70 afios, se mostrd que
el nivel de triglicéridos plasmaticos tiende a aumentar durante el tratamiento con
metoprolol."’

El tratamiento con antagonistas B-adrenérgicos ha sido asociado ademas con la caida del C-
HDL y aumento del C-LDL, efecto directo de los B-boqueadores. El aumento del colesterol de

'3 Benndorf RA. y col. Med. Clin. Exp.2006; v.55, p.1159-64.

' Hardman J.G., Limbird L.E., Goodman A.G. (2003). p.258-69, 707-12, 779-84, 855-71.
145 Newman R.J. British Medical Journal. 1976; v.2, p.447-9.

146 Woods K.L. y col. British Medical Journal. 1980; v.281, p.1321.

"7 Dunder K. y col. British Medical Journal. 2003; v.326, p.1-5.

8 Day J.L. y col. British Medical Journal.1982; v.284, p.1145-48.

149 Rohifing J.J., Brunzell J.D. West. J. Med. 1986; v.145, p.210-8.

150 Waal-Manning H.J., Simpson F.O. British Medical Journal.1977; v.2 , p.705.
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lipoproteinas de muy baja densidad (C-VLDL) compensa la disminucion de C-HDL, de tal
forma que no existe modificacion significativa en el colesterol total.

La disminucion de FFA en plasma durante el tratamiento con B-boqueadores, se opone al
aumento en la sintesis hepatica de triglicéridos.'**'*

Efectos sobre la Adiponectina

De acuerdo con lo descrito por Celik T. y col. en 2006, en un estudio con pacientes
hipertensos, el tratamiento con metoprolol muestra una ligera reduccion no significativa del
nivel plasmatico de adiponectina, frente a los niveles existentes antes del tratamiento y el
incremento significativo producido por el tratamiento con nebivolol, otro B bloqueador.'>!

CALCIOANTAGONISTAS (Bloqueantes de Canales del Calcio - Amlodipino)

Considerando el mecanismo seguido por ellos, tomaremos como prototipo al amlodipino, una
dihidropiridina cominmente usada en el ambito clinico y ambulatorio, para el tratamiento de
las diferentes clases de angina. En general los bloqueadores de canales del calcio como el
amlodipino, son recomendados como antihipertensores, ya que no presentan efectos adversos
en el metabolismo de lipidos y de la glucosa.

Inhibiendo la entrada de calcio extracelular reduce la contraccion de células de miocardio,
mientras que la inhibicidon de la liberacion de calcio de los depdsitos intracelulares, reduce la
contracciéon de células de musculo liso vascular. Bloquean los canales dependientes de
voltaje, interviniendo la liberacién de calcio intracelular o bloqueando los canales operados
por receptor. 152

Efectos Metabolicos

Farmacos como el amlodipino, manipino y nicardipino, inhiben la produccion del TNF-a
desde células mononucleares en sangre periférica (PBMCs) de raton in vivo y desde PBMCs
de humano in vitro. '

Asi mismo, se ha observado que tras la terapia con amlodipino, los niveles totales de
colesterol LDL y HDL, la concentracioén de glucosa, acidos grasos libres e insulina en plasma,
permanecen sin alteracion significativa, por lo que se ha concluido que el amlodipino no
interfiere con el metabolismo energético ni con el flujo de sustratos.

En un estudio comparativo en pacientes con hipertension esencial entre el amlodipino y el
enalapril, se concluyé que ambos presentan el mismo grado de aumento de la sensibilidad a la
inulina, y que el amlodipino ademés, reduce el C-LDL. '**

NITRODERIVADOS (5-mononitrato de isosorbide)

Los compuestos de esta naturaleza comunmente usados en el tratamiento de patologias
cardiovasculares son esteres polidlicos derivados del acido nitrico, como la Nitroglicerina,
cuya caracteristica es que relajan casi toda la musculatura lisa, generando vasodilatacion sin
alterar la resistencia vascular al liberar 6xido nitrico (NO), por lo cual son regularmente
usados en el tratamiento de la angina, la insuficiencia cardiaca congestiva y el infarto de
miocardio. '

151 Celik T. y col. J. Hipertension. 2006; v.24, p.591-6.

'52 Hardman J.G., Limbird L.E., Goodman A.G. (2003). p.258-69, 707-12, 779-84, 855-71.
153 Fukuzawa M. y col. Immunopharmacology. 2000; v.48, p.65-74.

154 Arauz-Pacheco C. y col. Am. J, Hypertens. 1995; v.8, n.4, Part 2, p.44A.

155 Ahlner J. y col. Pharmacol Rev. 2005; v.43, n.3, p.351-423.
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Efectos metabolicos

Los nitratos organicos como el 5S-mononitrato de isosorbide, son donadores de NO después de
bioconversion enzimatica, de tal forma, que permiten restaurar los niveles basales tanto de
prostaglandinas como de NO, siendo usados principalmente en el tratamiento de la isquemia
miocardica.'® El NO generado restaura la sensiblidad a la insulina. '’
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Figura 12. Actividad metabolica en la accion relajante de musculo liso vascular de esteres de nitrato organicos.
En presencia de proteinas plasmadticas, grupo heme y tioles, los esteres de nitrato organicos pueden ser
metabolizados a nitrosotioles y posiblemente a NO en la sangre. Se sugiere que los metabolitos incluyendo el
NO, pueden penetrar la membrana plasmatica al interior de las células del musculo liso. Los esteres también
pueden entrar a estas células y suftrir biotransformacion produciendo NO, activador de la guanilatociclasa soluble
y produccion de GMPc. La figura muestra una ruta hipotética de formacion de NO desde los esteres a través del
metabolismo de la guanilatociclasa. (Siglas: R-SH: compuestos de tiol, NO: 6xido nitrico, R-S-NO: compuestos
nitrosotiol, R'-(O-NO,),: ésteres de nitrato organicos, R'-(0O-NO,),.;: ésteres de nitrato organicos desnitrados, R-
SS-R: productos disulfuro, i: enzima inactivado, a: enzima activado). (Reproducido de 158)

DIURETICOS (Furosemida)

Debido a su alta eficacia, trabajaremos especificamente los diuréticos de asa o inhibidores del
simporte de Na" K" 2CI" en la rama ascendente del asa de Henle, cuyo principal representante
es la furosemida. Detienen el transporte de sal en este segmento de la nefrona e inhibiendo la
resorcion de Ca’™ y Mg”, en definitiva, generan prominente excrecidén urinaria y de
Na+,K+,Cl', Ca2+ y Mg2+.159

Con tratamiento cronico se reduce la diuresis y la natriuresis, por el incremento
compensatorio de la reabsorcion tubular de sodio, lo cual minimiza el volumen diurético
inducido. Los niveles de renina y aldosterona se ven aumentados, con disminucion de la

1356 Mollace V. y col. Pharmacol Rev. 2005; v.57, p.217-52.

157 Desurik R. y col. Bratisl Lek Listy. 2005, v.106, n.8-9, p.252-6.

158 Ahlner J. y col. Pharmacol Rev. 2005; v.43, n.3, p.351-423.

1% Hardman J.G., Limbird L.E., Goodman A.G. (2003). p.258-69, 707-12, 779-84, 855-71.
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excrecion de electrolitos, exceptuando el potasio, del cual se ve disminuida su concentracion a
nivel plasmatico y de musculo esquelético, llevando a la hipocalemia.'**'¢"

Efectos metabolicos

Usando ratones ob/ob en ayuno, se evalud el efecto de inyeccion intraperitoneal de
furosemida (200 mg/kg) sobre el metabolismo de los carbohidratos, encontrandose
hiperglicemia aguda bajo condiciones de ayuno dos dias después de la administracion, e
intolerancia a la glucosa. En islotes pancreaticos de raton, tratados con esta misma dosis dos
dias antes de la experimentacion in vitro, mostraron una reduccion de la liberacion de insulina
mediada por glucosa, dos dias después de la exposicion. Por tanto se asume que la furosemida
tiene un agudo, severo y prolongado efecto sobre el metabolismo de carbohidratos en ratones
ob/ob, con un efecto diabetogénico debido a la reduccion en la secrecion de insulina.'®*

En el efecto de la furosemida en la sensibilidad de los depositos de glucosa a la insulina,
usando musculo soleus de rata in Vitro, pudo medirse niveles basales de insulina y transporte
de glucosa por determinacion del flujo de 3-O-metil-d-glucosa. Se encontrd que la furosemida
disminuye significativamente los niveles fisiologico y maximo de insulina, concluyendo que a
pesar de que la furosemida es considerada como uno de los diuréticos con menor impacto en
la homeostasis de la glucosa, puede deteriorar el control glicémico desarrollando resistencia
periférica a la insulina e inhibiendo el proceso de transporte de glucosa. También cita que la
furosemida reduce la glicélisis en células de rifidon en rata y conejo, y en eritrocitos humanos.
Mediante estudios previos con adipocitos de rata, se mostré6 que la furosemida inhibe el
transporte de glucosa por directa inactivacion de las proteinas del transportador. Esto es
corroborado con los resultados del estudio, ya que la glucosa inactiva el transportador GLUT4
de glucosa, después del estimulo de la membrana con insulina.'®?

Se intenta explicar el efecto hiperglicémico de la furosemida y de otros diuréticos, como un
efecto secundario a la reducida utilizacion de glucosa, reducida eficacia de la insulina o
glucogenolisis secundaria a la liberacion de catecolaminas inducida por la diuresis. Sin
embargo, se plantea que la hiperglicemia y la diuresis inducidas por la furosemida podrian no
estar asociadas; y que de hecho, los hallazgos de un deterioro en la liberacion de insulina al
estimulo con glucosa en los islotes pancredticos y la intolerancia a la glucosa in vivo, son
posiblemente debidos al dafio en la secrecion de insulina.'®*

Rohifing y Brunzell plantean que la furosemida causa alteraciones lipidicas en plasma,
aumentando el LDL-C en plasma, sin cambios en los niveles de TG, colesterol total y C-
HDL.'®

Xu y col. en 2006, mencionan que la furosemida y el diazéxido, inhiben la produccion de
citocinas proinflamatorias como el TNF-a y la IL-6.

ANTIAGREGANTES PLAQUETARIOS (Acido acetilsalicilico, AAS)
De forma general el AAS inhibe la ciclooxigenasa (COX) como mecanismo analgésico

antiinflamatorio, ejerciendo su accion por acetilacion de la enzima. Las plaquetas son
sensibles a la inactivacion irreversible de las COX mediada por aspirina, debido a su nula

10 Hill G.E. y col. Anesth Analg. 1978; v.57, p.A17-21.

'! Smith F.G. y col. Pediatr. Nephrol. 2000; v.14, p.916-21.

162 Sandstrom PE., Sehlin J. Eur. J. Pharmacol. 1988; v.147, p.403-9.
'3 Dimitriadis G. y col. Eur. J. Endocrinol. 1998; v.139, p. 118-22.
164 Jacobs D.B. y col. J. Clin. Invest. 1984; v.74, p.1679-85.

165 Rohifing J.J., Brunzell J.D. The West. J. Med. 1986; v.145, p.210-8.
166 XuB. y col. J. Hypertens. 2006; v.24, p.915-22.
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capacidad de sintesis de proteinas, de manera tal que no regeneran la enzima, pudiendo
permanecer inhibida durante el tiempo de vida de las plaquetas (8 a 11 dias). Motivo por el
cual se produce menor formacion de tromboxano A; (TXA ;), incrementando el tiempo de
hemorragia y de coagulacion.'®”’

Efectos Metabolicos

Entre las multiples intervenciones del AAS en los procesos metabolicos estd el
desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa, que puede inhibir reacciones que dependen del
adenosintrifosfato (ATP). Ocasiona incremento en la captacion de oxigeno y produccién de
diéxido de carbono (CO,), generando agotamiento del glucégeno hepatico y muscular.

Dosis elevadas de salicilatos, del orden utilizado para el tratamiento de la artritis reumatoide
(4 a 5 g/dia), pueden ocasionar hiperglicemia y glucosuria, agotando las reservas de
glucdgeno en musculo e higado, situacidén que se explica por la liberacion de adrenalina.

En el metabolismo graso, los salicilatos en dosis altas (4 a 5 g/dia), disminuyen la lipogénesis
al bloquear parcialmente, la acetilacion de acidos grasos. Ademas, inhiben la lipdlisis
estimulada por adrenalina y desplazan &cidos grasos de cadena larga de las proteinas
plasmaticas. Incrementan la captacion de acidos grasos por musculo, higado y otros tejidos;
aumentando igualmente su oxidacion, disminuyendo el nivel plasmatico de 4cidos grasos
libres, fosfolipidos y colesterol.'®’

Cline M.J. y Williams H.E. de la Universidad de California en el afio 1969, plantean que
después de la administracion continua de AAS en dosis de 10 a 20 g, el nivel de glucemia
aumenta en personas normales. Sin embargo, en diabéticos sucede todo lo contrario,
observando disminucion de la concentracion sanguinea de glucosa en ayunas, que favorece la
tolerancia a la hexosa, sin definir el mecanismo por el cual ocurre, pero se sabe que no es por
mayor liberacion de insulina, ni debido al aumento de la excreciéon renal de glucosa
(glucosuria), ni tampoco por absorcion gastrointestinal disminuida de esta; podria deberse al
aumento en la captacion de glucosa a nivel periférico.

Otros factores que ayudan a explicar el efecto hipoglicémico, incluye la habilidad del AAS
para incrementar la glicolisis en los tejidos, ademds de disminuir los niveles de glucosa y la
sintesis de glucogeno a partir de precursores no carbohidratos

En sujetos normales la intoxicacion aguda por AAS causa hiperglicemia, quizés debido a
efectos directos del farmaco en la médula y corteza suprarrenales, generando la liberacion de
epinefrina de la médula, la cual interfiere con el metabolismo de la glucosa al estimular la
glucogenolisis hepatica.'®®

Quilley J. menciona que en ratas mantenidas durante tres semanas con dieta rica en glucosa y
el salicilato (glucosa 10% y AAS 100 mg/kg*dia), la aspirina previene el estrés oxidativo que
se presenta por el exceso de glucosa, la hiperglicemia y el aumento de la presion sanguinea,
atribuido a accion reductora de la IR, de la formacién de superoxido y del estrés oxidativo.
Efectos benéficos se promueven la hipotesis del AAS como captador de radicales superoxido,
accion que reduce la generacion de estas especies en macrofagos y neutréfilos, por inhibicion
de la cicloxigenasa responsable de la generacion de ROS; sin embargo, se plantea que AAS
también induce el deterioro de sistemas antioxidantes.'®"'"

'7 Hardman J.G., Limbird L.E., Goodman A.G. (2003). p.258-69, 707-12, 779-84, 855-71.
18 Cline M.J., Williams H.E. California Medicine. 1969; v.110, n.5, p.410-22.

19 EI Midaoui A. y col. J. Hypertens. 2002; v.20, p.1407-12.

170 Quilley J. J. Hypertens. 2002; v.20, p.1279-81.
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Se ha establecido que los salicilatos previenen la IR inducida por lipidos en roedores, gracias
a la interrupcion generada en la via inflamatoria. El pre-tratamiento con 1 gramo de AAS y
tres dosis posteriores (una cada 8 horas) para un total de 4 gramos en humanos, también
atenua esta resistencia. Pero aun cuando la IR esta asociada con incremento de los marcadores
inflamatorios (IL-6 y CRP) y reduccion de la adiponectina; el efecto benéfico del salicilato no
estd acompafiado por cambios en los marcadores inflamatorios, ni en el de adiponectina o sus
oligbmeros.

Los acidos grasos no esterificados (NEFA) no son afectados por AAS. Se sugiere que los
efectos del salicilato en la resistencia a la insulina inducida por lipidos, estan mas
relacionados con objetivos moleculares tales como el inhibidor heterocigoto de la cinasa 3 del
factor nuclear de trascripcion kB - NFkB (IKKP) o la cinasa N-terminal c-Jun, que evitan la
acumulacién de ROS.'"!

HIPOLIPEMIANTES (Simvastatina)

Son estructuralmente andlogos del reactivo intermediario producido por el enzima 3-hidroxi-
3-metilglutaril CoA (HMG-CoA) reductasa, sustancias muy efectivas principalmente
reduciendo las LDL. Contribuyen con la reduccién del estrés oxidativo y la inflamacion
vascular, incrementando la estabilidad de las lesiones ateroscleroticas.

HMG-CoA reductasa media el primer paso en la biosintesis de esteroles, por lo cual los
analogos del reactivo intermediario, critico en la sintesis de colesterol, intervienen en la
sintesis de mevalonato por influencia en este enzima. Estos andlogos causan inhibicion
enzimatica parcial, interrumpiendo la sintesis de isoprenoides. La alta afinidad de los
inhibidores de la reductasa sobre los receptores de LDL, incrementan su catabolismo y la
depuracion hepatica de precursores de LDL, durante el efecto de primer paso. También,
pueden producir modesta reduccion de TG y ligero aumento de HDL.!"*!"

Efectos Metabolicos

Segun Ishikawa M. y col., las estatinas pueden tener efecto benéfico en la resistencia
periférica a la insulina, protegiendo asi contra la diabetes, pero también se ha comentado su
efecto inhibitorio sobre la secrecion de insulina estimulada por la glucosa.

El estudio mostrd, que estatinas lipofilicas como la simvastatina, incrementan la secrecion
basal de insulina en células MIN6 (linea de células f murinas). La secrecion con estas
estatinas no fue incrementada bajo alta concentracion de glucosa, y pudo reconocerse que la
citotoxicidad por alta concentracion de estatinas lipofilicas, lleva a excrecion de insulina de
los granulos que la contienen, estableciéndose que el crecimiento celular y la viabilidad de
estas c¢lulas son danados por las estatinas. Es posible que las estatinas dafien la secrecion de
insulina por efecto citotdxico, inhibiciéon del HMG-CoA reductasa o ambas. La simvastatina
altera la secrecion de insulina estimulada por glucosa, por bloqueo de los canales L de calcio
en células B aisladas de rata, pero en el estudio ésta secrecion no fue inhibida por estatinas.'”
El estudio de Forst T., hallo que el 16.8% de los pacientes con riesgo cardiovascular
incrementado, presentan dafio en la tolerancia a la glucosa, y el 86.4% manifiestan resistencia
a la insulina.'”

7! Mohlig M. y col. J. Clin. Endocrinol. Metab. 2006; v.91, p.964-7.

172 Katzung B.G. Basic and clinical pharmacology. 2007, 10 Edt., p.566-7, the Mc Graw Hill Companies.
173 Meittinen T.A., Gylling H. Clin. Chim. Acta. 2007; v.379, p.53-8.

174 Ishikawa M. y col. J. Atheroscler. Thromb. 2006; v.13, 1.6, p.329-35.

175 Forst T. y col. Metab. Clin. Exp. 2007; v.56, p.491-6.
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Estudios realizados por Sasaki J. y col. sobre el deterioro del control glicémico, bajo el
tratamiento con estatinas, permiten ver que la provastatina (40 mg/dia) protege del desarrollo
de DM2. Estudios con atorvastatina (80 mg/dia), sugieren que deterioro del metabolismo de la
glucosa y elevacion de la HbAlc > 6%, puede deberse a las altas dosis, porque otros estudios
con 10 mg/dia no presentan diferencia frente al placebo. Para la simvastatina (40 mg/dia), no
se ha hallado efecto medible del riesgo relacionado con el tratamiento.

El deterioro del control glicémico por las estatinas, podria deberse a la reduccion de
metabolitos como isoprenoide, farnesilpirofosfato y ubiquinona, que son normalmente
producidos durante la sintesis de colesterol a partir de acetil-CoA, via dcido mevalodnico. El
isoprenoide incrementa la captacion de glucosa, al regular el transporte a la membrana por el
GLUT4. La supresion de la biosintesis de ubiquinona, factor esencial en el sistema de
transferencia de electrones en la mitocondria, puede impedir la produccién de ATP en células
B pancreaticas e impedir la liberacion de insulina. Las estatinas liposolubles, como la
simvastatina, entran facilmente en células extrahepaticas y pueden inhibir la sintesis de
protein-isoprenoide, atenuando como consecuencia la accion de la insulina. La simvastatina
inhibe el incremento intracelular de Ca®* inducido por glucosa en las células .

Las estatinas como inhibidores del HMG-CoA reductasa, incrementan la expresion de
receptores de las LDL en higado, reduciendo consecuentemente los niveles de C-LDL y con
ello el riesgo cardiovascular. Sus efectos pleiotropicos restringen la progresion de la
aterosclerosis, inhibiendo la formacién de trombos, aumentando el efecto antioxidante,
revertiendo el dafio celular endotelial vascular, ejerciendo accidén anitiinflamatoria y
estabilizacion de placas. Estos efectos varian dependiendo de la clase de estatina, ya que
difieren en estructura y propiedades fisicas, que inducen variacién en las propiedades
farmacocinéticas, efectos pleiotropicos e interaccion con farmacos.'’®

La simvastatina no tiene efecto sobre el control glicémico en individuos diabéticos, pero si
reduce el nivel de TG en un 35%, segun la investigacion de Isley W.L. y col. El efecto de las
estatinas en el metabolismo de FFA es controvertido, ya que la reduccion del nivel de FFA en
higado y plasma de ratas depende de la dosis usada. También se cita reducciéon de FFA en el
tratamiento de pacientes diabéticos con simvastatina a altas dosis, con reduccion de la
concentracion plasmatica, sin cambios en el flujo, indicando la influencia en la sintesis y
secrecion de VLDL.'”’

Bulcédo C. y col., describen que el beneficio de las estatinas gira en torno de la reduccion de
lipidos circulantes C-LDL y LDL oxidadas, con aumento del contenido de coldgeno en la
matriz de las placas, minimizando los procesos aterosclerdtico y tromboembolico, y se
asocian las estatinas y la adiponectina con efectos antiinflamtorios. La simvastatina reduce la

CRP, indentificada como factor predictor independiente de la enfermedad cardiovascular.
178,179

La disfuncion del endotelio vascular, principal blanco en la combinacion de DM?2,
hipertension y dislipidemia, se manifiesta con incapacidad del NOS, para producir NO en
células endoteliales expuestas a elevada concentracion de glucosa. (Fig. 15)'% 1!

176 Sasaki J. y col. J. Atheroscler. Thromb. 2006; v.13, n.3 p.123-9.

177 Isley W.L. y col. Metab. Clin. Exp. 2006; v.55, p.758-62.

178 Bulcéo C. y col. Braz. J. Med. Biol. Res. 2007; v.40, n.2, p.229-35.

179 Cuccurullo C. y col. Aterioscler. Thromb. Vase. Biol. 2006; v.26, p.2716-23.
180 Tawfik H.E. y col. J. Pharmacol. Exp. Ther. 2006; v.319, p.386-95.

181 Haas M.J. y col. Diabetes. 2006; v.55, p.274-9.
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Mitropoulos K.A. y col. indica, que las estatinas reducen los depdsitos intracelulares de
colesterol y regulan los receptores de LDL en las células superficiales, lo cual incrementa la
depuracion y catabolismo de particulas LDL y VLDL conteniendo apolipoproteina B (apoB).

Se demostrd que la simvastatina reduce el colesterol total y C-LDL, los niveles de apoB, TG y
particulas VLDL e IDL (lipoproteinas de densidad intermedia), generando un pequefio
incremento en el nivel de C-HDL y apoA.'™

Segin Ludwing S. y col., el tratamiento con 20 mg/dia de simvastatina por mas de 12
semanas, normaliza la elevacion del fragmento de protrombina F1+2 y del PAI-1 en la DM2.
Reduce el colesterol total, C-LDL y TG, pero no altera el C-HDL, reduce la glucosa
sanguinea en ayunas o la HbAlc, protegiendo contra eventos vasculares tromboticos. La
simvastatina inhibe la expresion de PAI-1, inducida por el TNF-a en células endoteliales
peritoneales.'®

La hiperglicemia e hipertrigliceridemia posprandial en pacientes diabéticos, tiene efecto
acumulativo determinante del aumento de moléculas de adhesion ICAM-1, VCAM-1 y
selectina-E en plasma, que puede ser mediado por el estrés oxidativo y acompaiado por
significativo incremento de nitrotirosina, aspectos que sirven como predictores del desarrollo
de aterosclerosis, como fue mostrado por Ceriello A. y col. Las condiciones anteriores son
significativamente mejoradas por el tratamiento con simvastatina.'®
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Figura 13. Mecanismo propuesto por el cual la simvastatina reduce la diabetes inducida por la disfuncion
endotelial. (Reproduccion delgs)

HIPOGLUCEMIANTES ORALES (Tiazolidindionas, Biguanidas y Sulfonilureas)

En vista de que han sido plenamente estudiados, confirmado y publicado, los efectos
metabolicos de los citados hipoglucemiantes, en este documento solo se hard una ligera resefia
respecto a cada uno de ellos.

82 Mitropoulos K.A. y col. Eur. Heart J. 1997; v.18, p.235-41.
183 | udwing S. y col. Diabetes Res. Clin Pract. 2005; v.70, p.110-8.
184 Ceriello A. y col. Diabetes. 2004; v.53, p.701-10.

85 Tawfik H.E. y col. J. Pharmacol. Exp. Ther. 2006; v.319, p.386-95.
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TIAZOLIDINDIONAS - TZD (Rosiglitazona)

Son compuestos antihiperglucemiantes en individuos y animales resistentes a la insulina y
diabéticos, sin causar hipoglucemia incluso en individuos normales.'® Ligandos y
reguladores de la accion del PPARY, a través del cual modulan el metabolismo de lipidos y
glucosa, la sefial de transduccién de la insulina y la diferenciacion de adipocitos.'*”'#8-1%

La rosiglitazona protege contra la disfusion contractil miocardica, inducida por isquemia y
reperfusion, todo mediado por la fofosrilacion y activacion de la NOSe."*"!

Efectos Metabolicos

Las TZD vy entre ellas la rosiglitazona, incrementan la sensibilidad a la insulina en tejidos
periféricos e higado, ademas reducen la glucosa plasmatica y la HbAlc, preservando la masa
de células B y reduciendo los cambios degenerativos en ellas,'¥%193:194:193.196.197.198.199

Producen ganancia de peso estimulando la adipogénesis, alteran el metabolismo lipidico (con
aumento de C-LDL), estimulan el uso de FA, reducen el nivel de glicerol.zoo’zm’202

Cadoudal T. y col. en 2007 observaron que las TZD tienen poco o nulo efecto en la lipolisis
basal en roedores y humanos, reduciendo el nivel plasmatico de NEFA (posiblemente, por el
incremento de la depuracion de FA, via esterificacion y/u oxidacion, pudiendo suscitarse un
ciclo de lipdlisis y reesterificaciones simultaneas, creando un importante mecanismo de
homeostasis energética). En cultivos de tejido adiposo subcutaneo humano, se ha evidenciado
que la rosiglitazona induce la produccion de glicerol-3-fosfato y estimula la expresion de
fosfoenolpiruvato carboxilasa, enzima involucrado en la gliceroneogénesis en tejido adiposo,
principal fuente de reesterificacion de FFA y sintesis de triacilglicerol. Lo anterior plantea, el
mecanismo clave de las TZD para suprimir la liberacion de FA a la circulacion y al higado, la
reduccion de la dislipidemia por su resterificacion y la gluconeogénesis.””

Efectos sobre la adiponectina

Ding G. y col., demostraron la expresion de adiponectina, y sus receptores, en los
cardiomiocitos ventriculares de adulto, asi como el incremento en su nimero por activacion
del PPARy. Al parecer, la adiponectina cardiaca es esencial para el mantenimiento de la

'8¢ Hardman J.G., Limbird L.E., Goodman A.G. (2003). p.258-69, 707-12, 779-84, 855-71.
187 Katzung B.G. Basic and clinical pharmacology. 2007, 10 Edt., p.688-9, the Mc Graw Hill Companies.
88 He W. y col. PNAS. 2003; v.100, n.26, p.1512-7.

189 Albertini J.P. y col. Atherosclerosis. 2007; v.195, p.e159-66.

1% Gonon A. y col. Basic Res. Cardiol. 2007; v.107, p.80-9.

191 Nissen S.E. y Wolsky K. N. Engl. J. Med. 2007; v.356, p.1-15.

192 Teranishi T y col. Metab. Clin. Exp. 2007; v.56, p.1418-24.

1 Hanefeld M. y col. Nutrition Metab. Cardiovascular Diseases. 2007; v.17, p.13-23.

194 Sharma P.K. y col. Clin. Endocrinol. 2006; v.65, p.722-8.

195 Tilg H. y Moschen A.R. Nature. 2006; v.6, p.772-83.

196 Eguchi K. y col. Hipertens. Res. 2007; v.30, p.23-30.

197 Karlsson H.K.R. y col. Diabetes. 2005; v.54, p.1459-67.

"% Phillips S.A. y col. Diabetes. 2003; v.52, p.667-74.

199 lozzo P. y col. Diabetes Care. 2003; v.26, p.2069-74.

200 Psaty B.C. and Furberg C.D. N. Engl. J. Med. 2007; v.356, Editorial, p.1-3.

21 Wang P. y col. Diabetologia. 2007; v.50, p.654-65.
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47



funcion en pacientes con sindrome metabolico, ya que parece servir como regulador del
. L. . , a4 204
metabolismo energético miocardico.

Sharma P.K. y col., observaron aumento de la adiponectina sérica y recuperacion de la
sensibilidad a la insulina, de forma dosis dependiente con pioglitazona, rosiglitazona y
troglitazona; ello sugiere que el efecto de los agonistas PPARY reduce el contenido de grasa
hepatica con aumento de la concentracion de adiponectina. No se encontr6 relacion entre el
aumento de adiponectina por las TZD, con el cambio en el nivel de glucosa en ayunas y la
HbAlc, indicando que la recuperacion del control de la glucosa, no es el mecanismo que
produce el aumento de adiponectina plasmatica. La mejor sensibilidad a la insulina producida
por TZD, no fue proporcional al aumento de adiponectina, indicando que el aumento de la
adiponectina no es mecanismo exclusivo en la recuperacion de la sensibilidad a la insulina.**

En pacientes con DM2, Rasouli N. y col, mostraron que las TZD (pioglitazona y
rosiglitazona) incrementan el nivel de adiponectina plasmatica. Proponen mejoria en la
sensibilidad a la insulina, mediado por los PPARy a través del aumento en la expresion de
adiponectina en el tejido adiposo, seguido por el efecto periférico de la citocina sobre la
oxidacion lipidica y recuperacion de la accion de la insulina en musculo e higado.**® Ademas,
las TZD incrementan la adiponectinemia tanto en DM2 e individuos no diabéticos, modelos
murinos de obesidad y de DM2 con ratones db/db.>"’

BIGUANIDAS (Metformina)

La metformina es un antihiperglucemiante, que no media la liberacion de insulina ni produce
hipoglucemia, y parece aumentar la sensibilidad a la insulina en tejidos periféricos.”*®

Su mecanismo permanece incierto, la accion de reduccion de la glucosa sanguinea no depende
del funcionamiento de las células B pancredticas. El mecanismo propuesto tiene varias
caracteristicas: 1) reducida gluconeogénesis hepatica y renal; 2) retardada absorcion
gastrointestinal de glucosa, con aumentada conversion de glucosa a lactato por enterocitos; 3)
estimulacion directa de glicolisis en tejidos, con incrementada remision de glucosa sanguinea
y 4) reduccién del nivel plasmatico de glucagon.”*® '

Efectos Metabolicos

Se ha sugerido que la metformina puede promover cambios antiateratogénicos, con
significativa reduccion de LDL, dependiendo de su accion hipoglicemiante y sensibilizante a
la insulina. Se ha descrito la activacion del AMPK por accion directa de la metformina en

células musculares, enzima que incrementa la aparicion de LPL en la superficie
endotelia] 2'!212213

2% Ding G. y col. J. Mol. Cell. Cardiol. 2007; v.43, p.73-84.
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Induce pérdida de peso y de masa grasa, baja concentracion de FFA, considerandose que su
actividad en la resistencia a la insulina depende mas de su accién hepatica que en el tejido
adiposo? 4215216217218 o oo nivel de HbA 1¢,219:220221:222.223.239

En individuos con DM2 la metformina, generalmente, mejora el metabolismo lipidico con
reduccion de triglicéridos, colesterol total y C-LDL y, en algunos casos, produce modesta
recuperacién del nivel de C-HDL, como ha sido publicado por James A.P. y col.”** La grasa
hepatica es reducida por la rosiglitazona pero no por la metformina, el peso corporal es
reducido por la metformina pero no por la rosiglitazona y el nivel de adiponectina no tuvo
cambios con la metformina, ya que parece ser una situacion relacionada con la reduccion de la
grasa hepatica, como determiné Tiikainen M. y col.***

Efectos sobre la Adiponectina

El nivel de adiponectina circulante no muestra variaciones después de la administracion de
metformina, segin Ohira M. y col.?*, aunque, por el contrario, podria suprimir su produccion
y liberacion a través de la estimulacion del AMPK %

El estudio en 2005 de Fujita H. y col. demostré que, a pesar de inhibir la ganancia de peso,
metformina no incrementa el nivel plasmatico de adiponectina, lo que si sucede normalmente
con la reduccion de peso. También se ha planteado que el aumento de la concentracion
plasmatica de metformina lleva a supresiéon de la sintesis adiponectina en tejido adiposo”’
Phillips S.A. y col., confirmaron que metformina no afecta el nivel de adiponectina,
permitiendo reducir el nivel de insulina, sin afectar esta citocina.”*®

SULFONILUREAS - SU (Glibenclamida)

El agente escogido para la evaluacion corresponde a un integrante de la segunda generacion
de las SU, la glibenclamida.

Son sustancias que estimulan la liberacion de insulina en las células B pancreéticas, motivo
por el que pueden causar hipoglucemia. Igualmente, pueden aumentar la insulinemia al
reducir su depuracion hepdtica. En los primeros meses de tratamiento agudo con SU, existe
aumento del nivel plasmatico de insulina en ayunas, asi como de su respuesta a la exposicion
de glucosa.??**

214 Katzung B.G. Basic and clinical pharmacology. 2007, 10 Edt., p.697, the Mc Graw Hill Companies
215 Bulcéo C. y col. Braz. J. Med. Biol. Res. 2007, v.40, n.2, p.229-35.

21 Muntoni S. Diabetes Care. 1999; v.22, p.179.

217 Ran T. y col. J. Mol. Endocrinol. 2006; v.37, p.175-83.
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Se han propuesto dos mecanismos; la inhibicion de la liberacion de glucagén, y su

. . . . ;. . +
comportamiento como insulin-secretagogos fisiologicos, al unirse y bloquear canales de K
sensibles al ATP en tejidos pancreaticos.”"

Efectos Metabdlicos

Con el uso de SU en el tratamiento de la DM2, la capacidad secretora de insulina de las
células B va decreciendo durante el tratamiento, y su eficacia falla frecuentemente con el paso
del tiempo. Por esto, la glibenclamida cominmente incrementa el nivel de insulina y de
péptidos precursores, pero empeora la resistencia a la hormona. Dosis mayores de 10 mg/dia,
ofrecen baja o ninguna mejoria en el control glicémico.”****

Los principales inconvenientes del uso de sulfonilureas son: la hipoglicemia, la ganancia de
peso y el agotamiento de las células B por su efecto hiperinsulinémico.”*****

Los estudios de Skrapari 1. y col. y de Hanefeld M. y col., encontraron que la terapia de la
DM2 con sulfonilureas mejora el perfil lipoproteico, aunque diversas alteraciones del
metabolismo lipidico y lipoproteico no son afectadas. Mostrando que la administracion de
glibenclamida reduce la hipertrigliceridemia posprandial en la DM2, evitando asi la
dislipidemia con bajos niveles de HDL, con LDL densas, e intolerancia grasa
posprandial 26:237:238.239

Efectos sobre la Adiponectina

El aumento de los niveles de adiponectina tras la administracion de glimepirida fue
demostrada por Koshiba K. y col.,, con un fuerte efecto antiaterosclerdtico en las paredes
vasculares, aumento de la sensibilidad a la insulina en musculo esquelético e higado, y
reduccion del nivel de citocinas inflamatorias y de parametros aterosclerdticos.>*

Un amplio rango de moléculas lipofilicas puede interactuar con PPARy. Entre ellas, las
sulfonilureas, al unirse a su receptor en la membrana plasmatica de las células  pancreaticas.
Adicionalmente, como se ha visto con glimepirida y glibenclamida, tienen efecto potenciador
de la accidon de la insulina en los adipocitos, sin que se haya dilucidado su mecanismo.
Aunque es conocido que glibenclamida induce la actividad transcripcional del PPARY, se liga
directamente al receptor de manera competitiva. Como agonistas parciales del PPARy
aumentan la produccion de adiponectina en los adipocitos, incrementando significativamente
el nivel del RNAm de adiponectina, objetivo genético en los adipocitos 3T3-L1. Esto
demuestra que glimepirida y glibenclamida actuan a través del receptor de sulfonilureas y el
PPARYy, incrementando potencialmente la secrecion y la sensibilidad a insulina.**'

El estudio de Inukai K. y col. 2005, ha analizado los elementos sensibles de la expresion de la
familia de receptores PPAR (PPRE) en adipocitos 3T3-L1. La actividad PPARY es uno de los

z1 Katzung B.G. Basic and clinical pharmacology. 2007, 10 Edt., p.694-6, the Mc Graw Hill Companies.
B2 Kerenyi Z. y col. Diabetes Res. Clin. Pract. 2004; v.63, p.213-23.
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24 Koshiba K. y col. J. Med. Invest. 2006; v.53, p.87-94.

235 Miiller G. y col. Biochem. Pharmacol. 1994; v.48, n.5, p.985-96.
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27 Skrapari L. y col. Diabet. Med. 2001; v.18, p.781-5.

28 Shi H.y col. FASEBJ. 1999; v.13, p.1833-8.

29 Abo-Hashema K.A.H. y col. J. Biol. Chem. 1999-2000; v.274, .50, p.35577-82.
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PPRE, estimulado por glimepirida independientemente de su union a los SUR, que no son
expresados en el tejido adiposo. El estudio no evidencié influencia del tratamiento con
glimepirida sobre la regulacion de la expresion de adiponectina, concordando con
experimentos previos en los que la activacion PPARy falla para inducir la expresion de
adiponectina en células 3T3-L1 maduras y en ratones obesos.’*

Por efecto de las SU, disminuyen la CRP del tejido adiposo, aunque Putz D.M. y col.** no
encontraron efecto de SU (gliburida) ni de biguanidas (metformina) sobre la adiponectinemia.
En contraste, en el trabajo de Phillips S.A. y col.** se cita que, tras 12 semanas de tratamiento
con glimepirida la adiponectina incrementa, reduciendo la HbAlc de 8.4 a 6.9% y mejorando
la resistencia a insulina. Se ha sugerido que al tratar la DM2 con SU, puede reducir la CRP
sin necesidad de reduccion del peso e incluso con su aumento.**

TERAPIAS COMBINADAS

El estudio de Forst T. y col., confirmé que la estimulacion PPARa y PPARYy incrementan la
expresion de receptores de adiponectina en macrofagos, con efecto terapéutico para evitar el
desarrollo y progresion de la aterosclerosis. Ademas, se aprecio aumento significativo de
adiponectina plasmatica (127%) con pioglitazona. Al asociar pioglitazona con simvastatina,
incrementd la adiponectina en plasma al 166%, aunque en pacientes con DM2 tratados solo
con simvastatina hubo una ligera pero significativa reduccién del nivel de adiponectina.”*’

El estudio realizado por Derosa G. y col., con diabéticos tipo 2 tratados habitualmente con
metformina y distribuidos de forma aleatoria para evaluar la influencia de la combinaciéon con
pioglitazona o rosiglitazona, el analisis de la presion sanguinea y de marcadores inflamatorios
mostrd que el control glicémico mejord significativamente con la adicion de cualquiera de las
TZD, sin mostrar diferencia significativa entre ellas. También se confirmé lo observado en
otros estudios: mejor efecto de pioglitazona sobre el perfil lipidico (TC= -9.8%, C-LDL= -
6.9%, C-HDL=+9.1% y TG= -25.0%) que rosiglitazona (TC= +4.2%, C-LDL=+2.6% y TG=
+1.7%). En ambos grupos también se encontré mejor presion sanguinea sistolica (reducida en
3%) y diastdlica (reducida en 3.8%), con recuperacion de la funcion endotelial, demostrado
por la mejoria en los pardmetros de inflamacion. Todo se atribuy6 al efecto de las TZD, ya
que la metformina no ha sido vinculada con cambios en la presion sanguinea.’*’

En pacientes con DM2, la combinacién de simvastatina con farmacos IECA o ARB
incrementa el nivel de adiponectina y la sensibilidad a la insulina.**’ El disefio del estudio de
Yin W.H. y col., establecido en una cohorte de pacientes con diabetes tipo 2 y dislipidemia, la
evolucion del tratamiento durante 8 semanas, con: 1) rosiglitazona y fenofibrato o 2)
glibenclamida y atorvastatina una vez al dia. El primer tratamiento aumenté de forma
marcada el nivel plasmatico de adiponectina, con importante incremento del C-HDL vy
reduccion significativa del nivel de TG. El segundo logré mayor reduccion del nivel de
colesterol total y del C-LDL, con control glicémico comparable, sin alterar significativamente
la adiponectinemia.***
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Los agonistas PPAR y las estatinas, ejercen efecto antiinflamatorio y protector vascular. Las
TZD + fibratos, reducen los niveles circulantes de CRP, TNF-0. 0 VCAM-1.

Se reconoce a los activadores PPAR como mediadores de la respuesta inflamatoria, pudiendo
ejercer efecto antiinflamatorio y protector vascular. La comparacion entre TDZ y SU se
presenta en el estudio “Quartet”, que muestra que las terapias son equivalentes en la reduccion
de HbAlc; igualmente, en dicho estudio la terapia con SU+estatina produjo control glicémico
comparable a la terapia PPAR, mostrando que las diferencias pueden deberse al control
glicémico, antes que a efectos directos en lipidos y adipocitocinas.**

Huypens P. y col. en 2005, describieron que la accion sensibilizante a la insulina de
metformina y TZD son mediadas por diferentes rutas metabdlicas. Se ha visto que
troglitazona aumenta la via anabolica, llevando al aumento del tamafio de adipocitos; por su
parte, metformina parece estimular la via catabolica, resultando en reduccion de los
adipocitos. Las TZD incrementan la expresion del gen de adiponectina y los niveles
circulantes de la citocina. Respecto a metformina, no actuaria en los niveles de adiponectina,
sugiriéndose que los activadores del AMPK inhiben la sintesis y liberacion de la
adipocitocina. El efecto sensibilizante a la insulina de las TZD parece mediado por la
elevacion de adiponectina, y se asocia con el aumento de la lipogénesis y el tamafo de los
adipocitos. En contraste, la metformina incrementa la lip6lisis y reduce el deposito de TG en
adipocitos, mientras su efecto sensibilizante a la insulina parece derivar de la activacion del
AMPK. El ribosido 5-aminoimidazol-4-carboxamida (AICAR), estimulador del AMPK, es un
potente inhibidor de adipogénesis y de la expresion de PPARY durante la diferenciacion de
adipocitos 3T3-L1. Esto indica diferentes mecanismos sobre la sensibilizacién a la insulina, a
nivel del metabolismo y diferenciacion de adipocitos, entre los agonistas PPARy y activadores
del AMPK. Ademas, este estudio mostro efectos opuestos entre estas clases de
hipoglicemiantes, sobre la expresion y liberacion de la adiponectina, confirmando lo citado en
parrafos anteriores. En combinacion con troglitazona, la metformina muestra ser mas eficiente
mejorando la sensibilidad a la insulina, el control de la glicemia y la funcion de células B, que
la monoterapia con metformina.”

Estudios epidemiologicos en 2004 de Abbasi F. y col., han demostrado que el tratamiento
combinado con SU y metformina de pacientes con DM2, frente a la monoterapia con
metformina, incrementa la mortalidad tras el tratamiento prolongado, manifestando menor
control glicémico y empeorando los factores de riesgo de multiples enfermedades
cardiovasculares. El efecto clinicamente mas relevante del tratamiento con metformina, es la
baja concentracion de colesterol de lipoproteinas remanentes y reduccion de la lipemia, que
lleva a la baja concentracion de TG.*

De acuerdo con el trabajo de Kerenyi Z. y col. en 2004, la combinacion de agentes con
mecanismos de accion complementarios, como es el caso de SU+TZD, en la que estos ultimos
agentes antidiabéticos mejoran la sensibilidad a la insulina en tejido adiposo, musculo
esquelético e higado, y las SU estimulan la secrecion de insulina, resulta en reduccidon
significativa de HbAlc, la glucosa plasmatica en ayunas (FPG) y las complicaciones de la
diabetes. Esta combinacion en pacientes diabéticos con sobrepeso u obesos, mostré cambios
en los parametros lipidicos, con marcado aumento del colesterol HDL tras los primeros 1-2
anos de terapia; el colesterol LDL no aumento después de seis meses de tratamiento. También
se asocid a reduccion de la concentracion de FFA y TG en ayunas. Se considera que los

% Yin W.H. y col. Diabetes Metab. 2006; v.32, p.229-35.
250 Huypens P. y col. Eur. J. Pharmacol. 2005; v.518, p.90-5.
21 Abbasi F. y col. Metabolism. 2004; v.53, 1.2, p.159-64.
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efectos de la rosiglitazona en la glicemia y sensibilidad a la insulina, pueden estar mediados
por aumento en la captacion y oxidacion muscular de FFA. La retencién de liquido con
expansion del volumen plasmatico es un efecto de las TZD y puede explicar asociacion de
TZD con anemia por hemodilucion. El tratamiento con rosiglitazona y glibenclamida produjo
una alta incidencia de edema (9.5%).%*

La metformina tiene como efecto predominante la inhibicion de la produccion de glucosa
hepatica. En el trabajo de Seufert J. y col., las TZD reducen la resistencia a la insulina y
promueven la captacidon periférica de glucosa, por esto funcionan muy bien como terapia
combinada. Ademas, las TZD protegen la funcion de las células p pancreaticas.”

22 Kerenyi Z. y col. Diabetes Res. Clin. Pract. 2004; v.63, p.213-23.
233 Seufert J. y col. Clin. Ther. 2004; v.26, p.805-18.
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OBJETIVOS

Considerando el valor diagnostico/pronostico de los niveles circulantes de adiponectina en
la enfermedad vascular periférica, empleando el raton como modelo experimental y
muestras sanguineas de humano que padecen estas patologias, tras un analisis
retrospectivo de sus historias clinicas, se pretende:

Objetivo General

Evaluar el efecto cronico con farmacos empleados en la patologia cardiovascular
(isquemia coronaria, hipertension): antihipertensivos (IECA (enalapril), ARB
(telmisartan), P-bloqueadores (metoprolol) y calcioantagonistas (amlodipino)),
antianginosos (mononitrato de isosorbide), diuréticos (furosemida), antiagregantes
plaquetarios (aspirina)); diabetes mellitus tipo 2: hipoglucemiantes orales (TZD
(rosiglitazona), biguanidas (metformina), SU (glibenclamida)); hipercolesterolemia e
hipetrigliceridemia: hipolipemiantes (simvastatina), sobre los niveles circulantes de
adiponectina en ratones CD1 y humanos.

Objetivos Especificos
Analisis en modelo animal

Dada la amplia variedad de farmacos usados en el tratamiento de la resistencia a la
insulina asociada con la enfermedad vascular periférica, la evaluacion sera realizada en
dos fases, realizando los siguientes pasos para cada una de ellas:

1. Dado que la adiponectina facilita la oxidacion de acidos grasos, determinar los niveles
circulantes de 4cidos grasos libres, en los animales sometidos al tratamiento crénico
con los farmacos citados.

2. Analizar la lipdlisis basal y evocada con Forskolina, en los adipocitos obtenidos a
partir de estos mismos animales.

3. Explorar la funcién insulino secretora en islotes aislados, de algunos de los grupos de
animales tratados, bajo las citadas condiciones experimentales.

4. Correlacionar los niveles circulantes de adiponectina con los demds parametros en
estudio, para comprobar la posible influencia que puedan ejercer sobre la homeostasis
glicémica, y asi su repercusion en la patologia coronaria.

5. Establecer la influencia del género, reproduciendo el citado disefio en ratones machos
y hembras.

Farmacos de prueba en la primera fase: metoprolol, enalapril, amlodipino, furosemida,
aspirina, 5S-mononitrato de isosorbide.

Farmacos de prueba en la segunda fase: telmisartan, simvastatina, rosiglitazona,
metformina y glibenclamida.

Analisis de muestras humanas e historia clinica

1. Determinar los niveles circulantes de 4cidos grasos libres y glucosa, en los individuos
paticipantes
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Extractar de la historia clinica de los individuos participantes los niveles de
parametros metabolicos como glicemia, colesterol total, colesterol HDL, colesterol
LDL y triglicéridos.

Correlacionar los niveles circulantes de adiponectina con los demds parametros en
estudio, para comprobar la posible influencia que puedan ejercer, sobre la homeostasis
glicérica y lipidica, y asi su repercusion en la enfermedad vascular periférica.

Evaluar la influencia de las terapias recibidas por los participantes, sobre los
parametros de estudio, en el desarrollo y evolucién de la resistencia a la insulina
asociada con la enfermedad vascular periférica

Establecer la influencia del género, reproduciendo el citado disefio en humanos
hombres y mujeres.
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MATERIALES Y METODOS
1. Reactivos

Albumina Sérica Bovina, Adenosin 5’trifosfato (ATP), Nicotinadenina dinucledtido
(NAD), Glicerol-fosfato deshidrogenasa (GPDH), Glicerol-kinasa (GK), Adenosin
deaminasa (ADA) de laboratorios ROCHE. EDTA disodico, Bicarbonato de Sodio,
Glicerol, 2-propanol, n-heptano, Acido Sulfarico, Hidroxido de Hidrazonio, Fosfato
Monobasico de Potasio de laboratorios MERCK. D(+)-Glucosa, Cloruro de Sodio,
Cloruro de Potasio, Cloruro de Magnesio hexahidrato, Cloruro de Calcio anhidro de
PANREAC. Hepes de FLUKA. Kit para la determinacion de Glucosa de
BIOSYSTEM, Kit para la determinacién de acidos grasos libres no esterificados
(NEFA C) de WAKOL, Kit para la determinacion de adiponectina de raton
(Quantikine®) de R&D SYSTEMS. Kit para la determinacion de insulina (Insulin
CT®) de SCHERING - Espaiia.

2. Farmacos de Prueba

Primera Fase

Sobres de Inyesprin® oral - acetilsalicilato de lisina por 1,8 g equivalentes a 1 g de
acido acetilsalicilico de ANDROMACO, ampolletas de Seguril® de 20 mg de
furosemida/2 mL de HOECHST, comprimidos Beloken® por 100 mg de metoprolol
de ASTRA-ZENECA, comprimidos de amlodipino por 10 mg de RATIOPHARM,
comprimidos Renitec® por 5 mg de enalapril de MSD, comprimidos por 40 mg de 5-
mononitrato de isosorbide de NORMON S.A.

Segunda Fase
Comprimidos de Zocor® por 20 mg de simvastatina de MSD, telmisartan, meformina,
rosiglitazona y glibenclamida de SIGMA-ALDRICH.

3. Equipos e instrumentos

Micropipetas EPPENDORF (0,5 a 10, 10 a 100 y 100 a 1000 pL, multicanal de 5 a
1200 pL de 8 canales), balanza electronica de precision METTLER — TOLEDO
AB-240, centrifuga BECKMAN Modelo J2-21, espectrofotometro BECKMAN DU-
40 UV/VIS, bano termostatizado con agitacion horizontal UNITRONIC OR, agitador
vortex HEIDOLPH REAX; lupas binoculares LEICA y WILD, equipo de elisa Ultra
Evolution - TECAN .

4. Materiales

Tubos Reaccion Eppendorff 1.5-2.0 mL, celdas espectrofotométricas semimicro
PLASTIBRA® de Brand por 2.5 mL (12.5*12.5*45 mm). Rango A: 220-900nm, cajas
de petri (@ * H: 100*15 mm), viales de vidrio de 10 y 20 mL, tubos de vidrio de 10
mL, equipo de diseccion de acero inoxidable, desecador de vidrio como camara de
anestesia, espatulas y material general de laboratorio de vidrio y pléstico (balones
aforados, matraces, vasos de precipitado, probetas y pipetas).
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5. Protocolo de prueba y evaluacion de farmacos en ratones CD1, de acuerdo
con los estandares internacionales OECD.?*%

* Animales de prueba

Los animales seleccionados son adultos jovenes, sanos, de 8 a 12 semanas de edad y de 25
g de peso, con una variacion maxima de peso equivalente al 20 % entre individuos de cada
prueba.

Se usan cinco (5) animales correctamente identificados, separados por sexo y fairmaco de
prueba.

La evaluacion es realizada usando un grupo de animales control (3 animales) para cada
farmaco de prueba, cuya unica diferencia en la no administracion de la sustancia en
prueba y cuyo objetivo es, que sirvan de referencia de los valores normales y el de evaluar
aspectos ajenos, que pudieran ser atribuibles a la sustancia de ensayo.

La seleccion de los animales que participaran en las pruebas y su ubicacion en los
diferentes grupos de dosis y control, esta hecha en forma aleatoria, debiendo cumplir con
un periodo de ambientacion al sitio de la experiencia, por un minimo de 5 dias antes de la
realizacion de la prueba.

Las hembras seleccionadas para la prueba deben ser nuliparas y no gestantes.

+ Alojamiento

Los animales deben ser agrupados en cajas por sexo y por farmaco de prueba.

La humedad relativa en el lugar de alojamiento debe permanecer entre 30 y 70 %, con una
temperatura ambiente de 22 + 3 °C y periodos de luz-oscuridad de 12 horas.

La alimentacion suministrada es la tradicional (Harlan para raton de Harlan Teklant),
cumpliendo con los requerimientos minimos necesarios para el buen desarrollo de los
animales, suministrada ad [libitum al igual que el agua, de acuerdo con el consumo
promedio de la especie.

* Niveles de Dosificacion y Régimen de Administracion

Se usan dosis de prueba de cada farmaco de acuerdo con el peso de los animales y con lo
descrito en la tabla 1, previendo que no se manifiesten afectos adversos que invaliden la
prueba.

En la primera fase de evaluacion, tanto el AAS como la furosemida fueron preparadas en
solucion acuosa para su administracion intraperitoneal (i.p.) con jeringa hipodérmica en
las dosis sefialadas, usando como control la administracion i.p. de solucion salina normal
(NaCl 0.9%). Los demas farmacos fueron triturados finamente en mortero, para ser
administrados por via oral como suspension oleosa, a través de cdnula gastrica en las dosis
sefialadas En este caso se usa como control la administraciéon oral de aceite de oliva,
mismo vehiculo de preparacion de las suspensiones de los farmacos.

Para la segunda fase, tan solo la simvastatina fue preparada por trituracion del producto
comercial Zocor y suspendido en aceite de oliva, para su administracion por via oral,
mientras los demas farmacos fueron preparados a partir del principio activo en solucion de
acuerdo con el vehiculo citado en la tabla 1, para ser administrados por via i.p., usando
como control los animales tratados tnicamente con el vehiculo respectivo.

234 Organization for Economic Cooperation and Development OECD. Guideline For Testing Of Chemicals. Revised Draft Guideline 420 :
Acute Oral Toxicity — Fixed Dose Procedure- October 2000.

23 Organization for Economic Cooperation and Development. OECD - Draft Guidance Document On Acute Oral Toxicity Testing No 24
Paris February 2001.
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Tabla 1. DOSIS DE PRUEBA EN RATON CDI DE FARMACOS PARA TRATAMIENTO DE LA RESITENCIA A LA INSULINA
ASOCIADA A ENFERMEDAD VASCULAR PERIFERICA

Férmaco Dosis Vehiculo Via tde Ref. Bibliografica
mg/kg*dia Adm. Adm.
Farmacos Primera Fase
Metoprolol 30 Aceite oral 7 dias Lur. J Pharmacol 431 (2004) 173- 179. Tschape C. y cal.
Furosemida 10 SSN ip. 7 dias Physialogy & Behavier 80 (2004) 629~ 35. Rowland NE. y
cal.
Enalapril 1 Aceite oral 14 dias J Lardigvasc Pharmacol 1935 Jul:26():61-5. Araki M y
cal.
Amlodipino 3 Aceite oral 7 dias Biochem. Biophys. Resear. Lommunications. 327 (2008)
1083-7. Liao Y. y cal.
AAS 10 SSN i,p, 7 das Frostaglandins, leukatrienes and Fssential Fatty Acids.
B8 (2003) 305-310. Molina V. y col.
5-mononitrato 100 Aceite oral 7 dias oJ. Pharmacal Fxp. Ther. 298 (2001), No. |, 346-53.
de isosorbide Hatanaka T. y col.
Farmacos Segunda Fase
Telmisartan 1 SSN:DMSO ip. 7 dias oJ. Hypertens.|3 (1393), No.8, 831-9. Bshm M. y cal.
99:1
Simvastatina 70 Aceite oral 7 dias J_Lipid Res. (2003), Vol. 46, 2735-2744. Myerson M. y col.
Rosiglitazona 5 H,0:EtOH ip 7 dias Basic Res. Lardiol 102 (2007).80-9. Gonon A.T. y col.
90:10
Metformina 200 SSN i.p 7 dias Pharmacol_fes. 45(2002), No. 3, 183-7. Yasar A. ycol.
Glibenclamida 25 NaOH ip 7 dias Life Sciences. 71 (2005) 980-380. Jong-Yuh C. y col.
0.001N,
pH 7.4

« Examen Clinico

La evaluacion fisiologica y metabolica, es realizada tomando muestras sanguineas, para la
realizacion del analisis bioquimico correspondiente, determinando los niveles plasmaticos
de acidos grasos libres no esterificados (NEFAs), glucosa (glicemia), adiponectina y
secrecion de insulina siguiendo los procedimientos descritos a continuacion.

Se realiza igualmente, la toma de tejido adiposo visceral y subcutaneo, para la realizacion
de pruebas de lipolisis basal y evocada inmediatamente después de extraidos, siguiendo
los procedimientos descritos a continuacion:

Obtencion de muestra sanguinea animal

Después de cumplido el periodo de exposicion a cada farmaco, los animales control y de
prueba son anestesiados, para realizar la toma de sangre respectiva por puncidon cardiaca
directa en el ventriculo izquierdo, a fin de obtener un volumen adecuado de muestra (entre
0.4 y 0.6 mL de sangre) con jeringa hipodérmica, anticoagulada con EDTA disdédico 1%.
Seguidamente se procede a centrifugar las muestras de sangre durante 15 minutos a 2000
rpm y 4 °C, después de lo cual se separa el plasma y se fracciona en alicuotas (10, 20 y 50
uL), que son mantenidas a -40 °C hasta el momento de realizar las pruebas respectivas.

Obtencion de adipocitos aislados

Se sacrifica al animal, no ayunado, a primera hora de la mafiana y se extrae el tejido
adiposo blanco, que es obtenido de los paniculos subcutianeo e intraabdominal (perirrenal,
omental y epididimario). La grasa obtenida se trocea en pequefos fragmentos y se
deposita en frascos con solucion del buffer Krebs Ringer Bicarbonato-albimina (KRBA).
Los adipocitos son aislados por digestion enzimatica de la trama proteica, tras afadir
colagenasa y realizar la digestion enzimatica mediante agitacion durante 30 - 45 min, en
bafio a 37 °C. Para separar las células adiposas del estroma conectivo, se filtra a través de
una malla de nylon (que se desecha). Los adipocitos filtrados quedaran en la superficie y,
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para eliminar la colagenasa, las células se lavan con 15 mL del KRBA a 37 °C, repitiendo
este paso 3 veces. Tras cada lavado se agita suavemente, y se deja el tubo durante unos 3-
5 min en el bafio hasta que se estabilizan ambas fases; luego, se desecha la fase inferior
por aspiracion. Finalmente, una pequefia muestra de los adipocitos obtenidos se coloca
sobre un porta, y se observa al microscopio su integridad y tamao.

Determinacion de actividad lipolitica

La lipdlisis se analiza tomando como criterio la cantidad de glicerol liberado en el medio
por los adipocitos, en el curso de la incubacion con el firmaco a estudiar, en una
proporcién farmaco-suspension de adipocitos de 1:100. La incubacién se realiza por
espacio de 90 minutos, periodo durante el cual la lipdlisis es una funcion lineal del tiempo.
El glicerol, producido a partir de la hidrolisis de triglicéridos (TAG), es poco
metabolizado por las células adiposas, ya que éstas poseen una actividad gliceroquinasa
muy reducida. Asi, la liberacion de glicerol al medio extracelular refleja fielmente la
intensidad de la lipolisis.

Hay que tener en cuenta que los acidos grasos libres (AGL) que se producen en este
proceso pueden ser reesterificados por los adipocitos en los procesos de sintesis de TAG,
ya que poseen actividad espontanea de lipogénesis que jamas es nula. Asi, la cantidad de
AGL en el medio de incubacion en un momento dado es la resultante de dos procesos
metabolicos opuestos, lipolisis y lipogénesis, por lo que la determinacion de los AGL
constituye un indice de lip6lisis poco fiable.

Para medir el glicerol se parte de la siguiente reaccion enzimatica:

GLICEROL --—-———--- > a-Glicerolfosfato--------------—-—- > Dihidroxiacetonafosfato
ATP — ADP NAD — NADH + H'

GK = Glicerokinasa
GPDH = Glicerol-fosfato deshidrogenasa

La reaccion se produce, durante 40 min, en presencia de hidrazina, que fija la funcion
cetona y favorece la irreversibilidad de la reaccion. La cantidad de NADH + H' producida
es proporcional a la cantidad de glicerol presente en la muestra a medir.

En cada experimento se determinard el glicerol en las muestras y tubos testigos (KRBA
solo, sin células), partiendo de una curva estandar de glicerol. Par obtener la absorbancia
optiea, se ajustara el espectrofotdmetro con luz UV (Beckman DU-40) a una longitud de
onda de 340 nm.

La cantidad de glicerol en el ensayo, se calcula a partir de la siguiente formula:
(DO ensayo — DO testigo)

Q= x Qstd
DO std

Q = cantidad de glicerol en la muestra

DO ensayo = densidad Optica (absorbancia) obtenida para esa muestra

DO testigo= absorbancia del tubo testigo (s6lo KRBA)

DO std = absorbancia del estandar (se suele escoger el de 0,1 umoles glicerol/200 pL)
Q std = cantidad de glicerol (en umoles) del estandar elegido
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Los resultados se expresan en pmoles de glicerol liberados en el medio/100 mg de lipidos
celulares/ 90 min, determinando los lipidos totales de los adipocitos.

Estudio de la concentracion plasmatica de acidos grasos libres

Para la cuantificacion objetiva emplearemos doble reaccion enzimatica. En la primera
reaccion interviene la acil-CoA-sintetasa (ACS) y en la segunda participa la acil-CoA-oxidasa
(ACOD). El cambio colorimétrico también serd revelado por espectrofotometria y, a partir de las
densidades Opticas obtenidas, calcularemos los acidos grasos no esterificados.

El ensayo se fundamenta en la acilacion de la coenzima A (CoA) por los acidos grasos
libres no esterificados (NEFA), en presencia del enzima acil-CoA-sintetasa (ACS), adenosin-
trifosfato (ATP), y cationes de magnesio. Se producen los tiol-ésteres de CoA, conocidos como
acil-CoA, asi como productos intermedios de adenosin-monofosfato (AMP) y pirofosfato (PP1).

En la segunda parte del procedimiento el acil-CoA generado en la reaccion anterior, es
oxidado al afiadir el enzima acil-CoA-oxidasa (ACOD). Se produce perdxido de hidrogeno el
cual, en presencia de peroxidasa (POD), facilita la condensacion oxidativa de 3-metil-N-etil-N-
(B-hidroxi-etil)-anilina (MEHA) con 4-aminoantipirina para forma un aducto de color purpura,
con una absorcion maxima a 550 nm de longitud de onda. En consecuencia, la cantidad de
NEFA en la muestra puede ser extrapolada a partir de reaccion colorimétrica, determinandose
ayudado por el espectrofotometro a 550 nm.

Para cuantificar los 4cidos grasos libres no esterificados en el plasma utilizaremos el kit
NEFA-C, suministrado por Wako Chemicals (Richmond, VA, EEUU). Siguiendo el protocolo
indicado en el propio kit, se realiza el analisis a través de la reaccion descrita, expresando los
resultados en mmol/L. A continuacion detallaremos el protocolo del analisis:

- Preparar las soluciones de reactivos A y B:

= Solucién A de reactivo color: disolver el contenido de una botella de reactivo de color A
(R1) con 10 mL del solvente A (R1a) y mezclar bien.

= Solucién B de reactivo color: disolver el contenido de una botella de reactivo de color B (R2)
con 20 mL del solvente B (R2a) y mezclar bien.

- Etiquetar tubos de ensayo para identificar al blanco, estandar y cada una de las muestras a

estudiar. Seguidamente prepararemos los tubos, afiadiendo:

= Blanco: 50 uL de agua destilada.

» Estandar: afiadir 50 pL de la alicuota del estandar que viene con el kit.

* Muestra: pipetear 50 pL de la correspondiente muestra de plasma, obtenida previamente y ya
descongelada.

- Posteriormente, afadiremos a todos los tubos 1 mL de la solucion A de reactivo color y
mezclaremos cuidadosamente. Para esta primera reaccion enzimatica se mantendran los tubos en
bafio a temperatura de 37 °C durante 10 min.

- Al concluir la primera fase, afiadiremos a todos los tubos 2 mL de la solucion B de reactivo
color. Tras mezclar cuidadosamente, nuevamente someteremos los tubos a incubacion en bafio a
37 °C durante exactamente 10 min, para facilitar la segunda reaccidon enzimatica.

- Tras extraer los tubos del bano, facilitaremos el equilibrio con la temperatura ambiente

esperando 5 min. Finalmente, evaluaremos la densidad optica frente al blanco, mediante lectura
con el espectrofotometro a la longitud de onda de 550 nm.
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- Para calcular la concentracion de acidos grasos libres no esterificados en cada muestra de
plasma, simplemente aplicaremos la siguiente formula:

Ae
Cm = Concentracion en la muestra
Ce = Concentracion del estandar = 1 mmol/L
Am = Absorbancia de la muestra
Ae = Absorbancia del estandar
- Habitualmente, los resultados se expresaran en mmol/L.

Metodologia para la obtencion de islotes pancreaticos

Primeramente los ratones se sacrifican mediante dislocacidén cervical, o en su caso
siguiendo las normas éticas indicadas por las convenciones internacionales, para después
proceder a la extraccion del pancreas.”>® Este pancreas estd previamente distendido con una
solucion fisiologica de buffer bicarbonato para posteriormente extraerse. Una vez obtenido, se
procede al primer paso del aislamiento de los islotes mediante digestion durante 12 minutos
con colagenasa (Inmunogenetic, Barcelona). El siguiente paso consiste en la diseccion de los
islotes de Langerhans ayudandose con una lupa binocular, hasta conseguir que la preparacion
quede libre de contaminacion de medio exocrino. El medio usado para todo este proceso es un
buffer bicarbonato-Hepes cuya solucion contiene 120 mM NaCl, 4.8 mM KCl, 2.5 mM
CaCl,, 1.2 mM MgCl,, 5 mM HEPES y 24 mM NaHCOs;. Este medio se gasea con O,-CO,
(94:6) y se mantiene a pH de 7.4 para suplementarse con albumina bovina BSA 1 mg ml™
BSA y 10 mM glucosa. La concentracion de glucosa se va ajustando de acuerdo al protocolo
necesario en cada experimento.

A.- Incubacidn estatica

En los experimentos de secrecion de insulina, medida como incubacion estatica sobre islotes
pancreaticos de raton, los islotes seran preincubados durante 60 min en un medio conteniendo
15 mM de glucosa, con el fin de estimular la maquinaria secretora y procediendo después a su
distribucion en grupos de 3 islotes. Cada grupo de 3 islotes se incubaran durante 1 hora en 1
ml de solucién de incubacidn, que contendra las concentraciones adecuadas de glucosa o la
sustancia a ensayar. Posteriormente se recogera una alicuota y se realizaran las diluciones
adecuadas para proceder finalmente a la medicion de insulina por radioinmunoensayo (RIA)
empleando un kit comercializado (Schering, Espafia).

Determinacion de insulina. Principios del procedimiento por radioimnunoensayo

El principio de dosificacion de la insulina se centra en la competencia de las moléculas
de la hormona marcadas radiactivamente con I'*’, con moléculas no marcadas que disputan
los mismos lugares de uniéon con un anticuerpo anti-insulina; de esta forma se origina una
disminucion de la cantidad de material marcado unido en la disolucion final.

Estudiando una serie de patrones de cantidades conocidos de insulina no marcada, los
estandares, puede medirse la cantidad desconocida de nuestra muestra. A medida que
aumentan las cantidades de hormona no marcada en el ensayo, los limitados lugares de unién

2 Garcia-Barrdo MLJ. y col. Endocrinology. 2001; v.142, p.299-307.
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del anticuerpo se van saturando progresivamente, en consecuencia se une menos hormona
marcada. La incubacién de los componentes del sistema (hormona marcada, no marcada y
anticuerpo) permite que ocurra una reaccion de equilibrio entre ligandos (Hormona con I '*° y
no marcada) y el receptor (anticuerpo anti-insulina). La separacion subsiguiente de las formas
unida de las no unidas o libres y la medida de la cantidad de radiacién de la fase unida nos
permite la cuantificacion de la reaccion que ha tenido lugar.

Reactivos necesarios
1.- Buffer de ensayo 0.05 M buffer fosfato pH 7.4 que contiene 0.025M EDTA, 0.08% azida
sodica y 1% albiimina para RIA

2.- Anticuerpo anti-insulina de rata disuelto en el buffer de ensayo
3.- Insulina marcada con I'*® purificada por HLPC (con actividad especifica de 367uCi/ug)
contiene <5uCi (<185kBq) calibrada cada mes.

4.- Buffer que contiene Ig G de cobaya. Su contenido se usa entero para hidratar el '

suministra liofilizado.

que se

5. Estandar de rata purificado en el buffer. 0.1, 0.2, 0.5, 1.0, 2.0, 5.0 10.0 ng/ml
6.- Controles de insulina de rata purificada

7.- Reactivo precipitante: anti-IgG de cobayo en cabra. 3% PEG 0.05% Triton X-100 en
0.005M fosfato salino 0.025M EDTA, 0.8% azida sodica.

Calculos:

Es necesario contar las desintegraciones por minuto (dpm) 6 cuentas por minuto (cpm)

en un contador Gamma. En nuestro caso el contador gamma posee un programa informatico
que realiza automaticamente la curva patrén y analiza cada una de las muestras realizando el
calculo para cada una de ellas por extrapolacion de la curva patron.
Asi determina las concentraciones en ng/ml de insulina de raton o rata. El limite de
sensibilidad para la insulina de rata es de 0.1 ng/ml. Para valores superiores a 10ng/ml se
pierde la linearidad de la curva patrén por eso en estos casos es necesaria la dilucion de las
muestras en un buffer. La especificidad de los reactivos frente a la insulina de raton es del
100%.

Estudio adiponectina en plasma de raton

Emplearemos métodos de enzimoinmunoandlisis (EIA), que se basa en la deteccion de
los complejos antigeno-anticuerpo mediante el empleo de enzimas unidas al antigeno o al
anticuerpo. La enzima utilizada més frecuentemente es la peroxidasa del rabano (Horseradish
peroxidase, HRP), aunque pueden emplearse otras. La presencia de la enzima en el
inmunocomplejo es detectada por una reaccion de cambio del color, que se produce al afiadir el
sustrato cromogénico. La lectura de la reaccion puede realizarse a simple vista o, con mayor
precision, por espectrofotometria. Los métodos de EIA son similares, en cierta medida, a los de
radioinmunoensayo (RIA), aunque aquellos tienen mayor sensibilidad y suponen las ventajas de
ser menos costosos y no ofrecer riesgos para el personal que manipula las muestras. En nuestro
trabajo aplicaremos, especificamente, la técnica de ELISA (Enzyme Linked Immunoabsorbent
Assay) que, mediante una reaccion "en sandwich", emplea dos anticuerpos monoclonales
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(AcMo) frente a sendos epitopos antigénicos diferentes; la reaccion serda revelada por
colorimetria, al afiadir peroxidasa/OPD, y cuantificada con un espectrofotdmetro automatizado a
la longitud de onda apropiada.

Para nuestro estudio dispondremos de equipos de ELISA ya comercializados,
siguiendo el protocolo descrito en el kit. Concretamente, emplearemos el kit Mouse
Adiponectin Quantikine MRP300/Acrp30, comercializado por R&D Systems (Minneapolis,
MN, EEUU), presentando los resultados en pg/mL. El protocolo a seguir consiste en:

1) Preparar el “diluyente calibrador”, mezclando 20 mL del “Calibrator Diluent RD5-26
Concentrate” con 60 mL de agua bidestilada. Obtendremos 80 mL del “diluyente calibrador”.

2) Reconstituir el estandar de adiponectina recombinante de raton:

- Anadir al vial 5 mL del "diluyente calibrador" recién preparado

- En este momento disponemos de una solucion stock de 10 ng/mL de adiponectina
- Para que la dilucion sea estable, mezclar y dejar reposar durante, al menos, 5 min

3) Preparar la curva estandar (concentraciones: 5,0 —2,5 — 1,25-0,62 — 0,31 - 0,16 ng/mL)

- Pipetear 200 pL del “diluyente calibrador” en 7 tubos de ensayo etiquetados con las
diluciones anteriores.

- Partiendo de la solucion stock (10 ng/mL), generar la serie 2x decreciente de diluciones del
estandar, agitando ligeramente antes de afiadir, progresivamente, 200 puL del tubo precedente.

4) Descongelar las muestras de plasma, obtenidas antes del animal y, después, diluirlas en una
proporcion 1:2000 con el “diluyente calibrador”. Podemos lograrlo en 2 pasos, haciendo en
el primero una dilucion 1:100, y a partir de ésta ltima, la segunda dilucion (1:20):

- DILUCION 1:100 = Afiadir 10 L de muestra + 990 pL del “diluyente calibrador”

- DILUCION 1:20 = Afadir 10 pL de la dilucion de muestra anterior + 190 pL del
“diluyente calibrador”

5) En cada uno de los pocillos de la placa, recubierta con AcMo anti-adiponectina de raton,
pipetear 50 puL del “diluyente de ensayo” (RD1W).

6) En los pocillos 1A y 1B, etiquetados como “blanco”, se afladiran 50 pL del “diluyente
calibrador”, que representara el valor cero en la curva estandar (0 ng/mL).

7) Para el resto de la placa, anadir 50 pL del estandar al pocillo respectivo (siguiendo el esquema
creciente de distribucion), o bien, 50 uL de la correspondiente muestra (ya diluida) segun el
disefo previamente establecido.

8) Preparar el Kit Control de Adiponectina de raton. Para ello, afiadir 1 mL de agua bidestilada
al vial del liofilizado. Utilizar sin diluir, afiadiendo 50 pL en los pocillos 3A y 3B.

9) Aplicar, ligeramente y durante 1 min, pequefios golpecitos en el fondo de la placa, cubrirla e
incubar, a temperatura ambiente, durante 3 horas.

10) Preparar el “tampon de lavado™: diluir los 25 mL del “Wash Buffer Concentrate” con
agua bidestilada, hasta completar 625 mL de solucion de lavado.

11) Tras las 3 h de incubacion se realizardn 5 etapas de aspiracion y lavado. Cada vez:
- Invertir la placa para decantar
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- Lavar con pipeta multicanal, afiadiendo a cada pocillo, 400 pL del “tampodn de lavado”
- Enla ultima fase (5) decantar cuidadosamente, secando la placa con papel absorbente.

12) Preparar la Solucion del Conjugado de adiponectina de ratdon, mezclando 0,5 mL del
“concentrado de conjugado de adiponectina de raton” (= Ac policlonal murino anti-
adiponectina conjugado con HRP) + 11 mL del “Diluyente de Conjugado tipo 2” (incluido
en el kit). Proteger de la luz.

13) Anadir 100 pL de la Solucion del Conjugado de adiponectina, recién preparada (ver
punto 12), a los pocillos.

14) Cubrir la placa y realizar una segunda incubacion, tan solo de 1 hora, a temperatura
ambiente.

15) Finalizada la 2* incubacion, nuevamente someter los pocillos a 5 etapas de aspirado y
lavado con el “tampon de lavado”. Quizas sea necesario volver a prepararlo, utilizando el
segundo vial del tampon de lavado del kit.

16) Preparar la “Solucion de Sustrato cromogénico” solo 15 min antes de emplearlo.
Mezclar, en volumenes iguales, el reactivo A (peréxido de hidrogeno) con el reactivo B
(tetrametilbencidina). Se debe resguardar de la luz.

17) Posteriormente pipetear en cada pocillo 100 pL de la "Solucién de sustrato
cromogénico", recién preparada, y permitir una tercera incubacion de tan sélo 30 min a
temperatura ambiente, y también al resguardo de la luz.

18) Para detener la 3% reaccion: anadir a cada pocillo 100 pL del acido clorhidrico incluido
en el kit ("stop solution").

19) Antes de que transcurran 30 min, medir la absorbancia dptica con lectura a la longitud de
onda de 450 nm, corrigiendo con el filtro de 570 nm (para garantizar lecturas precisas). Como
lector de placas utilizaremos el espectrofotometro "Ultra Evolution - Tecan". Por
extrapolacion sobre la curva estandar, obtenida mediante la recta de regresion, se calculara la
concentracion plasmatica de adiponectina para cada una de las muestras. Los resultados se
expresaran en ug/mL.

6. Evaluacion de farmacos en el tratamiento de la resistencia a la insulina
asociada a enfermedad vascular periférica, en pacientes afectados por estas
patologias:

Protocolo de muestreo

La poblacion objeto del estudio esta compuesta por individuos que cumplen los siguientes
criterios:

Criterios de Inclusion

- Individuos sanos (hombres y mujeres), los cuales participan como grupos de referencia

- Individuos diagnosticados con patologia vascular periférica, pero sin diagnostico de
diabetes.
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- Individuos con diagndstico de diabetes, pero sin diagndstico de patologia vascular
periférica.
- Individuos diagnosticados con patologia vascular periférica y de diabetes concomitante.

Criterios de Exclusion
- Individuos con enfermedades degenerativas y/o patologias neoplasicas.
- Individuos con procesos sépticos locales y/o generales.

Analisis retrospectivo de historias clinicas y antecedentes

Para todos los individuos tanto control como afectados por enfermedad vascular periférica
oclusiva y/o diabetes, se realizard una completa revision de la historia clinica y
recopilacion de los antecedentes patologicos y clinicos, teniendo en cuenta los criterios
antes descritos y rescatando toda la informacidn, que pudiere tener ingerencia sobre la
evolucion del cuadro patoldgico de interés, resaltando niimero de historia clinica, edad,
género (sexo), diagnostico clinico, parametros clinicos (glucemia, colesterol total (CT),
colesterol HDL (C-HDL), colesterol LDL (C-LDL), triglicéridos (TG) y de ser posible
hemoglobina glicosilada (Hb1Ac).

Obtencion de muestras sanguineas (de todos los participantes)

Se obtuvieron por puncion venosa en el antebrazo durante la consulta médica o a través de
la venoclisis, durante el posible procedimiento quirargico en salas de cirugia,
requiriéndose de 10 mL de muestra sanguinea del paciente, la cual se depositdé en tubo
seco (sin adicion de anticoagulante), para inmediatamente centrifugarse y obtener del
suero sanguineo, que sirve como muestra para la realizacion de los respectivos analisis.

Estudio adiponectina sérica humana

En el caso de las muestras de procedencia humana, el anélisis se realiza en el suero obtenido
de los pacientes, y para la determinacion de los niveles de adiponectina hemos utilizado el kit
Human Adiponectin Quantikine SRP300, comercializado por R&D Systems (Minneapolis,
MN, EEUU).

Partiendo de una curva estandar cuyo intervalo de concentraciones es 3,9 — 7,8 — 15,6 — 31,2
— 62,5 — 125 y 250 ng/mL, el protocolo es similar al descrito previamente para analizar la
adiponectinemia en el raton. Para expresar los niveles de adiponectina sérica en humanos, los
resultados se expresan en pg/mlL.
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RESULTADOS

De acuerdo con los procedimientos seguidos y los analisis realizados, a continuacion se citan los
resultados después de aplicado el modelo estadistico para el tratamiento de los datos obtenidos
de las poblaciones evaluadas.

Modelo Estadistico

Sabiendo que la investigacion biologica, médica y paramédica, hace necesario comparar dos o
mas grupos de tratamientos, es adecuado realizar pruebas estadisticas como el analisis de
varianza “ANOVA?”, para detectar posibles diferencias entre ellos. El objetivo principal es
asegurar si existen diferencias (en forma global) entre las medias de los niveles de las
variables (factores). Cuando sélo se trata de comparacién entre dos medias, la prueba usada
en la evaluacion de los resultados es la t-Student para el contraste de las medias, que resulta
equivalente con el ANOVA para este fin.

En la prueba ANOVA de un factor se plantean las siguientes hipotesis:
Hy: las medias de los K grupos son todas iguales.
H;: al menos una de las medias es diferente.

H, se acepta cuando se obtienen valores de probabilidad (P) < 0.05 6 se rechaza si los
valores de P son > 0.05, lo cual demuestra que hay diferencia entre las medias de los
tratamientos.

Para el caso de comparacion de las medias entre los diferentes tratamientos, si una vez
realizado el ANOVA se observan diferencias entre las medias de cada tratamiento, es
necesario comparar cuales grupos concretos difieren entre si, lo cual solo es posible mediante
el uso de procesos de comparaciones multiples. Las pruebas de Bonferroni y Dunnett son
comparaciones multiples a posteriori, que contrastan todos los tratamientos por parejas ¢ cada
tratamiento con el control, respectivamente. En las pruebas a posteriori las hipotesis
planteadas son:

Hp: U control = 1 tratamiento.
Hi: W control # M tratamiento.
El criterio de aceptacion de la H; es el mismo que para la prueba de ANOVA.
De esta forma a todos los resultados obtenidos se realiza el siguiente analisis estadistico:
1. Promedio, desviacion estandar y error estandar medio.

2. ANOVA de un factor, con o= 0.05.
3. Prueba de Bonferroni y Dunnett, con a= 0.05.

Los puntos 2 y 3 se realizan con ayuda del software estadistico GraphPad InStat.
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Resultados de los andlisis de adiponectina y acidos grasos libres, en las muestras de plasma obtenidas de los animales tratados con cada uno de los
farmacos de la primera fase del estudio:

Tabla 2a: Estadistica de los niveles plasmaticos de adiponectina y NEFA.

F A R M A C O
p JASPIRINA FUROSEMIDA

E 3 Q 3 Q
! C P C P C P C P
n

M

5 5 9 5 5 5 9 10
428 38 | 762 ]| 766 ] 428 | 244 7.62] 7.93
15710771120 117} 157 ] 0.72] 1.20 ] 1.38
st | 0701 035]040]052] 0.70] 0.32] 0.40] 0.44
n 5 5 2 5 5 5 5 9
M | 0391050205 23 ]0.39] 048] 0.58] 0.53
sp | 0.08] 016 0.07] 0.26 ] 0.08] 0.07] 0.23] 0.15
st | 004]0.70] 0.05]0.11] 0.04 ] 0.03] 0.10 ] 0.05

> mom ZY —~ O »l— w v
%)
o

PB: Parametro bioldgico n: numero de datos SD: desviacion estandar
PE: Parametro estadistico M: media SE: error estandar medio
ADIP: adiponectina (ug/mL) d': machos

NEFA: 4cidos grasoso libres no estrificados (mmol/L) Q: hembras

C: animales control P: animales tratados
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Resultados de los andlisis de adiponectina y acidos grasos libres, continuacion farmacos de la primera fase del estudio:

Tabla 2b: Estadistica de los niveles plasmaticos de adiponectina y NEFA.

F A

R

M

A C

)

METOPROLOL

AMLODIPINO

ENALAPRIL

5MNIS

3 g

3

g

3

¢

3

c| P C| P

c| P

c |

P

c| P

c |

P

c| P

c |

P

9 5 12 9
474 558|782 6.01
1.13 127 ] 1.30 1.31
0.38 057 0.37 0.44

9 5
474 3.26
1.13 0.65
0.38 0.29

12
7.82
1.30
0.37

5
6.52
1.82
0.81

9 4
474 435
1.13 1.62
0.38 0.81

12
7.82
1.30
0.37

4
9.08
0.74
0.37

9 5
474 222
1.13 0.36
0.38 0.16

12
7.82
1.30
0.37

11
6.79
1.17
0.35

> mmzZlv —~ O 2l wm s

7 5 12 8
0.63 082120 0.74
0.08 0141 0,23 0.18
0.03 0.06 | 0.17 0.07

7 5
0.63 0.73
0.08 0.69

0.03 0.31

3
2.5
0.30
0.17

4
0.55
0.13
0.06

7 5
0.63 0.58
0.08 0.07
0.03 0.31

3
0.83
0.21
0.12

0.20
0.08
0.04

7 5
0.63 0.56
0.08 0.09
0.03 0.04

0.73
0.22
0.08

11
0.69
0.16
0.05

PB: Parametro bioldgico
PE: Parametro estadistico

M:

ADIP: adiponectina (pg/mL)

NEFA: 4cidos grasoso libres no estrificados (mmol/L)

C: animales control

media

n: nimero de datos

SE

&': machos
Q: hembras

P: animales tratados

SD: desviacién estandar

: error estandar medio
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Graficas No. la: Representacion y comparacion de los niveles plasmaticos de adiponectina, después del tratamiento con cada uno de los
respectivos farmacos de la primera frase, de acuerdo con los objetivos planteados y siguiendo los protocolos descritos:

A B
BFECTO SOBRE LA ADIPONECTINA POSTRATAMIENTO CON EFECTO SOBRE LA ADIPONECTINA POSTRATAMIENTO
ASA Y FUROSEMIDA EN RATONES HEMBRA ANTANGINOSO EN RATONES HEMERA
O CONTROL ACUOSO O ASA B FUROSEVIDA 0 CONTROL OLEOSO © METOPROLOL @ AMLODIPNO
m ENALAPRL o5
10,0 10,0
E 80 E
= O - L = 80 ==
=2 = -
E 6,0 - g 6,0
3 ] 5
g 40 S 40
g 20 e
E’ ’ 3 20+
0,0
’ 0,0
C D
EFECTO SOBRE LA ADIPONECTINA POSTRATAMIENTO CON EFECTO SOBRE LA ADIPONECTINA POSTRATAMIENTO
ASA Y FUROSEMIDA EN RATONES MACHO ANTANGINOSO EN RATONES MACHO
O CONTROL OLEOSOm METOFROLOL.  m AMLODIPND
1 CONTROL ACUOSO o ASA £ FUROSEMIDA B ENALAFRL 0 BVNS
10,0 10,0
|
£ 80 80
= )
g 60 = 60
E T £ =
g 4,0 n T * >4 4’0 i
(=] (5}
=" =
= 2,0 N 8.. 2,0
< =
0,0 < 00

Resaltados expresados como la media + SEM (*p < 0.05 vs. control).
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Graficas No. 1b: Representacion y comparacion de los niveles plasmaticos de NEFA, después del tratamiento con cada uno de los respectivos
farmacos de la primera fase, de acuerdo con los objetivos planteados y siguiendo los protocolos descritos:

E F
BFECTO SOBRE LOS NEFAs POSTRATAMINTO CON ASA EN BHECTO SOBRELOS NBFFAs POSTRATAMIENTO CON
RATONES HEVIBRA FUROSEVIIDA EN RATONES HEVIBRA
O CONTROL ACUOSO O ASA O CONTROL ACUCSO  E FURCSEMDA
3,00
3,00
a 2,50 ) T S 250 |
g 2007 £ 200 ]
% 1,50 B Z »Lm -
= 1,00 1 E 1,00 |
“ 0,50 - 0,50 - T
0,00 0,00
G
BFECTO SOBRE LOS NEFAs POSTRATAMIENTO CONASA O
FUROSEVIIDA EN RATONES MACHO
0 CONTROL ACUOSO O ASA B FUROSEMIDA
3,00
~ 2,50 -
S
g 2,00 -
£ 1,50
5 1,00 -
Z 0,50 - ,___I =
0,00

Resaltados expresados como la media + SEM (*p < 0.05 vs. control).
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Graficas No. 1b: Representacion y comparacion de los niveles plasmaticos de NEFA, continuacion farmacos de la primera fase:

H I
HFECTO SOBRELOS NEHFAs POSTRATAMIENTO CON HFECTO SOBRELOS NEFAs POSTRATAMIENTO CON
METOPROLOL O AMLODIPINO RATONES HEVIBRA ENALAPRIL EN RATONES HEVIBRA
m CONTROL OLEOSO 0 METOPROLOL @ AVLODIPINO 0 CONTROL OLEOSO  m ENALAPRIL
3,00 3,00
~ 250 - T - 2,50 |
E 200 - E 2,00 -
s \ £ 150
é 1,00 - * é 1,00 - )
0,00 0,00
J K
BFECTO SOBRE LOS NEFAs POSTRATAMIENTO CON 5MNS BHECTO SOBRELOS NBEFAs POSTRATAMIENTO
EN RATONES HEVIBRA ANTIANGINOSO EN RATONES MACHOS
0 CONTROLOLECSO @ 5MNIS 0 CONTROL OLEOSOD METOPROLOL ~ m AVLODIPINO
B ENALAPRIL 0 5VNIS
3,00 3,00
’\j 2,50 - S 250 -
i —
£ 200 - S 200
g 1,50 E 150
= 7
& 1,00 - = 1,00 | *
Z T =
0,00 0,00

* Diferencia muy significativa.

Resultados expresados como la media = SEM (*p < 0.05 vs. control).
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Tablas 3a: Estadistica de los resultados de lipdlisis, tras el tratamiento cronico con:

Resultados de los analisis de lipolisis basal y evocada con forskolina, de adipocitos obtenidos de los animales tratados con cada uno de los fArmacos
de la primera fase, mediante la metodologia citada:

ASPIRINA FUROSEMIDA
PE BASAL FK UK+FK PE BASAL FK UK+FK
\ g 0 s | o g 0 I s | o g 0 s | o
C n 2 2 2 2 2 2 C n 2 2 2 2 2 2
0 M 200 209 373 258 376 217 0 M 237 075 294 174 295 167
N SD 014 027 037 008 006 0.1 N SD 005 007 003 014 003 033
T SE 009 019 003 006  0.04 0.8 T SE 004 005 002 010 002 023
T n 2 2 2 2 2 2 T n 2 2 2 2 2 2
R M 158 138 316 297 384 226 R M 243 074 360 1.69  3.63  2.13
A SD 011 002 007 025 000  0.08 A SD 001 000 003 010 003 035
T SE 007 002 005 018 000 0.6 T SE 000 000 002 007 002 025
PE: Parametro estadistico SD: desviacion estandar M: media SE: error estandar medio

n: numero de datos (obtenidos de un pool de adipocitos conseguidos de animales tratados animales (5))
Glicerol liberado ( expresado en valor absoluto pmoles/mg lipidos/90 min)

J': machos UK:

Q: hembras FK: Forskolinna
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Graficas No. 2a: Representacion y comparacion de las lipdlisis basal y evocada con forskolina, después del tratamiento con cada uno de
respectivos farmacos de la primera fase, de acuerdo con los objetivos planteados y siguiendo los protocolos descritos:

A

LIPOLISIS ADIPOCITOS POSTRATAMIENTO CON ASA DE
RATONES HEMBRA
0O CONTROL O ASA

4,00 -
3,50 - *

3,00 - T
2,50 - =
2,00 - *
1,50 -
1,00 -
0,50 -

linidos/90 min)

B

los

Glicerol liberado (umol/100mg

0,00
BASAL K UK+FK

C

Glicerol liberado (umol/100mg

LIPOLISIS ADIPOCITOS POSTRATAMIENTO CON
FUROSEVIIDA DE RATONES HEVMIBRA
0O CONTROL B FURCSEVIDA

4,00 -
3,50 -
3,00 -
2,50 -
2,00 -
1,50
1,00 -
0,50 -
0,00

linidos/90 min)

LIPOLISIS ADIPOCITOS POSTRATAMIENTO CON ASA DE
RATONES MACHO
0O CONTRCL O ASA

4,00 - * *

3,50 |
3,00 1
250 1
2,00 | = *
1,50 | =
1,00 |
0,50 1

Glicerol liberado
(umol/100ma linidos/90 min)

0,00

Glicerol liberado (umol/100mg

LIPOLISIS ADIPOCITOS POSTRATAMIENTO CON

FUROSEMIIDA DE RATONES MACHO

0O CONTRCL @ FUROSEVIDA

Resultados expresados como la media = SEM (*p < 0.05 vs. control basal y “p < 0.05 vs. control basal animales tratados).
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Tablas 3b: Estadistica de los resultados de lipolisis, tras el tratamiento cronico con:

METOPROLOL
BASAL FK UK+FK
J 1 ¢ 3 Q 3 Q

C n 2 2 2 2 2 2
(0] M 0.69 0.21 2.65 0.74 2.69 0.381
N SD 0.03 0.01 0.11 0.03 0.01 0.00
T SE 0.02 0.01 0.07 0.02 0.01 0.00
T n 2 2 2 2 2 2
R M 0.74 0.248 2.34 0.653 2.15 0.34
A SD 0.01 0.00 0.07 0.01 0.07 0.03
T SE 0.01 0.00 0.05 0.00 0.05 0.02

PE: Pardmetro estaSD: desviacion estandar
n: numero de datos (obtenidos de un pool de adipocitos conseguidos de animales tratados animales (5))
Glicerol liberado ( expresado en valor absoluto pmoles/mg lipidos/90 min)

g : machos
Q : hembras

UK: Brimodipina (10-6 M)
FK: Forskolinna (10-5 M)

AMLODIPINO

PE BASAL FK UK+FK

| e 3 Q 3 Q
C n 2 2 2 2 2 2
(0] M 193 0.68 2.92 2.44 2.79 2.41
N SD 0.08 0.01 0.09 0.07 0.00 0.07
T SE | 005 o001 | 007 005 | 000 005
T n 2 2 2 2 2 2
R M 1.49 1.3 307 180 | 275 177
A sp | 002 o011 | 010 002 | 004 002
T SE | o001 008 | 007 002 | 003 o002

M: media SE: error estandar medio
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Graficas No. 2b: Representacion y comparacion de las lipolisis basal y evocada con forskolina, después del tratamiento con cada uno de los
respectivos farmacos de la primera fase, de acuerdo con los objetivos planteados y siguiendo los protocolos descritos:
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Resultados expresados como la media = SEM (*p < 0.05 vs. control basal y “p < 0.05 vs. control basal animales tratados).
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Tablas 3c: Estadistica de los resultados de lipdlisis, tras el tratamiento cronico con:

ENALAPRIL

PE BASAL FK UK+FK

! g | ¢ g | ¢ g | ¢
C n 2 2 2 2 2 2
(0] M 2.01 0.39 3.38 1.25 3.29 0.49
N SD 0.11 0.08 0.02 0.02 0.03 0.00
T SE 0.08 0.05 0.01 0.01 0.02 0.00
T n 2 2 2 2 2 2
R M 2.24 0.55 3.59 1.70 3.34 1.62
A SD 0.15 0.05 0.02 0.12 0.15 0.18
T SE 0.10 0.03 0.02 0.09 0.10 0.12

PE: Parametro estaSD: desviacion estandar

n: numero de datos (obtenidos de un pool de adipocitos conseguidos de animales tratados animales (5))
Glicerol liberado ( expresado en valor absoluto pmoles/mg lipidos/90 min)

g : machos
Q : hembras

UK: Brimodipina (10-6 M)
FK: Forskolinna (10-5 M)

SMNIS

PE BASAL FK UK+FK

| g | 9 3 Q B
C n 2 6 2 4 2 4
0 M 124 074 | 261 223 246  2.03
N SD 0.1 033 | 000 106 005 091
T SE 0.07 0.13 0.00 0.53 0.03 0.46
T n 2 6 2 4 2 4
R M 1.73 067 | 295 244 293 207
A SD 0.00 0.26 0.07 0.27 0.02 .50
T SE 0.00 0.10 0.05 0.14 0.01 0.25

M: media SE: error estandar medio
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Graficas No. 2c: Representacion y comparacion de las lipdlisis basal y evocada con forskolina, después del tratamiento con cada uno
respectivos farmacos de la primera fase, de acuerdo con los objetivos planteados y siguiendo los protocolos descritos:
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Resultados expresados como la media = SEM (*p < 0.05 vs. control basal y “p < 0.05 vs. control basal animales tratados).

de los
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Tabla 4a: Relacion porcentual de estimulacion e inhibicion de la lipolisis, inducidas respectivamente por Forskolina (FK) y Brimonidina (UK),

frente a las lipolisis de las muestras de ratones hembra (animales control BASAL y control de los tratados con farmacos de la primera fase
(BASALT)).

ASA Hembras
BASAL FK Yo7 UK+FK Y0 UK BASALT FKT o1 UKT+FKT Y0 UK DIF.%TFK | DIF.% UK
2,093 2,577 22,98 2,767 15,81 T,.377 2,972 175,83 2,264 23,82 92,85 8,01
[FUROSEMIDA Hembras
BASAL FK Y01 UK+FK Y% UK BASALT FKT 3 UKT+FKT Y% UK DIF.%TFK | DIF.%|UK
0,752 T,745 132,05 1673 4,13 0,743 T,688 127,19 2,129 25,13 -Z,86 30,25
[METOPROLOL Hembras
BASAL FK %1 UK+FK % UK BASALT FKT %1 UKT+FKT % UK DIF.%1FK | DIF.%]UK
0,208 0,736 253,85 0,381 18,23 0,248 0,653 163,37 0,337 78,39 90,54 0,76
[AMLCODIPINO Hembras
BASAL FK Yo7 UK+FK Y0 UK BASALT FKT o1 UKT+FKT Y0 UK DIF.%TFK | DIF.% UK
0,684 7373 257,16 7,408 1,43 T,296 T,807 38,97 T.77% -71,50 -278,20 0,07
ENALCAPRIC Hembras
BASAL FK Y1 UK+FK Y UK BASALT FKT 3 UKT+FKT Y% UK DIF.%TFK | DIF.% UK
0,394 T,2%49 277,07 0,497 50,69 0,555 T, 704 207,03 T62% 2,69 9,98 55,99
SVINIS Hembras
BASAL FK %1 UK+FK % UK BASALT FKT %1 UKT+FKT % UK DIF.%1FK | DIF.%]UK
0,736 2,227 202,58 2,025 9,07 0,677 72,3472 763,93 2,072 15,15 671,35 6,08
FK: Forskolinna (10-5 M) BASAL: Lipolisis en muestras de animales control sin tratamiento
UK: Brimodipina (10-6 M) BASALT: Lipolisis en muestras de animales control de los tratados con farmacos antianginosos

%1FK: Porcentaje de incremento de la lipdlisis inducida por FK

% | UK: Porcentaje de reduccion causada por UK sobre la lipdlisis inducida por FK

DIF.%71FK: Diferencia entre la lipdlisis inducida por FK en los animales tratados y los no tratados
DIF.% | UK: Diferencia entre la reduccion poducida por UK en los animales tratados y los no tratados
La T significa muestras provenientes de animales tratados con el respectivo farmaco
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Tabla 4b: Relacion porcentual de estimulacion e inhibicion de la lipolisis, inducidas respectivamente por Forskolina (FK) y Brimonidina (UK),
frente a las lipolisis de las muestras de ratones macho (animales control BASAL y control de los tratados con farmacos de la primera fase

(BASALT)).
ASA Machos
BASAL FK 01 UK+FK Y0 UK BASALT FKT Y01 UKT+FKT YUK DIF.%1FK | DIF.% UK
2,085 3,732 /8,99 3,764 0,86 1,576 3,163 100,70 3,845 271,56 271,71 20,70
[FUROSEMIDA Machos
BASAL FK %1 UK+FK Y% UK BASALT FKT %1 UKT+FKT Y% ]UK DIF.%1FK | DIF.% UK
2,368 2,940 24,16 2,953 0,44 2,427 3,580 47,57 3,626 1,28 23,35 0,84
[METOPROLOL Machos
BASAL FK Y1 UK+FK % | UK BASALT FKT %1 UKT+FKT % | UK DIF.%1FK | DIF.%|UK
0,693 2,041 261,90 2,694 1,76 0,739 2,342 210,91 2,148 -0,28 -69,05 -10,06
[AMICODIPINO Machos
BASAL FK o7 UK+FK Y0 UK BASALT FKT Y01 UKT+EKT YUK DIF.%1FK | DIF.%]|UK
1,926 2,922 oT,71 2,788 -4,59 1,497 3,069 105,70 2,750 -10,39 53,98 -5,81
[ENACAPRILC Machos
BASAL FK %1 UK+FK Y% UK BASALT FKT Y1 UKT+FKT Y% UK DIF.%1FK | DIF.% UK
2,008 3,379 68,78 3,293 -Z2,99 2,238 3,589 60,37 3,337 -7,02 -7, 97 -4,48
BVINIS Machos
BASAL FK %1 UK+FK % | UK BASALT FKT %1 UKT+FKT % | UK DIF.%1FK | DIF.%|UK
1,243 2,01 109,96 2,450 -9,90 1,726 2,941 70,94 2,921 -0,638 -39,43 0,22

FK: Forskolinna (10-5 M)

UK: Brimodipina (10-6 M)

%1FK: Porcentaje de incremento de la lipdlisis inducida por FK
% | UK: Porcentaje de reduccion causada por UK sobre la lipdlisis inducida por FK

BASAL: Lipdlisis en muestras de animales control sin tratamiento
BASALT: Lipolisis en muestras de animales control de los tratados con farmacos antianginosos

DIF.%1FK: Diferencia entre la lipdlisis inducida por FK en los animales tratados y los no tratados
DIF.% | UK: Diferencia entre la reduccion poducida por UK en los animales tratados y los no tratados
La T significa muestras provenientes de animales tratados con el respectivo farmaco
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Resultados de los andlisis de glucosa, en las muestras de plasma obtenidas de los animales tratados con cada uno de los farmacos antianginosos de

estudio:
Tablas 5: Estadistica de los resultados de glucosa plasmatica
F A R M A C O
P P JASPIRINA FUROSEMIDA
B E 3 Q 3 ¢
! ! clP| C Pl CcCl|PlCIlP
G n 3 5 2 4 2 5 3 4
L m }10,63}10,77]11,00]11,01] 7,52 ] 6,64 | 6,23 | 6,30
U sp | 1,68] 205]0,28]|253]059]168]0,88] 2,13
C S | 097]1092] 0,20 1,27] 0,42} 0,75 0,62 | 1,07
F A R M A C @)
P p |METOPROLOL AMLODIPINO ENALAPRIL 5MNIS
B E 3 ? 3 ? 3 ? 3 ?
| ! C| P cC| P C| P C| P C| P C| P C| P C|l P
G n 2 5 2 8 3 4 2 5 3 5 3 4 3 5 4 11
L M 6,61 7971576 6,15] 6,71 10,78}15,76 10,88]110,01 10,02} 6,18 7,34 6,27 6,63 ] 9,79 9,08
u sp | 228 1281187 197]086 714|187 2341276 088|127 104] 1,35 200] 4,58 1,80
C SE 161 057)132 0,701 0,50 357|132 1,04}]159 039]0,74 052]09 0,89] 229 0,81

PB: Parametro bioldgico
PE: Parametro estadistico

GLUC: Glucosa (mmol/L)

C: animales control
P: animales tratados

n: numero de datos
M: media

SD: desviacion estandar

SE: error estandar medio
&': machos
Q: hembras
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Graficas No. 3a: Representacion y comparacion de los niveles plasmaticos de glucosa, después del tratamiento con cada uno de los respectivos
farmacos, de acuerdo con los objetivos planteados y siguiendo los protocolos descritos:
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Graficas No. 3b: Representacion y comparacion de los niveles plasmaticos de glucosa, continuacion:
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Graficas No. 3c: Representacion y comparacion de los niveles plasmaticos de glucosa, continuacion:
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Resultados de los analisis de insulina, en las muestras de plasma obtenidas de ratones hembra tratadas con algunos de los farmacos de la primera fase

del estudio:

Tablas 6: Estadistica de los resultados de secrecion de insulina in vivo

F A R M A C 0

P P JASA FUROSEMI |ENALAPRIL [5MNIS

B E Q Q Q Q

l | cP c[P c[P C[ P
1 n

N M |39,84 40,00]36,95 36,08]44,85 39,01]26,76 29,07
S sp |17,19 11,05|11,76 25,56]28,57 36,58] 7,57 14,02
U SE | 4,44 494 526 8,521| 20,2 18,29] 3,78 8,093

PB: Parametro biologico
PE: Parametro estadistico

INSU: Secrecion insulina (pUI/ml)

Q: hembras

n: nimero de datos
M:

media

SD: desviacion estandar
SE: error estandar medio
C: animales control
P: animales tratados
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Graficas No. 4: Representacion y comparacion de los niveles plasmaticos de insulina in vivo, después del tratamiento de los ratones hembra con
ASA, furosemida, enalapril y SMNIS, de acuerdo con los objetivos planteados y siguiendo los protocolos descritos:
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Tabla 7. Resultados de Secrecion de Insulina in vitro de Islotes Aislados de Ratones Hembra Postratamiento con:
5-MONONITRATO DE ISOSORBIDE

*RESULTADOS DEL CONTROL

G3mM % G8mM % G15 mM % G30mM %
MEDIA 12,25 100,00 23,13 188,80 36,82 300,58 58,94 481,22
S DESV 4,70 38,34 12,11 98,87 10,44 85,20 12,06 98,45
ST ERROR 2,10 17,15 5,42 44,22 4,67 38,10 5,39 44,03

*RESULTADOS DE RATONES TRATADOS CON SMNICRONICAMENTE

MEDIA 15,17 100,00 25,34 167,05 60,52 398,97 69,78 460,06
S DESV 4,56 30,05 15,95 105,16 16,32 107,59 26,09 171,99
ST ERROR 2,04 13,44 7,13 47,03 7,30 48,12 11,67 76,92

FUROSEMIDA
*RESULTADOS DEL CONTROL

G3mM % G8mM % G15 mM % G30mM %
MEDIA 14,75 100,00 47,28 320,52 74,19 502,88 90,21 611,50
S DESV 552 37,40 20,54 139,23 32,39 219,57 15,00 101,68
ST ERROR 2,47 16,73 9,19 62,27 14,49 98,19 6,71 45,47

*RESULTADOS DE RATONES TRATADOS CON FUROSEMIDA CRONICAMENTE

G3mM % G8mM % G15 mM % G30mM %
MEDIA 23,60 100,00 30,21 128,04 75,47 319,82 77,13 326,88
S DESV 6,08 25,76 9,64 40,85 44,71 189,47 17,87 75,71
ST ERROR 2,72 11,52 4,31 18,27 19,99 84,73 7,99 33,86

CAPTOPRIL 50uM

*RESULTADOS DEL CONTROL

G3mM % G15 mM % G30mM %
MEDIA 9,75 100,00 45,97 471,61 77,69 797,00
S DESV 4,67 47,87 16,92 173,57 15,17 155,68
ST ERROR 2,09 21,41 7,57 77,62 6,79 69,62

*RESULTADOS DE ISLOTES DE RATON TRATADOS CON CAPTOPRIL 50uM (AGUDO)

G3mM % G15 mM % G30mM %
MEDIA 9,74 99,94 41,24 423,07 90,86 932,11
S DESV 1,91 19,60 7,02 71,99 28,56 293,04

ST ERROR 0,85 8,77 3,14 32,19 12,77 131,05



Graficas No. 5: Representacion de la secrecion de insulina de islotes aislados de ratones hembra postratamiento con los farmacos citados en

respuesta a la glucosa in vitro, de acuerdo con los objetivos planteados y siguiendo los protocolos descritos:
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Tabla 8a. Valores de parametros determinados en ratones macho (controles vs. Tratados) 12 fase

LIPOLISIS

FARMACO™ [ADIPONECTI GLUCOSA NEFAs | cB | Fk | %! | cBT| %cc | FrT| %! %

C P C P C P
Aspirina 428 3,8 110,63/10,7710,39| 0,5 | 2,09| 3,73 | 78,47 | 1,58 |-24,40] 3,16 100,00{-15,28
Furosemida | 4,28 | 2,44]7,52] 6,64]0,39]1 0,48 2,37 | 2,94 | 24,05 2,43 2,53 | 3,58 47,33 21,77
Metoprolol 4,741 558661 7,97]10,63|0,82| 0,69 ]| 2,65 |284,06] 0,74 7,25 | 2,34 216,22|-11,70
Amlodipino | 4,74 3,26 | 6,71 (10,781 0,63| 0,73 1,93 ] 2,92 | 51,30 | 1,49 ]|-22,80] 3,07 106,04| 5,14
Enalapril 4,74 | 4,35110,01(110,02]1 0,63 0,58 2,01 | 3,38 | 68,16 | 2,24 | 11,44] 3,59 60,27 | 6,21
5MNIS 4,741 2,2216,27| 6,63]10,63|0,56| 1,24 2,60 |109,68] 1,73 | 39,52] 2,95 70,52 | 13,46
Media 4,65 7,42 0,58 1,65] 2,90] 107,45
Error estand.| 0,09 0,68 0,05 0,30 0,14] 46,29
Tabla 8b. Valores de parametros determinados en ratones hembra (controles vs. Tratados) 12 fase

LIPOLISIS

FARMACO® ADIPONECT| GLUCOSA  NEFAs CB | FK %1 | cBT| %cc | FKT| %7 %

C P C P C P
Aspirina 7,621 7,66 111,00/11.01] 2,05| 2,30 2,09 2,57 | 22,97 | 1,38 |-33,97] 2,97 | 115,22] 15,56
Furosemida | 7,62 7,93 ] 6,23 | 6,30]0,58] 0,53 0,75 1,75 [ 133,33] 0,74 ] -1,33 | 1,69 | 128,38] -3,43
Metoprolol 7,82 | 6,01 115,76] 6,15] 1,20 0,74] 0,20 | 0,73 | 265,00} 0,25 | 25,00 0,65 | 160,00]-10,96
Amlodipino | 7,82 | 6,52 |15,76]/10,88] 2,50 0,55] 0,68 | 2,44 |258,82] 1,30 | 91,18 1,80 | 38,46 |-26,23
Enalapril 7,821 9,08]16,18] 7,3410,83| 0,201 0,39 ] 1,25 |220,51] 0,55 ] 41,03 ] 1,70 [209,09] 36,00
5MNIS 7,8216,7919,79] 9,0810,73| 0,69] 0,74] 2,23 |1201,35] 0,67 | -9,46 | 2,44 | 264,18] 9,42
Media 7,78 10,74 1,17 0,55 1,68] 215,80
Error estand.| 0,04 2,15 0,35 0,111 0,31] 23,77
C: Animales control %1 : Porcentaje de aumento de la lipdlisis basal evocada por FK
P: Animales tratados % : Porcentaje de reduccidon o aumento de la lipdlisis evocada, producto del tratamiento (*)

% de aumento o reduccién de la lipdlisis FKT vs. FK por el (*

)

CB: Animales control basal CBT: Animales control tratados %CC: Porcentaje de diferencia entre CBT y CB
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Tabla 9: Estadistica de los niveles plasmaticos de adiponectina, NEFA y glucosa en los animales tratados con los farmacos de la segunda fase.

F A

R

M

A

C )

ROSIGLITAZONA

TELMISARTAN

GLIBENCLAMIDA

METFORMINA

SIMVASTATINA

3 g

3

¢

3

e

3

O

3

e

cC| P

c 1

P C |

P

c |

P

C]P|C

c |

P

c |

P

p
E

1 C | P C| P
n 3 51 4 4
M

417 3.37] 488 6.08

0.43 0.92] 093 1.19

0.25 041] 046 0.59

4 6
3.15 2.90
1.48 1.00
0.74 041

)

7.31
1.74
0.87

5 5
7.76 | 5.79
1.50 | 1.96
0.67 ] 0.88

5
4.85
1.41
0.63

y)
6.59
1.31
0.65

y)
8.45
1.82
0.91

5 ] ]
416 3.43] 6,79
0.83 1.15] 3.04
0.37 058|152

y)

5.32

3.04
.52

3
1.84
1.60
0.92

y)
1.89
0.90
0.45

y)
5.83
1.79
0.89

3
4.04
2.04
1.18

n 3 5 3 3

M | 082 049] 055 0.60

0.05 0.05] 0.06 0.01

0.03 0.02] 0.03 0.00

5 6
0.73 0.64
0.22 0.1
0.10 0.05

5

0.75
0.06
0.03

6 3
0.63] 1.19
0.091] 0.11
0.04 ] 0.06

5
0.98
0.15
0.07

y)
0.93
0.09
0.05

y)
0.97
0.13
0.06

4 3 4
0.88 0.94] 1.19
0.02 0.08] 0.39
0.01 0.05] 0.19

0.85
0.06
0.03

3
0.25
0.12
0.07

0.33
0.06
0.03

3
0.56
0.21
0.12

y)
0.48
0.08
0.04

QO c o Qfr 1o Zjw — O >l w ©

n 3 4 3 3

13.32 8.70] 9.67 4.16

211 2211191 225

122 1101111 1.30

3 5
10.38 10.19
452 410
2.61 1.84

5

10.42 11.45
243 2.46
1.09

6 3

2.28
1.32

1.01

5

12.73 10.47

3.66
1.64

3
12.21
2.82
1.63

5
13.51
2.54
1.14

3 3 3
9.19 7.00] 9.92
3.056 0.22]1.42
1.76 0.13] 0.82

8.30
1.27
0.63

3
9.21
4.24
2.45

7.05
1.68
0.97

3
11.34
1.10
0.63

3
8.50
2.24
1.29

PB: Parametro biologico
PE: Pardmetro estadistico
ADIP: adiponectina (pg/mL)

NEFA: acidos grasoso libres no estrificados (mmol/L)

GLUC: Glucosa (mmol/L)
C: animales control

n: nimero de datos

M: media

SD: desviacion estandar
SE: error estandar medio
&': machos

P: animales tratados

Q: hembras
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Graficas No. 5a: Representacion y comparacion de los niveles plasmaticos de adiponectina, después del tratamiento con cada uno de los
respectivos farmacos de la segunda frase, de acuerdo con los objetivos planteados y siguiendo los protocolos descritos:

A B
NIVEL DE ADIPONECTINA EN RATON HEMBRA NVE. DE ADIPONECTINA EN RATON HEVIBRA
POSTRATAMIENTO CON TELMISARTAN POSTRATAMIENTO CON SIMVASTATINA
;'g 10,000 %Ig 10,000
= 8000 o 80001
'% 6,000 B CONTROL % 6,000 1 O CONTRCOL
g 4,000 B TELMISARTAN g 4,000 @ SIMVASTATINA
'-% 2,000 1 -% 2,000 1
< <
0,000 0,000
C D
NVEL DE ADIPONECTINA EN RATON MACHO NVE_ DE ADIPONECTINA EN RATON MACHO

POSTRATAMIENTO CON TEH-MISARTAN POSTRATAMIENTO CON SIMVASTATINA

= 10,000 =
g_? g_) 10,000
“; 8,000 - “; 8,000 |
= £
g 60001 B CONTROL S 6001 @ CONTRA
S >
g 4,000 B THLMISARTAN g 4,000 | @ SIMVASTATINA
=4 =%
5 2000 5 20001
< <<
0,000 0,000

Resultados expresados como la media = SEM (*p < 0.05 vs. control).
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Graficas No. 5b: Representacion y comparacion de los niveles plasmaticos de adiponectina, después del tratamiento con cada uno de los
respectivos farmacos de la segunda frase, de acuerdo con los objetivos planteados y siguiendo los protocolos descritos:

E F
NVEL DE ADIPONECTINA EN RATON HEVIBRA NVEL DE ADIPONECTINA ENRATON HEVIBRA
POSTRATAMIENTO CON ROSIGLITAZONA POSTRATAMIENTO CON METFORMINA
I 000 I 10000
3 8,000 1 g 8,000 1
2 600 B CONTRL £ 6000 B CONTROL
é 4,000 @ ROSIGLITAZONA é 4,000 ] @ METFORMINA
§. 2,000 A §. 2,000
] ]
< 0000 < 5000
G H
NVE. DE ADIPONECTINA EN RATON MACHO NVEL DE ADIPONECTINA EN RATON MACHO
POSTRATAMIENTO CON ROSIGLITAZONA POSTRATAMIENTO CON METFORMINA

1000 . 10,000
= 90w =
D 00 2 8000
S— 7,@ B S—
£ 600 £ 6001
B 500 * O CONTRCL o O CONTROL
2 o0 8 ROSGLITAZNA 2 40001 @ METFORMINA
2 300 2
S 200 S 20001
< 1,000 - <

0,000 0,000

Resultados expresados como la media = SEM (*p < 0.05 vs. control).
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Graficas No. 5c: Representacion y comparacion de los niveles plasmaticos de adiponectina, después del tratamiento con cada uno de los
respectivos farmacos de la segunda frase, de acuerdo con los objetivos planteados y siguiendo los protocolos descritos:

| J
NIVH. DE ADIPONECTINA EN RATON HEMIBRA NIVEL DE ADIPONECTINA EN RATON MACHO
POSTRATAMIENTO CON GLIBENCLAMIDA POSTRATAMIENTO CON GLIBENCLAMIDA

- —_
5, 10,000 %', 10,000
= =
= 8000 = 8000
£ £
-g 6,000 1 O CONTROL "9; 6,000 0O CONTRCL
§ 4,000 @ GLIBENCLAMIDA §_ 4,000 - @ GLIBENCLAMIDA
E 2,000 1 E 2,000

0,000 0,000

Resultados expresados como la media = SEM (*p < 0.05 vs. control).
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Graficas No. 6d: Representacion y comparacion de los niveles plasmaticos de NEFA, después del tratamiento con cada uno de los respectivos
farmacos de la segunda frase, de acuerdo con los objetivos planteados y siguiendo los protocolos descritos:

A B
EFECTO SOBRELOS NEFAs POSTRATAMIENTO CON EFECTO SOBRELOS NEFAs POSTRATAMINTO CON
TE_MISARTAN RATONES HEVIBRA
0 CONTROL TELMSARTAN SINVASTATINA BEN RATONES HEVIBRA
OCONTROL @ SINVASTATINA
A2,OO QZ,W
3 3
< S |
2150 - £1,90
E Py
21,00 - * 1,00 -
N =
=
0,50 - 0,50 -
0,00 0,00
C D
BFECTO SOBRE LOS NEFAs POSTRATAMIENTO CON BFECTO SOBRE LOS NEH-As POSTRATAMIENTO CON
TEH_MISARTAN EN RATONES MACHO SIMVASTATINA BN RATONES MACHO
200 0 CONTROL TELMISARTAN 0 CONTROL OLEOSO @ SINVASTATINA
_ 200
—
i 2150
400 * g
2h £1,00
L W
w <C
= 0,90 A w0.50 -
Z b
0,00 0,00

Resultados expresados como la media = SEM (*p < 0.05 vs. control).
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Graficas No. 6e: Representacion y comparacion de los niveles plasmaticos de NEFA, después del tratamiento con cada uno de los respectivos
farmacos de la segunda frase, de acuerdo con los objetivos planteados y siguiendo los protocolos descritos

E F
BECTO SOBRELOS NH-As POSTRATAMIENTOCON HECTO SOBRE LGOS NH-As POSTRATAMIENTO CON
ROSIGLITAZONA EN RATONES HEVIBRA METFORMINA EN RATONES HEVIBRA
0O CONTROL ROSIGLITAZONA 0O CONTROL NVETFORMNA
200 2,00
| —_—
> =
€ 1,50 3 1,50
E £
n | = 1 |
< 1,00 2 ,00
u m
= 050 - =z 0,50
0.00 0,00
G H
BFECTO SOBRELOS NEFAs POSTRATAMIENTO CON BFECTO SOBRE LOS NH-As POSTRATAMIENTO CON
ROSIGLITAZONA EN RATONES MACHO METFORMINA EN RATONES MACHO
O CONTROL ROSIGLITAZONA 0 CONTROL METFORMNA
2,00
- 200 =
S 150 21,50
£ E
2 1,00 h u<u_, 1sm N
n * i
=
Z 0,50 | 0,507
0,00 0,00

Resultados expresados como la media = SEM (*p < 0.05 vs. control).
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Graficas No. 6f: Representacion y comparacion de los niveles plasmaticos de NEFA, después del tratamiento con cada uno de los respectivos
farmacos de la segunda frase, de acuerdo con los objetivos planteados y siguiendo los protocolos descritos

|

BFECTO SOBRE LOS NEFAs POSTRATAMIENTO CON

GLIBGENCLADA EN RATONES HEMERA
O CONTROL GLIBENCLAMIDA

= DN

NEFAs (mmol/L)

o =
g 8 8 8

0,00

J

NEFAs (mmol/L)

BEFECTO SOBRE LOS NEFAs POSTRATAMIENTO CON

GLIBENCLAMIDA EN RATONES MACHO

0 CONTROL GLIBENCLAMIDA
2,00
1,50
*
1,00
0,50 -
0,00

Resultados expresados como la media = SEM (*p < 0.05 vs. control).
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Graficas No. 6g: Representacion y comparacion de los niveles plasmaticos de Glucosa, después del tratamiento con cada uno de los respectivos
farmacos de la segunda frase, de acuerdo con los objetivos planteados y siguiendo los protocolos descritos

A B
NIVEL DE GLUCOSA POSTRATAMIENTO CON NIVEL DE GLUCOSA POSTRATAMIENTO CON
TELMISARTAN EN RATONES HEVIBRA SINVASTATINA EN RATONES HEVIERA
g CONTROL TELMISARTAN 0 CONTROL OLECSO £ SINVASTATINA
_ 00 20,00
> ) —_
g 15,(1) Eé 5’00 |
< £
2 1000 = 000
2 o
© 500 S 500
O 1
0,00 0,00
C D
NIVEL DE GLUCOSA POSTRATAMIENTO CON NIVEL DE GLUCOSA POSTRATAMINTO CON SINVASTATINA
TELMISARTAN EN RATONES MACHO ENRATONES MACHO
0 CONTROL TELMSARTAN 2000 -~ CONTROL @ SINVASTATINA
20,00 S
g S
2 15,00
s 15,00 - g
E <
< 10,00 - § 10,00 -
8 =!
S 500 S 500 -
(O]
0,00 0,00

Resultados expresados como la media = SEM (*p < 0.05 vs. control).
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Graficas No. 6h: Representacion y comparacion de los niveles plasmaticos de Glucosa, después del tratamiento con cada uno de los respectivos
farmacos de la segunda frase, de acuerdo con los objetivos planteados y siguiendo los protocolos descritos

E F
NVH- DE GLUCOSA POSTRATAMIENTO CON NVHE. DE GLUCOSA POSTRATAMIENTO CON
ROSIGLITAZONA EN RATONES HEVIBRA ROSIGLITAZONA EN RATONES MACHO
0 CONTROL ROSIGLITAZONA 0 CONTROL ROSIGLITAZONA
20,00 20,00
- _
g 15,00 - s 15,00 -
E £ *
< E
3 10,00 < 1000 -
o * 8
=2
5 500 S 500
(O]
0,00 0,00
G H
NVH- DE GLUCOSA POSTRATAMIENTO CON METFORMINA NVH- DEGLUCOSA POSTRATAMIENTO CON METFORMINA
EN RATONES HEVIBRA EN RATONES MACHO
O CONTROL VMETFORMNA 0O CONTROL NVETFORMNA
2000 20,00
5 S
E 15,m N g 5500 N
- £
- E
2 10,00 g 000 *
S 2
® 500 s 5001
0,00 0,00

Resultados expresados como la media = SEM (*p < 0.05 vs. control).
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Graficas No. 6i: Representacion y comparacion de los niveles plasmaticos de Glucosa, después del tratamiento con cada uno de los respectivos
farmacos de la segunda frase, de acuerdo con los objetivos planteados y siguiendo los protocolos descritos

1 J
NVE. DEGLUCOSA POSTRATAMIENTO CON NVHA. DEGLUCOSA POSTRATAMIBENTO CON
GLIBENCLAMIDA BN RATONES HEVIBRA GLIBGENCLADA EN RATONES MACHO
0 CONTROL GLIBENCLAMIDA 0O CONTROL GLIBENCLAMIDA
20,00 20,00
< 1500
° ) T = _
£ 3 15,00 T
- | £
g 1000 < 1000 -
o o
3 5,00 - S 500 -
(L)
0,00 0,00

Resultados expresados como la media = SEM (*p < 0.05 vs. control).
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Resultados de los analisis de lipolisis basal y evocada con forskolina, de adipocitos obtenidos de los animales tratados con cada uno de los fArmacos
de la segunda fase, mediante la metodologia citada:

Tablas 10a: Estadistica de los resultados de lipolisis, tras el tratamiento crénico con:

TELMISARTAN SIMVASTATINA
PE BASAL FK UK+FK PE BASAL FK UK+FK

! I I I ! I I e

C n 2 2 2 2 2 2 C n 2 2 2 2 2 2
O M 0,38 0.88 1,14 2.04 1,08 1.60 O M 2.26 0.28 2.81 1.10 2.87 1.17
N SD 0,01 0.04 0,11 0.11 0,16 0.08 N SD 0.16 0.00 0.05 0.02 0.06 0.03
T SE 0,01 0.03 0,08 0.08 0,11 0.06 T SE 0.11 0.00 0.04 0.01 0.04 0.02

T n 2 2 2 2 2 2 T n 2 2 2 2 2 2
R 0,39 1.16 0,79 2.78 0,84 2.49 R 0.66 1.20 2.19 2.02 2.22 2.01
A SD 0,1 0.00 0.00 0.23 0,01 0.01 A SD 0.05 0.02 0.01 0.05 0.01 0.02
T SE 0,07 0.00 0 0.16 0,01 0.01 T SE 0.04 0.02 0.01 0.03 0.01 0.01

ROSIGLITAZONA METFORMINA
BASAL FK UK+FK PE BASAL FK UK+FK

= = = ! = = g | ©

C n 2 2 2 2 2 2 C n 2 2 2 2 2 2
O M 0.66 0.68 2.33 2.01 2.28 2.14 O M 0.49 0.40 0.87 1.25 0.83 1.40
N SD 0.05 0.00 0-03 0.00 0.02 0.08 N SD 0.03 0.02 0.03 0.07 0.04 0.02
T SE 0.03 0.00 0.02 0.00 0.01 0.06 T SE 0.02 0.01 0.02 0.05 0.03 0.02

T n 2 2 2 2 2 2 T n 2 2 2 2 2 2
R 0.77 0.95 2.03 1.70 2.25 1.63 R 0.75 1.40 1.16 2.04 1.25 2.01
A SD 0.06 0.10 0.10 0.03 0.03 0.02 A SD 0.05 0.01 0.01 0.15 0.02 0.005
T SE 0.05 0.08 0.07 0.02 0.02 0.02 T SE 0.03 0.01 0.01 0.11 0.02 0.04

PE: Parametro estadisticoSD: desviacion estandar M: media SE: error estandar medio

n: numero de datos (obtenidos de un pool de adipocitos conseguidos de animales tratados animales (5))
Glicerol liberado ( expresado en valor absoluto umoles/mg lipidos/90 min)

g : machos UK: Brimodipina (10-6 M)

Q : hembras FK: Forskolinna (10-5 M)
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Resultados de los analisis de lipolisis basal y evocada con forskolina, de adipocitos obtenidos de los animales tratados con cada uno de los farmacos
de la segunda fase, mediante la metodologia citada:

Tablas 10b: Estadistica de los resultados de lipdlisis, tras el tratamiento crénico con:

GLIBENCLAMIDA

PE BASAL FK UK+FK

y g | o g | o s | o
C n 2 2 2 2 2 2
(0] M 0.73 0.54 1.48 1.92 1.45 1.95
N SD 0.02 0.02 0.08 0.00 0.02 0.01
T SE 0.02 0.01 0.06 0.00 0.02 0.00
T n 2 2 2 2 2 2
R M 0.72 0.47 1.02 1.62 0.93 1.65
A SD 0.03 0.01 0.01 0.03 0.01 0.00
T SE 0.02 0.01 0.00 0.02 0.01 0.00

PE: Parametro estadisticoSD: desviacion estandar M: media SE: error estandar medio

n: numero de datos (obtenidos de un pool de adipocitos conseguidos de animales tratados animales (5))
Glicerol liberado ( expresado en valor absoluto umoles/mg lipidos/90 min)

UK: Brimodipina (10-6 M)

FK: Forskolinna (10-5 M)

g : machos
Q : hembras
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Graficas No. 7a: Representacion y comparacion de las lipdlisis basal y evocada con forskolina, después del tratamiento con cada uno de los

respectivos farmacos de la segunda fase, de acuerdo con los objetivos planteados y siguiendo los protocolos descritos:

A B
LIPOLISIS ADIPOCITOS POSTRATAMIENTO CON LIPOLISIS ADIPOCITOS POSTRATAMIENTO CON
TELMISARTAN DE RATONES HEMIBRA SIMVASTATINA DE RATONES HEMIERA
< 0O CONTROL O TELMSARTAN 2 O CONTROL B SMVASTATINA
S 3,00 - v S 3,00 -
s *kk (=
= i = 2,50 - - —
g g 2’50 ek g ’§
E‘— E 2:00 7 = *k 3 E 2,00 -
o Yo
g 8 1,50 — g g 1,& q
8% 100 £ 1o
° 0,50 - S 050
g 8
5 0,00 5 0,00
BASAL FK UK+FK BASAL K UKHK
C D
o LIPOLISIS ADIPOCITOS POSTRATAMIENTO CON LIPOLISIS ADIPOCITOS POSTRATAMIENTO CON
o TELMISARTAN DE RATONES MACHO - S'glVAST ATINA DE ?;S"visy%?\;?
E 3000, DCONTROL O TELMSARTAN E 300 CONTROL = .
o 5 o
E = 2500 - E = 2501
ZE 2000 - Z2E 200-
oS g
g 8 1,500 - *kdk Kk E g 1,&) B
3 5 - - g3
25 1,000 - * - =.2 1004 sk
° °
§ oo [T g 0
o 0,000 o 0,00
BASAL FK UK+FK BASAL K UHK

Resultados expresados como la media = SEM (*p < 0.05, **p <0.01,

**%p<0.001 vs. correspondiente control basal).
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Graficas No. 7b: Representacion y comparacion de las lipolisis basal y evocada con forskolina, después del tratamiento con cada uno de los
respectivos farmacos de la segunda fase, de acuerdo con los objetivos planteados y siguiendo los protocolos descritos:

E F
LIPOLISIS ﬁgTo;mAmwocm LIPOLISIS ADIPOCITOS POSTRATAMIENTO CON

o RoSI ONA HEMERA > METFORMINA DE RATONES HEVIERA
£ 300, DOONIROL mROSGLTAZONA § oy DOONTROL O VETFORVINA
o s
E = 2,50 sk — E = 250 . _
5 E 2,00 7 faiaiad il 5 § 2 m i T
o 8 o o ?
=2y T 5 Fekk — sk
s 8 1501 8o 150+ =
g5 - L3z
=2 1,00 =2 100
° °
8 0% & 050-
S om0 © o0 |

BASAL K UK+FK BASAL K UKHK

G H
LIPOLISIS ADIPOCITOS POSTRATAMIENTO CON LIPOLISIS ADIPOCITOS POSTRATAMIENTO CON
ROSIGLITAZONA DERATNES MACHO METFORMINA DE RATONES MACHO

o OCONTROL  m ROSIGLITAZONA > 0 CONTROL 0 VETFORVINA
E 300 E 3,00 -
= Hekek Hekek =
= , ok = 250 |
sg >% o Sz
= € 2001 = E 200/
oS o
B8 150- B8 150 - -
25 100 25 100
5 5 =
§ O’m 7 1 8 O’w 7
©  om ©  om

BASAL K UKHK BASAL K UKHK

Resultados expresados como la media = SEM (*p < 0.05, **p <0.01,

**%p<0.001 vs. correspondiente control basal).
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Graficas No. 7c¢: Representacion y comparacion de las lipdlisis basal y evocada con forskolina, después del tratamiento con cada uno de los
respectivos farmacos de la segunda fase, de acuerdo con los objetivos planteados y siguiendo los protocolos descritos:

I J
LIPOLISIS ADIPOCITOS POSTRATAMIENTO CON LIPOLISIS ADIPOCITOS POSTRATAMIENTO CON
GLIBENCLAMIDA DE RATONES HEVIBRA GLIBENCLAMIDA DE RATONES MACHO
O CONTROL @ GLIBENCLAMDA
@ 300 0 CONTROL @ GLIBENCLAMDA 2 300
S S
% 2,50 | = 2504
= . - =3
5 € 2,(1) 7 Fohk Fohk §_ £ 2,00 ]
P T o Fokk Kk
o o [}
g 150- T 150 = .
® T @ T
238 1,00 22 1,00
] . = £
8 050 5 050
© 0,00 O 000
BASAL K UKHK BASAL K UKHK

Resultados expresados como la media + SEM (*p < 0.05, “p < 0.01, ***p<0.001 vs. correspondiente control basal).
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Tabla 11a: Relacion porcentual de estimulacion e inhibicidn de la lip6lisis, inducidas respectivamente por Forskolina (FK) y Brimonidina
(UK), frente a las lipolisis de las muestras de ratones hembra (animales control BASAL y control de los tratados con farmacos de la segunda fase

(BASALT)).
ROSIGLITAZONA Hembras
BASAL FK %1 UK+FK %] UK BASALT FKT %1 UKT+FKT % | UK DIF.%TFK DIF.% UK
0,677 2,090 209,24 2,139 2,11 0,949 1,099 16,03 1,026 -3,93 -130,70 -b,04
BASAL FK %1 UK+FK % UK BASALT FKT %1 UKT+FKT % UK DIF.%TFK DIF.% UK
0,260 1,700 292,92 1,175 0,01 1,200 2,075 07,40 2,070 -0,25 -229,40 -0,00
TELMSARTAN Hembras
BASAL FK 5 UK+FK 0] UK BASALT FKT Y1 UKT+FEKT Y | UK DIF.%TFK DIF.% UK
0,062 2,030 130,60 1,232 -09,01 1,102 2,[ (0 159,02 2,40/ -10,44 0,14 29,0/
[GLIBENCLAMIDA Hembras
BASAL FK %1 UK+FK %] UK BASALT FKT %1 UKT+FKT % | UK DIF.%TFK DIF.% UK
0,030 1,917 201,06/ 1,949 1,008 0,470 1,025 249,20 1,046 1,04 -12,42 -0,14
METFORMINA Hembras
BASAL FK %1 UK+FK % UK BASALT FKT %1 UKT+FKT % UK DIF.%TFK DIF.% UK
0,401 1,250 271,99 1,090 11,00 1,097 2,044 40,390 2,012 -1,99 -109,25 -15,10

FK: Forskolinna (10-5 M)

UK: Brimodipina (10-6 M)

%1FK: Porcentaje de incremento de la lipdlisis inducida por FK
% | UK: Porcentaje de reduccion causada por UK sobre la lipdlisis inducida por FK

BASAL: Lipolisis en muestras de animales control sin tratamiento
BASALT: Lipo6lisis en muestras de animales control de los tratados con farmacos antianginosos

DIF.%71FK: Diferencia entre la lipdlisis inducida por FK en los animales tratados y los no tratados
DIF.% | UK: Diferencia entre la reduccion poducida por UK en los animales tratados y los no tratados
La T significa muestras provenientes de animales tratados con el respectivo farmaco
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Tabla 11b: Relacion porcentual de estimulacion e inhibicion de la lipolisis, inducidas respectivamente por Forskolina (FK) y Brimonidina (UK),
frente a las lipdlisis de las muestras de ratones macho (animales control BASAL y control de los tratados con firmacos de la segunda fase

(BASALT)).
ROSIGLITAZONA Machos
BASAL FK %1 UK+FK %] UK BASALT FKT %1 UKT+FKT % | UK DIF.%TFK DIF.% UK
0,699 2,921 292,62 2,265 -1,60 0,769 2,033 104,54 2,246 10,99 -00,40 12,47
BASAL FK %1 UK+FK % UK BASALT FKT %1 UKT+FKT % UK DIF.%TFK DIF.% UK
2,202 2,000 24,02 2,00 2,00 0,095 2,100 233,15 2,219 1,40 209,71 -0,065
TELMISARTAN Machos
BASAL FK 5 UK+FK 0] UK BASALT FKT Y1 UKT+FEKT Y | UK DIF.%TFK DIF.% UK
0,001 1,130 193,71 1,001 -9,00 0,090 0,791 101,15 0,044 o,/4 -97,04 11,75
[GLIBENCLAMIDA Machos
BASAL FK %1 UK+FK %] UK BASALT FKT %1 UKT+FKT % | UK DIF.%TFK DIF.% UK
0,729 1,479 102,91 1,440 -2,22 0,716 1,016 41,72 0,930 -0,04 -01,19 -0,42
METFORMINA Machos
BASAL FK %1 UK+FK % UK BASALT FKT %1 UKT+FKT % UK DIF.%TFK DIF.% UK
0,492 0,009 70,471 0,020 -4,00 0,745 1,104 00,29 1,241 7,10 -20,12 11,061

FK: Forskolinna (10-5 M) BASAL: Lipolisis en muestras de animales control sin tratamiento

UK: Brimodipina (10-6 M) BASALT: Lipolisis en muestras de animales control de los tratados con farmacos antianginosos
%1FK: Porcentaje de incremento de la lipdlisis inducida por FK

% | UK: Porcentaje de reduccion causada por UK sobre la lipdlisis inducida por FK

DIF.%71FK: Diferencia entre la lipdlisis inducida por FK en los animales tratados y los no tratados

DIF.% | UK: Diferencia entre la reduccion poducida por UK en los animales tratados y los no tratados

La T significa muestras provenientes de animales tratados con el respectivo farmaco
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Tabla 12a. Valores de parametros determinados en ratones macho (controles vs. Tratados) 22 fase

LIPOLISIS

FARMACO*

ADIPONECT! GLUCOSA

NEFAs

CB

FK | %1

CBT

%CC

FKT] %I

%

C

P

C

P

C

P

Glibenclamid
Metformida
Rosiglitazona
Simvastatina
Telmisartan

5,79
4,16
| 4,17
1,84
3,15

4,85
3,43
3,38
1,89
2,90

12,73
9,19
13,32
9,21
10,38

10,47
7,00
8,70
7,05
10,19

1,19
0,88
0,82
0,25
0,73

0,98
0,94
0,49
0,33
0,64

0,73
0,49
0,66
2,26
0,38

1,48
0,87
2,33
2,81
1,14

102,88
76,45
252,77
24,03
198,82

0,72
0,75
0,77
0,66
1,58

-1,23

52,28

16,76

-70,82
314,70

1,02
1,16
2,03
2,19
0,79

41,39
55,13
163,96
231,29
-49,94

-31,17
33,89
-12,64
-22,05
-30,52

Media

3,82

10,97

0,77

0,90

1,72] 130,99

Error estand.

0,65

0,87

0,15

0,34

0,37] 41,61

Tabla 12b. Valores de parametros determinados en ratones hembra (controles vs. Tratados) 22 fase

LIPOLISIS

FARMACO*

ADIPONECT! GLUCOSA

NEFAs

CB

FK | %7

CBT

%CC

FKT| %1

%

C

P

C

P

C

P

Glibenclamid
Metformida
Rosiglitazon
Simvastatina
Telmisartan

6,59
6,79
4,88
5,83
7,31

8,45
5,32
6,08
4,04
7,76

12,21
9,92
9,67
11,34
10,42

13,51
8,30
4,16
8,50
11,45

0,93
1,19
0,55
0,56
0,75

0,97
0,85
0,60
0,48
0,63

0,54
0,40
0,68
0,28
0,88

1,92
1,25
2,10
1,10
2,04

257,98
211,60
209,23
293,04
130,84

0,47
1,40
0,95
1,20
1,16

-12,23
249,13
40,22
328,57
31,52

1,62
2,04
1,69
2,02
2,78

245,32
45,96
78,37
67,96
139,31

-15,34
63,55
-19,12
83,14
36,35

Media

6,28

10,71

0,80

0,56

1,68] 220,54

Error estand.

0,42

0,47

0,12

0,11

0,21] 27,31

C: Animales control

P: Animales tratados

%1 : Porcentaje de aumento de la lipdlisis basal evocada por FK

% :

Porcentaje de reduccidon o aumento de la lipdlisis evocada, producto del tratamiento (*)

% de aumento o reduccion de la lipdlisis FKT vs. FK por el

(*

)

106



Grafica 8. Nivel sérico de adiponectina en pacientes control y diabéticos con enfermedad vascular periférica oclusiva.
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Resultados expresados como la media = SEM (* p < 0.05 entre hombres y mujeres,™ p<0.05 entre diabéticos y no diabéticos del mismo género).
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GRUPO PACIENTES CIRUGIA VASCULAR

PAOD = Enfermedad Vascular Periférica Oclusiva
VARONES
PAOD - CONTROL - NO DM

Ref. NHC | PACIE| Adipo |[EDAD Farmacoterapia Diagnos  |Glic.|CT |HDL|LDLTG
H31A | 4185204|MGP 4,0 77|HC Sin prescipcién Claud EE.II IND |[ND|ND |ND |ND
H32A | 4143491]MOD 4,1 55|HC Sin prescipcién Ateromatosi{iND [224| 42]|142]201
H33A | 4031530|GGF 9,4 55|0Omeprazol,Groplés? Ateromatosi{ 106|N [N [N |N
H43A | 2253161|CGF 5,4 77|HC Sin prescipcién ND 104|196] 58|115]114
H28B 156817|ECM 5,0 74|ASA Simvast,Atenolol, Amlo,Nitrogli,Nifedipin Ateromatosi{ 90]180| 54]105]|103
H36B 100624| MMI 6,0|[ND  |Atenolol, Amlodipino,ASA Nitroglicerina Cardio Isqugd 114|259| 48] 183|142
H40B | 4164452|SGC 11,1 62| Acenocumarol,Pentoxifilina, Triflunisal, estatina Isq. bilateral|l 95]235] 21|177
H41B | 4074023|JBE 11,0 84| Clopidogrel,Pentoxifilina,Atenolol, Lisinopril Isq.,Ateros. [ND IND |ND |ND |[ND
H49B 172025(BPJ 9,1 70|ASA, Pentoxifilina, Valsartan Isq. Arterial | ## N [N [N |N
H44B | 4185509|HPAS 5,9 57|ASA Simvast,Atenolol, Pentoxifilina Isq. e HTA [ND IND|ND |ND |[ND
H57B | 4093639|JGL 16,5 79|Pentoxifilina,Acenocumarol AntiHTA InsuficienciggND |ND [ND |ND |[ND
H46C | 4167816]APE 5,1 50| Clopidogrel,Pentoxifilina Isqumia ArtgND IND |[ND |ND |[ND
H48C 226491|GMF 4.1 71|Clopidogrel,Clebopride HTA 1111221] 54]149] 91
H55C | 1095140|PAL 11,3 61| Triflunisal, Pentoxifilina Isquemia EI{ND IND |ND |ND |[ND
H56C | 4172617|RBA 7,6 83|Pentoxifilina Isquemia Cr{N N I[N |N |N
H61C | 4013954|PSJ 15,3 69| Clopidogrel Claudicaion| 105|214| 61]|136]| 86
H58 | 4114882[CRS 15,0 87]Sin revision HC, ND Isquemia arteria Ml Izq.
MEDIA 8.6
SE 1,0
PAOD — DIABETICOS
Ref. NHC | PACIE| Adipo |[EDAD Farmacoterapia Diagnos |GlicCT |HDL|LDLTG
H52A | 4085997|LMP 6,6 55|HC Sin prescipcion actual Obstruc AorfND |ND [ND [ND |[ND
H42B | 4027732|CSR 5,7 59|Enalapril, Simvastatina, Triflunisal, Pentoxifilina DM,HTA,Hc{ 153|168|ND |ND |ND
H51B 108447|IRJ 6,1 65| Clopidogrel, Enalapril Flecainida Arteriopatia,| 82[|189] 56|117| 78
H63B | 4081353|TFA 6,5 63| Atorvastatina, Telmisartan,amilorida Bypass aortq>140ND [ND [ND |ND
H64B | 4166735/BMF 2,5 74| ASA Clopidogrel,Pentox.,Metoprolol, Simvastatina | Cardiopatia | 137]234| 34]168[152
H47C | 4176046|PTM 3,9 69| ASA Pentoxifilina,Clopidogrel Claudica,lsg/ND |ND |ND |[ND |[ND
H37D 270872|AAJJ 3,4 57]Insulina Humana,Glibenclamida DM 121-1224|ND [ND |746
H54E | 4153751|RFM 2,1 71]Ins. Glargina,Pravastat. ASA Metfor., Acarbosa  |Estenosis aq 200|ND [ND |[ND [ND
H53 269081|RSV 3,8|ND |HC ND
MEDIA 4,5
SE 0,6
MUJER
PAOD - CONTROL (= NO DM)
Ref. NHC [PACIE| Adipo |EDAD Farmacoterapia Diagnos Glic|CT |HDL|LDUTG
H38B 56142|PSM 17,7 64|ASA Atenolol,Simvasta.,Henoxaparina HTA 108|236] 83|141] 60
H65B | 4121949|PRM 13,0 78| AntiHTA y Antilnflamtorio HTALHCT |ND |ND|ND |ND |[ND
H66C | 4187467|BPC 13,5 65| Clopidogrel Claudicacionl 103|315|N |N |N
MEDIA 14,7
SE 1,5
PAOD - CONTROL - DIABETICOS
Ref. NHC | PACIE| Adipo |EDAD Farmacoterapia Diagnos |GlicCT |HDL|LDLTG
H30G 272686|RSN 10,5] 30]Insulina Glargina (0-0-30 UI) DM1 94|172] 78| 83| 54
H39H 77719|SSF 9.9 79]Ins. Glargina y Lispro, Clopidogrel, ASA,Pentoxif. |DMID, atero] 224|ND |[ND |ND |[ND
MEDIA 10,2
SE 0,3

Siglas: ND: dato no disponible, N: dato normal aunque no citado
HTA: hpertension arterial, Claud EE |l: claudicacién ambas extremidades inferiores
Claud MS Izq:cludicacidon miembro superior izq., Hcolesterol: Hipercolesterolemia
El Der: Extremidad Inferior Derecha, Isq.: Isquemia
LDL: Lipoproteinas de baja densidad, TG: Trigliceridos, HbA1c: hemoglobina glucosilada

AdipoQ: Adiponectina
Glic: Glicemia
CT: Colesterol total
HDL: Lipoproteinas de
alta densidad
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DISCUSION DE RESULTADOS

Se sabe que la adiponectina, proteina producida por los adipocitos mejora la sensibilidad a la
insulina y tiene propiedades antiateratogénicas en el hombre.

Los niveles circulantes de esta adipocitocina, se correlacionan positivamente con la
sensibilidad a la insulina, presentdndose niveles reducidos de adiponectina en obesos y en
diabéticos tipo 2, de tal forma que la hipoadiponectinemia es un factor de riesgo para la
diabetes, considerandose como marcador de la resistencia a la insulina.””’

La evaluacion de los niveles de adiponectina, sirve como marcador de inflamacion y de la
disfuncién endotelial, de acuerdo con Iwashima Y. y col. en 2006%, quienes en la
enfermedad arterial periférica oclusiva (PAOD), determinaron que pude servir como
marcador de la existencia y evolucion de la aterosclerosis.

La amplia investigacion del AMPK, ha permitido establecer su funcion como regulador clave
del metabolismo energético de 4cidos grasos y glucosa, para satisfacer la alta demanda
energética cardiovascular. En el caso de isquemia cardiaca o hipoxia, es un determinante
energético y su activacion produce un aumento en la captacion de glucosa y la oxidacion de
acidos grasos, actividad identificada ya para algunos de los fArmacos de prueba, con actividad
agonista total o parcial de PPARy, como IECA, ARB, TZD y SU, que podrian aumentar la
expresion de adiponectina y la activacion del AMPK, como lo muestra el mecanismo de
accion descrito por Lafontane para esta citocina.” De tal forma que, la administracion de
adiponectina reduce la glicemia sin modificar la secrecion de insulina, tanto en el raton
normal como en modelos diabéticos, suprime la gluconeogénesis y facilita la captacion de
glucosa por musculo y tejido adiposo, estimula la oxidacion de acidos grasos en el musculo e
higado, reduciendo los niveles de triglicéridos y acidos grasos libres.

Ding G. y col. en 2007, demostraron la expresion de adiponectina y sus receptores, por
activacion PPARy. El dominio globular de la adiponectina, es la forma mas potente, que
activa la AMPK, incrementa la oxidaciéon de FA y la captacion de glucosa en musculo
esquelético e higado.*®

Teniendo en cuenta que en nuestras condiciones y modelo experimental, el ratobn hembra tiene
unos valores de adiponectina circulante, claramente superiores a los de los machos
(aproximadamente el doble: 7,78 + 0,04 ug/mL vs. 4,65 + 0,09 ug/mL, respectivamente),
segun los datos encontrados en los animales control de la primera fase y confirmados con los
de la segunda, en la cual se present6 similar situacion (6,28 + 0,42 pg/mL en hembras vs.
3,82 + 0,65 pg/mL en machos), hemos tratado de encontrar una correlacion entre los valores
de la adiponectina, y otros parametros relacionados con la homeostasis glicémica, como son
los propios niveles circulantes de glucosa, insulina y acidos grasos libres, en ambos sexos.

A pesar de la diferencia que se establece entre ambos sexos en los niveles de adiponectina, las
glicemias basales en ambos grupos control fueron muy similares: 10,71 = 2,15 mmol/L para
las hembras y 7,95 + 0,68 mmol/L para los machos, en el desarrollo de la investigacién con
los farmacos de la primera fase. Esta misma situacion fue confirmada en la evaluacion del
tratamiento con los fArmacos de la segunda fase (10,71 + 0,47 mmol/L en hembras vs. 10,97 +
0,87 en machos), tras la comparacion de la media general obtenida a partir de todas las medias

27 Goldstein B.J., Scalia R. J. Clin. Endocrinol. Metab. 2004; v.89, 0.6, p.2563-8.
28 {washima Y. y col. Atherosclerosis. 2006; v.188, p.384-90.

9 Dyck J.R.B., LopaschuK G.D. J. Physiol. 2006; v.574, n.1, p.95-112.

20 Ding G. y col. J. Mol. Cell. Cardiol. 2007; v.43, p.73-84.
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de los controles. Curiosamente los niveles circulantes de acidos grasos libres fueron mas
elevados en la hembra que en el macho (1,17 £ 0,35 vs. 0,58 = 0,05 mmol/L), en las
determinaciones hechas en la primera fase. En la segunda fase no hubo diferencia
significativa (0,80 = 0,12 mmol/L en hembras vs. 0,77 = 0,15 mmol/L en machos). Sin
embargo, una clara correlacion inversa se encontrd cuando se relacionaron los niveles de
adiponectina con la lipdlisis basal in vitro: mas reducida en la hembra que en el macho (0,55
+ 0,11 vs. 1,65 = 0,30 umol de glicerol/100 mg de lipidos/90 min respectivamente), en la
primera fase y de igual comportamiento en la segunda, entre hembras y machos (0,56 + 0,11
vs. 0,90 £ 0,34 umol de glicerol/100 mg de lipidos/90 min respectivamente).

La respuesta lipolitica inducida por forskolina, presentd una tendencia a ser de mayor
intensidad en la hembra que en el macho (expresada la respuesta en porcentaje sobre sus
basales respectivas, tanto en la primera como en la segunda fase: 180% vs. 102% y 300%
vs.189%), hecho que puede interpretarse de acuerdo a los valores de la lip6lisis basal, mas
reducida en la hembra, por tanto la lipdlisis en hembra, puede tener un intervalo mas amplio
para intensificarse por efecto de la forskolina, que en los machos.

Ya se ha dejado expuesto, que se acepta a la adiponectina como un marcador en la
enfermedad cardiovascular, de modo que unos niveles reducidos de la misma, serian un factor
predictor del riesgo. De esta forma, cobra gran importancia la evaluacion de la actividad, de
los farmacos antianginosos trabajados en nuestra primera fase de estudio, sobre los niveles de
adiponectina plasmatica, los cuales estan reducidos en pacientes con enfermedades
cardiovasculares (enfermedad vascular periférica oclusiva, isquemia coronaria e
hipertension, entre otras), situacion que se asocia estrechamente ademads, con patologias
relacionadas con resistencia a la insulina y dislipidemia.

El efecto benéfico de la adiponectina es el resultado de diferentes acciones: antiinflamatoria,
antiproliferativa y antiapoptética. Por lo tanto se establece una correlacion clara entre
adiponectina y disfuncion endotelial o la enfermedad coronaria, de tal forma que la
adiponectina puede ser considerada “marcador independiente del desarrollo, tanto de la
resistencia a la insulina como de la disfuncion endotelial”.?®'-%*

Por otra parte, la enfermedad arterial periférica oclusiva (PAOD), ocurre usualmente en
individuos mayores de 40 afos, especialmente coexistente con HTA, DM, hiperlipidemia y
tabaquismo, acompanada de claudicacion intermitente, dolor de las extremidades inferiores e
incidencia de otras lesiones aterosclerdticas y cardiovasculares.”® Situaciones que requieren
del establecimiento y estandarizacion de farmacoterapias, de acuerdo con la coexistencia
respectiva. De ahi que se haya considerado estudiar, la influencia de farmacos prototipo en el
tratamiento de estas patologias, sobre los niveles de adiponectina de individuos con patologia
vascular periférica y diabetes mellitus tipo 2, en quienes se presentd gran parte de los
sintomas descritos anteriormente, para analizar la posible repercusion que ejercen sobre los
parametros ya descritos, intentando encontrar una correlacion entre cada uno de ellos con la
adiponectina y de ser posible establecer la equivalencia, con las observaciones y conclusiones
obtenidas de la evaluacion experimental de los grupos farmacoldgicos en evaluacion.

Féarmacos evaluados en la primera fase

En el animal hembra, solo el tratamiento con el B-bloqueador, metoprolol, en dosis de 30
mg/kg*dia, redujo de forma significativa los niveles de adiponectina (de 8 a 6 pg/mL). El

261 Matsuzawa Y. Atheriosclerosis. 2005; suppl.6, p.7-14.
22 Tan K.C.B. y col. J. Clin. Endocrinol. Metab. 2004; v.89, p..765-9.
263 1yashima Y. y col. Atherosclerosis. 2006; v.188, p.384-90.
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enalapril indujo un discreto incremento (de 7,8 a 9,1 pg/mL) cercano al limite de
significancia. Los restantes fAirmacos (salicilato, furosemida, amlodipino y 5-mononitrato de
1sosorbide), no modificaron los niveles basales.

En el raton macho, la furosemida y el nitrato redujeron de forma significativa los niveles de
esta citocina (de 4,2 a 2.4 pg/mL y de 4,7 a 2,2 pg/mL respectivamente). La inhibicién
ejercida por el amlodipino (4,7 a 3,2 pg/mL) cay6 en los limites de la significacion. Siendo
asi, ningiin farmaco en estudio facilitdé un incremento significativo en los niveles de la
citocina en cualquiera de los sexos.

La furosemida administrada en dosis de 10 mg/kg*dia, no parecié ejercer en la hembra
ninguna modificacion en los parametros de estudio (tanto in vivo como in vitro), ni modificar
la respuesta insulinosecretora a la glucosa en islotes aislados, situacion esta tltima que podria
llegar a presentarse, de acuerdo con lo citado por Sandstrom y Sehlin, al referirse a la
intolerancia a la glucosa por deterioro en la liberacion de insulina, posiblemente generadas
por este farmaco en ratones ob/ob con dosis de 200 mg/kg. Aunque posteriormente se planteo,
que el dano natural en la secrecion de insulina de este tipo de animales, puede ser el
responsable de la intolerancia a la glucosa vista en islotes.****%

Curiosamente en el macho, solo introdujo un cambio significativo de reduccion en los niveles
de adiponectina e incremento la lip6lisis evocada, tal vez inducida por mayor liberacion de
catecolaminas producto de la diuresis estimulada. Sin embargo, no hubo claras consecuencias
en los niveles circulantes de acidos grasos libres y glicemia.

Siendo asi, con base en nuestros hallazgos y lo ya citado por otros investigadores, podriamos
plantear que tal vez el tratamiento con furosemida a altas dosis, pueda generar la intolerancia
a la glucosa, concomitantemente o posterior a la reduccion de los niveles de adiponectina.

Tanto en los animales hembra como en machos, el salicilato no indujo modificaciones en los
niveles de la citocina, acidos grasos libres y glicemia. Sin embargo, gener6 una significativa
reduccion de la lipdlisis evocada por la forskolina. Igualmente, parece que el salicilato tiende
a reforzar el efecto inhibidor de la brimonidina, situaciones que se justifican por cuanto
Hardman J.G. y col., ya han comentado el efecto reductor de la lipdlisis evocada, producido
por el tratamiento con altas dosis de aspirina.**®

El metoprolol redujo en las hembras como hemos expuesto, los niveles de la citocina, e
igualmente redujo de forma clara el nivel de los acidos grasos libres (de 1,20 a 0,74 mmol/L)
y de la glicemia (de 15,8 a 6,2 mmol/L), aunque sin modificar la insulinemia basal. Deprimio
ademas, la respuesta lipolitica a la forskolina.

Este B-bloqueador, que no alteré en machos los niveles de la citosina, tampoco modifica los
niveles de acidos grasos libres ni de la glicemia. Pero si pudo verse, que también en ellos
deprimio la respuesta lipdlitica a forskolina.

Todo lo anterior concuerda y se justifica, con lo hallado por Celik T. y col., quienes en
pacientes hipertensos tratados con metoprolol, determinaron reduccidén no significativa del
nivel de adiponectina, igualmente se reconoce, que puede inhibir la activacion de la HSL en
células grasas, reduciendo asi el nivel de FFA. Controversialmente, pero justificando la
diferencia hallada en nuestro estudio, en el nivel de adiponectina entre hembras y machos
causado por el metoprolol, recordamos ahora, que Celik también encontré un aumento de esta
citosina por el uso de nebivolol, otro antihipertensivo antagonista 3-adrenérgico, pero ademas,
Fasshauera M. y col., han planteado que los agonistas f-adrenérgicos inhiben el gen de

2% Sandstrom PE., Sehlin J. Eur. J. Pharmacol. 1988; v.147, p.403-9.
265 Jacobs D.B. y col. J. Clin. Invest. 1984; v.74, p.1679-85.
266 Hardman J.G., Limbird L.E., Goodman A.G. (2003). p.258-69, 707-12, 779-84, 855-71.
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expresion y la secrecion de esta citosina, de tal forma que ante nuestros hallazgos y los de
estos dos autores, podemos pensar que existe algin factor adicional, que media el efecto tanto
de agonistas como de antagonistas [-adrenérgicos, sobre la expresion y secrecion de la

adiponectina, ya que nuestros resultados por ahora no nos permiten asegurar otra
cosq 267268269270

El calcio-antagonista amlodipino, no modificé en las hembras los niveles de adiponectina,
reduciendo significativamente los acidos grasos libres y la glicemia, sin alterar la insulinemia.
Se observo ademas, reduccion de la respuesta lipolitica evocada por forskolina, situacion que
se contrapone al posible efecto inhibidor de la fosfodiesterasa, que ha sido atribuido a otros
calcio antagonistas (verapamilo, diltiazem), marcando esto una posible diferencia favorable
con ellos.

En los animales macho, el amlodipino tampoco modifico los niveles de la citosina, ni de los
acidos grasos libres circulantes, pero si elevd moderadamente la glicemia. Potencid
discretamente pero sin alcanzar la suficiente significancia, tanto la respuesta lipolitica
evocada como la inhibida en presencia del agonista ar-adrenérgico (brimonidina), que de
haber existido diferencia significativa, habria sido contradictorio. Esto refleja lo ya descrito
por Schramm T. y col., en cuanto al reconocimiento de que el amlodipino no interfiere con el
metabolismo energético significativamente.?”"

El incremento de la adiponectina causado por el farmaco IECA, enalapril, en las hembras fue
cercano al limite de significancia (7.82 a 9.08 pg/mL), y fue acompanado de un claro y
significativo descenso del nivel de acidos grasos libres (0.83 a 020 mmol/L), situacidon ésta
ultima, que refleja el conocido efecto de los IECA sobre el RAS, impidiendo la acumulacion
de TG suscitada por la Ang II en los adipositos, sin producir cambios ni en la glicemia ni en la
insulinemia. Sin embargo, el enalapril no freno la respuesta lipolitica de la forskolina, pero si
atenud el efecto inhibidor de la brimonidina. El analogo captopril, tampoco modifico en
islotes aislados la respuesta insulinosecretora a la glucosa.

En machos el enalapril no modifico los niveles de adiponectina, de acidos grasos, ni de la
glicemia. No se encontraron modificaciones en la respuesta lipolitica o estimulada con
forskolina, ni inhibida con brimonidina.

Los efectos observados sobre el nivel de adiponectina y glicemia, y su falta de significancia,
pueden deberse a la baja dosis de enalapril utilizada en la prueba (1 mg/kg*dia), a pesar de
esto, se vio gran influencia sobre el nivel de NEFA, seguro mediado por su efecto inhibidor
adrenérgico y de la Ang II, a lo cual se le atribuye el mejor control glicémico, de lipidos
séricos y mejor utilizacion de glucosa .27

Finalmente el 5-mononitrato de isosorbide no produjo en las hembras ninguna alteracion en
los pardmetros analizados in vivo, ni en la respuesta insulinosecretora a la glucosa. Potenci6
moderadamente la lipdlisis evocada, al igual que lo hizo en los machos. Es de resaltar, que
también en los machos, este nitro derivado redujo los niveles de la adiponectina, sin alterar los
demas pardmetros. Para justificar este comportamiento, no contamos con argumentos ni
sustento bibliografico en el que se halla descrito este tipo de efectos, pues el mecanismo de

267 Day J.L. y col. British Medical Journal.1982; v.284, p.1145-48.

268 Rohifing J.J., Brunzell J.D. West. J. Med. 1986; v.145, p.210-8.

299 Celik T. y col. J. Hipertension. 2006; v.24, p.591-6.

270 Fasshauera M. y col. Federation of European Biochemical Societies- FEBS Letters. 2001; v.507, p.142-6.
2" Schramm T. y col. Am. J, Hypertens. 1997; v.10, n.4, Part 2.

22 Strazzullo P., Galletti F. Current Opinion in Nephrology and Hypertension. 2004; v.13, p.325-32.

23 Markkola H.V., Jarvinen H.Y. Metabolism. 1995; v.44, n.1, p.85-9.
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trabajo de los nitratos se centra en la produccion de NO, cuya funcion es principalmente la
relajacion de musculo liso.

Resulta pues, paradodjico que farmacos antianginosos con eficacia clara y acreditada en la
cardiopatia isquémica, reduzcan y no eleven los niveles de adiponectina, situacion esta, que
podria ser inconveniente en el desarrollo y evolucion de las patologias metabolicas y
cardiovasculares de interés en nuestra investigacion.

Farmacos evaluados en la segunda fase

La respuesta del nivel circulante de adiponectina en los ratones, bajo el tratamiento con los
respectivos farmacos de la segunda fase, no mostré aumentos significativos frente a los
niveles plasmaticos de los animales control de cada grupo, presentandose tan solo ligeros
incrementos en las hembras tratadas con telmisartan, rosiglitazona y glibenclamida, este
ultimo generé un incremento préoximo al nivel de significancia (6,58 a 8,45 ug/mL) y la
rosiglitazona produjo un ligero incremento no significativo (4,88 a 6,08 pg/mL).

En los machos, no se observo incrementos en el nivel de adiponectina bajo ninguno de los
tratamientos de la segunda fase, y solo se presento una reduccion significativa del nivel de
adiponectina, tras la administracion de rosiglitazona (4.17 a 3,38 pg/mL). Metformina,
telmisartan, simvastatina y glibenclamida solo mostraron ligera reduccion sin significancia
sobre el nivel de la citocina.

La respuesta del nivel de adiponectina a la rosiglitazona, ha sido descrita como dependiente
de la dosis, de tal forma que con los resultados obtenidos podriamos resaltar mayor
susceptibilidad a la dosis utilizada (5 mg/ka*dia), de parte de las hembras que de los
machos.”” Esto podria explicarse, debido a mayor abundancia de tejido adiposo subcutaneo
en las hembras, donde la estimulacion PPARy permitiria expresar mas abundantemente la
adiponectina, ya que en machos predomina el tejido adiposo visceral, donde la estimulacién
PPARy expresaria menos la adiponectina.

Similar situacién estaria caracterizando los resultados obtenidos sobre el nivel de esta
citocina, producto del tratamiento tanto en hembras como en machos con glibenclamida y
telmisartan, fArmacos conocidos como agonistas parciales postranscripcionales PPARy*>27°,
cuyo efecto en el nivel de adiponectina parece ser independiente de este receptor, pudiendo
estar mediado por otros mecanismos aun desconocidos, como puede ser su efecto reductor del
nivel de TNF-a.

De acuerdo con los resultados obtenidos, vemos que la metformina a pesar de no ocasionar un
efecto significativo de reduccion sobre el nivel de adiponectina, si es clara su tendencia
reductora tanto en hembras como en machos (6,79 a 5,32 ug/mL y 4,16 a 3,43 pg/mL,
respectivamente), lo cual como se ha descrito, se debe a la supresion de la produccion y
liberacion de adiponectina, y hasta reduccion del nivel plasmatico, debida a la perdida de
grasa hepatica y subcutinea ocasionada por el tratamiento con metformina.**®*"’

En cuanto a la ligera reduccioén no significativa en el nivel de adiponectina, causada por el
tratamiento de las hembras con simvastatina (5.83 a 4.04 pg/mL) y la falta de efecto en
machos (1.84 a 1.89 ug/mL), resulta consecuente con lo observado por Forst T. y col., en

274 Sharma P.K. y col. Clin. Endocrinol. 2006; v.65, p.722-8.

275 Fukuen S. y col. J. Biol. Chem. 2005; v.280, n.25, p.23653-9.

276 Negro R., Hassan H. JRAAS. 2007; v.7, p.243-6. (Journal of the Renin-Angiotensin-Aldosterone System)
217 Ran T. y col. J. Mol. Endocrinol. 2006; v.37, p.175-83.
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pacientes con DM?2 tratados solo con simvastatina, para los cuales obtuvieron reduccién no
significativa en el nivel plasmatico de esta citocina.””®

El efecto de los farmacos de la segunda fase en el nivel plasmatico de NEFA, mostrd
generalmente una reduccidn de diferente magnitud y significancia entre ellos, y frente al valor
control, exceptuando la simvastatina en machos, que indujo un muy ligero aumento no
significativo. Se vio reduccion significativa causada por el telmisartan en hembras (0,75 a
0,64 mmol/L). En machos, la reduccion significativa se dio por rosiglitazona (0,82 a 0,49
mmol/L), lo cual se considera sucede por estimulo de la oxidacién de FA y de su depuracion,
reduciendo asi el nivel plasmatico de NEFA.?"*** Igualmente lo hizo el telmisartan de 0,73 a
0,64 mmol/L, confirmando lo ya citado por Li Y.Q. y col., quienes lo atribuyeron a mejor
captacion de FFA en los adipocitos y en células musculares, mediado por su transportador
CD36, del cual el telmisartan también mejora la expresion.”®!, refiriendo un mejor
metabolismo de lipidos y carbohidratos en ratas macho tratadas con altas dosis de este
farmaco. Ahora que, aunque la lipdlisis basal en nuestro estudio, no presentd cambios
significativos en ninguno de los géneros, la lipdlisis evocada si fue estimulada
significativamente en hembras, pero con una significativa reduccion del estimulo provocado
por la forskolina en machos, tal vez producto de la baja dosis de telmisartan usada en el
tratamiento (1 mg/kg).

La metformina produjo un efecto contrario sobre el nivel de NEFA entre hembras y machos,
aunque en ambos casos sin significancia, siendo ligeramente reducido en hembras y
aumentado en machos, siendo mas representativo el efecto en los machos, sabiéndose que la
metformina no produce reduccién de la grasa hepatica.***

La reduccion de NEFA producida por la rosiglitazona, confirma y concuerda con una mejor
captacion de estos en adipocitos e higado, como ya ha sido citado.”*® Igualmente se ajusta con
la ya citada reduccion de la lipolisis evocada, causada por la rosiglitazona, situacion
igualmente encontrada in vivo.”

La simvastatina no redujo el nivel de NEFA, ya que este efecto solo se presenta bajo altas
dosis de este farmaco, segun se ha descrito anteriormente™, mostrando acuerdo con lo ya
conocido, respecto a que las dosis terapéuticas regulan el metabolismo lipidico, a través de un
ligero incremento del C-HDL, reduccién del C-LDL y TG.? También la glibenclamida
manifestd efectos congruentes, al reducir la lip6lisis y aunque no significativamente, el nivel
de NEFA como ya ha sido comentado en otros trabajos.”’

Los farmacos probados en la segunda fase, que indujeron reduccion de la lipdlisis basal en los
adipocitos de los machos, fueron la simvastatina con un alto porcentaje de 70,82% y la
glibenclamida con una ligera y no significativa reduccion del 1,23%.

En la evaluacion de la lipolisis in vitro en adipocitos de las hembras, la glibenclamida redujo
significativamente la lipolisis basal (12,23%), produciendo también una reduccion muy

28 Forst T. y col. Metab. Clin. Exp. 2007; v.56, p.491-6.

27 Wang P. y col. Diabetologia. 2007; v.50, p.654-65.
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significativa de la lipdlisis evocada por forskolina tanto en hembras como en machos (31,17%
en machos y 15,34% en hembras). Situacion también provocada con la rosiglitazona (12,64%
en machos y 19,12% en hembras). En cuanto al efecto producido por el tratamiento con
metformina o simvastatina, puede observarse, que a pesar de no generar una reduccion de la
lipolisis, si se aprecia que el incremento de las lipolisis evocadas con forskolina, fue
significativamente inferior en las muestras de animales tratados con estos farmacos, frente a
las de los animales control no tratados.

En cuanto a la lip6lisis evocada por forskolina en adipocitos de machos, no fue reducida por
la metformina, mientras los porcentajes de reduccidon por telmisartan y simvastatina fueron
respectivamente los siguientes: 30,55% y 22,03% respectivamente.

En cuanto a los resultados de los efectos de estos farmacos, sobre los niveles de glucosa
plasmatica, podemos resaltar que frente al nivel de glucosa en los animales control, tanto en
hembras como en machos, solo la rosiglitazona produjo una significativa reduccion (9,67 a
4,16 mmol/L en hembras y 13,32 a 8,70 mmol/L en machos).

En machos los demés farmacos (telmisartan, simvastatina, glibenclamida y metformina),
mostraron también reduccion del nivel de glucosa, pero no fue significativa frente al nivel
control. A pesar de esto, las reducciones por simvastatina, glibenclamida y metformina fueron
bastante amplias (9,21 a 7,05 mmol/L, 12,74 a 10,47 mmol/L y 9,19 a 7,00 mmol/L,
respectivamente), cercanas al limite de significancia.

El nivel de glucosa en las hembras tratadas con metformina y simvastatina, fue reducido
ligeramente, sin llegar al limite de significancia. Con glibenclamida y telmisartan, hubo un
ligero incremento no significativo.

La reducida eficacia para disminuir la glucosa sanguinea mostrada por la glibenclamida en
machos, y el ligero aumento producido en hembras, puede deberse a que un prolongado
tratamiento con ella, disminuye el efecto reductor de la glicemia por agotamiento de las
células P, pudiendo por el contrario incrementarla.**®

El reducido efecto de la metformina, a pesar de ser un farmaco antihiperglicemiante, que en
nuestro estudio no mostrd efectos significativos, puede estar justificado, ya que se ha
resaltado en otros estudios, que en individuos normales no produce hipoglicemia®™ >, como
es el caso de nuestros animales de experimentacion.

El telmisartan aumenta la expresion del GLUT4 y la captacion de glucosa en musculo
esquelético, en pacientes diabéticos hipertensos™', quiza como resultado de su efecto agonista
parcial PPARY, aunque en el estudio no genero efecto relevante o significativo en la glucosa
sanguinea, quizas producto de la baja dosis usada (1 mg/kg).

Sobre la simvastatina, se ha resaltado un efecto deteriorante del control glicémico, por dafo
en la produccion de ubiquinona, ya que esta es transportador importante de electrones en la
cadena respiratoria para la produccion del ATP, necesario en la captacion de glucosa y
regulacion de la translocacion del GLUT4**?, de tal forma, que por este motivo podria no
haber dado mayor reduccion de la glucosa plasmatica, como fue visto en este estudio, al no
ser una reduccidn significativa tanto en hembras como en machos, la producida por la
simvastatina.

La falta de efecto en el nivel de glucosa de farmacos como glibenclamida y metformina, se
justifica con lo expresado en la publicacion de James A.P. y col.*?, donde se menciona, que
este efecto parece ser influenciado, por el nivel de glicemia preexistente en individuos
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prediabéticos o sanos, lo cual explicaria la incapacidad de estos tratamientos, para reducir la
glucosa en los animales de experimentacion sanos.

Evaluacion de la adiponectina en individuos con vasculopatia

De acuerdo con la revision retrospectiva de la situacion clinica de los hombres participantes
en el estudio, el tratamiento seguido y la evolucion de estos pacientes, encontramos en primer
lugar que en el grupo de individuos control existen tres subgrupos:

1- El primero, de cuatro individuos cuyo diagnostico corresponde exclusivamente
a una vasculopatia, en los que sus historias cinicas ademas no citan
anormalidades considerables en los parametros clinicos de evaluacion (glucosa
plasmatica, perfil lipidico (CT, C-HDL, C-LDL y TG)), ni prescripcion
farmacoldgica alguna. Siendo asi, podriamos considerar este subgrupo como
control absoluto de evaluacion, siendo el mas adecuado para tal finalidad,
cuyos valores sanguineos promedio corresponden a: adiponectina 5.7 pg/mL,
glicemia 100 mg/dL, CT 210 mg/dL, C-HDL 50 mg/dL, C-LDL 129 mg/dL y
TG 158 mg/dL.

2- Un segundo subgrupo de cinco pacientes, diagnosticados con patologia
isquémica, hipertensiva o de claudicacion, tratados tan solo con un
antiagregante plaquetario (clopidogrel) y una metilxantina, poseen como nivel
sérico promedio de los pardmetros de evaluacion los siguientes: adiponectina
8.7 ng/mL, glucemia 108 mg/dL, CT 218 mg/dL, C-HDL 58 mg/dL, C-LDL
143 mg/dL y TG 89 mg/dL.

3- En el tercer subgrupo los restantes ocho individuos control, corresponden a
pacientes con patologia isquémica o ateromatosa, algunos entre los cuales se
presenta valores de riesgo de acuerdo con los estandares de colesterol de la
Sociedad Espanola de Aterosclerosis (SEA) (Colesterol Total > 200 mg/100
mL, C-HDL < 35 mg/100 mL, C-LDL > 150 mg/100 mL, TG > 200
mg/dL)**, con valores promedio de estos parametros asi: adiponectina 8.7
ug/mL, glucemia 105 mg/dL, CT 225 mg/dL, C-HDL 42 mg/dL, C-LDL 155
mg/dL y TG 123 mg/dL.

Siendo asi y pensando en estar acorde con los parametros de inclusioén de los individuos que
mejores condiciones presentan, para servir como control de referencia, el grupo general de
individuos control asumido (compuesto por 17 pacientes), cuenta con algunos que fueron
tratados con medicacion particular, para el control de su cuadro patoldgico correspondiente y
que otros no recibieron medicacion alguna, encontrandose que no presentaron diferencias
significativas entre los valores promedio de cada uno de los parametros de evaluacion entre
los tres subgrupos, siendo asi unificados como un unico grupo control, obteniéndose como
promedio de estos parametros los siguientes valores: adiponectina sérica 8.6 ng/mL, glicemia
108 mg/dL, CT 215 mg/dL, C-HDL 47 mg/dL, C-LDL 141 mg/dL y TG 131 mg/dL.

Los niveles plasmaticos de adiponectina en este grupo de pacientes control, refleja sin
embargo un efecto considerable de la condicion patologica de los pacientes, al involucrar
principalmente cuadros isquémicos y ateromatosos, ademds de casos de desarreglo
metabolico, considerando que el valor promedio de adiponectina obtenido esta mas hacia el
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valor inferior, en el intervalo de valores promedio normales en humanos ( 5 a 30 pg/mL), y
asumiéndose que entre mayor desarreglo metabdlico y cardiovascular patoldgico se presente,
menores niveles séricos de adiponectina son vistos.

Entre los 9 pacientes hombre con DM2 y patologia vascular principalmente isquémica y
obstructiva o de claudicacion, algunos presentan dislipidemia de acuerdo con la SEA, y han
sido tratados farmacoldgicamente procurando controlar su situaciébn patologica,
encontrandose en ellos un nivel promedio de adiponectina sérica de 4.5 pg/mL. Siendo
significativamente inferior al nivel de los individuos control, debido posiblemente a la
reduccion plasmadtica de adiponectina, causada por los elevados valores glicémicos, en la
mayoria de los casos superiores a 130 mg/dL (media de 151 mg/dL).

El nivel bajo de adiponectina de los pacientes de este grupo, refleja la inexistencia de
tratamiento farmacoldgico de la DM2, pero si la existencia de terapias con antiagregantes
plaquetarios (ASA, triflunisal y clopidogrel), hipolipemiantes (simvastaina y atorvastatina),
antihipertensivos (enalapril, metoprolol, telmisartan) y diurético (amilorida), sin embargo al
parecer estos farmacos no contribuyen mucho a regular el nivel de adiponectina,
observandose que la terapia que mejor lo hace corresponde a la combinacion de atorvastatina,
telmisartan y amilorida, seguido por la combinacion clopidogrel, enalapril y flecainida. Es de
resaltar, que el individuo con el mejor nivel de adiponectina de este grupo, en su historia
clinica no reporta prescripcion de farmaco alguno.

El grupo de mujeres control estuvo compuesto por tres pacientes con diagnostico de HTA,
hipercolesterolemia o claudicacion, cuya terapéutica farmacologica comprendié el uso de -
bloqueadores, estatinas y antiagregante plaquetarios, siendo determinado para ellas un nivel
de adiponectina de 14.7 pg/mL, significativamente superior al valor de los individuos control
hombres.

Se presentaron dos pacientes diabéticas con concomitante enfermedad vascular, tratadas
principalmente con insulina (glargina y lispro), las cuales mostraron un nivel sérico de
adiponectina de 10.2 pg/mL, el cual no result6 ser significativamente diferente frente al valor
de las pacientes control. La insulina parece estar mediando un mejor nivel de adiponectina
plasmatica, reduciendo la significancia en la disminucion del nivel plasmatico de esta citosina
suscitada por la diabetes, frente al nivel de las mujeres control. Estos datos concuerdan y
confirman lo descrito por Halleux y col., quienes citan que la insulina induce la secrecion y el
gen de expresién de la adiponectina in vitro, en adipocitos viscerales humanos®*, por tanto
contribuye a regular el correcto funcionamiento metabdlico.

Algo importante a resaltar, es que fue perfectamente evidenciado, que el nivel de adiponectina
en las mujeres control con vasculopatia periférica, resulta ser significativamente mayor que el
nivel en los hombres control con vasculopatia periférica (14.7 vs. 8.6 pg/mL). Igualmente el
nivel plasmatico de adiponectina de los hombres control, resulta ser significativamente mayor
que el nivel en los hombres diabéticos con vasculopatia periférica (8.6 vs.4.5 pg/mL), sin
embargo entre las mujeres control y diabéticas la diferencia no resulto ser significativa (14.7
vs. 10.2 ug/mL), lo cual lo atribuimos a que fueron mujeres diabéticas tratadas con insulina
glargina y en uno de los casos, ademas con insulina lispro.

Una gran proporcion de los pacientes incluidos en el estudio, presentaron significativa
reduccion de la concentracion de adiponectina, lo cual resulta ser una caracteristica y

2% Halleux C. M. y col. Biochem. Biophys. Res. Commun. 2002; v.288, p.1102-7.
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consecuencia del engrosamiento de la intima media, historia de infarto de miocardico previo,
angina pectoris, HTA bajo tratamiento, alta concentracion de TG séricos, elevada glucosa en
ayunas, alto nivel de HbAlc y bajo nivel de C-HDL, como puede ser caracteristico en los
pacientes del estudio.””

De acuerdo con lo determinado en las pruebas realizadas en el modelo animal descrito, puede
observarse congruencia con el comportamiento del nivel sérico de adiponectina en humanos
tratados con amlodipino y nitroderivados (animales con dinitrato de isosorbide y humanos con
nitroglicerina), ya que en ratones macho fue reducido el nivel de adiponectina y en hembras
no fue modificado, mientras en los humanos tratados con estos farmacos, el nivel de
adiponectina permanecio en el limite inferior normal 5.5 pg/mL. Sin embargo un trabajo
publicado por Yilmaz M.L. y col. en 2007, de su investigaciéon en pacientes con HTA y
sindrome metabdlico, cita como efecto del amlodipino incremento significativo del nivel de
adiponectina, reduciendo concomitantemente el de insulina y CT.

En el caso de los pacientes tratados con -bloqueadores como el metoprolol y el atenolol, se
pudo observar un reducido nivel promedio de adiponectina sérica en torno de 4.9 pg/mL,
confirmandose asi, lo observado en el modelo animal con ratones hembra, en las que el
metoprolol redujo significativamente el nivel de la citocina. Igualmente para este farmaco,
Yilmaz M.I. describe, que en los pacientes tratados con metoprolol no hubo cambios
significativos en la concentracion de adiponectina.”

Entre los IECA usados en la farmacoterapia de los pacientes del estudio, estuvo enalapril y
lisinopril, observandose un nivel promedio de adiponectina en estos pacientes de 6.2 pg/mL,
lo cual también resulta congruente con lo determinado mediante el modelo animal, en donde
el enalapril tan solo indujo un ligero incremento no significativo en el nivel de adiponectina
en hembras. Efecto que también ha sido ya citado por otros investigadores, que comentan la
hipoadiponectinemia asocia a la disfuncion endotelial, encontrando que los inhibidores de la
ECA incrementan el nivel sérico de adiponectina, de insulina y C-HDL, biodisponibilidad que
aumenta la activacién del 6xido nitrico sintasa.’***”

Debido a la combinacion de la terapéutica farmacoldgica de la patologia vista en este estudio,
resulta dificil establecer si este nivel promedio de adiponectina hallado y que esta cercano al
nivel superior presentado por los pacientes con PAOD y DM2 incluidos (6.6 pg/mL), es
debido al efecto del IECA, o al de uno de los otros farmacos o bien, a la combinacién de ellos
usada.

En cuanto al salicilato mas usado en el tratamiento de los pacientes del estudio, la aspirina,
que fue el mismo evaluado en el modelo animal, de igual manera que en este, en los humanos
el ASA pareci6 no modificar significativamente el nivel de adiponectina en plasma de los
pacientes que lo usaron, mostrandose niveles promedio de 5.8 pg/mL de adiponectina, nivel
caracteristico en pacientes con PAOD, DM2 y demds disfunciones metabolicas que
predisponen a estas enfermedades, viéndose que este valor, se encuentra dentro del intervalo
del nivel de adiponectina, hallado en la poblacion de estudio con estas patologias
concomitantes ( de 2.1 a 6.6 ug/mL).

Los pacientes usando estatinas para el control de su dislipidemia, entre ellas la simvastatina,
atorvastatina y pravastatina, arrojan un nivel promedio de adiponectina de 4,6 pg/mL, algo
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inferior al valor promedi6 del grupo, resultando consecuente también con lo observado en el
modelo animal con la simvastatina, para la cual se encontré en animales tanto en hembras
como en machos, una ligera reduccion no significativa del nivel de adiponectina plasmatica,
situacion igualmente reportada por Forst T. y col. tras su investigacion en pacientes con DM2
tratados unicamente con simvastatina.”®

A pesar de que tan solo dos pacientes fueron tratados con farmacos ARB entre ellos el
valsartdn y el telmisartan, el primero usado en un paciente control en el que el nivel de
adiponectina fue 9.1 pg/mL y el segiin usado en un paciente con PAOD y DM2, que tuvo un
nivel de 6.8 pg/mL, lo cual concuerda con lo observado en el modelo animal para las
hembras, en las que se vio un ligero incremento en el nivel de la citocina, pero contrasta con
lo observado en los machos en los que hubo una ligera reduccién no significativa. Sin
embargo, podriamos confirmar que lo comentado por Derosa y col. y otros investigadores,
sobre el incremento de la concentracion de adiponectina inducido por los IECA, es una
realidad, principalmente en pacientes diabéticos cuando la farmacoterapia es combinada con
TZD como la rosiglitazona, por ser ambos activadores selectivos del PPARy.””

Debido al limitado uso de farmacos hipoglicemiantes como biguanidas (metformina), TZD
(rosiglitazona) y diuréticos (furosemida) en los pacientes del estudio, no se posee informacion
suficiente, que nos permita inferir sus efectos sobre el nivel de adiponectina y correlacionarlo
con lo observado en el modelo animal, bajo tratamiento con estos fArmacos.

28 Forst T. y col. Metab. Clin. Exp. 2007; v.56, p.491-6.
2 Derosa G. y col. J. Clin. Pharm. Ther. 2007; v.32, p.261-26.
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CONCLUSIONES

10.

La evaluacion de niveles circulantes de adiponectina en el modelo animal trabajado,
determinados en animales no ayunados tanto para la primera fase como para la
segunda, mostrd niveles significativamente mas elevados en las hebras que en los
machos.

A pesar de la clara diferencia en los niveles de adiponectina entre géneros, del modelo
animal usado tanto en las evaluaciones de la primera fase como las de la segunda, los
niveles circulantes de acidos grasos libres y glucosa fueron similares entre machos y
hembras.

En ambas fases de evaluacion del modelo animal, fue evidente que los niveles de
adiponectina mas elevados en hembras, se correlacionan con tendencia a una lipdlisis
basal mas reducida y una mayor respuesta lipolitica inducida por forskolina.

En la primera fase de evaluacion del modelo animal, bajo las condiciones
experimentales descritas, no existid correlacion entre la eficacia antianginosa de los
farmacos de estudio y los niveles circulantes de adiponectina.

En la segunda fase de evaluacion del modelo animal, fue evidente una clara tendencia
de incremento en los niveles de adiponectina suscitado por telmisartan, rosiglitazona y
glibenclamida; en contraste la metformina y simvastatina mostraron clara tendencia
reductora del nivel de esta citocina.

Los niveles séricos de adiponectina en pacientes con PAOD, son significativamente
mayores en mujeres que en hombres.

La instauracion de DM, reduce ain mas los niveles de adiponectina en ambos sexos.
Es claro el efecto conservador de los niveles séricos de adiponectina, en pacientes con
PAOD y DM2, tratados con insulina glargina y/o lispro.

Se confirma en clinica, que los farmacos antiisquémicos, no incrementan, al igual que
en el raton normal, los niveles circulantes de adiponectina.

Si bien esta citocina puede ser marcador fiable de una patologia especifica, como la
isquemia vascular y/o la diabetes mellitus, no parece ser un indicador de la evolucion
favorable de estas patologias, bajo tratamiento especifico de eficacia ampliamente
documentada.
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