Efecto del valsartan sobre la senalizacion
de la insulina hipotalamica en ratas diabéticas

Effect of valsartan on insulin signaling in diabetic rats hypothalamus

MARIELLA PASTORELLO y ANITA ISRAEL*

RESUMEN

La regulacién ejercida por la insulina central en individuos diabéticos ha sido muy poco estudiada. La angiotensina
Il promueve el estrés oxidativo y la resistencia a la insulina. Dada la co-localizacion del receptor AT, de la angiotensi-
na Il y el receptor de insulina a nivel del ntcleo arcuato hipotalamico, se evalu6 el efecto central de la angiotensina
Il sobre la senalizacidén acoplada al receptor de insulina hipotalamico en un modelo animal de diabetes mellitus tipo
Il en ratas, asi como el posible efecto protector del tratamiento sistémico crénico con valsartan. Los efectos de la
angiotensina Il sobre la senalizacion de la insulina a nivel hipotalamico fueron evaluados in vivo e in vitro, median-
te Western blot. En condiciones normales, se demostr6 que la angiotensina Il es capaz de inhibir la senalizacion de
la insulina a nivel hipotalamico por un mecanismo dependiente de especies reactivas de oxigeno. En condiciones
diabéticas, se produce una disminucién basal de la activacién de las proteinas de sefalizacioén de la insulina, la cual
fue prevenida por el tratamiento con valsartan. Los resultados demuestran que existe un estado de resistencia neu-
ronal a la insulina en nuestro modelo de diabetes mellitus tipo 2, mediado al menos en parte, por un aumento del
estrés oxidativo intracelular, el cual es prevenido por el tratamiento crénico con valsartan.

Palabras clave: Diabetes, valsartan, insulina, hipotalamo.

ABSTRACT

The regulation exercised by central insulin in diabetic individuals has been poorly studied. Angiotensin Il promotes
oxidative stress and insulin resistance. Given the co-localization of AT; angiotensin Il receptor and the insulin recep-
tor in the arcuate nucleus of the hypothalamus, in this work, we evaluated the effect of angiotensin II on insulin re-
ceptor signaling in the hypothalamus of an animal model of type II diabetes mellitus, and the possible protective
effect of chronic treatment with valsartan. The effects of angiotensin II on insulin signaling in the hypothalamus were
evaluated in vivo and in vitro by Western blot analysis. Under normal conditions, it was shown that angiotensin Il is
able to inhibit insulin signaling in the hypothalamus by a mechanism dependent on reactive oxygen species. In dia-
betic conditions, there was a decreased of basal activation of insulin signaling proteins, which was prevented by
treatment with valsartan. Our results show that there is a state of insulin resistance in our model of type 2 diabetes,
which is partially mediated through the increase of intracellular oxidative stress and is prevented by chronic treat-
ment with valsartan.
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Introduccion

Las acciones metabdlicas ejercidas por la insulina
a nivel central parecen ser uno de los mecanismos
claves en el mantenimiento de la homeostasis ener-
gética, por lo tanto, las alteraciones en este sistema
podrian relacionarse con trastornos metabolicos y vi-
ceversa (Gerozissis y col., 1999; Gelling y col., 2006).

En efecto, se ha demostrado que en ratones con una
disrupcion neuronal especifica del gen que codifica
para el receptor de la insulina, desarrollan obesidad
sensible a la dieta, acompanada de un incremento en
los niveles plasmaticos de leptina y de una ligera re-
sistencia a la insulina. Adicionalmente, los ratones
knock-out para el receptor de insulina hipotalamico,
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poseen un elevado porcentaje de grasa corporal y al-
tos niveles de leptina, resistencia a la insulina, hiper-
insulinemia e hipertrigliceridemia (Bruining y col.,
2000). Mas recientemente, Obici y col. (2002,a,b)
muestran que la inhibicién del receptor de insulina
(RI), luego de la administracién de oligodesoxinucleo-
tidos antisentido dirigido contra la proteina precurso-
ra del receptor de insulina en el nucleo arcuato, indu-
ce hiperfagia y resistencia a la insulina en ratas.

Numerosas evidencias muestran una importante
asociacion entre los cambios en la senalizacion de la
insulina central, la obesidad y la diabetes tipo 2
(DM2). En perros, la obesidad inducida por dietas al-
tas en grasa se ha asociado con una reduccion en el
transporte de insulina en el cerebro (Baura y col.,
1996). Igualmente, en modelos genéticos de anima-
les obesos y diabéticos como las ratas Zucker (fa-fa)
se ha encontrado una disminucién en la fosforilacion
del IR, IRS-1 y Akt hipotalamico (Carvalheira y col.,
2003). Estos hallazgos han puesto en evidencia el im-
portante papel que juegda la insulina central sobre el
balance energético sistémico, y bien sea en la etiolo-
gia o en la progresion, participa en la fisiopatologia
de la diabetes tipo 2.

La angiotensina II (ANG II) favorece la actividad
simpatica, tanto central como periféricamente, sien-
do un regulador importante de la funcién cardiovas-
cular, la presion sanguinea y del balance hidroelec-
trolitico (Sowers y col., 2004; Taniyama col., 2005).
La ANG Il se une a dos subtipos de receptores: AT, y
AT,. Las acciones periféricas clasicas de la ANG Il son
mediadas por el receptor AT,. La activacion de este
receptor desencadena diversas cascadas de senaliza-
cion, incluyendo movilizacion de calcio, producciéon
de IP3, activacion de la PKC, PLD (Berk y Corson,
1997; Touyz y col., 2003), JAK/STAT, PLC y p21ras/
Raf-1/MAP Kinasa (Schmitz y col., 1997; Marrero y
col., 1998; Berk y Corson, 1997) y numerosas protei-
nas tirosina Kinasas que estimulan la activacion de di-
versos factores de transcripcion (Berk y Corson,
1997). A nivel central, la activacion del receptor AT,
induce la produccién de anién superoxido (-O?), a tra-
vés de la NAD(P)H oxidasa, el cual actiia como un se-
gundo mensajero y participa en el incremento del
eflujo simpatico en respuesta a la ANG II en ntcleos
como el rostroventrolateral del bulbo, el nucleo para-
ventricular y el 6rgano subfornical (Sun y col., 2005;
Chan y col., 2005; Erdos y col., 2006).

Numerosos estudios en células y modelos anima-
les demuestran que la ANG Il parece modular negati-
vamente las acciones periféricas mediadas por la in-
sulina a multiples niveles de su cascada de senaliza-
cion (De Gasparo, 2000; Fujita, 2002). Se ha obser-
vado que la infusién de ANG Il induce resistencia a la
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insulina en ratas (Ogihara y col., 2002; Rao y col.,
1994), y el uso de los inhibidores de la enzima con-
vertidora de la angiotensina (IECA) y de los antago-
nistas del receptor de angiotensina Il (ARA) mejoran
la sensibilidad a la insulina (Cheetham y col., 2000;
Henriksen y col., 2001), entonces, la sobrerreactivi-
dad del sistema renina angiotensina (SRA), observa-
da en enfermedades cardiovasculares como la hiper-
tension estaria participando en el inicio de la resis-
tencia a la insulina en estos paciente. Por otro lado,
se ha demostrado que el uso de los IECA y de los
antagonistas del receptor AT, reduce el dano tisular
que se observa en pacientes con DM tipo 2 (hiperpla-
sia neointima, neuropatia), tanto en modelos anima-
les como en pacientes (Goodfriend y col., 1996; So-
wers y col., 2004). Aunque estas y otras evidencias
avalan la participacion del SRA en el desarrollo de la
resistencia a la insulina, muy poco se sabe acerca del
efecto de la ANG II sobre la senalizacién de la insu-
lina en el SNC.

Ciertos elementos relacionados con la senaliza-
cion de la ANG Il periférica se reproducen a nivel cen-
tral. Segun los estudios autoradiograficos y por hibri-
dizacién in situ, se evidencia que existen receptores
de insulina y de ANG II co-localizados en el hipotala-
mo, especificamente en el nicleo arcuato (Marks y
col., 1990; Pardini y col., 2006). Aunque la evidencia
obtenida en tejidos periféricos permiten afirmar que
la ANG II interfiere con la senalizacion de la insulina,
aun no se sabe si las acciones centrales de la ANG II
pueden alterar la sensibilidad a la insulina en tejido
nervioso. El estudio de la interrelacion entre ambas
vias, en condiciones diabéticas, aportaria informa-
cion crucial sobre las posibles alteraciones en los cir-
cuitos neuronales encargados de la regulacion meta-
bolica en el desarrollo de la diabetes tipo 2.

Materiales y métodos
ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Experimentos realizados en ratas no diabéticas

Se emplearon ratas macho de la cepa Sprague-
Dawley, de 250-300 g de peso corporal, proceden-
tes del Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”
o del Bioterio del Instituto de Medicina Experimental
de la UCV. Los animales fueron mantenidos en un
ambiente de luz controlada, con periodos alternos de
12h de luz y oscuridad, permitiéndoles libre acceso
al agua y al alimento estandar. El dia del experimen-
to, los animales fueron sacrificados por decapitaciéon
y el hipotalamo fue extraido del cerebro mediante
control estereomicroscopico, el cual fue mantenido
en frio en buffer Krebs para la realizacion de los ex-
perimentos in vitro correspondientes.
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1.2. Experimentos realizados en ratas diabéticas

Se emplearon ratas macho de la cepa Sprague-
Dawley, de 100-120 g de peso corporal, proceden-
tes del Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”
o del Bioterio del Instituto de Medicina Experimental
de la UCV. Los animales fueron mantenidos en un
ambiente de luz controlada, con periodos alternos de
12h de luz y oscuridad, permitiéndoles libre acceso al
aguay al alimento. Las ratas fueron divididas en 4 gru-
pos experimentales: 1) Control (alimentados con
dieta estandar); 2) Control + valsartan (60 mg/Kg,
p.0.); 3) Diabéticos (alimentados con dieta alta en
grasa) y 4) Diab + Val. Los animales diabéticos, reci-
bieron una dieta alta en grasa (DAQG), por adicién de
manteca de cerdo a la dieta estandar, donde el 35%
de la dieta corresponde a lipidos, durante diez (10)
semanas. Los animales alimentados con DAG fueron
tratados con una dosis baja de estreptozotocina (35
mg/Kg, i.p) dos semanas antes de los estudios corres-
pondientes (Pastorello e Israel, 2011).

Posteriormente, a los animales de experimenta-
cion se les implantd una canula en el ventriculo late-
ral izquierdo bajo anestesia con pentobarbital sédico
(40mg/kg, i.p.), 1 mm caudal a la sutura coronal y a
1.5 mm lateral de la sutura sagital del craneo, me-
diante la ayuda de un aparato estereotaxico (David
Kopf Instruments). La canula se fijé al hueso con
cemento acrilico de secado rapido. Pasadas 72 horas
de periodo de recuperacion post-operatorio, los ani-
males se mantuvieron en ayuna durante 12-16h
antes de recibir el tratamiento ICV con ANG II, INS o
ANGH+INS. La inyeccion ICV se realizdé con una inyec-
tadora Hamilton acondicionada con un tope para ase-
gurar la penetracion de la aguja a la misma profun-
didad de la canula. Finalizados los tratamientos, los
animales fueron sacrificados por decapitacion y el hi-
potalamo fue extraido del cerebro mediante control
estereomicroscoépico, el cual fue mantenido en frio
para su posterior tratamiento y obtencion de protei-
nas destinadas al analisis por WB. La validez de la ca-
nulacién ICV se confirmé post-mortem, con la inyec-
cién, previo a la decapitacién, de una solucién de co-
lorante (fast green, 5 pL), considerandose validos,
aquellos cuya distribucion del colorante se observo
en los ventriculos laterales, tercero y cuarto.

Los experimentos fueron realizados siguiendo las
buenas practicas para el manejo de animales de labo-
ratorio (NIH Guide, 1996) y la aprobacion del Comité
de Bioterio de la Facultad de Farmacia de la UCV.

TRATAMIENTO CON ANTAGONISTAS DEL RECEPTOR
DE ANGIOTENSINA Il E INHIBIDOR DE LA NADPH
OXIDASA IN VITRO

Los hipotalamos obtenido para los experimentos
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in vitro fueron incubados a 37°C con el tratamiento
correspondiente (ANG II, 100 nM y/o Insulina 100 pM,
por 5 min), pretratadas o no con apocinina (100 pM,
por 10 min), losartan (1 pM, por 10 min) o PD123319
(1 pM, por 10 min), una vez finalizado el tratamiento,
los tejidos fueron enfriados y cambiados a buffer de
lisis para obtencién de proteinas destinadas al analisis
por WB.

Identificacion y cuantificacion de la activacion
y/o expresién de proteinas mediante Western Blot

Los tejidos tratados tanto in vitro como in vivo
se colocaron en presencia de buffer de lisis (50 mM
Tris base, 5 mM EDTA, 1 mMNaF, 1 mM NaszVO,, mez-
cla de inhibidores de proteasas compuesto por peps-
tatina A, aprotinina, leupeptina y Triton X-100 al 1%,
pH 7.4), para su homogenizacién manual y posterior
sonicacion, centrifugados a 5.000 rpm por 10 minu-
tos a 4°C, y separacioén del sobrenadante. Las protei-
nas totales presentes en el sobrenadante fueron
cuantificadas por el método de Lowry y col. (1951),
modificado para microplaca. Para el analisis por Wes-
tern blot, se separaron 50 pg proteinas por electrofo-
resis en gel SDS—-poliacrilamida 10% y fueron poste-
riormente transferidas a una membrana de PVDF
(difluoruro de polivilideno) o nitrocelulosa. La trans-
ferencia fue verificada incubando las membranas en
Rojo Ponceau. Después del bloqueo con leche des-
cremada al 10%, las membranas fueron incubadas
con el anticuerpo primario respectivo para cada en-
sayo: anti-pERK/ERK (Cell Signaling Technology),
anti-pAkt/Akt (Ser473) (Cell Signaling Technology),
anti pIRS-1/IRS-1 (Ser307), diluidos en solucién de
albumina sérica bovina al 3% en PBS-Tween al 0,1%
(1:1000 o segun la dilucion sugerida por el fabricante)
durante toda la noche a 4°C. Las membranas fueron
lavadas con PBS-Tween al 0,1% e incubadas con anti-
cuerpo secundario conjugado con peroxidasa de ra-
bano respectivo, diluido en solucién de albumina séri-
ca bovina al 1,5% en PBS-Tween al 0,1% (1:10.000/
1:100.000), durante 1 h. Las proteinas fueron visuali-
zadas por la reaccion quimioluminicencia (SuperSig-
nal® West Pico Chemiluminescent Substrate) median-
te el uso de peliculas para rayos X y cuantificadas me-
diante el analisis desintométrico (Quantity One 1-D ®-
BioRad).

Analisis estadistico

Los resultados fueron expresados como la media
+ el error estandar de la media (E.E.M.) y luego gra-
ficados y analizados mediante el uso del programa
GraphPad Prism version 5.

La comparacién entre dos grupos se realizé me-
diante la prueba de “t de student”, determinando la
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significancia estadistica entre las medias. Las com-
paraciones entre dos o mas grupos se realizaron por
medio de un analisis de varianza (ANOVA) de una via,
seguido de la prueba de Bonferroni. Valores con una
Pp<0,05 fueron considerados estadisticamente signifi-
cativos.

Resultados

DETERMINACION DEL SUBTIPO DE RECEPTOR
DE ANGIOTENSINA Il INVOLUCRADO EN LA ACTIVACION
DE LAS ERK1/2 EN EL HIPOTALAMO

El tratamiento in vitro con ANG II en hipotalamo
de ratas incremento significativamente la fosfori-
lacion de las ERK1/2, efecto que fue bloqueado com-
pletamente por el losartan, antagonistas del receptor
AT,. Por su parte el bloqueo del receptor AT, con PD
123319, no solo no bloque6 la fosforilacion de las
ERK1/2 inducida por ANG II, sino que mas bien incre-
mento significativamente la activacion de las mismas
(Figura 1).
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Figura 1. Efecto del losartan y PD 123319 sobre a activacion
de las ERK1/2 inducida por ANG II en hipotalamo de ratas SD.
Hipotalamos de ratas fueron incubados con ANG II (100 nM)
en presencia o no de losartan (1 pM) (A) o PD 123319 (1 pM)
(B) y posteriormente analizados mediante WB. *p<0,05 com-
parado con el grupo control. p<0,05 comparado con el
grupo PD (N=8).
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EFECTO DE LA APOCININA SOBRE LA ACTIVACION DE
LAS ERK1/2 vy Akt INnDUCIDA POR ANG II E INSULINA
EN EL HIPOTALAMO DE RATAS SPRAGUE-DAWLEY

La estimulacion in vitro del hipotalamo de ratas
tanto con ANG II (100nM) como con insulina (1pM)
indujo la fosforilacion de las ERK1/2. El tratamiento
simultaneo con ANG II e Insulina disminuy6 significa-
tivamente la activacion de estas proteinas. Por otro
lado, el pre-tratamiento con apocinina, un desaco-
plante de la NAD(P)H oxidasa, bloque¢ la fosforila-
cion de las ERK1/2 inducida tanto por la ANG Il como
por la insulina. De manera interesante, el uso de este
desacoplante revirtié parcialmente el efecto inhibito-
rio inducido por la administracion conjunta de ANG
[I+insulina en estas proteinas (Figura 2).
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Figura 2. Efecto de la apocinina sobre la fosforilacion de las
ERK1/2 inducida por ANG II e Insulina en el hipotalamo de
ratas Sprague-Dawley (SD). Tratamiento in vitro de hipota-
lamos de ratas con ANG II (100 nM) y/o insulina (1 pM), pre-
tratadas con apocinina (Apo) (100 pM) o buffer, determina-
do mediante Western blot. *p<0,05 con respecto al control.
#p<0,05 con respecto al control de apocinina (N=24).

Por otro lado, el tratamiento con ANG II (100nM)
e insulina (1pM) fue capaz de activar a la Akt, y el pre-
tratamiento con apocinina no bloque6 este efecto.
De forma similar a las ERK1/2, el tratamiento conjun-
to con ANG Il+insulina disminuy6 significativamente
la activacion de estas proteinas, efecto que no es re-
vertido por la apocinina (Figura 3).
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Figura 3. Efecto de la apocinina sobre la fosforilacion de la
Akt inducida por ANG 1l e Insulina en el hipotalamo de ratas
Sprague-Dawley (SD). Tratamiento in vitro de hipotalamos
de ratas Sprague-Dawley con ANG II (100 nM) y/o insulina
(1 pM), pretratadas con apocinina (Apo) (100 mM) o buffer,
determinado mediante Western blot. *p<0,05 con respecto al
control (N=8).

EFECTO DEL TRATAMIENTO CRONICO CON VALSARTAN
SOBRE LA FOSFORILACION DE LAS ERK 1/2, AKT E
IRS-1 EN EL HIPOTALAMO DE RATAS DIABETICAS

En la Figura 4 se muestra el efecto de la diabetes
y el tratamiento con valsartan in vivo sobre la acti-
vacion de las ERK1/2 y Akt. En el analisis mediante
Western blot del hipotalamo de ratas diabéticas se
observo una disminucién en el estado de fosforila-
cion basal, tanto de la Akt como en las ERK1/2. Sin
embargdo, el tratamiento crénico con valsartan en ra-
tas diabética conservo los niveles de fosforilacion de
estas proteinas de forma comparable al grupo con-
trol. (Figura 4).

Tal y como se observa en la Figura 5, la fosforila-
cion basal de IRS-1 fue similar en todos los grupos de
experimentales. Luego de la administraciéon ICV de
insulina se incremento6 la fosforilacién de IRS-1al
compararla con las ratas control, sin embargo, este
incremento en la fosforilacién estuvo inhibido en las
ratas diabéticas.

Discusion
A nivel periférico, son diversos los mediadores

quimicos que participan en la resistencia a la insulina,
entre ellos, la angiotensina Il. Este péptido, a través
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Figura 4. Efecto del tratamiento crénico con valsartan sobre
el estado de fosforilacion de la Akt y ERKs en el hipotalamo
de ratas diabéticas. Determinado mediante Western blot.
*p<0,05 con respecto al grupo control (N=28).
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Figura 5. Activaciéon basal y post-insulina ICV del IRS- 1. Fosfo-
rilacion de la IRS-1 en el hipotalamo de ratas control (Ctr) y
diabéticas (Diab) tratadas o no con valsartan crénicamente,
en condiciones basales y post-administracién de insulina ICV
(3mUl/5pL), determinado mediante WB. *p<0,05; **p<0,001
con respecto al grupo control (previo insulina); #p<0,05 con
respecto al grupo control (post-insulina) (N=12).

del receptor AT,, incrementa la produccion de espe-
cies reactivas de oxigeno a nivel intracelular, las cua-
les de forma directa e indirecta, inhiben la senaliza-
cion de la insulina (Folli y col., 1997; Ogihara y col.,
2002; Taniyama y col., 2005). Por otro lado, la sinte-
sis de este péptido es sensible a los niveles de glice-
mia, asi como la glicemia es sensible a los cambios
en la concentracion plasmatica de la angiotensina Il
(Frier y col., 1984; Herings y col., 1995). De forma
tal, que el sistema renina-angiotensina esta intima-
mente imbricado con el control de la glicemia. Sin
embargo su interrelacion a nivel central ha sido muy
poco estudiada.

La evidencia neuroanatémica de la co-localiza-
cion del receptor de insulina y del receptor AT, de la
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angiotensina, en las neuronas del nucleo arcuato del
hipotalamo (Marks y col., 1990; Pardini y col., 2006),
sugieren la posibilidad de una interacciéon funcional
entre estos dos péptidos. A nivel hipotalamico, las
Kinasas reguladas por senales extracelulares o
ERK1/2 median las acciones anorexigénicas y de
gasto energético de la insulina (Stockhorst y col.,
2004, Fernandez y Torres-Aleman, 2012). Sin embar-
go, su activacion también puede estar estimulada
por la ANG II. Se ha determinado que la insulina cen-
tral potencia la respuesta presora inducida por la
ANG II hipotalamica mediante un mecanismo depen-
diente de las ERK1/2 (Mayer y col., 2010), sin embar-
go el efecto de la ANG Il sobre las acciones centrales
de la insulina ha sido muy poco estudiado. Al res-
pecto, nuestros resultados demuestran que el trata-
miento, tanto con ANG Il como con Insulina, induce
una significativa fosforilacion de las ERKs en el hipota-
lamo de ratas Sprague-Dawley. El efecto de la ANG II
sobre la activacion de las ERK1/2 fue mediado por el
receptor AT, ya que fue bloqueado por el losartan y
fue contrarregulado por el receptor AT,, ya que fue
potenciado por el PD123319. Paraddjicamente, nues-
tros resultados demostraron que el tratamiento simul-
taneo con ANG Il e insulina disminuye la activacion de
las ERK1/2. Al respecto, en el hipotalamo se ha des-
crito la presencia de ambos subtipos de receptores,
AT, y AT, (Reagan y col., 1994), por lo que se plantea
la posibilidad de efectos opuestos o contraregulato-
rios de estos subtipos de receptores hipotalamicos.

Se sabe que el mecanismo molecular que subya-
ce en la senalizacion de la ANG Il a través del recep-
tor AT, implica a la cascada de la NAD(P)H, tanto en
tejidos periféricos y centrales. Nuestros resultados
apoyan esta posibilidad y amplia la participacion de
la NAD(P)H oxidasa en la senalizacién de la insulina,
ya que la apocinina, un inhibidor de la NAD(P)H oxi-
dasa, fue capaz de bloquear las acciones individuales
de la ANGII e INS, pero previno parcialmente la dismi-
nucién de la fosforilacion inducida por el tratamiento
combinado. Estos resultados dejan clara la participa-
cion de las especies reactivas de oxigeno en el proce-
so de activacion de las ERK1/2 estimulada tanto por
la ANG Il como por la INS.

Estudios previos realizados en cultivo de células
de musculo liso vascular han reportado que el incre-
mento de las especies reactivas de oxigeno (ERO) in-
ducido por la insulina produce la oxidaciéon de nume-
rosas proteinas tirosina fosfatasas (PTP), en particular
la PIP1B, facilitando y prolongando el proceso de fos-
forilaciéon de las diversas proteinas de senalizacion
(Goldstein y col., 2005). Sin embargo, se ha observa-
do que altas concentraciones de ERO estimulan la
activacion de numerosas serina/treonina Kinasas
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sensibles al estado redox, como la JNK o IKKf (Naka-
tani y col., 2005), que induce fosforilacion de la seri-
na 307 del IRS-1, bloqueando asi su posibilidad de
ser fosforilado por el receptor de insulina (Aguirre y
col., 2000; Hirosumi y col., 2002). Nuestros resulta-
dos muestran que tanto la ANG Il como la insulina ac-
tivan a las ERK1/2, por un mecanismo dependiente
de la produccioén de anién superoxido, el cual podria
inhibir la PTP1B y facilitar la fosforilacion de las dife-
rentes proteinas de senalizacion. Sin embargo, la
estimulacién simultanea de ambos péptidos podrian
inducir un incremento significativo de las ERO, cau-
sando la activacion de la JNK y el bloqueo subsi-
guiente de la senalizacion de la insulina aguas abajo.

Al respecto, Li y col. (2005) demostraron que la
activacion de la Akt inducida por ANG II en el muscu-
lo liso vascular es mediada por los metabolitos del
acido araquidoénico. Se sabe que la activacion del
receptor AT, induce a su vez la activacion de la fosfo-
lipasa A2, la cual estimula la produccion de acido ara-
quidoénico y sus metabolitos (Mehta y Griendling,
2007). Podrian entonces otras vias de senalizacion
estar involucradas en la activacion de la Akt hipotala-
mica inducida por la angiotensina Il. Por otro lado, los
resultados obtenidos con el tratamiento combinado
de la angiotensina Il con la insulina demuestran que
la inhibicion ejercida sobre la Akt por la ANG II e insu-
lina cursa con incremento del estrés oxidativo. Como
ocurre con las ERKs, el incremento del estado redox
podria estimular a la JNK o IKKf e inhibir la fosforila-
cion del IRS-1 y de todas las demas proteinas aguas
abajo. El tratamiento con apocinina previene enton-
ces el incremento del estrés oxidativo, permitiendo la
fosforilacién de la Akt. Estos resultados demuestran
que la ANG II puede interferir con la senalizacién de
la insulina por un mecanismo dependiente del incre-
mento de las EROs.

Se sabe que bajo la condicion de diabetes existe
un incremento del estrés oxidativo sistémico, respon-
sable de muchas de las alteraciones metabdlicas y del
dano a numerosos tejidos como el pancreas, rinén y
vasos sanguineos, sin embargo, hasta el momento no
ha sido completamente estudiado el impacto de este
sobre el control metabodlico ejercido por el SNC (Hali-
gur y col., 2012). Nuestros resultados muestran una
disminucion significativa en la fosforilacién basal de la
Akt y ERK1/2 en el hipotalamo de ratas diabéticas y el
tratamiento créonico con valsartan logro preservar el
estado de fosforilacion tanto de la Akt como de la
ERK1/2 hipotalamicas, lo que indica que la activacion
del receptor AT, posiblemente a través del incremen-
to en el estrés oxidativo, podria ser el responsable de
la inhibicion de la activacién de proteinas claves en la
senalizacién de la insulina. Este efecto ha sido obser-
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vado previamente en células de musculo liso vascu-
lar (Ogiharay col., 2002; Zhou y col., 2009). En el ca-
so de la IRS-1, si bien se encuentran en niveles relati-
vamente iguales en todos los grupos de tratamiento
(tanto la forma fosforilada como la total), la respuesta
ante la estimulacion con insulina estuvo significativa-
mente disminuida en las ratas diabéticas, tratadas o
no con valsartan. Si la IRS-1 sufri6 fosforilacion pre-
via en la serina 307, inducida por la serina/treoninas
Kinasas sensibles al estado redox, se inhibiria la fos-
forilacion catalizada por el receptor de insulina en las
diferentes tirosinas del IRS-1, bloqueando asi su ca-
pacidad de activacion y unién con otras proteinas de
ensamblaje necesaria para que continue la senaliza-
cion. La inactivacion del IRS-1 por kinasas serina/
treonina en condiciones de estrés oxidativo ha sido
previamente descrito (Lee y col., 2003; Greene y
col., 2003; Boura-Halfon y Zick, 2009; Wang y col.,
2009). Se requeririan estudios posteriores para con-
firmar esta hipétesis, sin embargo, este hallazgo
pone en evidencia el estado de resistencia neuronal
a la insulina bajo la condicién de diabetes tipo 2.
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