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I. RESUMEN

Actualmente, se conoce que la desregulacién del eje adipo-insular puede desencadenar
diversas alteraciones bioquimicas estrechamente vinculadas, las cuales pueden conllevar entre otros
trastornos al desarrollo de obesidad, esteatosis hepatica (EH), sindrome metabdlico (SM) y diabetes
mellitus insulino no dependiente (DMIND). Con el propdsito de dilucidar el papel de la obesidad y la EH
en la etiologia del SM, desde hace algunos afios se ha propuesto el uso del ratén de los volcanes
(Neotomodon alstoni alstoni), un roedor endémico de nuestro pais, como un modelo bioldgico para el
estudio de este tema. Varios estudios han mostrado que los ratones adultos de esta especie cuando se
mantienen en cautiverio son susceptibles al desarrollo de lipomatosis, alteracion caracterizada por un
abundante depdsito regional de tejido adiposo subcutaneo. Los ratones con esta anomalia ademas de
que presentan un fenotipo obeso, también desarrollan EH microvacuolar periportal, asi como una
concentracion sérica de triglicéridos méas elevada que la de sus hijos adultos nacidos en cautiverio, sin
este fenotipo y los ratones silvestres (SILV). Aunque se desconocen los mecanismos que ocasionan
estos trastornos en los ratones OLEH (obesos, con lipomas y esteatosis hepatica), se ha sefialado que
podrian deberse a la asociacion de diversos factores genético-ambientales. En estudios clinicos, estas
anomalias metabdlicas también han sido descritas dentro del grupo de alteraciones encontradas en el
SM, un trastorno cominmente observado en animales y humanos durante el estado previo al desarrollo
de la DMIND. EI presente estudio tuvo el objetivo de evaluar algunos parametros bioquimicos en el raton
de los volcanes (Neotomodon alstoni alstoni) OLEH, con la finalidad de establecer si este roedor puede
ser un modelo adecuado para el estudio del SM. Los resultados mostraron que los ratones OLEH al
igual que sus controles no exhibieron hiperglucemia en condiciones basales. Sin embargo, en
comparacion con los ratones SILV presentaron intolerancia a la glucosa y su concentracion plasmatica
de insulina se incremento significativamente durante los picos de hiperglucemia postprandial. Ademas,
tuvieron un incremento de la concentracion plasmatica de triacilgliceroles (TG), aunque no significativo.
La concentracion plasmatica de colesterol total (COT) fue significativamente mas baja en las hembras
OLEH con respecto de la observada en los controles. En los ratones OLEH de ambos sexos el peso
corporal, el indice Lee y el consumo de alimento fueron superiores a los observados en los ratones
controles. El seguimiento por 14 meses de ratones SILV introducidos al cautiverio permitié establecer
que el desarrollo de los lipomas en estos animales ocurri6 entre los 4 y 6 meses después de la captura
con una frecuencia del 60%. Los hallazgos observados tanto en los machos como en las hembras
silvestres que presentaron lipomas (SILV/L) sugieren la existencia de una relacién entre el incremento
de la adipogénesis de estos tumores y la mayor severidad de la EH que exhibieron ambos sexos de
ratones al final de los 14 meses de seguimiento. Tanto los machos como las hembras SILV/L no
exhibieron a lo largo de los 14 meses de seguimiento ninguna alteracion de su glucemia basal, lo cual
es consistente con los resultados observados en la primera etapa de este estudio en los ratones OLEH.
El deterioro del metabolismo lipidico que podria conllevar a la presencia de hipertrigliceridemia en los
ratones SILV/L ocurre de manera gradual, siendo mas evidente entre los 9 y 11 meses, es decir en el
mismo periodo en el que se incrementa la adipogénesis en estos tumores vy, por lo tanto, cuando
muestran un mayor crecimiento. En cuanto a la concentracién plasmatica de COT, los MSILV/L sélo
exhibieron una elevacion significativa de este parametro entre los 13-14 meses, en tanto que las
HSILV/L mantuvieron esta tendencia de los 7 a los 14 meses de estudio. Al cabo de 6 meses de
seguimiento, las transaminasas en ambos sexos de ratones SILV/L no mostraron diferencias
significativas con respecto de los valores observados en sus controles. Entre los 9-10 meses del
seguimiento, los ratones SILV/L de ambos sexos exhibieron un aumento de su peso corporal y del
indice Lee, el cual fue mantenido hasta los 14 meses en que finalizé este estudio. Por otra parte, en los
ratones OLEH la restriccion de la dieta redujo la severidad del estado hiperglucémico y la
hiperinsulinemia postprandiales, asi como la hipertrigliceridemia, el sobrepeso y la obesidad. Ademas,
tanto la adipogénesis de los lipomas como la EH también fueron revertidas en algunos ratones después
de restringirles la ingesta de la dieta. El tratamiento de los ratones OLEH con clorhidrato de metformina
a una dosis terapéutica disminuyd significativamente la severidad de la hiperglucemia y la
hiperinsulinemia postprandiales, lo cual sugiere que estos roedores son insulino resistentes. En
conclusién, los datos obtenidos en esta investigacion indican que el ratén de los volcanes puede ser un
modelo adecuado para el estudio de la participacion de la obesidad y la EH en la etiologia del SM.
Adicionalmente, debido a que el ratobn OLEH muestra varios de los trastornos observados en el SM
humano es muy probable que éste pueda ser un modelo para el estudio de los diversos componentes
del SM. Ademas, también podria usarse en estudios encaminados al entendimiento del papel
patogénico del sindrome metabdlico y de las anomalias que lo integran en el desarrollo de la DMIND.



II. INTRODUCCION

Zelman (1) describio por primera vez el desarrollo de esteatosis hepatica (EH) en
humanos obesos, posteriormente, Adler y Schaffner (2) describieron las alteraciones
anatomopatolégicas que se pueden producir en el paciente obeso. A partir de ambos
estudios se cuestiond si la presencia de EH en individuos que exhiben el fenotipo obeso
pudiera deberse a la obesidad per se o si en su patogenia estan implicados otros
trastornos que coexisten con ella, e. g., el desarrollo de resistencia a la insulina (RI) o la
presencia de un estado temprano de diabetes mellitus insulino no dependiente (DMIND).
Una evidencia clinica que sustenta este punto de vista es que en el 80% de los individuos
diabéticos la EH constituye la hepatopatia mas frecuente (3). Investigaciones recientes
han confirmado la existencia de un eje adipo-insular, el cual es regulado por la insulina
producida por las células 3 del pancreas y un grupo de proteinas bioactivas sintetizadas
por el tejido adiposo, colectivamente denominadas adipocitocinas (4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13), entre las que se incluyen la leptina, el inhibidor del activador del plasmin6geno
tipo 1 (PAI-1), la adipsina, la resistina, la adiponectina y las citocinas proinflamatorias,
como son el factor de necrosis tumoral (TNF-a) y la interleucina 6 (IL-6). Los estudios
sobre la actividad biologica de estas proteinas han demostrado que el tejido adiposo no
es simplemente un depdsito inerte de almacenamiento de lipidos sino que también
constituye un sitio importante en la integracion de sefiales enddcrinas, metabdlicas e
inflamatorias para el control de la homeostasis energética. Adicionalmente, a partir de los
hallazgos obtenidos en estos estudios se ha propuesto que diversas alteraciones en el eje
adipoinsular pueden producir gran variedad de disturbios bioquimicos, los cuales
aparentemente parecen estar relacionados con el desarrollo de obesidad, esteatosis
hepatica (EH), intolerancia a la glucosa, hiperinsulinemia y RI. Actualmente, se sabe que
estas alteraciones son componentes importantes del SM y que también pueden ser
factores determinantes en el origen de la DMIND (14, 15, 16). El papel del eje adipoinsular
en la regulacién del metabolismo energético se ha dilucidado en gran parte mediante el
empleo de modelos animales obesos (e.g., la rata Zucker fa/fa), algunas cepas de
roedores desarrolladas para el estudio de la DMIND y ratones con mutaciones en los
genes que codifican las proteinas de sefalizacion del tejido adiposo. Estos estudios han
permitido establecer que algunas formas de obesidad, al menos en modelos animales,
pueden ser inducidas tanto por la sintesis deficiente de adipocitocinas como por la
resistencia a la accion de estas proteinas (4, 5, 6, 7, 8, 9, 11, 12, 13, 17, 18, 19, 20, 21,
22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32). En otros estudios se ha propuesto que las

concentraciones plasmaticas de estas proteinas suelen incrementarse en los animales y
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humanos obesos, y que los niveles plasmaticos altos de ellas pueden alterar la accion de
dichas proteinas sobre sus receptores en el hipotalamo dafiando las sefiales de
transduccién que intervienen en la regulacién de la saciedad y del gasto energético (17,
18, 19, 21, 22, 23, 24, 30, 25) Hasta hoy, todos los resultados derivados de estas
investigaciones coinciden en sefialar la existencia de una relacion entre los mecanismos
reguladores del metabolismo de las grasas y la produccion de insulina, sin embargo, aun
existe controversia sobre el origen y el impacto de las alteraciones bioquimicas
observadas durante la desregulacion del eje adipo-insular en la etiologia del SM, asi como
sobre la contribucion de esta enfermedad en la manifestacion de otras anomalias
metabolicas concomitantes a su desarrollo. Con la finalidad de contribuir al conocimiento
del papel de la obesidad y la EH en el desarrollo del SM se ha propuesto el uso del ratén
de los volcanes (Neotomodon alstoni alstoni), como un modelo biolégico en el estudio de
este tema. Las evidencias experimentales observadas en este roedor han demostrado
que el 9.9 % de los ratones adultos de esta especie cuando se mantienen en cautiverio
son susceptibles al desarrollo de lipomatosis, una condicion caracterizada por el depésito
regional de grandes masas de tejido adiposo subcutaneo o lipomas. Los ratones que
exhiben esta condicion expresan el fenotipo obeso y Unicamente la nuca, la cara y la
porcion distal de los miembros anteriores y posteriores carecen de depositos masivos de
grasa (33). Diego (34) reportd que estos ratones también presentan EH microvacuolar
periportal y la concentracion sérica de triglicéridos (TG) es mas elevada en ellos que en
sus camadas adultas sin el fenotipo obeso nacidas en cautiverio y los ratones de tipo
silvestre de la especie. Aunque en el raton OLEH (obeso, con lipomas y esteatosis
hepética) los mecanismos responsables de estos trastornos no se conocen, Carmona (33)
y Diego (34) han sugerido que la asociacion de diversos factores genético-ambientales
podria tener un papel importante en desarrollo de este sindrome metabdlico. En este
contexto, el presente estudio tuvo el objetivo general de evaluar algunos parametros
bioguimicos en el ratén de los volcanes (Neotomodon alstoni alstoni) OLEH, con la
finalidad de establecer si este roedor puede ser un modelo en el estudio de la

participacién del eje adipo-insular en la etiologia del SM (Fig. 1).

[ll. ANTECEDENTES

BIOLOGIA DEL RATON DE LOS VOLCANES

El raton de los volcanes (Neotomodon alstoni alstoni, Merriam, 1918) es una

especie endémica de la fauna mexicana, que pertenece al orden Rodentia y a la familia
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Cricetidae. Se distinguen tres subespecies dentro del género Neotomodon: N. a. alstoni
para las poblaciones del Oeste del Rio Balsas y la Sierra del Volcan Ajusco, N. a.
perotensis para los ejemplares de Perote y N. a. orizabae para los del Pico de Orizaba
(35). Este roedor tiene una distribucién restringida al Eje Neovolcanico Transversal; vive
en las partes altas de las montafias, por encima de los 2500 m s n m y su habitat esta
constituido por bosque mixto de pino-oyamel en las partes altas y pino-encino en las
partes bajas. Asociada a este tipo de vegetacidon existe una variedad de gramineas,
llamadas comuUnmente zacatén, entre las que se encuentran los géneros Stipa,
Muhlenbergia y Festuca (35, 36).

Este roedor tanto en condiciones naturales como en el cautiverio se reproduce
todo el afio, con maximos en primavera-verano (37); presenta varios ciclos estrales al
afio, con una duracion promedio de 4.5 dias y un periodo de gestacion de 27 dias (38).
Estudios de laboratorio sefialan que presenta cuidados paternos, lo cual hace suponer

que se trata de una especie monogamica (39).
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Fig. 1. Ratén de los volcanes (Neotomodon alstoni alstoni) OLEH
a) Habitos alimenticios en condiciones naturales

En cuanto a sus habitos alimenticios en estas condiciones, Alvarez y Mayo-Aceves
(35) analizaron el contenido estomacal de los ratones de los volcanes de diferentes

regiones del Valle de México y establecieron que la dieta de este roedor esta constituida
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por plantas herbaceas como Trifolium, Bidens triplinervia (Compositae) y Rumex
acetocella (Poligonaceae); frutos como fresa (Fragaria) y zarzamora (Rubus), en la
temporada de lluvias y capulincillo (Pernettya), a finales del afio; granos de polen de
Trifolium, Ambrosia, Salvia, Zephyranthes, Rhus, Ribes, Salix, Alnus, Pinus y Quercus.
Ademés de artropodos del orden Coleoptera (Scarabaeidae, Tenebrionidae, Carabidae y
Curculionidae); asi como de hormigas (Formicidae) y de las larvas de lepidopteros
(Noctuidae). Estos investigadores concluyeron que las diferencias observadas en el
contenido estomacal de los ratones de cada regién, dependian de las variaciones
ecologicas y estacionales, de tal forma que la dieta del raton de los volcanes en la
temporada de secas (noviembre-abril) esta constituida particularmente de tejido vegetal;
mientras que en la temporada de lluvias (mayo-octubre), consiste principalmente de
insectos. Este estudio constituye la primera aproximacion al conocimiento de sus habitos
alimenticios en condiciones naturales; sin embargo, hacen falta mas investigaciones en
condiciones de cautiverio sobre los requerimientos nutricionales de esta especie en cada

una de las diferentes etapas de su vida.

b) Desarrollo de lipomas en el ratdn de los volcanes y su patogenia

Carmona (33) reportd que cuando el ratén de los volcanes es mantenido en
cautiverio presentaba una incidencia del 9.9% en la formacion de lipomas. En el mismo
estudio hall6 que los machos exhibian mayor susceptibilidad al desarrollo de estas
neoplasias; sin embargo, su estado de crecimiento era mas severo en las hembras.

Los lipomas son neoplasias benignas de tejido adiposo blanco que tienen cierta
importancia clinica en especies domésticas. Es frecuente su desarrollo en el tejido
subcutaneo de la regién del dorso, el térax, la zona interescapular y el abdomen (40).

En el raton de los volcanes se han observado tres tipos de neoplasias derivadas
del tejido adiposo: lipoma, hibernoma y lipoma mixto, siendo el primero de ellos el que se
presenta con mayor frecuencia (Fig. 2). Macroscépicamente, los tres tipos de neoplasias
cuando estan bien desarrolladas pueden presentar una forma nodular, lobular o
multilobular; en tanto que las de pequefio crecimiento generalmente son amorfas. La
consistencia de este tipo de neoplasias es blanda, pero en algunos casos, por la

presencia de una cépsula de tejido conectivo se hacen firmes (33).



Fig.2. Aspecto macroscopico de los tres tipos de lipomas observados en el raton

de lo volcanes (Neotomodon alstoni alstoni) OLEH. A) Hibernoma; B) Lipoma
de tejido adiposo blanco; C y D) Lipomas mixtos.

Microscopicamente, los adipocitos en estas neoplasias se observan agrupados en
lobulillos, separados por trabéculas de tejido conectivo vascularizado (33).En los lipomas
los adipocitos tienen forma poligonal y estan rodeados de fibras de colagena, positivas a
Eosina, Masson y Kinyoun. El citoplasma presenta una sola gota de lipido y el nucleo por
lo general es Unico, reniforme, excéntrico e hipercromatico. En los hibernomas los
adipocitos son poligonales; su membrana celular esta rodeada por fibras de colagena, las
cuales son eosindéfilas con Hematoxilina y Eosina. El nlcleo en estos adipocitos es
voluminoso, redondo y de posicién central, y el citoplasma se caracteriza por presentar
multiples gotas de lipido. En los lipomas mixtos se observan I6bulos de ambos tipos de
tejido adiposo agrupados en una sola masa de células de aspecto hiperplasico. En la
corteza de esta neoplasia se encuentran adipocitos uniloculares; mientras que en la
médula hay una mayor cantidad de adipocitos multiloculares (33).

En los humanos, el desarrollo de los lipomas se ha vinculado principalmente con
alteraciones en el metabolismo de los lipidos, dentro de las cuales figuran la
hiperlipidemia asociada a factores hereditarios, la administracion crénica de
corticoesteroides y estrogenos, la DMIND, el hipotiroidismo, el alcoholismo, la obesidad y
las dietas ricas en grasas y/o energia (40, 41, 42, 43, 44). Por otra parte, la lipomatosis



simétrica multiple (LSM) caracterizada por el desarrollo simétrico de lipomas esta
frecuentemente  asociada con polineuropatia axonal, alteraciones lipidicas
(hiperlipidemia), hiperuricemia e intolerancia a la glucosa (45, 46). Su presentacion es
usualmente esporadica y con poca frecuencia en los humanos se reportan algunos casos
familiares con herencia autosémica recesiva. La patogénesis de esta alteracion no se
conoce, pero se piensa que podria estar relacionada con disminucion en la movilizaciéon
de los lipidos intracelulares, por defecto de la lipdlisis adrenérgica (47) y un aumento de la
actividad de la LPL, que se correlaciona con el incremento plasméatico de HDL-colesterol
(48). Algunos pacientes con LSM (49, 50, 51) tienen alteraciones morfologicas,
enzimaticas y genéticas, que relacionan la presencia de lipomas con una citopatia
mitocondrial; sin embargo, ésto no se ha evidenciado en otros casos (52, 53).

Los hallazgos preliminares sefialados por Carmona (33) con respecto a las
caracteristicas histopatolégicas de los lipomas observados en el ratéon de los volcanes,
posteriormente fueron corroborados por Diego (34), quien ademas indicé que la presencia
de obesidad era evidente en los ratones que presentan lipomas mas desarrollados.
Asimismo, observé que los ratones obesos mostraban un aumento significativo en la
cantidad de TG séricos en comparacion con el grupo control de ratones silvestres y
aquellos sin el fenotipo obeso nacidos en cautiverio. En el mismo estudio establecié que
la hipertrigliceridemia generalmente estaba presente en los ratones obesos que también
exhibian el desarrollo de EH microvacuolar periportal, hallazgo que fue mas

representativo en las hembras.

ESTEATOSIS HEPATICA

La EH es un proceso degenerativo caracterizado por la aparicion de grasa visible
en los hepatocitos. En el humano se distinguen dos tipos, la EH alcohdlica (EHA) y la EH
no alcohdlica (EHNA). La EHNA es mas frecuente que la EHA y aunque la EHNA
generalmente se considera como una alteracion benigna, puede ser progresiva,
conduciendo a cirrosis y complicaciones de hipertension portal (54). La EHA esta
asociada al consumo desmedido de bebidas alcohdlicas, mientras que la EHNA puede
desarrollarse en la obesidad (55, 56, 57, 58), el sindrome metabdlico (59), la DMIND (55,
57), la desnutricion aguda, la polifagia, durante la prolongada ingesta cal6rica, en la
deficiencia de cofactores lipotrépicos como colina y metionina, actividad fisica reducida,
factores hereditarios y endocrinos. Otros factores que influyen en el desarrollo de EHNA

son la administracién crénica de corticoesteroides, la ingestion de venenos, como el



tetracloruro de carbono y el fésforo amarillo, la toxicidad por cobre (60), algunas
endocrinopatias (sindrome de Cushing e hiperlipidemia) y la nutricién parenteral total (61),

La fisiopatologia de la EHNA implica el incremento en la movilizacion de &cidos
grasos (AG) principalmente del tejido adiposo, la disminucion en la utilizacion u oxidacion
de AG, el incremento en la sintesis de AG y la esterificacion de éstos a TG, asi como una

disminucion en la secrecion o liberacion de grasa hepatica (61).

Histologicamente la EHNA se divide en macrovacuolar y microvacuolar. En la fase
temprana del primer tipo los hepatocitos presentan un citoplasma palido y vacuolas de
triglicéridos que se fusionan en etapas avanzadas para formar gotas de mayor diametro,
lo cual implica el desplazamiento del nlcleo de estas células hacia la periferia (61). La EH
macrovacuolar representa la forma cronica de esta patologia, se asocia con alcoholismo
crénico, desnutricion y diversas hepatotoxinas. Por otra parte, en la EHNA microvacuolar
los hepatocitos se caracterizan por la presencia de varias vacuolas pequefias de TG en el
citoplasma y no se observa el desplazamiento periférico del nudcleo (62). Clain vy
Lefkowitch (63) sefalan que la EH microvacuolar en humanos obesos esta asociada con
alteraciones metabdlicas en la disposicion de lipidos hepéaticos, incluyendo desérdenes en
la secrecion y biosintesis de lipoproteinas, incremento en los niveles de AG y otras
sustancias lipogénicas en la célula hepatica, efectos téxicos de ciertas drogas,

enfermedades virales hepéticas e insuficiencia hepética aguda.

En la EHNA, macroscopicamente tanto en el cuadro cronico como en el agudo se

observa hepatomegalia, coloracién amarilla del parénquima y aspecto graso al corte.

Soga et al., (64) sefalaron que los ratones de la cepa FLS (Shionogi con
esteatosis hepatica) que a las 15 semanas de edad desarrollaron esteatohepatitis
mostraron un marcado incremento en la concentracion plasmatica de la AST y ALT (163 +
65y 72 + 25 UI/L, respectivamente) en contraste con aquellos de la cepa Shionogi dd (98
+ 32y 32 + 4 UI/L, respectivamente), los cuales no desarrollan EH espontanea. En otro
estudio Tankurt et al., (65) midieron en humanos con EHNA la concentracion sérica de
glucosa, insulina, TG, colesterol total (COT) y realizaron pruebas de tolerancia a la
glucosa (PTG). Estos investigadores encontraron hipertrigliceridemia significativa,
hipercolesterolemia no significativa, hiperglucemia no significativa (120 minutos después
de iniciar la PTG) e hiperinsulinemia no significativa a los 120 minutos, concluyendo que
los niveles séricos de insulina postprandial pueden estar aumentados en pacientes con
EHNA; sin embargo, aun se requiere elucidar los mecanismos patogénicos de esta
enfermedad. Con base en los hallazgos de esta investigacién se ha sugerido que la

insulina podria tener un papel patogénico en esta enfermedad. McGarry y Foster (66), han
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observado que la insulina es capaz de inhibir la oxidacion de los &cidos grasos libres
(AGL), induciendo la acumulacion de AGL toxicos en el higado. En otros estudios se ha
reportado la presencia de EHNA asociada con el desarrollo de insulino resistencia y
anormalidades mitocondriales (67, 68). Carmona (33) y Diego (34) considerando que
otros factores, particularmente de tipo nutricional y enddécrino, también pueden estar
involucrados en el desarrollo de la EHNA han hipotetizado que la EH en el ratén de los
volcanes podria deberse a alteraciones metabdlico-nutricionales muy similares a las ya
descritas, las cuales pueden ser inducidas por el sedentarismo al que se restringe esta
especie cuando se mantiene en cautiverio, ya que sélo bajo esta condicion se ha

observado el desarrollo simultaneo de lipomas, obesidad, EH vy trigliceridemia.

FISIOPATOLOGIA DE LA OBESIDAD

Tanto en animales como en los humanos la obesidad es considerada un desorden
multifactorial en el que estan implicados diversos factores conductuales, ambientales,
nutricionales y genéticos, a su vez interrelacionados entre ellos. En los Ultimos afios ha
habido un avance acelerado en el conocimiento cientifico de las bases genético-
moleculares de la obesidad, lo que ha permitido conocer més a fondo algunos de los
mecanismos que regulan el peso corporal: tales como la adipogénesis, la regulacion del
comportamiento alimentario, la termogénesis y la lipdlisis. Dentro del sistema de sefiales
de control del comportamiento alimentario y de la homeostasis energética se incluyen
aquellos procesos bioquimicos que determinan la sensacion de hambre o saciedad, la
apetencia por determinados tipos de alimento, la frecuencia y cantidad de las ingestas.
Estos procesos dependen, a su vez, de condiciones ambientales, como por ejemplo los
habitos sociales. Asimismo, existe una comunicacion entre el sistema nervioso central
(SNC) y el estado y actividad de las reservas energéticas. Esta comunicacion tiene lugar a
través de un sistema en el que interviene la leptina y se piensa que probablemente
también estan involucradas otras moléculas de sefializacion (69, 70). Otro proceso
bioguimico implicado en la obesidad es la adipogénesis, proceso de formacion de los
adipocitos que integran el tejido adiposo (71, 72). El tercer proceso a tomar en cuenta es
la regulacién de la eficiencia energética. El organismo de los mamiferos dispone de un
mecanismo especializado en la produccion de calor a partir de la energia contenida en los
alimentos: la termogénesis. A través de este proceso la energia de los alimentos que
ingerimos en exceso es aprovechada sélo en parte, en lugar de acumularse como grasa
(73). La familia de las proteinas desacoplantes (UCPs) o termogeninas son la base

molecular de la termogénesis, su actividad determina el desacoplamiento energético de

9



las mitocondrias, con lo que parte de la energia de los alimentos se aprovecha para la
produccion de calor (74). Por dltimo, la regulacion adrenérgica del metabolismo lipidico
donde el control del balance entre la movilizacion lipidica mediada por la enzima lipasa
sensible a hormonas (LSH) y el almacenamiento de AG a través de la enzima
lipoproteina lipasa (LPL) en las diferentes regiones adiposas parece de notable
importancia, ya que la regulacion de este balance se ve alterada durante el estado de
obesidad y se presenta como una de las causas implicadas en el desarrollo de este
fenotipo. En condiciones normales los perfiles de los sistemas que regulan el balance
energético son simples: durante prolongados periodos de privacibn de alimento, es
detectada una reduccion de los depdésitos de energia, lo cual conduce al incremento de la
busqueda de alimento y a la reduccion del gasto energético; en prolongada abundancia
de alimento, la ingesta de éste se reduce y el gasto energético es incrementado para
evitar el almacenamiento excesivo de energia, e.g., obesidad. Se han propuesto una
serie de mecanismos a travées de los cuales la informacion sobre el nivel de
almacenamiento de energia puede ser detectado en el tejido adiposo, y como la
informacién resultante se retransmite para regular otros sitios en otras partes del cuerpo
(75). La existencia de sistemas de retroalimentacion de sefiales que detectan la cantidad
de energia en tejido adiposo ha sido confirmada a través de la clonacion del gen ob (Lep)
y la identificacion de la leptina, su proteina codificada (76). Se piensa que el mecanismo
por medio del cual una sefial puede ser recibida e integrarse a uno o mas sitios
reguladores, probablemente sea a través del SNC. Es bien conocido que el hipotalamo
constituye una region cerebral clave en la regulacibn del metabolismo y el gasto
energeético, y que una gran variedad de alteraciones quimicas y fisicas en esta region
pueden producir diversos sindromes acompafados por severos disturbios metabdlicos,
algunos de los cuales pueden conllevar al desarrollo de obesidad (77). La identificacion
del receptor de la leptina (Lepr) asi como del producto de otro gen relacionado con la
obesidad (db, 78), y la comprobacién de su expresion en el hipotdlamo (79, 80) han
demostrado la existencia de un mecanismo a través del cual las sefiales periféricas se
relacionan con los grandes centros cerebrales influyendo sobre la ingesta de alimento y
la regulacion del gasto energético.

El estudio de los factores genéticos como parte importante de la etiopatogenia de
la obesidad y la identificacién y clonacién, hace algunos afios, del gen de la obesidad y de
la proteina codificada por éste, han ocasionado un importante cambio en la investigacion
en torno al posible papel de la leptina en el desarrollo de nuevos medicamentos
antiobesidad (81, 82, 83). Esencialmente la ingesta de alimento es coordinada por dos

sistemas de regulacién: en el control a corto plazo, participan sefales fisicas y la
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liberacion de péptidos digestivos, en tanto que el control a largo plazo particularmente es
mediado por la leptina producida por el tejido adiposo. La leptina en circulacion se une a
sus receptores cerebrales (productos de los genes db o Lepr) y actia como regulador
interno del apetito y de la homeostasis del peso corporal a través de la deteccion del nivel
de reservas energéticas (16). En condiciones normales, y como respuesta al exceso de
tejido adiposo, la leptina secretada disminuye la produccion de neuropéptido Y (NPY) en
el hipotalamo; lo que conlleva al desarrollo de una sensacion de saciedad y a la
disminucién del apetito, asi como a un aumento de la termogénesis y del gasto
energético (81, 82, 83). Ademas de la leptina, se han descrito varios neuropéptidos
orexigénicos y anorexigénicos en el sistema nervioso central, cuya funcién es la de
coordinar la funcién de la leptina con los mecanismos periféricos de control de la eficacia
energética (termogénesis), comportamiento alimentario y diversas interrelaciones
metabdlicas y hormonales (69, 70-, 84). La teoria lipostatica (85) sugiere que existe una
regulacién por parte de los depdésitos grasos, mediante la secrecion de leptina, que a
través de la circulacion sanguinea actla sobre el SNC controlando la ingesta de alimento.
La hip6tesis de que los ratones genéticamente obesos ob/ob carecian de esta hormona,
mientras que los ratones genéticamente obesos db/db eran insensibles a dicha hormona,
se ha confirmado con el descubrimiento de la mutacién ob localizada en el gen que
codifica la leptina (76) y de la mutacion db situada en el gen que codifica para el receptor
de la leptina (79, 80, 86, 87). Estudios genéticos han mostrado que algunos sujetos
obesos no presentan modificaciones genéticas en ob frente a los delgados y no tienen
déficit cualitativo o cuantitativo de leptina, sino que, al contrario, sus niveles plasmaticos
suelen estar elevados en proporcion directa al tejido adiposo y al balance energético.
Todos estos hallazgos sugieren que en los obesos los adipocitos funcionan normalmente,
por lo que la obesidad no se asociaria a mutaciones genéticas de este tejido, sino a un
mecanismo de resistencia enddgena a la leptina. Adicionalmente, en estos pacientes los
niveles de leptina en el SNC son inferiores a los plasmaticos, lo que podria indicar
deficiencias en la respuesta a nivel central, por alteraciones de los receptores y/o por
mecanismos de transporte, de forma que disminuiria la capacidad de transporte de leptina
hacia el SNC (81, 82, 83). Debe decirse, sin embargo, que si bien las mutaciones en el
gen ob o en el gen Lepr pueden descartarse como responsables de una parte importante
de la obesidad en los humanos, aun no se ha descartado el papel que pudiera tener la
produccion extraadipocitaria (estbmago y placenta) de leptina en el desarrollo de esta
enfermedad (88, 89).

Aunque desde hace tiempo existen numerosas evidencias de la implicacion de

diversos genes en el desarrollo de la obesidad, la aceptacion de la participacion de
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muchos de ellos constituye un hallazgo relativamente reciente y aun quedan varios
aspectos por dilucidar. Actualmente, en animales y en humanos se han identificado y
descrito numerosos genes potencialmente implicados (90, 91). De los genes cuya
mutacion provoca obesidad en ratones, su presencia en humanos se ha detectado sélo en
pocas familias. En particular, se han detectado dos familias con defectos en el gen ob (90,
92, 93), y una familia con una mutacion en el gen Lepr o db, que codifica el receptor de
leptina (94). También se ha detectado una mutacion, asociada con la obesidad, en el gen
de la prohormona convertasa | (95), relacionada con la mutacién fat (carboxipeptidasa E)
en ratas, que conduce a un mal procesamiento de varios neuropéptidos y prohormonas.
Mutaciones en los genes que codifican los receptores MC4-R de las melanocortinas (96) y
los de la proopiomelanocortina (97) también causan obesidad en humanos, lo cual refleja
la importancia del sistema de las melanocortinas en el control del peso corporal en
humanos. Aunque en animales experimentales se han identificado varias mutaciones
simples de genes individuales que causan obesidad (Tabla No.1l), debe decirse que la
situacion en humanos (aparte de un numero muy reducido de casos con mutaciones
simples causantes de obesidad) es mucho méas compleja: las formas mas comunes de
obesidad dependen de la interaccion de multiples genes (92), la influencia de diversos

factores ambientales y de los habitos de comportamiento y estilo de vida.

Tabla. No. 1 Lista de los probables genes inductores de la obesidad humana, identificados
a partir de modelos animales e investigacion fisiologica en humanos (98).

Gen Fenotipo Localizacién cromosémica
Ratén Humano
ASIP Obesidad 2-90.8 20g11.2-g12
CPE Obesidad 8-32 4928
LEP Obesidad 6-10.5 7-932
LEPR obesidad, diabetes 4-46.7 1-p31
TUB Obesidad 7-51.45 11p15.4-p15.5
UCP1 balance energético 8-37 4931
UCP2 balance energético 7-50 11913
UCP3 balance energético 7-50 11913
MC3R | comportamiento alimenticio 2-100 20913
MC4R | comportamiento alimenticio 1 or 18 (hipotetizado) 18921.3-g22
POMC | obesidad (niveles de leptina ?) 12-4 2p23.2
NPYR5 | regulacion del apetito 8-33 4931-932
MSTN crecimiento muasculo esquelético 1 or 2 (hipotetizado) 2032.1
CCKAR | Saciedad 5-34.0 4p15.1
PPAR-y | diferenciacion de los adipocitos 6-53.0 3p25
ADRB3 | diferenciacién de los adipocitos 8-10 8pll.1-p12

Abreviaciones: ASIP, proteina de sefializacion aguti; CPE, carboxipeptidasa E; LEP, leptina; LEPR, receptor
de la leptina; TUB, tubby; UCP, proteina desacopladota; MCR, receptor de la melanocortina; POMC, pro-
opiomelanocortina; NPYR, receptor del neuropéptido Y; MSTN, miostatina (también llamado factor 8 de la
diferenciacion); CCKAR, receptor de la colecistoquinina A; TNFA, factor tumor necrosis tumoral alfa; PPAR-y,
receptor- y del activador de la proliferacion de peroxisomas; ADRB3, receptor beta-3-adrenérgico.
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SINDROME MATABOLICO

a) Caracteristicas

El SM es una patologia constituida por la asociacion de un grupo de
anormalidades metabolicas que pueden conllevar al desarrollo de DMIND y enfermedad
cardiovascular. Una gran diversidad de estudios tanto en animales como en humanos
sefialan que el SM es el resultado de la interaccién de diversos factores aterogénicos,
genéticos y ambientales, y que si bien, la manifestacidén de resistencia a la insulina (RI) es
una de sus caracteristicas principales, en el curso de su evolucion también puede
desarrollarse obesidad central, hiperinsulinemia, deterioro de la tolerancia a la glucosa y
de la glucemia basal, dislipidemia, hipertension, microalbuminuria, hipofibrindlisis,
inflamacion, aterosclerosis y otras alteraciones asociadas a la Rl que no son incluidas
dentro de los criterios de diagnéstico del SM (59, 99). La presencia simultanea de varias
de estas anomalias en un mismo individuo, especificamente de obesidad, dislipidemia e
hipertensién, inicialmente fue descrita en humanos en la década de los sesenta y setenta
(100, 101), aunque en ese entonces no se postuld ningdn mecanismo fisiopatologico
comun para explicar su coexistencia. Reaven (102) observo que este sindrome podia
afectar tanto a individuos obesos como delgados y denominé a la presencia simultanea de
estas alteraciones metabdlicas sindrome X, sugiriendo que la Rl podria ser el factor
comun de su desarrollo. Por otra parte, Meigs et al., (103) en un estudio de seguimiento
realizado en pacientes con SM hipertensos, demostraron que la hipertension se
desarrollaba independiente del estado de hiperinsulinemia, observaciones que
posteriormente fueron corroboradas por Hanley et al., (104). De los hallazgos de estos
dos estudios se dedujo que la Rl es la responsable de varias pero no de todas las
anomalias observadas en el SM. Sin embargo, el papel fisiopatolégico de la Rl en el SM y
el de los trastornos metabdlicos que predisponen a la presencia de enfermedad
cardiovascular aun es incierto (Fig. 3).

Se ha establecido que la prevalencia de SM en adultos entre los 20-29 afios es del
7% pero esta tasa se incrementa marcadamente con la edad, siendo del 30% en sujetos
de 50 afios y superior al 40% en aquellos de 60 o mas afos, sobre todo entre los
mexicoamericanos, disminuyendo progresivamente en otros grupos étnicos (105).

Actualmente, se sabe que tanto la obesidad, la DMIND y el SM son enfermedades
multifactoriales de considerable heterogenicidad, pero mientras que los criterios
diagndsticos estan muy bien definidos en las dos primeras enfermedades, no son claros

en el caso del SM.
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b) Etiopatogenia del SM

Las anormalidades tanto en el metabolismo de los carbohidratos como de los
lipidos son frecuentes en pacientes con SM (106, 107) habiéndose propuesto la
hiperinsulinemia secundaria a la Rl, como nexo de union entre la obesidad, la hipertension
y la intolerancia a la glucosa (108). Hace algunos afos se comprobé que la administracion
de insulina puede inducir vasodilatacion en el masculo esquelético (109) mediada por
Oxido nitrico (110, 111), accién que disminuye la resistencia vascular periférica sistémica
y por ende la hipertension (112). A partir de este hallazgo se ha planteado que otros
mecanismos patogénicos podrian estar involucrados en el origen de las anomalias
observadas durante el desarrollo del SM. Por ejemplo, en sujetos normales, se ha
observado que bruscos incrementos de la insulina plasmatica aumentan el tono del
sistema nervioso simpatico induciendo hipertension (113). Otros estudios, también
sugieren que tanto los procesos de inmunidad como de respuesta inflamatoria juegan un
papel fundamental en el desarrollo de la Rl y son factores que permiten predecir el
desarrollo de DMIND. Con base en estas evidencias, se ha propuesto que la Rl y otras
alteraciones observadas durante el desarrollo del SM podrian tener una etiologia comun
(99, 108, 114). Aalgunas investigaciones sobre la activacion de los procesos de
inmunidad innata han permitido entender parte de los posibles mecanismos
fisiopatoldgicos involucrados en el origen de la Rl y la dislipidemia observadas durante el
desarrollo del SM. A traves de los estudios en modelos animales se ha establecido que la
activacion de los procesos de inmunidad innata puede conllevar a modificaciones en las
lipoproteinas, enzimas, proteinas transportadoras y receptores con el resultado de una
mayor produccion de particulas aterogénicas (115). En estas circunstancias se ha
comprobado que el perfil lipidico tanto en los humanos como en modelos animales es
muy similar al observado en el curso del SM, ya que se caracteriza por un aumento en la
produccion hepética de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), menor aclaramiento
de las mismas, incremento de la proporcion de lipoproteinas de baja densidad (LDL) y una
reducciébn de las concentraciones de colesterol-HDL (116). Otros estudios han
demostrado que los procesos inflamatorios cronicos subclinicos puede formar parte del
SM (117); sin embargo, la determinacion de la actividad inflamatoria no se considera
necesaria en la actualidad para su diagndstico ni para la valoracién prondstica del mismo,
a pesar de que se admite que los marcadores inflamatorios son predictores confiables de
la progresién del SM a DMIND y de enfermedad cardiovascular arterioesclerdtica (114,
118, 119). Recientemente, también se ha propuesto que diversos factores genéticos
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también pueden contribuir al desarrollo del SM. En este sentido, hace algunos afios se
plante6 la hipo6tesis del genotipo econdmico implicando a la seleccién evolutiva de
diversos genes metabdlicos en el desarrollo del SM, los cuales se ha sugerido que
podrian activarse en un ambiente de inactividad fisica y dieta excesiva. A este respecto,
estudios generacionales en humanos han demostrado una base genética compleja comun
relacionada con los componentes del SM, aunque auln se esta muy lejos de conseguir la

determinacion del perfil genético que predispone al desarrollo del SM.

¢) Relacidon del SM con la obesidad vy la dislipidemia

Pouliot et al., (120) han sefialado a la obesidad visceral como una de las causas
del SM. Aunque la obesidad es un poderoso factor de riesgo para el desarrollo de DMIND
asi como de enfermedad cardiovascular existe gran heterogenicidad en la relacion entre
el grado de obesidad y las anormalidades metabdlicas y cardiovasculares (121). Algunos
estudios han demostrado que una significativa minoria de obesos, no desarrollan Rl y sin
embargo ésta anomalia puede estar presente en sujetos delgados (102). Hoy se sabe que
los factores genéticos y medio ambientales pueden tener un impacto decisivo en la
induccion de las alteraciones metabolicas que conllevan al desarrollo de la obesidad.
Asimismo, muchos estudios se han enfocado a la identificacion de algunos aspectos de la
adipogénesis que mejor permitan establecer los factores causales involucrados en el
desarrollo SM. A este respecto, el indice de masa corporal (IMC) ha sido el método mas
utilizado para determinar la obesidad total, no obstante que se considera que ésta juega
un papel secundario detras de la obesidad abdominal en el desarrollo de alteraciones
metabdlicas del SM. Los investigadores que han estudiado tanto de la obesidad total
(IMC) como la obesidad abdominal (relacién de los perimetros de la cintura y de la
cadera), han encontrado que ambos tipos de obesidad se relacionan directamente con el
riesgo de enfermedad cardiovascular y el desarrollo de DMIND (122, 123, 124, 125, 126).
Estudios mas recientes han demostrado que la obesidad abdominal también puede estar
relacionada con el incremento de la glucemia basal y el desarrollo insulino resistencia en
los tejidos periféricos (124). No esta claro si determinaciones mas precisas de la grasa
corporal total, de la masa de grasa central, de la magnitud del tejido adiposo subcutaneo
abdominal o del tejido adiposo visceral abdominal, por métodos mas sofisticados como la
tomografia computarizada o la resonancia magnética pueden aportar una informacion
mucho mas exacta en relacion con las complicaciones metabdlicas de la obesidad.

Se ha establecido que el tejido adiposo ademas de ser la fuente principal de

acidos grasos libres (AGL) también es un 6rgano secretor muy activo que elabora varias
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moléculas que pueden ser utilizadas como biomarcadores de la actividad de este tejido
(127) e. g., las adipocitocinas, entre las que se encuentran la leptina, la adiponectina y la
recientemente identificada resistina; asi como varios mediadores inflamatorios como es el
caso del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y la interleucina 6 (IL-6), y algunos
promotores de trombosis, como el inhibidor principal del activador del plasminogeno (PAI-
1). Actualmente, se sabe que varias de estas moléculas pueden favorecer el desarrollo de
muchas de las alteraciones que caracterizan al SM, pues algunas de ellas tienen efectos
aterogénicos directos. Por ejemplo, en condiciones fisiologicas la concentracién
plasmética la leptina esta directamente relacionada con la cantidad de tejido adiposo,
aumenta en la obesidad asi como en los estados de RI. El incremento de esta hormona
también deprime el apetito e incrementa el gasto energético. Un defecto de leptina o bien
una resistencia de su efecto a nivel de sus receptores produce hiperfagia y disminucién
del gasto energético, lo que conlleva al desarrollo de obesidad. Las evidencias actuales
indican que la leptina también interfiere en la utilizacién de la glucosa a nivel del masculo
esquelético predisponiendo al desarrollo de RI. Sobre la presiébn sanguinea, tiene un
efecto equilibrado pues por una parte tiende a aumentarla a través del incremento de la
actividad simpética y por otro a disminuirla por la liberacion de 6xido nitrico local. Por el
contrario, los niveles plasméticos de adiponectina se encuentran reducidos en la obesidad
y en la DMIND, ademds estan inversamente relacionados con la RI. Otras evidencias
tanto en humanos como en animales de experimentacion sugieren que la adiponectina
puede tener efectos antiarterioescleréticos dado que los niveles de esta adipocitocina son
mas bajos en hipertensos que en normotensos, y en hipertensos con Rl que en los
sensibles. Por otra parte, el aumento de resistina se ha relacionado con la presencia de
Rl y se considerada que esta adipocitocina es uno de los nexos de unién principales
entre el SM y los procesos arterioescleréticos por su capacidad de promover y activar
elementos claves involucrados en el dafio vascular. Por lo tanto, se ha estimado que a
mayor grado de disfuncién de los receptores de la resistina es probable observar mayores
niveles de leptina circulante.

La dislipidemia constituye uno de los hallazgos cominmente observados en el SM
y se caracteriza por una elevaciéon de la concentracion de triglicéridos (TG) asi como por
niveles bajos de colesterol-HDL (128, 129). Sin embargo los niveles plasmaticos de
colesterol-LDL, pueden ser normales, aunque una caracteristica frecuente es que las
particulas LDL suelen ser mas pequefias y mas densas, alteraciones que se han
relacionado con un mayor riesgo de enfermedad cardiovascular. La etiopatogenia de este
perfil lipidico no es clara. No obstante, hoy se sabe que uno de los principales factores
que contribuye al desarrollo de hipertrigliceridemia y RI es el incremento de los AGL. Es
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importante sefialar que en condiciones normales la insulina actia como un factor
antilipolitico en el tejido adiposo (130); sin embargo, también estimula la lipdlisis de las
lipoproteinas de muy baja densidad ricas en TG (VLDL) mediante la activacion de la
lipoprotein lipasa plasmética (LPLP). El desarrollo de RI disminuye la actividad de la LPLP
pero también aumenta la degradacion de los TG almacenados en el tejido adiposo que
son liberados por la accion de enzimas lipasas sensibles a hormonas, lo cual se traduce
en una mayor circulacion de AGL. El incremento de AGL a manera de un circulo vicioso
inhibe los efectos antilipoliticos de la insulina y conlleva a lipdlisis adicionales. Esta ultima
alteracion es especialmente importante puesto que los AGL compiten con la glucosa
durante el metabolismo, ademas también existen indicios de que los niveles elevados de
AGL podrian ser téxicos para el pancreas (131). Recientemente, se ha sefialado que la
reduccién de los receptores insulinicos en los adipocitos abdominales podria ser la causa
de que este tejido sea mas sensible a las hormonas lipoliticas, dando lugar a un aumento
de la liberacién de AGL en la circulacién sistémica y portal. Asimismo, se ha establecido
que el mayor aporte al higado tanto de AGL como de glucosa, conlleva a una mayor
sintesis hepatica de apolipoproteinas B (apo-B) que contienen VLDL ricas en TG y a un
incremento de la sintesis de TG hepéaticos (132). En higado se han observado algunas
discrepancias en los efectos metabdlicos de los AGL sobre la insulina estimulada por la
glucosa y el metabolismo lipidico. Mientras los AGL incrementan la produccion hepética
de glucosa y disminuyen la inhibicién de la glucosa producida por la insulina (133), la
lipogénesis, una via relacionada tanto con los efectos activadores de los AG y la insulina
en respuesta a los esteroles ligados a proteinas 1c continda (134). Otra alteracion
importante en el SM es la reduccion del colesterol-HDL. Este descenso es consecuencia
de los cambios en la composicion y el metabolismo del colesterol-HDL. En presencia de
hipertrigliceridemia o cuando existe un aumento de particulas ricas en TG disminuye el
contenido de esteres de colesterol (EC) en las HDL. Los TG, pero no los EC, son sustrato
de la accion de la LPLP y de la lipasa hepéatica, por lo que se forman mas particulas de
TG pequefas y densas, una funcibn que en parte es realizada por la proteina de
transferencia de esteres de colesterol (135). Este cambio en la composicion de las HDL
también origina un incremento del aclaramiento de estas lipoproteinas (136). La relacion
de estos cambios en las HDL con la Rl es probablemente indirecta incrementandose con
los cambios en el metabolismo de las VLDL ricas en TG. Ademas de las HDL, la
composicion de las LDL también es modificada por una via similar (137, 138). Estos
cambios en la composicion de las LDL son atribuidos a la reduccion relativa del colesterol
no esterificado, el colesterol esterificado y los fosfolipidos con ningin cambio o un

incremento de las LDL ricas en TG (139, 140). Los niveles de colesterol-HDL estan a
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menudo también bajos en pacientes con SM que presentan niveles de TG normales, lo
gue sugiere la existencia de otros mecanismos involucrados en la reduccién del
colesterol-HDL. Una posibilidad es que los pacientes con concentraciones basales de TG
normales, sufran intolerancia a las dietas ricas en grasa. Esa respuesta postprandial
anormal incrementa la proteina de transferencia de esteres de colesterol mediada por los
picos lipidicos postprandiales. EI aumento del flujo de lipidos al higado en tales
circunstancias, reduce la sintesis de apolipoproteina Al (Apo Al). En otros estudios se ha
comprobado que la hipertrigliceridemia y los niveles reducidos de colesterol-HDL estan
relacionados con un mayor riesgo de enfermedad coronaria (141, 142, 143). Algunos
individuos con hipertrigliceridemia, aln sin criterios diagnésticos de SM, suelen mostrar
niveles bajos de colesterol-HDL y particulas LDL mas pequefias y densas. Un conjunto de
factores genéticos y medioambientales han sido relacionados con los niveles de TG y de
colesterol-HDL en algunas personas. Por ejemplo, los fumadores, los pacientes obesos y
sedentarios, suelen presentar niveles bajos de colesterol-HDL (144, 145). Por otra parte,
variantes genéticas de la LP, de la lipasa hepatica, de la proteina de transferencia de
esteres de colesterol o bien de los receptores activados por proliferadores de peroxisomas
alfa (PPAR-a) se han relacionado con los niveles de colesterol-HDL y de TG (146, 147,
148, 149, 150) contribuyendo al desarrollo del SM. Asimismo, una gran variedad de
condiciones metabdlicas puede contribuir al perfil lipidico caracteristico del SM (99, 102).
Por otra parte, debe considerarse, que incluso en condiciones normales, los niveles de
colesterol-HDL apenas se modifican con el ayuno pero los niveles de TG se elevan
considerablemente después de la ingesta y pueden permanecer por arriba de su nivel
basal hasta doce horas mas tarde del consumo abundante de comida o de una dieta rica
en grasas. La insulina también actla a través de la lipasa hepética cuyo déficit interfiere
en el aclaramiento plasmatico de las particulas remanentes de metabolismos anteriores
(quilomicrones, los TG de las moléculas de VLDL, IDL) para dar lugar a LDL asi como en
el aclaramiento de las HDL2 ricas en Apo E. Por el contrario, la lipasa endotelial acelera el
catabolismo del colesterol-HDL. En consecuencia, en situaciones de RI aumentan los
niveles plasmaticos de AGL, TG y LDL a la vez que disminuyen los de colesterol-HDL.

Por otra parte, tanto el tejido adiposo intraabdominal como la grasa subcutanea,
estan inervados por el sistema nervioso parasimpatico, a través de vias nerviosas que se
originan en diferentes puntos del SNC, y presumiblemente con diferentes grados de
estimulacion. El aumento de la actividad parasimpatica como ocurre durante el suefio,
aumenta la sensibilidad a la insulina y promueve la sintesis y el depoésito de AGL,
mientras que la reduccion de tono parasimpatico, como se observa en el caso de los

obesos e individuos con DMIND, promueve la lipdlisis con liberacion de AGL. El
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incremento de estos AGL en el plasma estimula las vias proinflamatorias y aterogénicas
favoreciendo el desarrollo de arterioesclerosis, enfermedad vascular y neuropatia (151).
En los estudios de RI en personas con obesidad y/o DMIND (152), asi como en los
hijos de pacientes con DMIND (153) se ha identificado un defecto en la fosforilacion
oxidativa de las mitocondrias que esta relacionado con la acumulacién de TG vy lipidos
musculares. Ademas, en modelos animales de obesidad, se ha establecido que otros
organelos subcelulares podrian estar involucrados, particularmente el reticulo

endoplasmico (154).

d) Relacion del SM con la resistencia a la insulina.

Aunque la determinacién de insulinemia y del estado de Rl no se realizan
rutinariamente en la practica clinica; varios estudios han demostrado que la
hiperinsulinemia tanto en ayunas como los picos postprandiales en individuos no
diabéticos se relacionan con un mayor riesgo de enfermedad cardiovascular y un aumento
de la incidencia del desarrollo de DMIND (155, 156, 157, 158, 159). Por esta raz6n, en
algunos estudios médicos se ha planteado la conveniencia de incorporar la determinacion
de la resistencia o de la sensibilidad a la insulina a la practica clinica diaria. Muchos
investigadores han sugerido que la RI podria ser la responsable del desarrollo de las
anomalias observadas en el curso del SM consideradas factores de riesgo de enfermedad
cardiovascular. De hecho en diversos estudios clinicos se ha observado que el grado de
RI predice el desarrollo de arterioesclerosis y la incidencia de dafios cardiovasculares en
el SM de forma mas precisa que otros factores de riesgo, incluso que la glucemia basal o
el perfil lipidico (160).

Tanto en los animales como en los humanos con DMIND la RI involucra la
reduccién de la sensibilidad a la accion de esta hormona por sus principales células
blanco: el musculo esquelético, los adipocitos y el higado. El efecto fisiolégico de la
insulina esta por lo tanto disminuido, lo que se traduce en una deficiente utilizacion de la
glucosa, alteracion que es compensada por un aumento de la sintesis y secrecion de la
insulina por parte de las células p-pancreaticas (hiperinsulinismo). En el SM los efectos de
la RI sobre el metabolismo de la glucosa incluyen deficiencias en la capacidad de la
insulina para suprimir la produccién de glucosa hepdtica, asi como defectos en la
captacién y el metabolismo de la glucosa en los tejidos sensibles a la insulina. La relacién
entre el deterioro de la glucosa basal o el deterioro de la tolerancia a la glucosa y la Rl ha
sido establecida en estudios realizados en humanos, primates no humanos y roedores.

Para compensar los defectos en la accion de la insulina y sostener un estado
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normoglucémico puede modificarse la secrecion de insulina y/o su aclaramiento. Si esta
compensacion falla, predominan los defectos en la secrecion de la insulina. La Rl en las
células de los islotes pancreéticos es un indicio de que las sefales que generan la
secrecion de insulina dependiente de glucosa han sido modificadas y que el exceso de
AG sea el factor causal mas probable. Sin embargo, los AGL pueden estimular la
secrecion de insulina, incrementando y prolongando la exposicién prolongada a altas
concentraciones de esta hormona originando trastornos en su secrecion (161). El
mecanismo de esta alteracion ha sido atribuido a lipotoxicidad aunque se han sefialado
otras vias potenciales (162, 163). En los tejidos sensibles a la insulina, el exceso de AG
induce RI. En el musculo, los AG pueden deteriorar la activaciéon de la proteina cinasa C-A
y la proteina cinasa C-¢ (164). Por otro lado, la generacion de un exceso de acil CoAs o
acil-CoA derivadas como ceramidas puede reducir la activacion de Akt-1 (165). La insulina
también puede regular su propia secrecion. Asimismo, se ha observado que cuando los
receptores de la insulina son eliminados en el muasculo esquelético no se desarrolla
hiperglucemia (166); sin embargo, el knockout de los receptores de la insulina en células
especificas conduce a intolerancia a la glucosa y DMIND (167). En las personas con
predisposicion genética al desarrollo de DMIND, el estrés ambiental de la Rl sobre la
funcion celular causa intolerancia a la glucosa y alto riesgo de DMIND. En el higado de
ratas alimentadas con dietas altas en grasas, la Rl ha sido atribuida a defectos a nivel
postreceptor (168). La reduccion de la actividad parasimpatica, como se observa en el
caso de los obesos e individuos con DMIND, aumenta la Rl en el masculo esquelético y
en el higado y promueve la lipdlisis con liberacion de AGL. En los humanos se ha
estimado que la RI puede preceder 2-3 décadas al desarrollo de DMIND franca. Sin
embargo, su inicio suele ser paralelo al de la arterioesclerosis (131). La Rl también puede
desarrollarse como consecuencia de un exceso de calcio intracelular, o concentracion
intracelular de magnesio disminuida, defecto del aprovechamiento de la glucosa por el
musculo esquelético debido a mala perfusion del mismo, incremento de la actividad
simpatica o sobrepeso (169). La RI después de una sobrecarga de glucosa se
correlaciona mas estrechamente que el hiperinsulinismo con niveles altos de TG y bajos
de colesterol-HDL (170). Algunos estudios han establecido que la RI periférica se traduce
en las siguientes anomalias del metabolismo lipidico (129): a) Incremento de los niveles
plasmaticos de AGL. b) Aumento de la sintesis hepatica de TG ligados a las VLDL. c)
Disminucién de la produccion de LPL muscular, lo cual inhibe la presencia de LPLP, con
lo que se reduce el aclaramiento plasmatico de las VLDL y aumentan los niveles de TG.
d) Incremento de la actividad de la lipasa hepética, por mayor aporte de glucosa y AGL al
higado. e) Aumento de la sintesis de las LDL. f) Disminucién de la formacién de HDL.
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Fig. 3. Esquema descriptivo de los mecanismos fisiopatogénicos del SM.

EFECTO DEL EJERCICIO, LA DIETAY LA METFORMINA EN EL SM

Es conocido que la modificacién del estilo de vida, una adecuada estrategia para

reducir el peso y algunos farmacos pueden reducir el riesgo de la presencia de varios de
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los trastornos observados en el SM (171). Ademéas de que también suelen mejorar los
dafios de los ya establecidos, disminuyendo la posibilidad de la progresion del SM a
DMIND (172, 173). La actividad fisica regular y sostenida suele mejorar todas las
alteraciones del SM (174, 175). Ademas, la combinacion de reduccion del peso y ejercicio
también disminuye la incidencia de DMIND en pacientes con intolerancia a la glucosa
(159).

Existe un acuerdo general de que las personas con SM deberian sujetarse a un
grupo de principios dietético: baja ingesta de grasas saturadas, grasas trans y colesterol,
reducir el consumo de carbohidratos simples e incrementar la ingesta de frutas, vegetales
y semillas enteras (176). Sin embargo, existe controversia sobre las cantidades relativas
de carbohidratos y grasas insaturadas. Algunos investigadores estan a favor de una
menor ingesta de grasa, mientras que otros recomiendan dietas altas en grasa (177). Las
dietas bajas en grasas han sido empleadas para promover una reduccion del peso (178),
mientras que la ingesta de una mayor cantidad de grasa monoinsaturada disminuye la
glucemia postprandial, reduce los TG séricos e incrementa las concentraciones de
colesterol- HDL (177). Por otra parte, los antecedentes farmacolégicos de individuos con
SM y/o DMIND que fueron tratados con dosis terapéuticas de metformina (un
antihiperglucemiante del grupo de la biguanidas) indican que este farmaco puede
estimular el incremento de los receptores insulinicos, mejorando con ello
significativamente la accion de la insulina enddgena, la insulinemia, la resistencia a la
accion de la insulina, asi como la captacion y utilizacion periférica de la glucosa (179, 180,
181, 182, 183, 184, 185).

IV. HIPOTESIS

Se espera que los ratones con OLEH presenten uno o varios de los signos
relacionados con la resistencia a insulina, tales como dislipidemia, intolerancia a la
glucosa e hiperinsulinemia postprandial. Asimismo, que las alteraciones en la tolerancia a
la glucosa, los niveles de triacilgliceroles, colesterol total y transaminasas estén asociadas
con el desarrollo de obesidad, lipomas y EH en los ratones silvestres introducidos al
cautiverio. Ademas, que la restriccion de la dieta y el tratamiento con metformina

normalicen los parametros alterados en los ratones OLEH.
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V. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar algunos parametros bioquimicos en el raton de los volcanes (Neotomodon
alstoni alstoni) OLEH, con la finalidad de establecer si este roedor pueden ser un modelo

adecuado para el estudio del sindrome metabdlico.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Establecer algunos de los parametros indicativos del sindrome metabdélico en ratones
OLEH a través de la cuantificacion de la glucemia basal, los niveles plasmaticos de
triacilgliceroles y colesterol total, asi como de la tolerancia a la glucosa, la insulina
postprandial, el peso corporal, el indice Lee, el consumo de alimento y la presencia de
EH.

2. Determinar a través del seguimiento durante 14 meses, el tiempo en el cual los
ratones silvestres de esta especie introducidos al cautiverio desarrollan obesidad y

lipomatosis, y correlacionar el grado de esteatosis hepatica con el tamafio de los lipomas.

3. Precisar a través del seguimiento durante 14 meses, si en los ratones silvestres
introducidos al cautiverio existe una asociacion entre la obesidad, los lipomas y la EH con
la glucemia basal, los niveles plasméaticos de triacilgliceroles, el colesterol total, las

transaminasas, el peso corporal y el indice Lee.

4. Establecer en los ratones OLEH el efecto de la reduccion del peso corporal y del indice
Lee, por medio de la restriccion en el consumo de alimento, sobre la glucemia basal, los
niveles plasmaticos de triacilgliceroles, el colesterol total, la tolerancia a la glucosa y la

insulina postprandial.

5. Determinar si la intolerancia a la glucosa desarrollada por los ratones OLEH es debida

a la presencia de resistencia a la insulina.
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VI. MATERIAL Y METODOS

Experimento No. 1 Experimento No. 2 Experimento No. 3
CUANTIFICACION DE PARAMETROS

SANGUINEOS INDICATIVOS DE SM RATONES SILVESTRES EN
N RATON CAUTIVERIO Y ALTERACIONES

20 RATONES SILVESTRES
300-350 DIAS DE EDAD

300-350 DIAS DE EDAD

(10 MACHOS /10 HEMBRAS)

TEMPERATURA/18-23°C
HUMEDAD/50-60%
FOTOPERIODO 12 h LUZ

C) TG Y COT PLASMATICOS:
D) TRANSAMINASAS / 6 MESES/
ESPECTROFOTOMETRIA/
REACTIVO BECKMAN DRI-START
1ll) DX. DE LIPOMAS

Ill) PARAMETROS BIOQUIMICOS

CUANTIFICADOS POR DUPLICADO

A) GLUCEMIA BASAL:

-AYUNO DE 21 h -PESADO Y PALPACION SEMANAL/
14 MESES

- ANALISIS POR GOTA DE SANGRE TOTAL/

CAPILARES HEPARINIZADOS DEL SENO
RETRORBITAL

-METODO GLUCOSA OXDASA/TIRAS
REACTIVAS PARA GLUCOMETRO

B) PTG DE 120 min

-GLUCEMIA A LOS 30, 60, 90 Y 120 min

-AREA BAJO LA CURVA DE TOLERANCIA A LA
GLUCOSA

5 MACHOS /5 HEMBRAS

-AYUNO DE 21 h
A) GLUCEMIA BASAL
B) PTG DE 120 min

Experimento No. 4
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Experimento No.1. Cuantificacion de pardmetros sanguineos indicativos de SM en ratones
OLEH.

Animales: se utilizaron ratones de los volcanes que tenian un rango de edad de
300 a 350 dias; los cuales se agruparon de la siguiente forma: el Grupo | estuvo integrado
por ratones adultos nacidos en cautiverio que expresan el fenotipo obeso y el desarrollo
de lipomas y esteatosis hepatica (OLEH); el Grupo Il por ratones silvestres adultos recién
capturados, cuya edad fue determinada en base a sus caracteristicas fenotipicas,
siguiendo los criterios de Martin y Alvarez (186) y Granados y Ramirez (187). En cada
uno de estos Grupos se incluyeron 10 machos y 10 hembras.

Los ratones OLEH fueron obtenidos de una colonia de esta especie establecida en
el Bioterio de la Facultad de Ciencias, UNAM, que se mantuvo bajo un rango de
temperatura de 18 a 23 ° C, humedad ambiental (50 a 60 % de humedad relativa) y un
fotoperiodo de 12 horas-luz. Los ratones fueron alimentados ad libitum con una dieta
comercial para roedores, Rodent Lab Chow 5001, Tradico, Inc., cuya composicién se

muestra a continuacion, y agua.

Proteina cruda, MinimoO .....coouieieeee e 23.0%
Grasa cruda, MINIMO ........iiiiei e e e e e e e e e e e e e eeees 45 %
Fibra cruda, MAXIMO ......cooevveiiiiiie e 6.0 %
CeNIZAS, MAXIMO ..oevveiiiiii e e e e e e et e e e e e s eeseat e e e eaaeeesanes 8.0%
Minerales anadidOS, MAXIMO ..........oeeiieeiiieieeee e e 25 %
O USSR 56.0 %
TN L D 79.76 %
E.D. (KCAIG) weeeeiieeiiiiieee et 3.50
E.M. (KCAIG) ettt 2.90

Los ratones silvestres fueron capturados en una zona de la Sierra del Volcan
Ajusco, ubicada entre los kilometros 48 y 51 de la Carretera Federal México-Cuernavaca.
Esta zona tiene un rango altitudinal de 2440 a 4500 m s n m. Para las capturas se
emplearon 50 trampas Sherman para roedores pequefios (27 x 10 x 7 cm), usando como

cebo hojuelas de avena.

Determinacion de la glucemia basal y prueba de tolerancia a la glucosa (PTG).

Después de un periodo de ayuno de 21 h los ratones de ambos grupos fueron
anestesiados con éter etilico para obtener muestras sanguineas del seno retrorbital

(aprox. 40ul) en tubos capilares con heparina, y cuantificar la glucemia basal. Enseguida a
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cada uno de estos animales se les administré una solucion de glucosa al 50% a una dosis
de 2.5g/Kg de peso corporal por via intraperitoneal y a los 30, 60, 90 y 120 minutos
siguientes se les extrajeron nuevamente muestras sanguineas por la misma via para
determinar su curva de tolerancia a la glucosa. La cuantificacion de la glucosa se realizo
por duplicado empleando una gota de sangre total obtenida del seno retrorbital y a través
del método glucosa oxidasa con tiras reactivas para glucometro One Touch (LifeScan,
Johnson and Johnson, Co. California, U.S.A.). En ambos grupos de ratones la capacidad
de depuracién de glucosa se establecio determinando el area bajo la curva de tolerancia a
la glucosa de cada animal, la cual fue calculada como la integral de la curva de glucemia
cuantificada a los 0, 30, 60 y 120 minutos de la PTG empleando el programa OriginPro

version 7.0 y la siguiente formula:

k-1
2. (ti+1-ti)x[Gi+1+Gi -GO]
i=1 2

ti = tiempo (min) del muestreo sanguineo; i = 1...K

GO = valor de la glucemia inicial
Gi = glucemia promedio (mg/dL) en ti
K = nimero de muestras sanguineas

Niveles plasmaticos de insulina

En todos los ratones de ambos grupos a los 30 y 60 minutos de su PTG se
tomaron muestras de sangre por la via del seno retrorbital, las cuales fueron colectadas
en capilares heparinizados que se centrifugaron a 3500 rpm durante 5 minutos. Después
de la centrifugaciéon se obtuvieron por duplicado muestras de 200ul de plasma, e
inmediatamente se almacenaron a -40°C. Antes de realizar las determinaciones el plasma
se descongel6 a temperatura ambiente. Los niveles plasméticos de insulina fueron
cuantificados por radioinmunoandlisis empleando un juego de reactivos Coat-A-Count
Insulin (Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, CA, U.S.A.) siguiendo los

procedimientos descritos previamente para este método (188, 189, 190).
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Determinacion de la concentracion plasmética de triacilgliceridos (TG) y colesterol total
(CoT)

La cuantificacion de TG y COT se realiz6 por duplicado a través del método
enzimético-colorimétrico empleando 500ul de reactivo CHOD-PAP de Human Gesellchaft
Fur Biochemika und Diagnostika (mbh, Germany) mas 5ul de plasma, se incubdé a

temperatura ambiente durante 10 min y se ley6 la absorbancia a 500 nm.

Presencia de obesidad e hiperfagia (Ganancia de peso corporal, indice Lee y consumo
de alimento)

El peso y el indice Lee, dos parametros para establecer la presencia de obesidad
en roedores (191, 192, 193) fueron determinados en los ratones de ambos grupos antes
de someterlos a un periodo de ayuno de 21 h. Los ratones fueron pesados utilizando una
balanza de triple brazo con platilllo-paleta (OHAUS). Una vez pesados, fueron
anestesiados con éter etilico, enseguida se cuantifico la longitud naso anal de los ratones
de ambos grupos y se determiné el indice Lee mediante el empleo de la siguiente férmula

propuesta por White et al., (193):

Indice Lee= *+ Peso corporal / Longitud naso anal X 10*

Peso corporal (g)

Longitud naso anal (mm)

Con la finalidad de establecer si los ratones OLEH en comparacion con los
silvestres exhiben hiperfagia. Antes de cuantificar los parametros los ratones de ambos
grupos (10 machos y 10 hembras en cada grupo) fueron alojados individualmente durante
5 semanas en jaulas experimentales y a cada animal se le proporcionaron 20 g de
dieta/dia (Rodent Lab Chow 5001); al siguiente dia el sobrante de la dieta no consumida
fue pesado para determinar en base a la diferencia entre la dieta proporcionada y la

sobrante el consumo de alimento diario.

Experimento No.2. Desarrollo de OLEH en ratones silvestres introducidos al cautiverio y

pardmetros bioquimicos alterados durante 14 meses de seguimiento.

En esta parte 20 ratones silvestres (10 machos y 10 hembras) recién capturados
se mantuvieron en condiciones ambientales de cautiverio similares a las mencionadas en

el primer experimento de este estudio. Cada semana los ratones fueron pesados y
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examinados para establecer por palpacion la presencia de lipomas, y mensualmente
durante 14 meses consecutivos todos los animales fueron pesados antes y después de
someterlos a un periodo de ayuno de 16 h; bajo esta condicién se obtuvieron muestras
sanguineas en los 20 ratones y se determinaron por los procedimientos ya descritos las
alteraciones que exhibian en la glucemia basal y los niveles plasméticos de
triacilgliceridos y colesterol total. Asimismo, con el objeto de establecer la presencia de
dafo hepético Unicamente durante un periodo de 6 meses fueron evaluadas las
transaminasas ALT (alanina aminotransferasa) y AST (aspartato aminotransferasa). La
concentracion plasmatica de ambas enzimas se determind por espectrofotometria
utilizando el método de Reitman y Frankel (194), para lo cual se emplearon 500 pl de
reactivo Beckman Dri-Stat (Beckman Instruments Inc. California, E.U.A.) mas 10 ul de
plasma, a una incubacién de 28°C durante 8 min y determinando la pendiente en la parte
inicial y final de la curva. Con la finalidad de corroborar la presencia o ausencia de EH. Al
término de los 14 meses en todos los ratones a través hepatectomia parcial se disec6 un
fragmento del I6bulo hepatico lateral izquierdo, el cual fue fijado en formalina neutra al
10% y procesado por congelacion en cortes de 8 um que fueron tefiidos mediante la
técnica de Sudan IV para su analisis histolégico (195). El tipo de EH se establecié
tomando en cuenta la zona del lobulillo hepético afectada por la infiltracion de vacuolas
lipidicas, el tamafio de éstas y su abundancia. Asimismo, la EH se clasifico en tres grados
distintos en base a un criterio histopatologico cualitativo que consideré el nivel de
vacuolas infiltradas en los hepatocitos, este aspecto se analizé usando el siguiente

cuadro:

Grado Nivel de infiltracion
Leve (1) +
Moderado (I1) ++
Severo (Ill) +++

Experimento No.3. Efecto de la restriccion en el consumo de alimento sobre los

pardmetros alterados en ratones con OLEH.

Cinco ratones machos y 5 hembras con OLEH se mantuvieron individualmente en

jaulas experimentales durante 3 dias, en este periodo estos ratones fueron pesados
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diariamente y alimentados ad libitum (Rodent Lab Chow 5001, Tradico, Inc.). Se cuantificd
el consumo de alimento por dia. A los 3 dias se determinaron el peso corporal y el indice
Lee de estos ratones y se sometieron a un periodo de ayuno por 17 h para cuantificar la
glucemia basal, la concentracion plasmatica de TG y COT. Asimismo, se realizaron PTG y
se establecieron los niveles plasmaticos de insulina a los 30 y 60 minutos de dichas
pruebas. Después de la cuantificacion de estos parametros se les restringio la cantidad de
alimento disponible a un 70% del promedio de alimento consumido durante los primeros
tres dias para lograr una reduccién gradual del peso (el consumo promedio fue 6.55 g
/dia, el 70% de la ingesta correspondi6 a 5 g/dia). Los ratones estuvieron en estas
condiciones hasta que alcanzaron un peso cercano a los 50 g (13-17 dias de restriccion
de la dieta). Aquellos animales que alcanzaron y mantuvieron un peso de 50 g
continuaron con una restriccibn del 70%. Cuando bajaban mas de este peso se les
proporcionaba 126% (9 g) de ese alimento ad libitum hasta que alcanzaban nuevamente
un peso 50 g, después se les volvia a dar sélo 70% del alimento consumido ad libitum.

Al primero y al tercer mes de la restriccion de la dieta se cuantificaron en estos
ratones los mismos parametros que se determinaron antes de la restriccion de la dieta,
excepto que en el primer mes no se establecid la concentracion plasmatica de insulina
durante las PTG.

Determinacion de la presencia o ausencia de lipomas y EH al término de tres meses de

restriccion del consumo de alimento.

La presencia de los lipomas fue valorada a través de la palpacion del tejido
adiposo, y los tumores se clasificaron segun diametro en tres grados de tamafo:
pequefios (< 2 cm), medianos (> 2 y < 3 cm) y grandes (> 3 cm). En todos los ratones a
través hepatectomia parcial se disecé un fragmento del I16bulo hepatico lateral izquierdo,
el cual fue procesado mediante la técnica de Sudan IV antes descrita. Asimismo, una
porcién de este tejido fue fijada por inmersién en formalina amortiguada al 10% vy
embebida en parafina para procesarse en cortes de 5 um que fueron tefiidos con
hematoxilina y eosina (196). La presencia o ausencia de EH después de la restriccion del
consumo de alimento se analiz6 en base a los mismos criterios sefialados en el

Experimento No.2:

Experimento No.4. Vinculacion de intolerancia a la glucosa desarrollada por los ratones

OLEH con la presencia de resistencia a la insulina.
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Considerando el antecedente de que la Rl ha sido vinculada con el desarrollo de
intolerancia a la glucosa en modelos animales con SM y DMIND, y que la metformina
revierte la presencia de la Rl en estos animales, en esta ultima parte del estudio 5 ratones
OLEH de ambos sexos fueron tratados individualmente durante tres meses con
clorhidrato de metformina (Dabex, Merk, S.A. de C.V., México, D.F.) administrada en el
agua de bebida. La concentracion de metformina en el agua de bebida semanalmente fue
ajustada considerando la ingesta de agua y al peso corporal que presentaba cada animal,
de modo que por dia ingiriera una dosis aproximada de 320 mg /Kg de p.c.

Estos animales se mantuvieron en las mismas condiciones ambientales que los ratones
OLEH del experimento No.l. Antes del tratamiento con metformina y después de uno y
tres meses de éste se cuantificaron los siguientes parametros utilizando los mismos
procedimientos del experimento No.1l: la glucemia basal, la glucemia durante las PTG de

120 min. y el nivel plasmatico de insulina a los 30 y 60 min de las PTG.

Andlisis estadistico de los datos

Este se realizO mediante el uso del programa Primer of Biostatistics. En el
experimento No.1 las diferencias existentes en la concentracion de los parametros entre
los ratones de un mismo sexo, pero de diferente grupo, fueron evaluadas mediante
pruebas de t de Student no pareadas. En el experimento No.2 los datos obtenidos de los
pardmetros cuantificados durante 14 meses de seguimiento fueron agrupados en bloques
de 2 meses, y se analizaron mediante pruebas de t Student no pareadas comparando las
variables de ambos sexos de ratones silvestres que desarrollaron lipomas con aquellos
que no los presentaron. En el experimento No.3 y No.4 los valores establecidos en los
pardmetros de los ratones con OLEH fueron evaluados a través de pruebas de t de
Student no pareadas comparandolos con los niveles de los parametros exhibidos por
ratones silvestres de reciente captura y por t de Student para muestras pareadas con los

valores determinados en los mismos ratones OLEH antes de su condicion experimental.
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VII. RESULTADOS

Experimento No. 1. Cuantificacibn de parametros sanguineos indicativos de SM en

ratones con OLEH.

a) Presencia de obesidad e hiperfagia (Ganancia de peso, indice Lee y consumo de

alimento

La Tabla No. 2 muestra que en comparacién con los ratones silvestres, tanto los
JOLEH como las QOLEH exhibieron un incremento estadisticamente significativo del

peso corporal, el indice Lee y el consumo de alimento.

TABLA No. 2
Peso corporal, indice Lee y consumo de alimento en ratones de los volcanes
(Neotomodon alstoni alstoni) OLEH y silvestres.!

Grupos Peso corporal * Indice Lee® Consumo de alimento
9) (9/dia)
3OLEH 77+£3* 226 £ 4 * 8+£0.6*
(10) (10) (10)
QOLEH 74+£3* 213+ 3* 8+06*
(10) (10) (10)
4SILV 42 £1 176 £ 3 5+0.2
(20) (20) (20)
QSILV 42+ 2 173 +£11 6+0.1
(20) (20) (20)

1 .
Los valores se presentan como la media + ES (n).

2 . .
peso corporal de animales sin ayuno.

8 Indice Lee (Indice de obesidad)= raiz cubica del peso corporal (g)/longitud naso anal (mm) X 10*

OLEH= Ratones obesos con lipomas y esteatosis hepatica.
SILV= Ratones silvestres sin obesidad ni lipomas y esteatosis hepética.

* P< 0.05 vs el mismo sexo de animales silvestres.

b) Glucemia basal y perfil glucémico durante la PTG.

En la Gréfica No. 1 puede verse que respecto a los ratones silvestres, tanto los
JOLEH como las QOLEH no presentaron diferencias estadisticas significativas en la
concentracién basal de glucosa. Sin embargo, en comparacién con éstos, los ratones

OLEH machos y hembras mostraron una elevacién estadisticamente significativa de su
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glucosa plasmaética a los 30, 60, 90 y 120 minutos de su PTG. Ademas, contrariamente a
la normoglucemia exhibida por los ratones silvestres a los 120 minutos de su PTG, en los
ratones OLEH el nivel plasmatico de glucosa no retorné a su valor basal después de este
lapso de tiempo y el estado de hiperglucemia mostrado por estos ratones al término de su
PTG fue superior a los 200 mg/dL, Grafica No. 1. Tanto en los machos como en las
hembras OLEH la capacidad de aclaramiento de glucosa fue inferior a la mostrada por los
ratones silvestres, y su area bajo la curva de tolerancia, también present6é un incremento
altamente significativo con respecto de la exhibida por los controles silvestres (OLEH=
33093 + 1451 (n=10) vs &SILV= 2912 + 857 (n= 10) y YOLEH= 22314 + 3000 (n= 10) vs
QSILV=5213 + 1571 (n= 10), los valores representan la media * ES).

GRAFICA No. 1
Curvas de tolerancia a la glucosa en ratones de los volcanes (Neotomodon alstoni alstoni)
OLEH vy silvestres. !

500 -
* * * —e— J'OLEH (10)
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100 -
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1 Los valores se presentan como media + ES (n).
OLEH= Ratones obesos con lipomas y esteatosis hepatica.
SILV= Ratones silvestres sin obesidad ni lipomas y esteatosis hepatica.

*P< 0.05 vs el mismo sexo de animales silvestres.

¢) Concentracion plasmatica de insulina durante los picos de hiperglucemia en la PTG.

Con relacion a la concentracién plasmatica de insulina, en la Tabla No. 3 puede
verse que durante los picos de hiperglucemia presentados entre los 30 y 60 minutos de la

PTG (Gréfica No. 1), los ratones OLEH de ambos sexos exhibieron un incremento
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estadisticamente significativo en el perfil plasmético de insulina con respecto del mostrado

por los ratones silvestres, Tabla No. 3.

TABLA No. 3
Concentracion plasmatica de insulina en ratones de los volcanes (Neotomodon alstoni
alstoni) OLEH vy silvestres durante los picos de hiperglucemia en su PTG

Tiempo JOLEH QOLEH 4SILV QSILV
(Minutos) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
30 26+4* 24 + 4 * 16+2 15+ 1
60 39+4* 33+3* 14+1 151

1 Los valores representan la concentracién plasmatica de insulina en pU/mL e indican la media + ES.
OLEH= Ratones obesos con lipomas y esteatosis hepatica.
SILV= Ratones silvestres sin obesidad ni lipomas y esteatosis hepética.

*P< 0.05 vs el mismo sexo de animales silvestres.

d) Lipidos plasméticos.

En la Tabla No. 4 puede observarse que a pesar de que en los ratones OLEH de
ambos sexos los niveles plasmaticos de TG fueron mas elevados, éste incremento no
mostré diferencias estadisticas significativas en relaciébn a los valores exhibidos por
ratones silvestres.

Por otra parte, los ratones OLEH de ambos sexos presentaron niveles plasmaticos
de COT ligeramente mas bajos que los ratones silvestres. Sin embargo, esta diferencia

fue sdlo significativa para las hembras, Tabla No. 4.

TABLA No. 4
Concentracién plasmatica de triacilgliceroles y colesterol total en ratones de los volcanes
(Neotomodon alstoni alstoni) OLEH y silvestres™.

Grupos Triacilgliceroles Colesterol total
(mg/dL) (mg/dL)

JOLEH 147 + 27 164+ 3
(10) (10)

QOLEH 179 £ 23 164+1%*
(10) (10)

3SILV 94+6 167+1
(10) (10)

QSILV 129+ 18 170+ 2
(10) (10)

! Media + ES (n).
OLEH= Ratones obesos con lipomas y esteatosis hepatica.
SILV= Ratones silvestres sin obesidad ni lipomas y esteatosis hepética.

* P< 0.05 vs el mismo sexo de animales silvestres.
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Experimento No.2. Desarrollo de OLEH en ratones silvestres introducidos al cautiverio y

alteraciones bioquimicas durante el seguimiento.

a) Presencia de obesidad (Ganancia de peso e indice Lee).

Como puede advertirse en la Tabla No. 5 a los 8 meses de seguimiento, los
machos con lipomas empezaron a mostrar un incremento significativo de su peso corporal
con respecto del presentado por los machos sin lipomas; una tendencia a un mayor
incremento se mantuvo a los 10 y 14 meses de seguimiento. A los 14 meses los machos
con lipomas tuvieron un peso 63.5% mayor que los que no los presentaron. Similarmente,
las hembras con lipomas, también exhibieron esta tendencia cuando se compararon con
las hembras sin lipomas a los 8 y 14 meses de seguimiento. A los 14 meses las hembras
con lipomas mostraron un peso 38.5% mayor al de las hembras que no los presentaron.
Asimismo, los machos con lipomas inicialmente a los 8 meses de seguimiento mostraron
un incremento estadisticamente significativo de su indice Lee con respecto del apreciado
en los machos sin lipomas, esta tendencia se incremento a los 10, 12 y 14 meses. A los
14 meses los machos con lipomas tuvieron un indice Lee 12.25% % mayor al de los
machos que no los presentaron. Por otra parte, las hembras con lipomas también
exhibieron la misma tendencia cuando se compararon con las hembras sin lipomas,
puesto que éstas presentaron un aumento estadisticamente significativo de su indice Lee
alos 8, 10, 12 y 14 meses de seguimiento (Tabla No. 5). A los 14 meses las hembras con
lipomas tuvieron un indice Lee 8.71% mayor al de las hembras sin ellos. El desarrollo de
lipomas ocurre entre 2 y 4 meses antes del incremento en el peso corporal y del indice

Lee.
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TABLA No. 5
Peso corporal e indice Lee de ratones silvestres (Neotomodon alstoni alstoni) durante 14
meses de seguimiento en cautiverio.*

Meses | Grupo Peso corporal Indice Lee

JL 38+4 (12) 3107 (12)

0-2 4SL 41+5 (8) 317+6 (8)
QL 39+4 (20) 318+5 (10)

Q SL 39+3 (10) 3105 (10)

JL 53+2 (12) 329+3 (12)

4 JsL 54 +3 (8) 331+31  (8)
QL 56 + 3 (10) 335+ 4 (10)

QSL 55+ 3 (10) 330+5 (10)

aL 54 +3 (12) 328+6 (12)

6 JsL 49+ 1 (8) 320+2 (8)
oL 57+3 (10) 330+4 (10)

QSL 55+4  (10) 328+6 (10)

aL 62+£3* (12 336+4* (12

8 JsL 50+1 (8) 319+2 (8)
QoL 63+3*  (10) 337+4* (10)

Q SL 54 +3 (10) 324+5  (10)

JL 73+£3*  (12) 349+ 4*  (12)

” asL 50+1 (8) 315+ 1 (8)
QL 70+£2*  (10) 346 £3*  (10)

Q SL 52+2 (10) 318+3 (10)

aL 78£2*  (12) 3BO+2* (12

12 JsL 51+1 (8) 314+2 (8)
QL 75+£2*  (10) 348 £3* (10)

o SL 53+2 (10) 319+3 (10)

JL 85+1* (12) 351+2* (12)

14 JsL 52+1 (8) 313+3 (8)
QL 76+£2*  (10) 348 +0.01 * (10)

o SL 55+ 2 (10) 320+£0.01 (10)

1 Los valores se presentan como media + ES (n), con el peso en gramos; indice Lee = raiz cubica del peso
corporal (g) / longitud naso anal (mm) X 10*

L= ratones que desarrollaron lipomas

SL= ratones que no desarrollaron lipomas en 14 meses de seguimiento.

*P<0.05 L vs SL del mismo sexo.
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b) Desarrollo de lipomas y EH.

Como se advierte en la Grafica No. 2, después de 14 meses de seguimiento 60%
de los ratones silvestres machos (6 de 10) desarrollaron lipomas; mientras el mismo
efecto fue evidenciado en el 50% de las hembras silvestres (5 de 10). La presencia de de
lipomas ocurrié principalmente en el 4to. mes, pero después de 6 meses ya no hubo un
incremento en la frecuencia de lipomas. Esto indica que los animales predispuestos a la
formacion de lipomas los desarrollaron entre los 3 y 6 meses de cautiverio. Ademas,
después de 14 meses, 67.0% de los ratones machos presentaron lipomas de mas de 3
cm de diametro (grandes) y 33.0% de tamafio mediano (>2 y <3 cm). Por otro lado, el
67.0% de los ratones silvestres machos que desarrollaron lipomas mostraron EH de grado
Il (severa) y 33.0% de grado Il (moderada). De igual forma, al finalizar los 14 meses de
seguimiento 100.0% de las hembras presentaron lipomas con un diametro superior de 3
cm (grandes), el 80.0% de éstas mostraron EH de grado Il y sélo el 20.0% tuvieron EH de
grado Il, Tabla No. 6.

GRAFICA No. 2

Frecuencia acumulativa de lipomas en ratones silvestres (Neotomodon alstoni alstoni) de
ambos sexos a lo largo de 14 meses de seguimiento en cautiverio. NUmero total de
animales 10 4y 109.
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TABLA No. 6

Tamafio de lipomas y grado de esteatosis hepética en ratones silvestres (Neotomodon

alstoni alstoni) con 14 meses de cautiverio que desarrollaron la caracteristica OLEH.

Grupo Lipomas Grado de EH °
(%) (%)
Pequefio Mediano Grande Il Il
Machos 0 2 4 2 4
(6)
(33.0) (67.0) (33.0) (67.0)
Hembras 0 0 5 1 4
(5)
(100.0) (20.0) (80.0)

1 Los lipomas fueron clasificados en tres grados de tamafio: pequefios (< 2 cm), medianos (>2y<3cm)y
grandes (> 3 cm); (n).

2 La EH se clasifico en tres grados desarrollo considerando el nivel de vacuolas de lipido infiltradas dentro del
citoplasma de los hepatocitos que fueron positivas a la tincion de Sudan IV: leve (1), moderada (ll) y severa

().

¢) Glucemia basal.

En la Tabla No. 7 puede distinguirse que a los 8 meses de seguimiento, los
machos con lipomas presentaron un ligero incremento estadisticamente significativo en la
concentracion basal de glucosa con respecto del valor exhibido por los machos sin
lipomas. Esta tendencia también se observé cuando se compararon ambos grupos a los
14 meses de seguimiento. Por otra parte, a lo largo de los 14 meses las hembras con
lipomas nunca presentaron diferencias estadisticas significativas en el perfil de glucosa

basal con respecto del valor mostrado por las hembras que no los presentaron.
d) Concentracién plasmatica de TG.

A los 12 meses de seguimiento los machos con lipomas presentaron un
incremento estadisticamente significativo en la concentracion plasmatica de TG con
relacién al nivel estimado en los machos sin lipomas. La misma tendencia se mantuvo
cuando se compararon ambos grupos a los 14 meses de seguimiento (Tabla No. 7).
Asimismo, a los 10 meses de seguimiento las hembras con lipomas mostraron por
primera vez un incremento estadisticamente significativo en los TG con respecto del nivel

observado en las hembras sin lipomas. Posteriormente, a los 12 meses de cautiverio las
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hembras con lipomas volvieron a mostrar un aumento estadisticamente significativo de los

TG y éste se prolong6 hasta los 14 meses de seguimiento.

TABLA No. 7

Concentracion plasmética de glucosa, lipidos y transaminasas en ratones silvestres

(Neotomodon alstoni alstoni) durante 14 meses de seguimiento en cautiverio.!

Meses | Grupo Glucosa Triacilgliceroles | Colesterol total AST ALT
aL 81+6 (12 108 +9 (12 168+5  (12) 76+8 (12) | 6112  (12)
2 dsL 71+3  (8) 115+18  (8) 150+ 16  (8) 95+22  (8) | 83+12  (8)
QL 73+5 (10) 113+22  (10) 140+12 (10) | 95+14  (10) | 79+10  (10)
Q SL 85+ 7 (10) 93+13  (10) 137+14 (10) | 71+12  (10) | 79+12  (10)
aL 70+5 (12) 120+15  (12) 108+11 (12) | 112+20 (12) | 559 (12
4 asL 59+3 (8) 148+36  (8) 104+6  (8) 114+12 (8) | 63+8 (8)
QL 65+3 (10) 225+54  (10) 130+4  (10) | 104+23 (10) | 8312 (10)
Q SL 76+6 (10) 198+34  (10) 127+9  (10) | 95+#19  (10) | 71+8  (10)
dL 87+5 (12) 92+24 (12 97+10 (12) |124+27 (12) | 65213 (12)
6 asL 74+7 (8) 62 +11 (8) 92+9 (8) 92 +17 ) | 69+8 (8)
QL 79+3 (10) 130+28  (10) 114+10 (10) |80+12  (10) | 95+15 (10)
Q SL 80+5 (10) 91+21  (10) 87+8 (10) | 77+14 (10) | 8614 (10)
JL 90+3* (12) 144+37 (12 108+7 (12
8 JsL 79+4 (8) 95 + 15 (8) 117+14  (8)
L 94+4 (10) 144+21  (10) 129+7* (10)
?SL 91+6 (10) 103+£14  (10) 81+5 (10)
JL 85+3 (12 195+25 (12 136+5 (12
10 asL 74+4  (8) 154+12  (8) 128 +10 (8)
QL 91+3 (10) 186+ 17* (10) 154 +4* (10)
@ SL 87+6. (10) 129+10  (10) 125+7  (10)
3L 873 (12) 257 +9* 12) 159+3  (12)
12 4SL 77+5 (8) 187 + 11 (8) 153 +4 (8)
Q SL 80+5 (10) 156 + 9 (10) 156+4  (10)
JL 94+5* (12) 270+ 6*  (12) 172+2*  (12)
dsL 80+3 (8) 191+10  (8) 156+2  (8)
14 L 93+6 (10) 234+9*  (10) 170£3*  (10)
?SL 80+5 (10) 153+ 7 (10) 152+4  (10)

1 Los valores se presentan como media + ES (n), en mg/dL para glucosa, triacilgliceroles, colesterol total, y
en UI/L para aspartato aminotransferasa (AST) y alanina aminotransferasa (ALT).

L= ratones que desarrollaron lipomas.

SL= ratones que no desarrollaron lipomas en 14 meses de seguimiento.

*P<0.05 L vs SL del mismo sexo.
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e) Concentracién plasmatica COT.

En cuanto a la concentracion del COT, los machos con lipomas, en comparacion
con los machos sin lipomas unicamente exhibieron un aumento estadisticamente
significativo en este parametro a los 14 meses de seguimiento; en tanto que las las
hembras con lipomas, en contraste con las hembras sin lipomas, por primera vez
presentaron un incremento significativo en el COT a los 8 meses de seguimiento, dicho

incremento, también se mantuvo a los 10 y 14 meses de estudio (Tabla No. 7).

e) Concentracién plasmatica de transaminasas (AST y ALT).

La Tabla No. 7 muestra que al cabo de 6 meses de seguimiento el nivel plasmatico
de transaminasas no mostrd diferencias significativas cuando se compararon los machos
con lipomas vs los machos sin lipomas y las hembras con lipomas vs las hembras sin
lipomas (P > 0.05).

Experimento No.3. Efecto de la restriccibn en el consumo de alimento sobre los

pardmetros alterados en ratones OLEH.

a) Presencia de obesidad (ganancia de peso e indice Lee) después de uno y tres meses

de restriccion en el consumo de alimento.

Como se aprecia en la Tabla No.8, después del primer y el tercer mes de
restriccion en el consumo de alimento, tanto los machos como las hembras, presentaron
un decremento estadisticamente significativo de su peso corporal con respecto del
estimado antes de esta la restriccion. De igual manera, tanto los machos como las
hembras mostraron una reduccion significativa del indice Lee con respecto del

determinado en ambos grupos antes de la restriccidén en el consumo de alimento.
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TABLA No. 8
Peso corporal e indice Lee en ratones OLEH antes y después de la restriccion en el
consumo de alimento.*

Restriccion de la dieta Grupo Peso corporal Indice Lee
(meses)

& SILVESTRES 42+ 1 176 £ 3
(20) (10)

Q SILVESTRES 42 £2 173+ 11
(20) (10)

0

4 OLEH 87+3 3839
(5) (5)

Q OLEH 752 3736
(5) (5)

d OLEH 56+1*A 331+9*A
) (5)

1

? OLEH 54+1*A 334+ 4*A
(5) (5)

4 OLEH 52+2*A 323+9*A
(5) (5)

3

? OLEH 54+2*A 333+6*A

(5) (5)

1 Los valores se presentan como media + ES (n); con el peso en gramos; indice Lee = raiz cubica del peso
corporal (g) / longitud naso anal (mm) X 10*

*P< 0.05 vs el mismo sexo sin restriccion.
A P<0.05 vs el mismo sexo de animales silvestres.

b) Glucemia basal y prueba de tolerancia a la glucosa (PTG) después de un mes de

restriccion en el consumo de alimento.

Al cabo del primer mes de restriccion en el consumo de alimento la glucemia basal
de los ratones machos OLEH no mostré diferencias significativas con respecto de la
estimada en el mismo grupo antes de esta condicion. Sin embargo, después de un mes
de la restriccidon los machos mostraron una reducciéon no significativa de sus niveles
plasmaticos de glucosa en comparacion con los presentados antes de la restriccion a los
30, 60, 90 y 120 minutos de su PTG (Grafica No. 3A). El area bajo la curva de tolerancia a
la glucosa de los ratones machos OLEH con un mes de restriccion en el consumo de

alimento decreci6é 35.54% con respecto de exhibida por los mismos ratones antes de la
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restriccion; sin embargo, este decremento no fue estadisticamente significativo (Tabla
No.9).

Respecto a las hembras, en la Grafica No. 3B puede observarse que al primer mes
de restriccion en el consumo de alimento la concentracion basal de glucosa no presenté
diferencias estadisticamente significativas con respecto del nivel apreciado en el mismo
grupo antes de la restriccion. En la prueba de tolerancia a la glucosa, al primer mes de
restriccion, las hembras mostraron una reduccidbn no significativa de los niveles
plasméticos de glucosa a los 30, 60, 90 y 120 minutos de su PTG al compararlos con los
obtenidos en su PTG antes de la restriccién en el consumo de alimento; por consiguiente,
siguieron exhibiendo su estado hiperglucémico. El area bajo la curva de tolerancia a la
glucosa de las hembras decrecié 17.41% con respecto de la observada en los mismos
ratones antes de la restriccion, aunque este decremento no fue estadisticamente

significativo (Tabla No. 9).

¢) Glucemia basal y prueba de tolerancia a la glucosa (PTG) después de tres meses de

restriccion en el consumo de alimento.

A los tres meses de restriccion, la concentracion basal de glucosa de los ratones
machos tampoco presentd diferencias estadisticamente significativas con respecto de la
determinada en el mismo grupo antes de la restriccion en el consumo de alimento. No
obstante, en comparacion con el periodo anterior a la restriccion, los machos exhibieron
una reduccion estadisticamente significativa de la glucosa plasmética a los 30, 60, 90 y
120 minutos de su PTG, por lo que practicamente revirtieron su estado hiperglucémico
(Grafica No. 3A). El area bajo la curva de tolerancia a la glucosa disminuy6 69.72% en
relaciéon con la estimada en el mismo grupo antes de la restriccion en el consumo de
alimento, y estadisticamente este decremento fue significativo (Tabla No. 9).

Después de tres meses de restriccion en el consumo de alimento las hembras
tampoco mostraron diferencias estadisticamente significativas de su glucemia basal con
respecto de la concentracion exhibida por el mismo grupo antes de la restriccién. Al igual
que en el ler. mes de restriccidn, a los tres meses de ésta, las hembras presentaron una
reduccién de los niveles de glucosa plasmatica a los 30, 60, 90 y 120 minutos respecto a
los de la PTG anterior a la restricciéon en el consumo de alimento, que no alcanzo6 a ser
significativa (Grafica No. 3B). El area bajo la curva de tolerancia a la glucosa exhibida por
este grupo decrecid 29.98% con respecto de la mostrada antes de la restriccién, pero este

decremento no fue estadisticamente significativo (Tabla No. 9).
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GRAFICA No.3
Curvas de tolerancia a la glucosa de ratones OLEH (Neotomodon alstoni alstoni) antes y
después de uno y tres meses de restriccion en el consumo de alimento.
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OLEHa= Ratones obesos con de lipomas y esteatosis hepatica antes de la restriccion en el consumo de
alimento.

OLEHd1= El grupo anterior al ler. mes de la restriccion en el consumo de alimento.

OLEHd3= El mismo grupo 3 meses después de la restriccion en el consumo de alimento.

SILV= Ratones silvestres de reciente captura sin obesidad ni lipomas y esteatosis hepatica (no fueron
sometidos a restricciéon de su dieta).

*P< 0.05 vs el mismo sexo antes de la restriccion en el consumo de alimento.
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TABLA No. 9

Area bajo la curva de la prueba de tolerancia a la glucosa en ratones OLEH antes y
después de 3 meses de restriccion en el consumo de alimento !

Restriccion de la dieta & OLEH Q OLEH & SILV Q SILV
(meses) (5) (5) (10) (10)
0 30648 + 4303 26277 £ 4762 2912 + 857 5213 + 1571
1 19755 + 2628 21702 + 3442
3 9279 £ 2112 * 18399 + 5983

OLEH= Ratones obesos con de lipomas y esteatosis hepatica.
SILV= Ratones silvestres de reciente captura sin obesidad ni lipomas y esteatosis hepatica (no fueron
sometidos a restriccion en el consumo de alimento).

1 .
Los valores se presentan como la media = ES (n).
*P< 0.05 vs el mismo sexo antes de la restriccion en el consumo de alimento.

d) Concentracién plasmatica de insulina tres meses después de la restriccion en el

consumo de alimento durante los picos de hiperglucemia en la PTG.

En comparacion con los niveles plasmaticos de insulina mostrados por los ratones
de ambos sexos antes de la restriccidn en el consumo de alimento, después de tres
meses de ésta tanto los machos como las hembras exhibieron durante los picos de
hiperglucemia una reduccién estadisticamente significativa de los perfiles plasmaticos de
insulina, aunque éstos fueron mas elevados que los encontrados en animales silvestres
(Tabla No. 10).

TABLA No. 10

Concentracion plasmética de insulina durante los picos de hiperglucemia de la PTG en el
ratén de los volcanes OLEH antes y tres meses después de la restriccion en el consumo
de alimento!

Insulina en PTG
(LU/mL
Restriccion & OLEH Q@ OLEH 4 SILVESTRES Q SILVESTRES
(meses)
30 min 60 min | 30 min 60 min 30 min 60 min | 30 min 60 min
0 31+2 A 41+ 1 A |28+1 A 34+3 A |16%2 14+1|15+1 15+1
(5) (5) (5) (5) (10) (10) | (10) (10)
3 17+1* 16+1* |22+1*A 20+1*A
(5) (5) (5) (5)

T .
Los valores se presentan como media = ES (n).

*P< 0.05 vs el mismo sexo sin restriccion.
A P<0.05 vs el mismo sexo de animales silvestres.
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e) Concentracion plasmatica de TG después de uno y tres meses de restriccion en el

consumo de alimento.

Como puede observarse en la Tabla No. 11, después de uno y tres meses de
restriccion en el consumo de alimento tanto los machos como las hembras exhibieron una
reduccion estadisticamente significativa de la concentracion plasmatica de TG con
respecto de lo observado antes de la restriccion. Alcanzando valores similares a los de los

animales silvestres.

f) Concentracion plasmatica de COT después de uno y tres meses de restriccion en el

consumo de alimento.

Después del primer mes de la restriccién la concentracion plasmatica de COT
tanto en los machos como en las hembras, present6 una reduccién no significativa con
respecto de los valores estimados antes de la restriccion en el consumo de alimento;
mientras que a los tres meses de la restriccion los niveles plasmaticos de COT en ambos
grupos mostraron una disminucion significativa con respecto de lo observado antes de
esta condicion y también menores a los presentados por los ratones silvestres (Tabla No.
11).

TABLA No. 11
Concentracién plasmética de triacilgliceroles y colesterol total en ratones OLEH antes y
después de la restriccién en el consumo de alimento. !

Restriccion Grupo Triacilgliceroles Colesterol total
(meses) (mg/dL) (mg/dL)
& SILVESTRES 94+6 (10) 167+ 1 (10)
Q SILVESTRES 129+ 18 (10) 170+2 (10)
° & OLEH 287 £ 14 (5) 164 +7 (5)
Q OLEH 246 + 24 (5) 164+3 (5)
& OLEH 156+ 23 (5)*A 159+ 17 (5)
! O OLEH 93+9 (5)* 160 + 8 (5)
4 OLEH 137 £33 (5)* 88+21 (5)*A
° Q OLEH 87+13 (5)* 94+12 (5)*A

1 .
Los valores se presentan como media + ES (n).
*P< 0.05 vs el mismo sexo sin restriccion.

A P<0.05 vs el mismo sexo de animales silvestres.
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g) Efecto de la restriccion en el consumo de alimento sobre la presencia de lipomas y

esteatosis hepatica después de tres meses.

Como se observa en el Tabla No. 12, después de tres meses, la restriccion en el
consumo de alimento indujo la involucion de los lipomas en el 80% de los ratones
machos y en el 60% de las hembras. En el 20% de los machos en los que no se aprecio
la regresion total de lipomas, éstos presentaron un didmetro <2 cm (pequefio); mientras
que el 40% de las hembras los lipomas tuvieron un tamafio mediano (> 2 y <3 cm). Tanto
en los machos como en las hembras, los lipomas se caracterizaron por la presencia de
una masa de tejido adiposo de consistencia dura, fibrosa y crepitante a la presion.
Respecto a la EH, tres meses después de la restriccion en el consumo de alimento, tanto
los machos como las hembras presentaron una reversion parcial de la esteatosis
hepatica; 60% de los machos exhibieron EH periportal micro-macrovacuolar de grado I,
20% de grado Il y el mismo porcentaje desarrollo EH de grado lll. De igual forma, 60% de
las hembras mostraron EH periportal micro-macrovacuolar de grado Il, 20 % de grado | y

un porcentaje similar de grado Il (Figs. 4, 5y 6).

TABLA No. 12
Efecto de la restriccion en el consumo de alimento sobre la presencia de lipomas y
esteatosis hepética en ratones OLEH después de tres meses.

Grupo Lipomas * Grado de EH ?
(%) (%)

Pequefio Mediano  Grande I Il i

Machos 1 0 0 3 1 1
(5)
(20.0) (60.0) (20.0) (20.0)
Hembras 0 2 0 1 3 1
(5)
(40.0) (20.0) (60.0) (20.0)

1 Los lipomas fueron clasificados en tres grados de tamafio: pequefios (< 2 cm), medianos (>2y <3 cm)y
grandes (> 3 cm); (n).

2 La EH se clasificd en tres grados desarrollo considerando la severidad de las lesiones histologicas del
higado: leve (1), moderada (ll) y severa (ll1).
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Fig. 4. A) Corte del tejido hepatico de un raton macho OLEH que present6 una
involucion parcial de su lipoma 3 meses después de la restriccibn en el consumo de
alimento. Obsérvese la presencia de EH periportal micro-macrovacuolar de grado Il
(severa). El citoplasma de los hepatocitos contiene gran cantidad de vacuolas lipidicas,
las cuales fueron positivas a la tincién de Sudan IV (areas tefiidas de rojo). B) Aspecto
histoldgico del mismo corte de tejido hepéatico tefiido con Hematoxilina y Eosina. El
citoplasma de los hepatocitos muestra una apariencia palida y espumosa por la infiltracién
masiva de vacuolas lipidicas debido a la persistencia de EH (flechas). En los hepatocitos
también se advierten los contornos vacios de las vacuolas intracitoplasmicas en las que
existieron los lipidos que fueron disueltos por procesamiento histolégico. Obsérvese
también la estenosis de los espacios sinusoidales (s) debido a la hipertrofia de las células
hepéticas. Nucleo (n) y células de Kuffer (cK), X118.5.

Figura. 5. A) Microfotografia de un corte de tejido hepatico normal de un raton silvestre
macho (Neotomodon a. a.) tefiido con Sudan IV. Se muestran los cordones de hepatocitos
(ch) de una zona adyacente al espacio periportal y la ausencia de infiltracion de vacuolas
lipidicas en estas células, hallazgo indicativo de la inexistencia de EH, X118.5. B) Aspecto
histol6gico de un corte de tejido hepatico tefiido con Hematoxilina y Eosina de un ratén
OLEH hembra después de la restriccion en el consumo de alimento. La imagen muestra
la zona centrolobulillar. Al centro se observa una vena centrolobulillar (vc) con algunos
eritrocitos (e) en su luz; mientras que en la periferia los cordones de células hepaticas (ch)
no muestran la presencia de EH. X118.5.
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Figura 6. Microfotografia a bajo aumento que muestra al centro el espacio porta (ep) de
un lobulillo hepético de un raton OLEH macho que presentd reversion total del lipomay la
EH 3 meses después de la restriccion en el consumo de alimento. Adviértase la ausencia
de EH. Los hepatocitos no presentan el aspecto espumoso producido por la vacuolizacion
lipidica de la EH y tanto los cordones hepaticos (ch) como los espacios sinusoidales (s)
presentan la organizacién estructural tipica del tejido hepatico normal. Hematoxilina y
Eosina, X10.

Experimento No.4. Vinculacién de intolerancia a la glucosa desarrollada por los ratones
OLEH con la presencia de resistencia a la insulina. .

a) Glucemia basal y perfil glucémico durante la PTG después un mes de tratamiento con

metformina.

Al cabo de un mes del tratamiento con metformina (aproximadamente 320 mg/Kg de
p.c./dia) la glucemia basal de los ratones machos se redujo ligeramente, aunque no
mostro diferencias estadisticamente significativas con respecto de la estimada en el
mismo grupo antes de su tratamiento con este hipoglucemiante Asimismo, al comparar los
perfiles glucémicos observados en los ratones machos durante su PTG antes del
tratamiento con metformina, durante el primer mes de esta condiciébn estos ratones
exhibieron una reducciéon de los niveles plasmaticos de glucosa a los 30, 60, 90 y 120
minutos de su PTG que no alcanzé a ser significativa, por ende, mantuvieron su estado

hiperglucémico (Grafica No.4A). Sin embargo, la depuracién de glucosa durante este
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periodo fue mas rapida que la exhibida por ellos antes de su terapia. Como lo muestra el
area bajo la curva de tolerancia que decrecié 12.8%, aunque este decremento no fue
estadisticamente significativo (Tabla No. 13).

En las hembras alrededor del primer mes de tratamiento con metformina la
concentracion basal de glucosa se redujo mas aun que en los machos, sin embargo no
presento diferencias estadisticas significativas con respecto de la observada en el mismo
grupo antes de su terapia; en comparacion con los perfiles glucémicos exhibidos durante
su PTG antes del tratamiento, las hembras después de un mes de la terapia con este
hipoglucemiante mostraron una reduccién no significativa de los niveles plasmaticos de
glucosa a los 30, 60, 90 y 120 minutos de su PTG (Grafica No.4B). El area bajo la curva
de tolerancia decreci6 1.69% pero este decremento que no alcanzé a ser

estadisticamente significativo (Tabla No. 13).

b) Glucemia basal y perfil glucémico durante la PTG después de tres meses de

tratamiento con metformina.

A los tres meses del tratamiento con metformina, la concentracion basal de
glucosa de los ratones machos se redujo en promedio pero tampoco mostro diferencias
estadisticas significativas con respecto de la observada en el mismo grupo antes de su
terapia (Grafica No. 4A). Por otra parte, en comparacion con los perfiles glucémicos
mostrados durante su PTG antes de su terapia con metformina, tres meses después de
esta condicion los machos manifestaron una reduccion significativa de la glucosa
plasmética a los 30, 60, 90 y 120 minutos de su PTG. Asimismo, durante este periodo el
aclaramiento de glucosa mejoré a un nivel cercano al de los machos silvestres, con un
area bajo la curva que disminuy6 61.58% con respecto a la estimada en el mismo grupo
antes del tratamiento y cuya reduccion estadisticamente fue significativa (Tabla No. 13).

Tres meses después del tratamiento con metformina, la glucemia de ayuno de las
hembras mostré un descenso estadisticamente significativo cuando se comparé con el
estado glucémico basal que exhibié este grupo antes de su tratamiento (Grafica No.4B).
En la PTG las hembras mostraron una disminucion no significativa de sus perfiles
glucémicos a los 30, 60, 90 y 120 minutos, manteniendo un estado hiperglucémico. Sin
embargo, durante este periodo, a lo largo de las 2 horas de su PTG las hembras
presentaron un claro descenso de los niveles plasmaticos de glucosa en comparaciéon con
los observados antes y después del primer mes de su terapia. En consecuencia, a los tres
meses del tratamiento con metformina el &rea bajo la curva de tolerancia exhibida por

este grupo decrecié 20.1% con respecto de la estimada antes de la terapia con este
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hipoglucemiante; sin embargo, este decremento estadisticamente no alcanz6 a ser

significativo (Tabla No. 13).

GRAFICA No. 4
Curvas de tolerancia a la glucosa en ratones OLEH (Neotomodon alstoni alstoni) antes y

después del tratamiento con metformina.
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OLEHa= Ratones obesos con de lipomas y esteatosis hepatica antes del tratamiento con metformina.
OLEHd1= El grupo anterior al 1er. mes de tratamiento.

OLEHd3= El mismo grupo 3 meses después del tratamiento.

SILV= Ratones silvestres de reciente captura sin obesidad ni lipomas y esteatosis hepética (no fueron
tratados).

*P< 0.05 vs el mismo sexo antes del tratamiento con metformina.
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TABLA No. 13

Area bajo la curva de la prueba de tolerancia a la glucosa en ratones OLEH antes y
después de 3 meses del tratamiento con metformina.

Tratamiento 3 OLEH Q OLEH 3 SILV Q SILV
(meses) (5) (5) (10) (10)
0 30417 + 2793 37449 + 2437 2912 + 857 5213 + 571
1 26523 + 5611 36813 + 2985
3 11685 + 291 * 29909 + 5192

OLEH= Ratones obesos con de lipomas y esteatosis hepatica.
SILV= Ratones silvestres de reciente captura sin obesidad ni lipomas y esteatosis hepatica (no fueron
sometidos a tratamiento).

1 .
Los valores se presentan como la media = ES (n).
*P< 0.05 vs el mismo sexo antes del tratamiento con metformina.

¢) Concentracion plasmética de insulina durante los picos de hiperglucemia de la PTG tres

meses después del tratamiento con metformina.

Como se muestra en la Tabla No. 14 al cabo de tres meses de tratamiento con
metformina, los ratones machos a los 30 y 60 minutos del estado de hiperglucemia,
presentaron una reduccion estadisticamente significativa de la concentracién plasmatica
de insulina con respecto de los niveles apreciados en este grupo antes de su terapia. De
igual manera, después de tres meses de tratamiento, las hembras a los 30 minutos de la
fase de hiperglucemia presentaron una reduccion significativa de la concentraciéon
plasmatica de insulina con respecto de los valores mostrados por este grupo antes de su
terapia; mientras que a los 60 minutos de dicha fase, no exhibieron una diferencia

estadisticamente significativa (Tabla No. 14).
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TABLA No. 14
Concentracién plasmatica de insulina durante los picos de hiperglucemia de la PTG en el
raton de los volcanes OLEH antes y tres meses después del tratamiento con metformina.’

Insulinaen PTG
(LU/mL)
Tratamiento & OLEH Q OLEH & SILVESTRES Q SILVESTRES
(meses)
30 min 60 min | 30 min 60 min | 30 min 60 min | 30 min 60 min
0 31+4A 28+4A |36+2A 31+1A |16£2 14+1(15+1 15+1
(5) (%) (%) (5) (10) (10) | (10) (10)
3 17+4%* 16+2*% |24+4*A 28+3A
(5) (5) (%) (5)

T .
Los valores se presentan como media = ES (n).

*P< 0.05 vs el mismo sexo antes del tratamiento con metformina.
A P<0.05 vs el mismo sexo de animales silvestres.

VIIl. DISCUSION

Los resultados obtenidos en el primer experimento de este estudio indicaron que
los ratones OLEH de ambos sexos no presentan hiperglucemia en estado de ayuno; sin
embargo, después de ser sometidos a PTG estos ratones en comparacién con los
controles (ratones silvestres de la especie) exhibieron un incremento significativo de su
glucosa plasmatica a lo largo de los 120 minutos de esta prueba, mostrando un estado de
hiperglucemia superior a los 200 mg/dL. Estas evidencias, sugieren que los ratones OLEH
de manera similar a diferentes modelos que se han utilizado en el estudio de la obesidad,
el SM y la DMIND son intolerantes a la glucosa y presentan hiperglucemia postprandial.
En los ratones OLEH al igual que en estos modelos la presencia de intolerancia a la
glucosa y la hiperglucemia a que conduce este estado podrian ser atribuidas al desarrollo
de insulino resistencia (197, 198, 199). La aseveracion de que los ratones OLEH de
ambos sexos son intolerantes a la glucosa se sustenta en la evidencia de que la
capacidad de aclaramiento de glucosa exhibida por estos ratones fue inferior a la
mostrada por los ratones silvestres y en la confirmacion de que el area bajo la curva de
tolerancia tuvo un claro increment6 en los ratones OLEH con respecto de la estimada en
los controles silvestres. Ademas, la afirmacion de que los ratones OLEH presenten
resistencia a la insulina (RI) también se sustenta en el hecho de que a diferencia de los

controles silvestres los machos y las hembras OLEH mostraron un incremento

o1



TABLA No. 14
Concentracién plasmatica de insulina durante los picos de hiperglucemia de la PTG en el
raton de los volcanes OLEH antes y tres meses después del tratamiento con metformina.’

Insulinaen PTG
(LU/mL)
Tratamiento & OLEH Q OLEH & SILVESTRES Q SILVESTRES
(meses)
30 min 60 min | 30 min 60 min | 30 min 60 min | 30 min 60 min
0 31+4A 28+4A |36+2A 31+1A |16£2 14+1(15+1 15+1
(5) (%) (%) (5) (10) (10) | (10) (10)
3 17+4%* 16+2*% |24+4*A 28+3A
(5) (5) (%) (5)

T .
Los valores se presentan como media = ES (n).

*P< 0.05 vs el mismo sexo antes del tratamiento con metformina.
A P<0.05 vs el mismo sexo de animales silvestres.

VIIl. DISCUSION

Los resultados obtenidos en el primer experimento de este estudio indicaron que
los ratones OLEH de ambos sexos no presentan hiperglucemia en estado de ayuno; sin
embargo, después de ser sometidos a PTG estos ratones en comparacién con los
controles (ratones silvestres de la especie) exhibieron un incremento significativo de su
glucosa plasmatica a lo largo de los 120 minutos de esta prueba, mostrando un estado de
hiperglucemia superior a los 200 mg/dL. Estas evidencias, sugieren que los ratones OLEH
de manera similar a diferentes modelos que se han utilizado en el estudio de la obesidad,
el SM y la DMIND son intolerantes a la glucosa y presentan hiperglucemia postprandial.
En los ratones OLEH al igual que en estos modelos la presencia de intolerancia a la
glucosa y la hiperglucemia a que conduce este estado podrian ser atribuidas al desarrollo
de insulino resistencia (197, 198, 199). La aseveracion de que los ratones OLEH de
ambos sexos son intolerantes a la glucosa se sustenta en la evidencia de que la
capacidad de aclaramiento de glucosa exhibida por estos ratones fue inferior a la
mostrada por los ratones silvestres y en la confirmacion de que el area bajo la curva de
tolerancia tuvo un claro increment6 en los ratones OLEH con respecto de la estimada en
los controles silvestres. Ademas, la afirmacion de que los ratones OLEH presenten
resistencia a la insulina (RI) también se sustenta en el hecho de que a diferencia de los

controles silvestres los machos y las hembras OLEH mostraron un incremento
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estadisticamente significativo de la concentracién plasméatica de insulina durante los picos
de hiperglucemia de las PTG.

En la rata Koletsky (SHROB), un modelo para el estudio del SM (197), también se
ha indicado la ausencia de hiperglucemia en condiciones de ayuno, pero la presencia de
otros componentes del sindrome metabdlico, tales como intolerancia a la glucosa, RI,
dislipidemia e hipertension (198). En las ratas JCR:LA-cp (con mutacién en el gen
corpulento cp/cp), una cepa con enfermedad cardiovascular espontanea que ha sido
utilizada como modelo de obesidad e insulino resistencia se ha descrito la presencia de
normoglucemia basal, pero un deterioro de la tolerancia a la glucosa después de una
carga oral de glucosa y el desarrollo completo de hiperinsulinemia a las 8 semanas de
edad, la cual se ha atribuido una severa RI que no esta presente a las 4 semanas de edad
(199). Algunas evidencias observadas en éstos y en otros modelos sugieren que la
presencia de normoglucemia basal, a pesar de que los animales exhiben intolerancia a la
glucosa en estado postprandial, podria estar relacionada con su capacidad para
compensar la hiperglucemia basal a través de una mayor secrecién de insulina. Estas
observaciones implican la necesidad de cuantificar en futuros estudios la concentracién
basal de insulina de los ratones OLEH y establecer si estos roedores exhiben
hiperinsulinemia bajo esta condicion. Por otra parte, en los humanos con DMIND se ha
indicado que la progresion del estado euglicémico hacia la intolerancia a la glucosa esta
asociada con un incremento en la secrecion de insulina estimulada por la glucosa.
Asimismo, se ha sefialado que la conversion de un individuo euglicémico a uno intolerante
a la glucosa esta relacionada con el desarrollo de RI (200).

Como sefiale anteriormente, la presencia de hiperglucemia postprandial en los
ratones OLEH durante su PTG sugiere la posibilidad de que estos animales presentan
resistencia a la accion de la insulina en los tejidos periféricos. A este respecto, en
modelos animales y en humanos con SM o DMIND se ha establecido que los casos de
hiperglucemia postprandial debidos a la presencia de RI suelen caracterizarse por una
menor captacion de glucosa por los musculos, el higado, el tejido adiposo y el pancreas,
lo cual inicialmente conlleva a una mayor secrecién de insulina por el pancreas y a
insulinemia postprandial (201, 202). Ademas, se ha observado que tanto la Rl con
hiperinsulinemia como la deficiencia de insulina pueden conllevar a una reduccion de la
captacién de glucosa por los tejidos periféricos contribuyendo al desarrollo de la
hiperglucemia basal y postprandial. En otros estudios se ha encontrado que el incremento
de la PHG conjuntamente con la reduccion de la oxidaciéon de la glucosa y de su
capacidad para depositarse como glucégeno, también pueden exacerbar la severidad de

la hiperglucemia (203). Los efectos de la insulina sobre las tasas de lipdlisis y oxidacion
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de grasas igualmente afectan la captacion, oxidacién y almacenamiento de glucosa (204,
205). En los humanos que desarrollan diabetes Mody tipo 2 la incapacidad del higado
para depurar niveles incrementados de glucosa durante el postprandio se ha relacionado
con varias mutaciones del gen que codifica para la glucocinasa hepatica (206). Asimismo,
se ha sefialado que durante el curso del desarrollo del SM y la DMIND el aumento de la
liberacion de AGL a la circulacion sistémica y portal debido al incremento de la lipélisis de
los TG almacenados en los adipocitos podria conllevar a varias anomalias involucradas
en el desarrollo de hiperglucemia postprandial; e.g., a la interferencia del metabolismo de
la glucosa, al desarrollo de RI en los tejidos sensibles a la insulina y a toxicidad
pancreatica (131, 207, 208, 209, 164, 169), entre otras alteraciones.

Debido a que en los ratones OLEH la presencia de intolerancia a la glucosa y la
hiperglucemia postprandial a que conlleva este estado solo sugieren la existencia de RI
en estos animales, hasta el momento no es posible profundizar sobre el origen etiolégico
de esta alteraciébn en los ratones OLEH. No obstante, es conveniente sefialar que
numerosas evidencias obtenidas a partir del uso de modelos animales han permitido
establecer algunos de los factores y mecanismos moleculares involucrados en el
desarrollo de la RI; e.g., en el jerbo Psammomuys obeso la Rl ha sido atribuida a la
excesiva ingesta de energia secundaria a la hiperinsulinemia, la cual se ha propuesto que
podria ser inducida por la presencia de hiperfagia. Sin embargo, en esta especie no es
claro si ésta es debida al desarrollo de obesidad o si la obesidad es un efecto secundario
de la hiperfagia que conlleva a la RI (210, 211, 212, 213, 214, 215). En las ratas JCR:LA-
cp, las cuales también exhiben hiperfagia a una edad temprana, la RI ha sido atribuida a
una completa ausencia de la captacion de glucosa por los tejidos periféricos mediada por
la insulina y a la reduccion del aclaramiento sanguineo de glucosa (216, 217). Por otra
parte, otros estudios han comprobado que la ingesta de dietas altamente energéticas
(218, 219, 220) ademas de contribuir al desarrollo de Rl y obesidad, también conlleva a la
manifestacion de hiperleptinemia, hiperglucemia e insulinemia (221). Un efecto similar de
las dietas ricas en grasa ha sido observado en varias cepas de ratones (222), como es
el caso de los ratones C57BL/6J, los cuales Unicamente en respuesta a una dieta alta en
grasas monoinsaturadas desarrollan la mayor parte de los trastornos observados en el
SM y la DMIND, e.g., RI, obesidad, hiperglucemia, hiperinsulinemia y un mayor depdésito
de TG en el higado y en el musculo esquelético (223, 224). En estos ratones se ha
observado que la hiperinsulinemia y la hiperglucemia son reguladas a través de la
expresion de diferentes genes (225, 226, 227).

En algunos estudios se ha encontrado que las dietas altas en sacarosa son

inductoras aun méas potentes de RI que las dietas altas en grasa (228), e.g., en la rata
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Koletsky, a pesar de la euglicemia, el exceso dietético de sacarosa incrementa el
deterioro de la tolerancia a la glucosa y la insulinemia (198). En algunos modelos de ratas
obesas, el exceso de sacarosa en la dieta también puede producir o incrementar la
severidad de la DMIND (229). Los ratones BKS-Lepr® alimentados con 60% de azucares
refinados (glucosa, fructosa, sacarosa) exhiben niveles mas altos de hiperglucemia y
desarrollan EH, especialmente con dietas altas en fructosa. Otros reportes indican que la
administracion de aminoacidos y AG en la dieta puede reducir el depésito de glucosa y
mantener el estado de hiperglucemia hasta inducir el desarrollo de RI. En cultivos
celulares y modelos animales se ha demostrado que los AG y los aminoacidos inhiben
rapidamente la accién de la insulina a nivel postreceptor y la activacion de glucégeno
sintetasa. Estas observaciones soportan totalmente la hipétesis de que la Rl puede ser
una consecuencia de la obesidad y establecen la posibilidad de que los nutrimentos de la
dieta y los patrones de alimentacion puedan modular de forma directa las sefiales de la
insulina (230), quizas a través de una via comun, que podria involucrar al metabolismo
hepatico y una accién directa de los nutrientes sobre la composicion de los fosfolipidos de
las membranas celulares (231, 232).

Las evidencias antes sefialadas permiten conjeturar que en los ratones OLEH el
acceso al consumo de alimento ad libitum en el laboratorio y la presencia de un estado de
sedentarismo inducido por cautiverio podrian conducir a un menor gasto energético. En
este medio ambiente, el incremento de la ingesta de una dieta alta en energia, el probable
desarrollo de hiperfagia y la subsecuente exhibicion de obesidad podrian llevar al
desarrollo de RI a través de un mecanismo similar al observado en los modelos animales
y en humanos que desarrollan SM y DMIND (197, 233, 234). Esta incognita plantea la
posibilidad de realizar en los ratones OLEH una amplia gama de protocolos de
investigacion que permitan establecer la participacion de algunos factores clave en este
proceso, tales como el sedentarismo, la compaosicion nutrimental de la dieta y la presencia
de hiperfagia y obesidad, asi como de las alteraciones secundarias a estos trastornos,
particularmente el incremento de los depdsitos de TG y del flujo adipo-hepético de AGL.

Con relacion a este Ultimo aspecto, en el primer experimento de este estudio se
observd que aungue la concentracion plasmatica de TG no fue significativa, los ratones
OLEH de ambos sexos presentaron niveles mas elevados de TG que el grupo control. En
un estudio previo con ratones OLEH, Diego (34) encontrd diferencias significativas en los
niveles séricos de TG de estos animales con respecto de los mostrados por los controles
de tipo silvestre La variacion en la significancia estadistica de los perfiles de TG
determinados en los ratones OLEH de este estudio con respecto de los establecidos por

Diego (34) en animales con el mismo fenotipo, quizas fue debida a que los ratones
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silvestres control utilizados en la presente investigacion fueron capturados en una época
del afilo de mayor abundancia de alimento (marzo-mayo). Por otra parte, con respecto a la
concentracion plasmética de COT, los resultados de la presente investigacion
demostraron que los ratones OLEH de ambos sexos, en particular las hembras,
exhibieron una concentracion plasméatica de COT inferior a la cuantificada en los ratones
silvestres; sin embargo, aun bajo esta condicién los ratones OLEH machos y hembras
presentaron normocolesterolemia. A pesar de que los ratones OLEH no tuvieron un
incremento del colesterol total, la presencia de hipertrigliceridemia es indicativa de que
estos roedores exhiben una de las principales anomalias de la dislipidemia, que también
ha sido observada en algunos modelos animales y en los humanos que desarrollan
obesidad, SM y DMIND (131, 234, 235, 236, 237). Diversos estudios coinciden en sefalar
que la hipertrigliceridemia, el incremento del colesterol total, los niveles bajos de
colesterol-HDL y el incremento de colesterol-LDL constituyen el grupo de alteraciones
mas comunes vinculadas a la dislipidemia (95,128, 129, 233, 237, 238, 239, 240, 241,
242, 243, 244, 245, 246, 247), e.g., las ratas Koletsky que desarrollan SM exhiben un
estado de hiperlipidemia distinguido por una marcada elevacion de los TG plasmaticos y
un moderado aumento del colesterol plasmatico (248). En las ratas de la cepa JCR:LA-cp
la dislipidemia se caracteriza por altos niveles de TG, un ligero aumento del colesterol y
una hipersecrecion de VLDL (217, 249, 250). En esta cepa se ha establecido que la
dislipidemia precede al incremento de los niveles de insulina plasmética (219). Ademas,
durante el estado de preobesidad, la RI del muasculo esquelético se asocia con
hipertrigliceridemia antes de que ocurra el desarrollo de insulino resistencia en el tejido
adiposo o en el higado (228, 251, 252, 253) .Tanto en la obesidad como en el SM y la
DMIND se ha propuesto que la pérdida de la accion antilipolitica de la insulina sobre las
células adiposas puede inducir el desarrollo de dislipidemia. En varios estudios se ha
comprobado que durante la hipertrigliceridemia aumenta la hidrélisis de TG y existe una
mayor disponibilidad de AGL procedentes de los adipocitos. Se ha sefialado que el mayor
flujp de AGL o de sus metabolitos hacia el higado a través de la circulacion portal
ademas de estimular una mayor sintesis hepatica de TG e incrementar la secrecién de
VLDL ricas en éstos, también podria conllevar a cambios estructurales en la membrana
celular, al bloqueo de la union de la insulina a su receptor o a la inhibicion de los
mecanismos de fosforilacion postreceptor de esta hormona; alteraciones que han sido
asociadas con el desarrollo de RI, hiperinsulinismo en ayuno e la intolerancia a la
glucosa (254, 255, 256). En ultimo término, se piensa que un descenso de la oxidacion de

las VLDL ricas en TG incrementaria aun mas la severidad de la hipertrigliceridemia
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En la rata Wistar obesa la sobreproduccion y el deterioro del catabolismo de los
TG (257, 258) ha sido atribuida a un incremento de la expresién de las enzimas que
promueven la lipogénesis, e.g., la piruvato cinasa (259). En varios estudios realizados en
ratas y en humanos se ha observado que el consumo de dietas ricas en fructosa puede
inducir hipertrigliceridemia (260, 261, 262, 263). Asimismo, se ha observado que las
dietas altas en sacarosa producen un incremento de la tasa de secrecion hepética de
VLDL ricas en TG (264). Por otra parte, en los humanos y en varios modelos animales
gque manifiestan SM y/o DMIND se ha observado que la hiperinsulinemia y la Rl también
pueden dar lugar a un incremento de la secrecién hepética de VLDL ricas en TG (237,
241, 245, 265, 266, 267). Este hecho se ha podido demostrar a través de algunas
observaciones en humanos, en ratas in vivo y en higados de ratas diabéticas
perfundidos, las cuales indican que la insulina estimula la secrecién hepatica de VLDL-
ricas en TG cuando el higado es expuesto crGnicamente a esta hormona (268, 269, 270,
271).

Otro de los factores que ha sido involucrado en el desarrollo de hipertrigliceridemia
durante la obesidad es la inhibicién de la actividad de la lipoprotein lipasa plasmatica
(LPLP) por la insulina. Asimismo, se han sefialado que la actividad de la lipasa hepatica,
la cual actua sobre VLDL ricas en TG, también puede estar aumentada en individuos
obesos influyendo de manera importante en el desarrollo de la hipertrigliceridemia (272).
Se ha sugerido que la inhibicién de la actividad de la LPLP puede contribuir tanto a la
presencia de hiperlipemia como al descenso de las concentraciones plasmaticas de
Colesterol-HDL (273). En los humanos, la mutacion del gen que codifica la LPLP también
se ha vinculado con el desarrollo de hipertrigliceridemia. Se ha observado que la
presencia de este estado puede conllevar a hipertrigliceridemia muy severa (274). En los
mismos humanos, se ha encontrado que la deficiencia de apolipoproteina C-1l también
puede generar una elevacion de las VLDL ricas en TG (274). Por otra parte, en los
ratones BKS-Lepr®y en los B6-Lep® se ha sefialado que el incremento de la lipogénesis,
caracterizado por altos niveles de TG y AGL, podria estar asociado a la falta de expresién
de la adipsina, una serina proteasa homologa del factor de complemento D en humanos,
que actua como una molécula reguladora de los lipidos derivados de la célula (275).

Como puede observarse, las evidencias encontradas en estos estudios permiten
conjeturar la posibilidad del desarrollo de un estado de insulino resistencia en los ratones
OLEH, el cual podria estar asociado tanto con la disminucion de la actividad de la LPL
plasmatica como con el aumento de la actividad de la lipasa hepatica. Asimismo, la
presencia de EH periportal en estos roedores es una prueba fiacente de que el aumento

del flujo de los AG a través del sistema porta hacia el higado puede promover el
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desarrollo de la hipertrigliceridemia. Ademas, el incremento de los TG plasméticos en los
ratones OLEH a diferencia de lo observado en los controles es un indicio mas de la
posible existencia de RI en los tejidos periféricos de estos roedores.

Por otra parte, en comparacion con los ratones control, los OLEH exhibieron
diferencias significativas en el consumo de alimento, el peso corporal y el indice Lee.
Estos hallazgos confirman las observaciones sefaladas por Carmona (33) y Diego (34)
en el sentido de que los ratones OLEH presentan obesidad y un incremento de su tasa
adipogénica, dos aspectos evidenciados tanto por el incremento significativo del indice
Lee como por la presencia de lipomas, respectivamente. Asimismo, la diferencia
estadisticamente significativa en el consumo de alimento de los ratones OLEH con
respecto a los silvestres sugiere que los OLEH presentan hiperfagia; este hallazgo
permite también establecer que el incremento de la ingesta de alimento podria ser uno de
los principales factores involucrados en el desarrollo de las alteraciones observadas en el
SM gue presentan estos ratones. En algunos modelos animales y en los humanos que
exhiben obesidad atribuida a la mutacién del gen que codifica la leptina 0 que muestran
resistencia al efecto de esta hormona, se ha observado un mayor consumo de alimento
gue sus grupos controles delgados debido a la presencia de hiperfagia (276, 277, 278,
279, 280). Varios estudios han comprobado que la hiperfagia per se puede producir el
desarrollo de diversas alteraciones metabdlicas, e.g., obesidad, hiperglucemia, RI,
hiperinsulinemia, leptinemia, incremento de los depdsitos de TG y un excesivo flujo de
AGL hacia el higado (221, 281, 282, 283). El mismo aumento de AGL puede regular la
ingesta de alimento e inhibe la actividad de la insulina sobre los tejidos periféricos a nivel
postreceptor induciendo al desarrollo de insulino resistencia (209, 284, 285, 286).
Recientes investigaciones han propuesto que en los individuos obesos los niveles
elevados y sostenidos de leptina plasmatica pueden inducir la desregulacion de la propia
leptina sobre sus receptores en el hipotalamo, conllevando al desarrollo de hiperfagia (por
atenuacion de la saciedad y el gasto energético), a un mayor incremento de la
gluconeogénesis y a la inhibiciéon de algunos procesos a nivel postreceptor de la via de
sefalizacién de la insulina (283, 287, 288). Ademas, dado que la leptina suprime la
secrecion de insulina a través de sefiales autbnomas originadas en el circuito
hipotaldmico, la desregulacién de la sefal central de la leptina también puede contribuir al
desarrollo de hiperinsulinemia. Asimismo, se ha indicado que bajo el incremento de la
adipogénesis y una prolongada elevacion de los niveles plasmaticos de leptina, la
captacién de esta hormona por las células-f del pancreas podria ser inhibida y originarse
una falla en la supresion de la secrecion de insulina, lo cual igualmente conduciria a un

mayor incremento de la insulinemia.
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Actualmente, se acepta que la obesidad es un problema multifactorial que ocurre
como resultado de cambios genéticos o adquiridos en tres tipos de procesos bioquimicos:
a) el control de la ingesta de alimento, el cual determina las sensaciones de saciedad y el
hambre a través de procesos que dependen de una accidn reciproca entre sefales
internas reguladas principalmente por un grupo de adipocitocinas producidas por el tejido
adiposo (4, 6, 7, 8, 9, 10, 13, 16, 289, 292, 293, 294, 295), entre ellas la leptina, y factores
ambientales; b) la eficiencia energética, en particular la activacion de la termogénesis, es
mediada por las proteinas desacoplantes (UCPs), las cuales permiten disipar una parte
de la energia contenida en los alimentos como calor en lugar de acumularla como tejido
adiposo (227, 296, 297, 298, 299, 300), y c) la adipogénesis, el proceso a través del cual
se forman las células adiposas especializadas en almacenar grasa, es controlado por una
accioén reciproca de receptores nucleares y factores de transcripcion, entre los que se
incluyen miembros de las familias C/EBP, PPAR y SREBP (301, 302, 303, 304).

La analogia de los trastornos observados en el SM del ratén de los volcanes OLEH
con las anomalias producidas durante la desregulacion de las adipocitocinas permiten
hipotetizar la posible influencia de estas proteinas de sefalizacion en el desarrollo de
obesidad de este roedor. Una amplia variedad de estudios han demostrado la estrecha
relacion entre estas adipocitocinas y la insulina (305, 306, 307, 308, 309, 310, 311, 312,
313, 314, 315, 316, 317, 318, 319). Ademas las evidencias obtenidas en estos estudios
indican que la accién reciproca de las adipocitocinas y la insulina tiene como funcion el
control de la homeostasis energética y, por lo tanto, se ha sefialado que algunas
alteraciones en el eje adipo-insular pueden contribuir al desarrollo de la obesidad y a la
presencia de otras anomalias vinculadas con el SM y el origen de la DMIND (289).

Los estudios respecto a la actividad de las adipocitocinas y la investigacion sobre
la hipotesis de la desregulacion del eje adipo-insular pueden conducir a la identificacion
de diversos factores clave tanto en el desarrollo de la obesidad como en la etiologia de la
DMIND. La semejanza de los trastornos metabdlicos observados en los ratones OLEH
con los hallazgos encontrados durante la disfuncion de la actividad de las adipocitocinas y
el aparente papel de éstas en la etiologia de varias de las alteraciones observadas en el
SM sugieren la posibilidad de utilizar a los ratones OLEH como modelos para el estudio
de la participacion del eje adipo-insular en la etiologia del SM.

Las evidencias observadas en el primer experimento de este estudio descartan el
desarrollo de DMIND en los ratones OLEH debido a la ausencia de hiperglucemia en
estado de ayuno; sin embargo, la manifestacion postprandial de intolerancia a la glucosa,
hiperglucemia y posiblemente RI, asi como el evidente incremento de la lipogénesis

(hipertrigliceridemia) y la presencia de EH, obesidad e hiperfagia son indicativos de que
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los ratones OLEH exhiben el desarrollo del SM. Sin embargo, en futuros estudios sera
necesario establecer en estos roedores la presencia de otros trastornos caracteristicos de
esta patologia; e.g., la existencia de hipertension, y evaluar el estado en el que se
encuentran los niveles de las fracciones de colesterol (HDL y LDL), de las adipocitocinas,
de los promotores de trombosis y de los factores proinflamatorios, los cuales podrian
tener un papel importante en el desarrollo del SM en los ratones OLEH.

En el segundo experimento de este estudio el seguimiento por 14 meses de
ratones introducidos al cautiverio permitié establecer que 60.0% de los ratones silvestres
de ambos sexos desarrollaron lipomas entre los 4 y 6 meses de este periodo. A este
respecto, en ratones obesos de las cepas C57BL/6J (B6-Lep®) y C57BLKS (BKS), los
cuales exhiben una mutacién en el gen de la leptina y en los receptores de esta hormona,
respectivamente; también se ha observado el desarrollo lipomas subcutaneos (320, 321).
En los ratones C57BL/6J el depdsito de tejido adiposo se incrementa de 15% a 75% de
los 16 dias al primer afio de vida, respectivamente (321). En ratones de la cepa Aston-
Lep® se ha sefialado que el incremento de tejido adiposo inicia antes del destete y de un
12% a los 10 dias de edad es 40% mas elevado a los 17 dias de vida (322). En las cepas
de ratones C57BL/6J y C57BLKS el desarrollo de lipomas ha sido atribuido a la presencia
de hiperfagia, al incremento de la lipogénesis y a la reduccién de la lipdlisis.

La semejanza de los trastornos observados en los ratones OLEH con los
presentados por los modelos antes sefialados sugiere que el desarrollo de los lipomas
pudiera deberse a factores similares. Por otra parte, en la segunda etapa de este estudio
igualmente se establecié que 67.0% de los ratones machos que presentaron lipomas con
un alto grado de adiposidad al final de los 14 meses también mostraron EH severa,
mientras que el 33.0% que exhibieron lipomas de mediana adiposidad al término del
seguimiento presentaron EH moderada. De igual forma, del 100.0% de las hembras que
desarrollaron lipomas con un diametro superior a los 3 cm (grandes); el 80.0% mostraron
EH severa y sélo el 20.0% de ellas tuvieron EH moderada. Como puede observarse es
evidente que los hallazgos encontrados tanto en los machos como en las hembras
silvestres que desarrollaron lipomas sugieren la existencia de una relacién entre el
incremento de la adipogénesis de estos tumores y el grado de severidad de la EH que
exhibieron ambos sexos de ratones al final de los 14 meses de seguimiento. A este
respecto, en la cepa de ratones C57BL/6J se ha establecido que el incremento de la
adipogénesis, causante de la formacién de lipomas, ocurre paralelamente a un aumento
de la lipogénesis de novo en el tejido hepatico, esta Ultima alteracién ha sido atribuida a
una mayor esterificacion hepética de AGL y al incremento de la actividad de la glicerol

cinasa que fosforila al glicerido-glicerol (323, 324). Con relacién a la glucemia basal,
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durante el seguimiento pudo advertirse que aunque los machos con lipomas entre los 7 y
8 meses presentaron un incremento estadisticamente significativo en la concentracion
basal de glucosa con respecto del valor exhibido por los que no presentaron lipomas
(Tabla No.7), la glucemia basal de los ratones con lipomas no sobrepaso los niveles de
glucosa considerados como criterio para el diagnoéstico de hiperglucemia diabética en
animales y humanos en condiciones de ayuno, > 126 mg/dL de glucosa plasmatica en
ayunas (325, 326). Esta misma tendencia también fue observada cuando se compararon
ambos grupos de machos entre los 13 y 14 meses de seguimiento, ya que la
concentracion basal de glucosa tampoco supero dichos criterios. En las hembras
lipomatosas a lo largo de los 14 meses de seguimiento no se observaron diferencias
significativas en los valores de glucosa basal con respecto de valores mostrados por las
no lipomatosas. Por lo tanto, estos hallazgos indican que tanto los machos como las
hembras silvestres que desarrollaron lipomas exhibieron normoglucemia basal a lo largo
de los 14 meses, lo cual es consistente con los resultados observados en el primer
experimento de este estudio en los ratones OLEH. Sin embargo, resulta interesante la
evidencia de que a partir de los 7 y 8 meses del seguimiento y hasta el termino de éste,
los niveles de glucemia basal exhibidos por los machos y las hembras con lipomas
siempre fueron mas elevados a los observados en los ratones sin lipomas de ambos
sexos, aunque estos Unicamente mostraron significancia en los casos ya sefialados y no
es clara su etiologia. No obstante, la ausencia de hiperglucemia basal en los ratones
silvestres adultos introducidos al cautiverio no necesariamente excluye la posibilidad de
que los OLEH durante su vida juvenil o adulta puedan exhibir cambios en la glucemia y en
la concentracion sérica de insulina en estado de ayuno, puesto que en algunos modelos
de obesidad; e. g., en los ratones C57BL/6J, se ha sefialado que la hiperglucemia puede
ser transitoria a lo largo de su vida, observandose que los ratones adultos de esta cepa en
comparacion con los ratones jévenes muestran un declive de la glucosa sanguinea del
40% y una consistencia de la glucemia de los 6 meses de vida en adelante (321).

En cuanto a la concentracion plasméatica de TG se aprecié que entre los 11y 12
meses de seguimiento los machos con lipomas presentaron hipertrigliceridemia. La misma
tendencia se mantuvo cuando se compararon ambos grupos entre los 13 y 14 meses de
seguimiento, pero el incremento de TG plasmaticos fue superior al observado antes de
este periodo. A partir de los 9 y 10 meses de seguimiento las hembras con lipomas
mostraron por primera vez un incremento estadisticamente significativo en su perfil
plasmatico de TG. Posteriormente, entre los 11 y 12 meses de cautiverio el aumento de
los TG fue adn mayor, alcanzando su maximo nivel alrededor de los 13 y 14 meses de

seguimiento. Estos hallazgos sugieren que el deterioro del metabolismo lipidico que
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conlleva a la presencia de hipertrigliceridemia en los ratones silvestres que desarrollaron
lipomas ocurre de manera gradual, siendo méas evidente entre los 9 y 11 meses, es decir
algunos meses después de que en estos tumores se ha incrementado la adipogénesis 'y,
por lo tanto muestran un mayor crecimiento.

Con respecto a la concentracion de COT, los machos con lipomas unicamente
exhibieron un aumento significativo en este pardmetro entre los 13 y 14 meses de
seguimiento. En tanto que las hembras con lipomas por primera vez presentaron un
incremento significativo en el colesterol total entre los 7 y 8 meses de seguimiento, dicho
incremento, también se mantuvo y se exacerbd gradualmente entre los 9 y 10 meses de
estudio, observandose una concentracion plasmatica maxima del COT al término de los
13 y 14 meses de seguimiento. Al igual que la trigliceridemia, la colesterolemia parece
también ocurrir meses después de que se ha alcanzado un mayor grado de desarrollo de
los lipomas. El incremento plasmatico de COT en los machos con lipomas fue coincidente
al menos a los 13 y 14 meses del seguimiento con la presencia de hipertrigliceridemia en
los mismos ratones.

Por otra parte, después de 14 meses de seguimiento se establecid6 que
paralelamente al incremento de la concentracion plasmética de TG y COT, los ratones de
ambos sexos con lipomas exhibieron por primera vez entre los 7 y 8 meses del
seguimiento un aumento significativo de su peso corporal y del indice Lee. A partir de este
periodo y hasta el final del seguimiento estos ratones también mostraron un aumento
paulatino y significativo en los dos parametros con respecto de los ratones silvestres que
no desarrollaron lipomas. Estos resultados sefialan que entre los 7 y 8 meses
posiblemente se exacerba la adipogénesis y se incrementa la actividad lipogénica que
conduce a la presencia del cuadro patolégico caracterizado inicialmente por lipomatosis y
el desarrollo simultaneo de hipertrigliceridemia, colesterolemia, EH y obesidad. La
normalidad de los niveles plasmaticos de transaminasas a lo largo de 6 meses de
seguimiento es indicativa de que al menos hasta el inicio de la aparicion de los lipomas
los ratones de ambos sexos no presentaron ninguna alteracion hepética que pudiera ser
indicada por la actividad de estas enzimas. Sin embargo, en futuros estudios sera
necesario establecer si la EH en ratones con OLEH mas avanzada (14 meses 0 mas) se
asocia con elevacion de las transaminasas. Aunque durante los 14 meses de seguimiento
no se preciso el periodo en el que inicia el desarrollo de EH, la presencia de este trastorno
en los ratones de ambos sexos con lipomas al final del estudio, corrobora la estrecha
relacién que existe entre las alteraciones del metabolismo de las grasas, particularmente
el incremento de la tasa de adipogénesis Yy la lipogénesis con en el desarrollo de la EH. A

este respecto, se ha sefialado que el evento inicial que conlleva al desarrollo de EH es la
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acumulacion de TG en los hepatocitos. Recientes estudios han demostrado que los AG
almacenados en los adipocitos y los AG de resintesis que derivan de la lipogénesis de
novo sin intervencion hepdética son la principal fuente de TG para el higado (327).

Donnelly et al., (327) también encontraron que los AGL del plasma contribuyen
aproximadamente con un 60% del contenido de AG en los TG hepéticos de pacientes
con EH, lo cual refleja la importancia de los AGL en la patogénesis de este trastorno. La
captacion hepéatica de AGL no es regulada y, como resultado, la concentracion plasmética
de AGL esta directamente relacionada con el flujo de AGL hacia el higado. Se ha
reportado que en el estado de ayuno, el tejido adiposo contribuye aproximadamente con
un 80% del contenido de AGL del plasma. Por lo tanto, la sobreproduccion de AG en los
tejidos adiposos que fluyen hacia el higado como AGL es la explicacion mas probable de
la excesiva acumulacion de TG en la EH. En estados de insulino resistencia, la insulina
no suprime totalmente la actividad de lipasa sensible a esta hormona, la cual cataliza la
hidrélisis y la liberacién de AG a partir del rompimiento de TG y origina un aumento de la
lipdlisis y del flujo de AG hacia el plasma como AGL. Ademas, se reduce la captacién de
glucosa debido a que la RI disminuye los niveles de glicerol-3-fosfato, de modo que
decrece la reutilizacién de AG para la sintesis de TG. Por lo tanto, la insulino resistencia
en el tejido adiposo es importante como un factor patogénico de la EH. Diraison et al.,
(328) también han sugerido que el mayor flujo de AGL hacia el higado podria ser debido
al paso de éstos del plasma al higado a través de la via portal desde el tejido adiposo
visceral. Estas observaciones son consistentes con los hallazgos observados durante el
seguimiento de los ratones silvestres que desarrollaron lipomas, debido a que la EH
observada en todos ellos histolégicamente muestra una mayor concentraciéon de TG en la
region periportal de los lobulillos hepaticos, lo cual apoya las observaciones sefialadas por
Diraison et al., en el sentido de que un mayor flujo de AGL puede llegar al higado por
esta via, en este caso posiblemente desde los lipomas de tejido adiposo subcutaneo. Sin
embargo, aun falta establecer en esta especie la fuente de los AGL que favorecen la
acumulacion de TG en el higado. A este respecto, se ha sefialado que la lipogénesis de
novo (LDN) en el higado es elevada durante los estados de Rl y en la EH (329). Donnelly
et al., (327) encontraron que la LDN aporta 26% de los TG hepéaticos en individuos
hiperinsulinémicos con EH. Estas observaciones sugieren la posibilidad de que las
enzimas involucradas en la LDN hepética también se encuentren elevadas.

En futuros estudios serd necesario establecer el periodo en el cual los ratones
silvestres (Neotomodon alstoni alstoni) introducidos al cautiverio desarrollan EH.

Asimismo, en estos ratones tendra que cuantificarse la tasa hepatica de secrecion de
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VLDL con y sin EH, asi como también deberan valorarse los efectos de la dieta, el
ejercicio y las terapias farmacolégicas sobre la EH.

En el tercer experimento de este estudio la restriccion en el consumo de alimento
por un mes no cambio significativamente los niveles basales sanguineos de glucosa de
los OLEH. Sin embargo, mejoroé la tolerancia a la glucosa en ambos sexos, aunque este
efecto solo fue estadisticamente significativo en los machos. Aunque durante el primer
mes de la restriccion el area bajo la curva de tolerancia a la glucosa en los ratones OLEH
se redujo, la mejoria en la depuracion de glucosa no fue significativa en ninguno de los
dos sexos. Después de 3 meses de restriccibn en el consumo de alimento, la
concentracion basal de glucosa de los ratones OLEH de ambos sexos tampoco se
modifico presentd diferencias estadisticas significativas con respecto de la observada en
los mismos ratones antes de la restriccion; sin embargo, la tolerancia a la glucosa mejoré
aln mas, pero de nuevo esta no fue significativa en las hembras. Asimismo, aunque
durante este periodo los ratones OLEH machos y hembras presentaron un decremento
del area bajo la curva de tolerancia a la glucosa, la mejoria en la depuracién de glucosa
so6lo fue estadisticamente significativa en los machos. No es clara la razén por lo que las
hembras OLEH después de la restriccién en el consumo de alimento mejoraron su estado
hiperglucémico postpandrial de manera menos eficiente que los machos, esto implica la
necesidad de que en futuros estudios sea reanalizada en hembras OLEH la respuesta de
la glucemia postprandial durante la restriccion en el consumo de alimento.

La hiperinsulinemia exhibida por los OLEH durante las PTG se redujo 3 meses
después de la restriccion en el consumo de alimento, lo cual fue mas marcado en los
machos. Asimismo, en los ratones OLEH de ambos sexos la concentracion plasmatica de
TG después de uno y tres meses de restriccion en el consumo de exhibié un descenso
significativo con respecto de los perfiles observados antes de la restriccion. Ademas, a
pesar de que la concentracion plasmatica de COT en los ratones OLEH de ambos sexos
no era elevada antes de la restriccion en el consumo de alimento, 3 meses después de
esta condicion los niveles plasmaticos de COT en ambos grupos mostraron una
disminucién significativa. Estas observaciones indican que la restriccién en el consumo
de alimento tuvo un efecto atenuante sobre la severidad de la trigliceridemia y, por lo
tanto, mejoré la dislipidemia exhibida por los ratones OLEH insulinémicos. La
normocolesterolemia observada en los ratones OLEH de ambos sexos antes de la
restriccion en el consumo de alimento confirma los hallazgos encontrados en la primera
parte de esta investigacién en el sentido de que estos roedores no muestran ninguna
alteracion con respecto a la concentracion plasmética de COT. Sin embargo, la evidencia

de que los ratones OLEH aun en estado de normocolesterolemia redujeron la
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concentracion plasmatica de COT 3 meses después de la restriccion en el consumo de
alimento es un indicio de que esta condicion podria disminuir de manera importante el
COT durante un estado de hipercolesterolemia. En futuros estudios con este roedor es
necesario determinar si hay cambios en las fracciones de colesterol-HDL y colesterol-LDL,
ya que se ha reportado que también pueden estar alteradas en el SM.

Por otra parte, aunque la restriccibn en el consumo de alimento elimind la
obesidad exhibida por los ratones OLEH de ambos sexos; 3 meses después de esta
condicion los lipomas involucionaron sélo en el 60% y 80% de los ratones OLEH hembras
y machos, respectivamente. Aun en los casos en los que no se observé su reversion
hubo una reduccién importante de su tamafio. Asimismo, tanto en los machos OLEH
como las hembras OLEH la restriccion en el consumo de alimento durante este periodo
corrigié parcialmente la presencia de EH. Esto sugiere que la tasa de adipogénesis, asi
como la lipogénesis disminuyen bajo esta condicion, la veracidad de esta Ultima
afirmacion se corrobora por el hecho de que la trigliceridemia en los ratones OLEH de
ambos sexos fue reducida por la restriccién en el consumo de alimento.

Finalmente, con base en los resultados obtenidos puede sefialarse que en los
ratones OLEH la reduccién de un 30% del consumo de alimento promedio normal tuvo un
efecto importante sobre la reversion del estado hiperglucémico y la insulinemia
postprandiales. Asimismo, la restriccion en el consumo de alimento después de 3 meses
disminuy6 la hipertrigliceridemia, el sobrepeso y la obesidad. Adicionalmente, tanto la
adipogénesis en lipomas como la EH también fueron revertidas parcial o totalmente
después de restringirles el consumo de alimento. Varios estudios han demostrado que los
tratamientos simples para la obesidad/y el SM, tales como la restriccion en el consumo de
alimento y el incremento de los niveles de actividad fisica pueden modificar la severidad
de las alteraciones observadas en estas enfermedades. Russell et al., (330) sefialaron
que la restriccion severa en el consumo de alimento en las ratas macho cp/cp (a 60% de
la ingesta de un grupo control, o 12 g/dia) tuvo un efecto cardioprotector y fue efectiva
tanto en la reduccion de la insulina plasmatica como de los niveles de TG. En monos
rhesus viejos con DMIND, Bodkin et al., (331) encontraron que la restriccién crénica en el
consumo de alimento mantuvo normal el peso corporal previniendo el desarrollo de
obesidad e inhibié el deterioro de la tolerancia a la glucosa y la hiperglucemia. Estos
estudios en primates no humanos demuestran la efectividad de la restriccion en el
consumo alimento a largo término como un tratamiento que podria ser usado en la
prevencion de la obesidad, la insulino resistencia, la dislipidemia, la hipertensién y otros
trastornos del SM (331). En el jerbo, Psammomys obesus, la restriccion calérica de la

dieta para retardar la ganancia de peso también fue eficaz en la prevencion de la
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hiperglucemia, aunque se encontr6 que algunos animales desarrollan hiperinsulinemia
bajo estas condiciones (332). Otros experimentos en los que se han utilizado ratas obesas
insulino resistentes a las que se les restringi6 moderadamente su ingesta de alimento y
que ademas fueron sometidas a ejercicio voluntario han demostrado un efecto
cardioprotector de ambas condiciones relacionado con una reduccién de la
hiperinsulinemia (333, 334). En las ratas Koletsky recién destetadas la restriccion de 1/3
de su consumo de alimento usual redujo 30% su peso corporal, pero continuaron
exhibiendo obesidad (335, 336). Los niveles plasméaticos de TG y COT se normalizaron
rapidamente en estos animales, pero la presién sanguinea se elevé significativamente
durante la restriccién caldrica. La insulinemia en ayuno en ratas Koletsky fue revertida por
la restriccién caldrica, pero ligeramente excedio los niveles observados en el grupo control
(337). La lipogénesis se redujo en los mismos animales, pero permanecio elevada con
relacién a las ratas no obesas, particularmente en los depdsitos de tejido adiposo. Las
evidencias observadas en los ratones OLEH y en los modelos animales antes descritos,
sugieren que la restriccién en el consumo de alimento por si sola no corrige la totalidad
de las anormalidades desarrolladas durante el SM, sin embargo, tiene un efecto benéfico
importante sobre la severidad de las mismas. Se ha sefialado que la reduccion del
ejercicio y la limitada actividad fisica pueden contribuir y facilitar el desarrollo de esta
patologia (338). A este respecto, algunos estudios han comprobado que el incremento de
la actividad fisica tiene efectos benéficos en el tratamiento del SM. Sin embargo, las
evidencias indican que cuando el nivel de actividad fisica no es el necesario y no se
acompafia por una reduccion de la ingesta calérica, el impacto de tal actividad sobre la
reversion de los trastornos metabolicos observados en el SM no ocurre.

En el cuarto experimento de este estudio los resultados mostraron que después de
uno y tres meses de tratamiento con metformina la glucemia en ayuno de los ratones
machos y hembras OLEH exhibié una reduccion importante en comparacién con la
estimada antes del tratamiento, la cual so6lo alcanzé a ser significativa en las hembras
después de 3 meses de tratamiento. En varios estudios se ha indicado que el principal
mecanismo por medio del cual la metformina puede inducir este efecto es a través de la
supresion de la PHG debido a una inhibicién de la gluconeogénesis (180, 181, 182, 339,
340, 341, 342), accién que parcialmente es mediada por la disminucion de los AGL y la
oxidacion de los lipidos (343). Sin embargo, otros estudios en humanos con DMIND han
demostrado que la metformina también es capaz de inhibir la glucogendlisis (344). Por
otra parte, en las PTG la glucemia de los ratones OLEH de ambos sexos mejoré después
de 1 mes de tratamiento, aunque en menor grado en las hembras. Después de 3 meses

la mejoria de la glucemia exhibida por los machos en las PTG fue significativa y casi
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revirti6 a valores control. Sin embargo, en las hembras aunque la glucemia también
mejoro, ésto fue en menor grado. En general se encontré un efecto benéfico de la
metformina sobre la tolerancia a la glucosa. En diversos estudios estos efectos
terapéuticos de la metformina han sido atribuidos a la capacidad de este farmaco para
mejorar la captacién y utilizacion periférica de la glucosa (343, 345, 346). Recientes
estudios han sugerido que el mecanismo de tales efectos en humanos diabéticos y en no
diabéticos insulino resistentes podria ser mediado predominantemente a través del
incremento del metabolismo no oxidativo de la glucosa (347, 348), el cual involucra la
formacion de glucdégeno (glucogenogénesis) por el musculo esquelético, la conversion de
glucosa a lactato a nivel intestinal y la incorporacién de glucosa a los adipocitos para la
formacion de TG. Otros reportes indican que la union de la metformina a los fosfolipidos
de la membrana celular podria inducir potenciales electrostaticos de la superficie de esta
estructura facilitando tanto en las células adiposas como los miocitos del musculo
esquelético la translocacién de los transportadores de la glucosa de los sitios
intracelulares hacia la membrana plasmatica, lo cual incrementaria el transporte de
glucosa estimulado por la insulina en ambos tejidos (180, 182, 349, 350, 351, 352).
Después de tres meses de tratamiento con metformina los ratones machos OLEH
mostraron una reduccion significativa de su estado hiperinsulinémico durante la PTG. En
tanto que las hembras OLEH durante el mismo periodo a los 30 minutos de la fase de
hiperglucemia presentaron una reduccion significativa de la concentracion plasméatica de
insulina con respecto de los valores exhibidos por estos animales antes de su terapia.
Aunque las hembras OLEH después de tres meses de tratamiento con metformina
mostraron un menor grado de insulinemia a los 60 minutos de la fase de hiperglucemia en
comparacion con la estimada antes de su terapia, en este periodo los niveles plasmaticos
de insulina no presentaron diferencias significativas.

No obstante los resultados obtenidos en el presente experimento, las evidencias
observadas conjuntamente a lo largo de este estudio sugieren que en los ratones OLEH la
intolerancia a la glucosa postprandial y la hiperglucemia a que conlleva este estado
podrian ser debidas a la presencia de RI. Ademas, en este Ultimo experimento se
demostré que los ratones OLEH de manera similar que los humanos con DMIND
responden al tratamiento terapéutico con metformina mejorando su estado glucémico y su
condicion insulinémica. Se ha propuesto que la metformina puede ejercer esta accién
estimulando el incremento de los receptores insulinicos, mejorando con ello
significativamente la actividad de la insulina enddgena, la insulinemia, la resistencia a la
accion de la insulina, asi como la captacién y utilizacién periférica de la glucosa (179, 180,

181, 182, 183, 185, 353, 354). Los estudios respecto al efecto de la metformina sobre las
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anormalidades aterogénicas y diabetogénicas asociadas con la obesidad sugieren que
este farmaco puede reducir significativamente mas del 50% de la insulinemia de ayuno en
individuos no diabéticos (355). Otras investigaciones realizadas en individuos diabéticos,
tanto delgados como obesos, también han reportado reducciones significativas de la
insulina plasmatica (356, 357, 358) y de la proinsulina precursora de la insulina durante la
terapia con esta biguanida (358, 359). A semejanza de lo que ocurre en los humanos que
desarrollan SM sin progresion a un estado diabético, es posible que en los ratones OLEH
la reduccion o la presencia de un defecto en la secrecion de insulina por parte de las
células-B del pancreas sean un prerrequisito indispensable para la manifestacién de la
condicion diabética. Aunque se desconoce el periodo en el que se desarrolla la insulino
resistencia, varios estudios en individuos prediabéticos indican que esta condicion
precede a la intolerancia a la glucosa y predice el futuro desarrollo de DMIND (360); sin
embargo, inicialmente esta es acompafiada por hiperinsulinemia para mantener el estado

de normoglucemia (361).

IX. CONCLUSIONES

e En el ratbn de los volcanes la obesidad y la EH estdn asociadas a
normoglucemia, trigliceridemia y normocolesterolemia en estado basal, asi como

a intolerancia a la glucosa, hiperglucemia e hiperinsulinemia postprandiales.

o Puesto que el raton OLEH muestra varios de los trastornos metabdlicos
observados en el SM humano, éste puede constituir un modelo para el estudio

de los componentes de este sindrome.

o En ratones silvestres introducidos al cautiverio el desarrollo de lipomas inicia
entre los 3 y 6 meses, mientras que la obesidad y la hipertrigliceridemia se

establecen entre los 7 y 8 meses.

e El estudio de seguimiento en los ratones silvestres introducidos al cautiverio
mostré que la hipertrigliceridemia y la colesterolemia, entre otras patologias,
constituyen pardmetros indicativos del sindrome metabdlico. Ademas, la
alteracion de los TG y el COT practicamente coincide con el desarrollo de la

obesidad.
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El estudio del seguimiento de los ratones silvestres introducidos al cautiverio
mostrd una asociacion entre el incremento de la adipogénesis de los lipomas y la

severidad de la EH.

En los ratones OLEH la reduccion del peso corporal y el indice Lee, por medio
de la restriccion en el consumo de alimento, tuvo un efecto positivo sobre la
hipertrigliceridemia, la tolerancia a la glucosa y la hiperinsulinemia postprandial.
Asimismo, después de tres meses en algunos ratones la restriccion en el
consumo de alimento también revirtié tanto la adipogénesis de los lipomas como
la EH.

El tratamiento de los ratones OLEH con clorhidrato de metformina redujo la
severidad de la intolerancia a la glucosa, la hiperglucemia y la hiperinsulinemia
postprandiales, lo cual confirma que en los ratones OLEH la presencia de estas

alteraciones es debida al desarrollo de RI.
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severidad de la EH.

En los ratones OLEH la reduccion del peso corporal y el indice Lee, por medio
de la restriccion en el consumo de alimento, tuvo un efecto positivo sobre la
hipertrigliceridemia, la tolerancia a la glucosa y la hiperinsulinemia postprandial.
Asimismo, después de tres meses en algunos ratones la restriccion en el
consumo de alimento también revirtié tanto la adipogénesis de los lipomas como
la EH.

El tratamiento de los ratones OLEH con clorhidrato de metformina redujo la
severidad de la intolerancia a la glucosa, la hiperglucemia y la hiperinsulinemia
postprandiales, lo cual confirma que en los ratones OLEH la presencia de estas

alteraciones es debida al desarrollo de RI.
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