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Resumen

La diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) es una enfermedad caracterizada por un estado de
hiperglucemia crénica causada por trastornos en el metabolismo de carbohidratos, lipidos
y proteinas como consecuencia de resistencia a la insulina (RI) a nivel tisular, una falla en
la secrecién de dicha hormona o la combinacién de ambas. Debido al acelerado aumento
en el nimero de pacientes con DMT2 se han implementado modelos animales como una
herramienta importante para estudiar los mecanismos fisiopatoldgicos presentes en esta
enfermedad, asi como desarrollar nuevos tratamientos.

La presente investigacion tuvo como objetivo la estandarizacion de un modelo animal con
Rl a partir de la administracidén crénica de un jarabe con alto contenido en fructosa en
durante un periodo de 42 dias en ratas Wistar con hiperglucemia inducida por
estreptozotocina (STZ). Para ello se registré semanalmente la glucosa plasmatica y el peso
de los animales y quincenalmente se midieron los niveles de colesterol y triglicéridos.
También se registro diariamente el consumo de liquidos y alimento.

Con el fin de determinar si hubo una alteracién en el metabolismo de la glucosa se
realizaron pruebas de tolerancia oral a la glucosa (PTG) y se cuantificaron los niveles de
insulina, al inicio y al final del experimento, por medio de la técnica de inmunoensayo
ELISA. La valoracion de la Rl se calculd mediante el indice de resistencia a insulina (HOMA-
IR).

Al finalizar el periodo experimental se observd que el consumo crénico de jarabe alto en
fructosa en ratas hiperglucémicas STZ modifica y acelera el aumento de los niveles de
triglicéridos, incrementa los valores de glucosa y mantiene una hiperglucemia crdnica,
modifica las PTG, incrementa los valores del HOMA-IR, y aumenta la ingesta caldrica y el
consumo de liquidos. Asi mismo, el modelo responde a tratamiento farmacoldgico de
metformina-glibenclamida (500mg/kg y 5mg/kg) disminuyendo los niveles de glucosa y
triglicéridos. La metformina es un hipoglucemiante oral que promueve sensibilidad a la
insulina en adipocito, miocito y hepatocito. La disminucion de los niveles de glucosa y la
mejora del perfil lipidico se atribuye a la reduccidn de la produccién hepatica de glucosa
mediante la disminucion de la gluconeogénesis hepatica, asi como el aumento de la
captacién de glucosa en miocito y adipocito. Por otro lado, la glibenclamida es un
hipoglucemiante con propiedades insulinosecretoras que estimula la célula B para la
liberacién de insulina promoviendo la disminucién de la glucemia basal a partir de Ila
inhibicidn de liberacién hepatica de glucosa y el aumento en el trasporte de glucosa en
musculo y adipocito.



Introduccion

En las ultimas décadas, la DMT2 se ha convertido en la forma mdas comun de diabetes,
representando alrededor del 90% de los casos relacionados a dicha patologia a nivel
mundial (IDF, 2017). Debido al creciente nimero de pacientes diagnosticados con esta
enfermedad, la Federacién Internacional de Diabetes (IDF, por sus siglas en inglés)
considera a la DMT2 como una de las enfermedades crénico- degenerativas con mayor
impacto en la poblacién y se ha convertido en una crisis sociosanitaria que, por su
naturaleza crdénica, causa complicaciones patoldgicas a largo plazo y representa uno de los
mayores gastos dentro del sector de salud que seguird en aumento si ésta no es
controlada (IDF,2017).

Las complicaciones fisiopatoldgicas se caracterizan por disfuncidn de las células B y R, los
cuales dificultan progresivamente el control de los niveles de glucosa en la sangre y
conducen a la aparicion de complicaciones micro y macrovasculares (De Fronzo et al.,
2015). La Rl es uno de los factores mas estudiados dentro de la DMT2; esta provoca la
disminucién de la accién de la insulina en los tejidos periféricos produciendo alteraciones
en el metabolismo de proteinas, lipidos y carbohidratos. Para contrarrestar la RI, el
pancreas aumenta la secrecion de insulina generando un estado de hiperinsulinismo
compensatorio que a largo plazo terminard en el fallo de las células B vy, por lo tanto,
disminuira la secrecion de insulina (Pollak, 2016).

Para la comprension y tratamiento de la DMT2 es necesario el desarrollo de modelos
animales que permitan entender los mecanismos de los diferentes trastornos que
presenta dicha enfermedad. En la actualidad, existe una amplia gama de modelos de
hiperglucemia y Rl para su estudio, sin embargo, la mayoria de ellos tardan meses en
desarrollar Rl por lo que resultan muy costosos (mantenimiento) y de dificil seguimiento.
Debido a lo anterior, el presente estudio tuvo como objetivo la estandarizaciéon de un
modelo animal con hiperglucemia que desarrollarad Rl en un menor periodo de tiempo.

La Rl se desarrollé a partir de una alteracion dietética que consistié en el consumo de una
bebida con alto contenido en fructosa. Se eligié dicho monosacarido debido aque es el
edulcolorante mas utilizado en alimentos (galletas, cereales, etc.) y bebidas procesadas
(bebidas carbonatadas, jugos, etc.). Estudios recientes han demostrado que el consumo
crénico de fructosa disminuye la sensibilidad a la insulina ya que promueve la lipogénesis
y la acumulacién de triglicéridos (Pérez et al., 2007). Esto, aunado al acelerado aumento
del consumo de bebidas carbonatas y alimentos procesados en paises desarrollados y en
vias de desarrollo, implica una continua exposicién de fructosa que se ha asociado a
efectos deletéreos en la salud como el desarrollo de Rl (Riveros et al., 2014).
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Antecedentes
1. Diabetes

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad crénica que se desencadena a partir de una

insuficiente produccién de insulina por parte del pancreas y/o a partir de que el
organismo no utiliza con eficacia la insulina producida (OMS, 2016).

1.1. Clasificacion

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) la clasifica principalmente en:

Diabetes mellitus de tipo 1: se caracteriza por hiperglucemia generada por una
produccidon nula de insulina y requiere la administracién crénica de dicha hormona
(OMS, 2016b). Generalmente, el desarrollo de esta patologia es consecuencia de la
destruccion de las células B del pancreas por un fenédmeno autoinmune; asi mismo, es
causada por mutaciones de varios genes (los genes de riesgo mas establecidos son los
gue afectan a la regulacioén de la tolerancia inmunolégica como los genes que codifican
el antigeno leucocitario humano (HLA, por sus siglas en inglés) (Wiebe, Wagner &
Novoa-Mogolldn), y por factores ambientales (OMS, 2017b). Sus principales sintomas
son hiperglucemia, poliuria, polidipsia, polifagia, pérdida de peso, trastornos visuales y
cansancio (OMS, 2017c).

Diabetes mellitus de tipo 2 (DMT2): es una enfermedad multifactorial caracterizada
por un estado de hiperglucemia crdnico ocasionada por una falla en la secrecién de
insulina y/ o RI (OMS, 2017c). Esta asociada con la obesidad, la poca actividad fisica y
una mala alimentacién; ademas, es causada por mutaciones de varios genes, los genes
de riesgo mds comunes son los que afectan la funcion de la célula beta como el factor
nuclear 1-B del hepatocito (HNF1B, por sus siglas en inglés) y en la accion de la insulina
como el sustrato 1 del receptor de insulina (IRS1, por sus siglas en inglés) Wiebe,
Wagner & Novoa-Mogolldn), y también por factores ambientales (OMS, 2017 b).

Diabetes gestacional: se define como un estado de intolerancia la glucosa e
hiperglucemia que surge durante el embarazo (OMS, 2017b). Las mujeres con diabetes
gestacional corren mayor riesgo de desarrollar DMT2 en el futuro (OMS, 2017c).

1.2. Epidemiologia

En las ultimas décadas, la DM se ha convertido en un importante problema de salud

mundial. En 2017 se registraron 425 millones de adultos con diabetes, de los cuales entre



un 87% y 91% presentd DMT2; para el 2045 se estima que esta cifra aumente a 629
millones. Esto representa una cifra alarmante para el sector salud ya que se calcula que el
gasto mundial en salud a diabetes es de 727 millones de délares (IDF, 2017).

En la actualidad, la DMT2 representa una de las enfermedades con mayor repercusién
sociosanitaria como resultado de su elevada frecuencia e impacto de las complicaciones
cronicas de la enfermedad; dentro de éstas, resalta el factor de riesgo para el desarrollo
de la patologia cardiovascular (Goday, 2002). Segun la IDF, las enfermedades
cardiovasculares son la causa mds comun de muerte e incapacidad en pacientes
diabéticos; entre ellas encontramos: la angina de pecho, infarto de miocardio,
enfermedad arterial periférica e insuficiencia cardiaca congestiva (IDF, 2015).

2. Diabetes mellitus tipo 2

La DMT2 es una patologia caracterizada por un estado de hiperglucemia crénica causado
por trastornos en el metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas generados por una
falla en la secrecién de insulina, resistencia a dicha hormona a nivel tisular o la
combinacion de ambas (De Fronzo et al., 2015).En la mayoria de los casos puede ser
controlada a partir de dieta y ejercicio (De Fronzo et al., 2015).Mientras que, en otros
casos, es necesario tratamiento farmacoldgico con hipoglucemiantes y/o insulina
(Rodriguez et al., 2017).

2.1. Diagnéstico y tratamiento

Es comun que en sus inicios los pacientes con DMT2 no presenten manifestaciones clinicas
o estas sean minimas durante varios afios antes del diagndstico (OMS, 2017). El
diagndstico de DMT2 se realiza por métodos analiticos segun los criterios establecidos por
distintas organizaciones de salud como la Asociacion Americana de Diabetes (ADA, por sus
siglas en inglés). De acuerdo a la ADA (2016), existen diferentes métodos para diagnosticar
la DMT2 (Tabla 1). Un paciente es diabético cuando presenta los valores indicados en la
Tabla 1 utilizando los siguientes métodos de diagndstico: la medicion de hemoglobina
glicada (HbA1C), la medicion de glucosa plasmatica en ayunas, prueba aleatoria de glucosa
plasmatica y prueba de tolerancia a la glucosa oral (PTG).

Para realizar un diagndstico certero es necesario repetir cada método una segunda vez.
Asi mismo, un paciente esta en riego de desarrollar DMT2 y ser considerado como
prediabético cuando presenta los valores indicados en la Tabla 1. La prediabetes es un
trastorno en el cual, el nivel de glucosa en la sangre es mayor de lo normal, pero no lo
suficientemente alto como para que sea considerado como diabetes, los valores de
referencia también se pueden observar en la Tabla 1 (ADA, 2016).



Tabla 1. Pardmetros para diagnosticar la DMT2, ADA (2016).

Parametros Normal Prediabetes T2DM
Hemoglobina glicada <5.7% 5.7-6.4% >6.5%
(HbA1C).

Glucosa plasmatica en | <100 mg por dl 100-125 mg por dl 2126 mg por dl
ayunas

Prueba de toleranciaa | <140 mg por dI*  140-199 mg por dI* >200 mg por dI*
la glucosa oral (PTG)

Pruebas de glucosa <140 mg por dI 140-199 mg por dl >200 mg por dI
aleatoria.

*Nota: Los valores de la PTG corresponde a los niveles de glucosa 2 horas después de
haber tomado una solucién de 75 g de glucosa anhidrida.

Entre los principales métodos para el tratamiento de la DMT2 encontramos la
administracion de farmacos como la metformina y la glibenclamida. La metformina
representa el principal tratamiento a nivel mundial para controlar la hiperglucemia (IDF,
2017); su mecanismo de accion consiste en la reduccién de la produccion hepatica de
glucosa mediante la disminucién de la gluconeogénesis hepatica, asi como el aumento de
la captacion de glucosa (Cases, 2018). Este farmaco es la Unica biguanida recomendada
actualmente, ya que la fenformina y la buformina tienen un riesgo elevado de provocar
acidosis lactica (Arno, Nadal& Cases, 2004). Por otro lado, la glibenclamida es un
hipoglucemiante oral de la familia de la sulfonilureas, con propiedades insulinosecretoras
gue actua en receptores especificos de la célula B (Sdnchez, 2008).

2.2. Complicaciones

La DMT2 desarrolla complicaciones agudas y crénicas causadas por alteraciones
metabdlicas caracteristicas de esta patologia. La complicacién aguda tipica es el estado
hiperosmolar hiperglucémico (EHH) provocada por hiperglucemia severa, que a su vez
genera glucosuria y polidipsia (Morales et al., 2017). En cuanto a complicaciones crénicas,
resaltan la disfuncién endotelial, la aterotrombosis y ateroesclerosis, todas ellas
responsables del desarrollo de micro y macroangiopatias (Tabla 2).

El endotelio es una capa mononuclear que recubre la cara interna de los vasos sanguineos
gque se encarga de la sintesis de multiples factores responsables de regular la



vasodilatacién, inflamacion, proliferacion celular y la integridad hemostatica. La disfuncion
endotelial es la complicacién crénica mas comun en la DMT2 y se encuentra directamente
relacionada con trastornos en el metabolismo de la glucosa, hiperglucemia cronica, Rl,
estado inflamatorio crénico y el aumento de especies reactivas de oxigeno (ROS) que
aceleran la glicoxidacion de proteinas y lipidos (Muntaner et al., 2015).

La hiperglucemia crénica dana el endotelio de los vasos sanguineos mediante el proceso
conocido como ateroesclerosis, el cual, produce un estrechamiento de las arterias que
posteriormente provocard la reduccién de flujo sanguineo al musculo cardiaco, cerebro y
extremidades (OMS, 2017b). El mecanismo fisiopatoldogico que subyace a las
enfermedades cardiovasculares es la aterotrombosis; ésta se caracteriza por el
engrosamiento de la pared arterial a consecuencia de la deposicidon de material lipidico. La
aterotrombosis progresa de una manera lenta y silenciosa, su manifestacion aguda se
relaciona con la ruptura de una placa ateroesclerética, que induce la formacién de un
trombo que puede obstruir la arteria (Muntaner et al., 2015).

Tabla 2. Complicaciones vasculares en la DMT2.

Microvasculares Macrovasculares
-Retinopatia -Angiopatia cardiaca
-Nefropatia -Angiopatia cerebral
-Neuropatia -Angiopatia periférica

3. Resistencia Insulina

Se define como Rl a una condicién en el cual las células de tejidos blanco que usualmente
responden a niveles normales de insulina dejan de hacerlo, por lo que requieren mayores
concentraciones de la hormona para responder (Reyes & Plancarte, 2008). La disminucién
de la respuesta a la insulina, produce trastornos en el metabolismo de los lipidos,
carbohidratos y proteinas (Pollak, 2016), asi como un aumento en la producciéon de
glucosa hepatica (Reyes & Plancarte, 2008). La Rl se caracteriza por una disminucién en la
captacion de glucosa inducida por la insulina a nivel celular, especificamente en adipocitos
y musculo esquelético (Reyes & Plancarte, 2008), como respuesta a este problema el
pancreas aumenta la secrecién de insulina generando una fase compensatoria que da
origen a un estado de hiperinsulinemia (Pollak ,2016).




Se ha registrado que en individuos con Rl ocurren dos procesos fundamentales: 1)
aumento de la Rl de las células diana, y 2) falla de las células B provocado por el
prolongado aumento de la secrecion de insulina para la compensacién de la resistencia de
los tejidos blanco a la accién de la insulina (Torre et al.,, 2011). Es por ello que los
pacientes con Rl estan predispuestos al desarrollo DMT2 y sindrome metabdlico (Rios &
Angosto 2015), ademas de estar asociados con un amplio nimero de desérdenes de salud
como el sindrome de ovario poliquistico (SOP) y la enfermedad de higado graso no
alcohdlico (EHGNA) (Pollak, 2016), infecciones crénicas como consecuencia de desajustes
del sistema inmunolégico (Ruiz-Alvares et al.,, 2006), hipertensiéon, obesidad vy
enfermedades de tipo cardiovascular (Reyes & Plancarte, 2008).

3.1. Mecanismos moleculares de resistencia a la insulina

La insulina es producida y liberada por las células B pancredticas en respuesta a niveles
elevados de glucosa plasmatica. Dicha hormona participa en el control de funciones
energéticas dentro del metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas, debido a que, a
través de la unién a su receptor, aumenta la captacion de glucosa en el miocito y
adipocito(Zamora, Chavez & Méndez, 2004).Asi mismo, la presencia de insulina estimula
otros mecanismos, entre los que encontramos la inhibicion de la produccién hepatica de
glucosa, la B-oxidacion de acidos grasos, la glucogendlisis y la protedlisis, asi como la
estimulaciéon de la glucdlisis, gluconeogénesis y sintesis de proteinas (Zamora, Chavez &
Méndez, 2004).

En un individuo sano, la insulina se une a su receptor desencadenando una serie de
cascadas de sefializacién que permiten su correcto funcionamiento. Sin embargo, cuando
existe un defecto en su sefializacién, se llega a un estado de RI (Reyes & Plancarte, 2008).
En condiciones fisioldégicas normales, cuando la insulina interacciona con su receptor y lo
activa, se da inicio a la via de sefializacion de la fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K/Akt)
(Figura 1), la cual es el principal mecanismo por el que la insulina realiza sus funciones en
el metabolismo de carbohidratos y lipidos (Reyes & Plancarte, 2008).

La unidon de dicha hormona con el receptor de insulina (IR) genera un cambio
conformacional en dicho receptor que estimula su actividad tirosina cinasa, con Ia
consecuente autofosforilacidon de los residuos de tirosina (Tyr) del IR (Chdvez et al., 2006).
Una vez que el receptor esta activo se favorece la fosforilacidn de los residuos de Tyr del
sustrato del receptor de insulina (IRS), el cual una vez fosforilado, se transforma en un sito
de unién de proteinas que contienen dominios SH2, como es el caso de PI3K (Reyes &
Plancarte, 2008). La interaccion entre IRS y la subunidad reguladora (p85) del PI3K genera
cambios conformacionales que provocan la activacion de la subunidad catalitica (p110) de
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PI3K (Reyes & Plancarte, 2008). Debido a que la subunidad p110 se encuentra ubicada
cerca de la membrana plasmatica, ésta tiene acceso a los componentes fosfolipidicos de la
membrana como fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP2), al cual fosforila en la posicién 3 del
inositol, generando como producto fosfatidilinositol3,4,5- trisfosfato (PIP3). Ambos
productos son esenciales como sitio de unién y activacion de cinasas de Ser como la cinasa
dependiente de fosfoinositidos-1 (PDK1) y la proteina cinasa B (PKB o Akt) (Reyes &
Plancarte, 2008).

Membrana
plasmaética

Pi{4,5)P2 ——> PI(3,4,5)P3

Citoplasma

@ ¢ \
Sintesis de

pllo PI3K Sintesisde
Glucégeno T

Figura 1. Activacion de la via de la PI3K/Akt por la insulina. Esta via representa el
principal mecanismo por el que la insulina ejerce sus funciones en el metabolismo. El IR
activo y autofosforilado, favorece la fosforilaciéon del IRS la cual contiene varios sitios de
fosforilaciéon en residuos de Tyr (Y) que al ser fosforilados por el IR, se convierten en sitios
de unidn y activacién de proteinas que contienen dominios SH2 como PI3K. La PI3K consta
de una subunidad reguladora (p85) y de una subunidad catalitica (p110). La interaccion
entre p85/IRS-1 da por resultado la activacion de p110 y a consecuencia de ello, p110
tiene acceso a su sustrato Pl (4,5) P2, el cual es fosforilado en la posiciéon 3 del inositol,
generando Pl (3, 4,5) P3, que sirve como sitio de unién para cinasas de Ser como PDK1 y
Akt. El complejo proteico PDK2 activa a Akt, induciendo una primera fosforilaciéon en la
Ser473 que es seguida por una fosforilacién en la Thr308, esta ultima inducida por PDK1.
Akt regula varios de los efectos metabdlicos de la insulina a través de regulacién o
inhibicidn de diferentes sustratos que son factores clave en las acciones metabdlicas de la
insulina, como mTor, FOXO, GSK3 y la caspasa 9. (Tomado de Reyes & Plancarte, 2008).
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La activaciéon Akt desempefia un papel central en la sefializacién de la insulina ya que se
encarga de la regulacidon, a partir de la fosforilacion, de diferentes sustratos que
desempefian factores clave en las acciones metabdlicas de la insulina (Gutiérrez-Rodelo,
Roura-Guiberna& Olivares-Reyes, 2017). Entre ellos encontramos a: 1) la molécula blanco
de rapamicina en mamiferos (mTOR), que al ser fosforilada promueve la sintesis proteica
a través de las vias p70S6K/S6 y 4EBP1/elF4en el miocito; 2) el factor de transcripcion
FOXO, que fomenta la adipogénesis a partir de su inhibiciéon en tejido adiposo; 3) la
enzimaglucdégeno sintasa cinasa 3 (GSK3), que al ser activada favorece la activacion de la
glucégeno sintasa y la sintesis de glucégeno en el hepatocito y miocito y 4) la caspasa 9,
donde su inhibicidn disminuye la apoptosis (Reyes & Plancarte, 2008).

Asi mismo, la activaciéon de Akt participa en la incorporacién de glucosa en musculo y
tejido adiposo a través de la translocacién del transportador de glucosa 4 (GLUT4) a la
membrana celular (Sandoval-Muiiiz et al., 2016). El transporte de GLUT4 a la membrana
plasmatica depende de varios mecanismos, ente ellos encontramos su translocacion
dependiente de la via activacion PI3K / Akt. Durante dicha via, AS160 (el cual presenta un
dominio Rab/GAP), un sustrato de Akt de 160 KDa, participa en la regulacion de proteinas
G pequeiias Rab (PGRab) que intervienen en el trafico vesicular de GLUT4 (Reyes &
Plancarte, 2008). AS160 al ser fosforilado por Akt, es inhibido, activando la accion de las
PGRab para la exocitosis de transportador, causando el incremento del trafico-
dependiente de Rab del transportador GLUT4 a la membrana plasmatica (Figura 2)
(Gutiérrez-Rodelo, Roura-Guiberna& Olivares-Reyes, 2017).

Cuando existe un estado de RI, la alteracidn en el transporte de glucosa se debe a que la
cascada de sefializacion de la insulina se ve interrumpida. Los mecanismos por los que se
genera la resistencia a la insulina pueden ser multiples y variar de un individuo a otro. Sin
embargo, entre las alteraciones mas comunes encontramos cambios en la actividad del IR
e IRS, en donde el aumento en la fosforilacién en residuos de Serina (Ser)/ Treonina (Thr),
en lugar de residuos Tyr, ocasiona una modificacidon en la via de sefializacion (Anaya &
Ariza, 2005). En los ultimos afios, se ha encontrado que la mayor parte de |las
fosforilaciones residuos Ser/Thr son inhibidoras, esto se debe a que bloquean la
transduccién de sefiales de la insulina impidiendo la fosforilacion de los residuos de Tyr
de los IRS por el IR activado (Meisenberg& Simmons, 2018); como consecuencia también
se ve disminuida la actividad de la via dependiente de PI3K/Akt, lo que a genera una
deficiente translocacién de GLUT4 que a su vez causa una disminucion en la captacién de
glucosa en los tejidos blanco (miocito y adipocito) (Sandoval-Muiiz et al., 2016).
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Figura 2. Regulacion de las acciones de la insulina: translocacion del GLUT4 y RI. A nivel
del receptor, se han descrito varios mecanismos de regulacidén entre los que se incluyen su
endocitosis y reciclamiento; la desfosforilacién de residuos de Tyr clave que participan en
la activacion del receptor y en su asociacidén con proteinas adaptadoras, por accién de la
PTP-1B, y la fosforilacion del receptor en residuos de Ser/Thr por la PKC y otras cinasas de
Ser/Thr que afecta a la actividad enzimatica del receptor de insulina. Estos mecanismos
alteran la actividad del receptor, desacoplando la formacion de complejos proteicos y
regulando su numero y localizacién celular. Existen otros puntos de regulacidon de la
sefializacion de insulina, rio abajo de su receptor: a nivel de las proteinas IRS, por la
fosforilacion de residuos de Ser/Thr y por accién de SOCS; a nivel de Akt, por la accion de
la fosfatasa PP2A, vy, a nivel de la sintesis de PIP3, por la accion de las fosfatasas de lipidos
PTEN y SHIP-2, que antagonizan de manera especifica la sefializacion de PI3K/Akt.
(Tomado de Gutiérrez-Rodelo, Roura-Guiberna& Olivares-Reyes, 2017).

3.2. Métodos para diagnosticar resistencia la insulina

La Rl es una condicion que se encuentra directamente relacionada con el desarrollo
DMT2, es por ello que resulta relevante su deteccion temprana. Actualmente, existen
diversos métodos para la evaluacién de la sensibilidad a la insulina que se fundamentan
en los valores de insulina y glucosa en ayuno. La importancia de cuantificarla insulinemia y
glucemia en ayuno radica en que éstos valores permiten estimar la sensibilidad a la
insulina y la captacion de glucosa de los tejidos blanco (Carrasco, Ganali& Reyes, 2013). Se
ha visto que el hiperinsulinismo en ayuno esta estrechamente asociado con
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insulinoresistencia e intolerancia a la glucosa; ésto se debe a que la célula B, ante la
disminucién de la accion de la insulina en los tejidos blanco (adipocito, miocito y
hepatocito), entra en un estado de hiperinsulisnismo compensatorio que permite
aumentar la captacion de glucosa en dichos tejidos y regular los niveles de glucosa, dicha
accion provocara a largo plazo el deterioro de la célula B (Ballerini et al., 2016).

De acuerdo con Martinez, Maldonado & Lépez (2011), existen diversos métodos para el
diagnéstico de la Rl, entre lo mds comunes encontramos:

El modelo de evaluacion homeostatica de resistencia a la insulina (HOMA-IR, por sus
siglas en inglés), desarrollado por Matthews y colaboradores (1985), es el método mas
utilizado para determinar RI. Se deriva de la interaccién entre la funcién celular B y la
sensibilidad a la insulina; cuando hay una disminucidn en la secrecion de insulina por parte
de la célula B, la concentracidon plasmatica de insulina va a ser menor provocando que la
concentracion de glucosa basal se eleve. Por otro lado, cuando hay R, la glucemia basal se
mantiene en parametros normales como resultado de un estado de hiperinsulinemia
compensatoria (Cuéllar, Sibaja, & Aguirre, 2016). Este modelo es utilizado en pacientes y
modelos experimentales en etapas tempranas de RI.

HOMA-IR= [insulina plasmdtica en ayuno (uU/ ml) *glucosa plasmdtica en ayuno
(mmol/L)]/22.5.

Valores de referencia: Se considera sensibilidad normal a la insulina un valor < 3.0 (Cuéllar,
Sibaja, & Aguirre ,2016).

El indice Matsuda-DeFronzo o indice de sensibilidad a la insulina compuesto (ISI-
Compuesto), propuesto por Matsuda y De Fronzo (1999), es un indice de sensibilidad a la
insulina obtenido a partir de las determinaciones de glucosa e insulina derivadas de una
prueba de tolerancia oral a la glucosa (PTG) (Carrasco, Ganali& Reyes, 2013).

ISI-compuesto= 10,000 =+ V [(IPA*GPA) *(xGPC * xIPC)

Nota: donde IPA es la insulina plasmatica en ayuno en pU/ ml, GPA la glucosa plasmatica
en ayuno en mg/dl, xGPC es el promedio de la concentracién de glucosa plasmatica en
todos los puntos de la curva y xIPC es el promedio de la concentracidon de insulina
plasmatica en todos los puntos de la curva.

Valores de referencia: Se considera Rl si el valor obtenido <a 4.3 (Cuéllar, Sibaja, &
Aguirre, 2016).
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Clamp hiperinsulinémico y clamp hiperglucémico

El clamp hiperinsulinémico es otro método que permite cuantificar la utilizacién global de
glucosa bajo un estimulo de hiperinsulinemia. Es considerado para diagnosticar Rl ya que
provee la medida mas confiable de sensibilidad a la insulina. Por otro lado, el
clamp hiperglucémico permite medir la respuesta pancredtica a la glucosa bajo
condiciones de hiperglucemia. En este método se evalua la secrecién bifasica de la
insulina in vivo, donde una alteracién en la primera fase de la secrecion de insulina serd un
reflejo de una patologia en la célula B.

Valores de referencia: no se ha reportado un punto de corte para diagnosticar Rl con
el clamp, esto se debe a que es una técnica muy invasiva que hasta el momento sélo es
empleada en la investigacion.

4. Modelos animales para el estudio de la diabetes mellitus

Debido al acelerado aumento en el numero de pacientes diabéticos, es importante la
realizacién de estudios que permitan presentar soluciones y nuevas técnicas de
tratamiento; para realizar estos estudios se han implementado modelos animales. Estos
modelos representan una herramienta importante para comprender los mecanismos
fisiopatoldgicos que caracterizan la DM (Amaya et al., 2016).

Los modelos de la DMT?2 se clasifican de acuerdo al mecanismo de induccion que genera la
intolerancia a la glucosa y algunos otros problemas caracteristicos de la enfermedad
(hiperglucemia)en: modelos espontdneos, que a su vez se dividen en modelos analogos e
intrinsecos; y modelos inducidos (Arias-Diaz &Balibrea, 2007). Los tipos de modelos y su
clasificacidn se puede observar en la Tabla 3.

Los modelos espontaneos surgen de linajes de animales que presentan una o multiples
mutaciones, o por cruces periddicos de animales con hiperglucemia, donde mediante
cruces endogamicos se favorece un determinado rasgo de la DMT2 (obesidad,
hiperglucemia, hiperfagia, hiperinsulinemia, Rl, etc.) (Casado, 2007). Por otro lado, los
modelos inducidos son aquellos en los que se pueden reproducir unas o mas signos
caracteristicos de la DMT2, esto se logra partir de 1) la manipulacién genética que afecta
directamente a un gen en particular y puede producir su sobreexpresién (ratas/ratones
transgénicos), eliminacion (ratas/ratones knock-out) o remplazo(ratas/ratones knock-in),
2) la induccién hormonal, a partir de la administracion de corticoides, que causa un
estado patoldgico que se asemeje a la DMT2, y 3) la administracion de farmacos, como la
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STZ o el aloxano, que tienen un efecto toxico sobre las células B (Monzdn, Alberto & Farré,
2012).

Tabla 3. Clasificacion de los modelos animales de diabetes mellitus tipo 2 (Arias-Diaz &
Balibrea, 2007).

Modelos en DMT2

- Rata Goto-Kakizaki (GK)
- Ratén obeso de Nueva Zelanda (NZO)

Modelos - Ratén KK
andlogos - Psammomys obesus (rata israeli de la
Modelos espontaneos arena)

- Rata OLETF (Otsuka Long-Evans
Tokushima fatty rat)

- Raton db/db

- Raton ob/ob

Modelos - Ratén Agouti
intrinsecos - Rata Zucker (fa/fa)

- Induccién hormonal
- Administracion de farmacos
Modelos inducidos - Manipulacién genética

Nota: Modelos animales de la DMT2. La tabla muestra la clasifican de los diferentes
modelos animales de utilizados para el estudio de la DMT2 de acuerdo al mecanismo de
induccion que genera la intolerancia a la glucosa y algunos otros problemas caracteristicos
de la enfermedad.

4.1. Modelo de hiperglucemia STZ

Entre los modelos inducidos mas utilizados encontramos a las ratas STZ; el modelo STZ
consiste en la induccién experimental de hiperglucemia a partir de la administracidn de
(Masiello, 2006). La STZ induce hiperglucemia debido a su accién citotdxica sobre las
células B, dicha accidn provocara muerte celular debido a la sobreactivacion de diversos
mecanismos de reparacién celular (Masiello et al., 1998).

La STZ es un farmaco que dana especificamente a la célula B debido a la afinidad que
presenta por el transportador de glucosa 2 (GLUT2), que se expresa principalmente en las
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células pancredticas (Castrejon, Carb6& Martinez, 2007). Debido a esta especificidad, la
STZ entra a la célula B por el transportador GLUT2 y provoca la alquilacién del acido
desoxirribonucleico(DNA), la inhibicién del ciclo de Krebs y la disfuncién mitocondrial
(Szkudelski, 2012). ElI dafio del DNA produce la activacion y sobre estimulaciéon de la
enzima Poli (ADP-Ribosa) polimerasa (PARP-1) (Figura 4), la cual participa en la reparacion
del DNA (Ko & Rhen, 2012). La sobre estimulacién de PARP-1 provocara la disminucidn
denicotinamida adenina dinucledtido (NAD+) y adenosin trifosfato (ATP) celular que
llevaran a la célula a un estado de desgaste energético ocasionando que las células B
entren en apoptosis (Szkudelski, 2012).
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Figura 4. Esquema de la accion citotoxica de la STZ en la célula B. La STZ entra a la célula
B provocando la alquilacidon del DNA, este dafio induce la activacion y sobreestimulaciéon
de la enzima Poli (ADP-Ribosa) polimerasa (PARP-1). La sobre estimulacion PARP-1
ocasiona una disminucion de la concentracidon de NAD+ y ATP, lo que produce un desgaste
energético que llevara a la apoptosis de la célula B. (Adaptada de Szkudelski, 2012).

La reduccién del nimero de células B en los islotes pancreaticos provocara un estado de
hiperinsulinemia compensatorio que a largo plazo producird una falla en la secrecién de
insulina desencadenando un estado de hiperglucemia crénico (Bequer et al., 2014). Se ha
observado que la administracién de STZ en edad adulta provoca la destruccién total del
pancreas endocrino e hiperglucemia severa, mientras que en el periodo neonatal provoca
hiperglucemia moderada debido a la regeneracién parcial de células B (Bequer et al.,
2014). Se ha visto que en los modelos de ratas neonatales STZ ocurre una disminucién en
la secrecién de insulina. Sin embargo, ésta no es suficiente para secretar la insulina
requerida por el animal en la edad adulta (Bequer et al., 2014).
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4.2.1. Administracion crénica de fructosa en el desarrollo de modelos de resistencia a la
insulina

A pesar de que el modelo STZ presenta algunos de los signos caracteristicos de la DMT2,
éste no desarrolla Rl (Masiello, 2006). Por ello, es necesario implementar un modelo
hiperglucémico que también tenga RI, esto con el fin de tener mayor similitud con dicha
patologia. Existen diversos modelos que promueven el desarrollo de RIl, entre ellos
encontramos los modelos de administracién crénica de fructosa. Se ha mostrado que el
consumo de fructosa a largo plazo se asocia a diversas alteraciones metabdlicas como R,
higado graso, DMT?2, etc. (Riveros et al., 2014).

Entre algunos de éstos encontramos el modelo de induccién de DMT2 de Dupas y
colaboradores (2016), en el que se caracterizaron los efectos a corto y mediano plazo de la
exposiciéon con fructosa en ratas Wistar. Para el estudio se utilizaron 32 ratas (machos) de
3 semanas, de las cuales 16 tuvieron como tratamiento el consumo de una bebida
enriquecida con fructosa durante 15 semanas (20% P/V durante las primeras 9 semanas y
25% P/V entre las 10 y 15 semanas). A partir de las 6 semanas se pueden observar signos
de sindrome metabdlico, como hiperglucemia, intolerancia a la glucosa y disminucién en
la sensibilidad a la insulina; mientras que a las 12 semanas las ratas son francamente
resistentes a la insulina (Dupas et al., 2016).

Otro modelo representativo es el de Chin-Hui Su y colaboradores (2009), en el que se
indujo un modelo similar a DMT2 con la finalidad de mostrar RIl. Para su desarrollo se
utilizaron ratas Wistar (machos) de 6 semanas, las cuales fueron alimentadas durante dos
semanas con dieta normal y posteriormente durante cuatro semanas con una dieta de
fructosa al 60%. Se observd una disminucion en la accidén de insulina después de las ocho
semanas (Chao et al., 20018).

Finalmente, el modelo de sindrome metabdlico de Renna y colaboradores (2007), en el
gue a partir de ratas espontaneamente hipertensas y la administracion crénica de una
dieta una rica en carbohidratos (fructosa) obtuvieron un modelo experimental util para el
diagndstico de los factores que configuran el sindrome metabdlico. En este modelo
utilizaron ratas Wistar Kyoto (machos) espontaneamente hipertensas de 30 dias, que
fueron sometidas a un tratamiento de administracién crénica de fructosa al 10% P/V
durante un periodo de 10 semanas. Al finalizar el periodo experimental el grupo de interés
presentd valores de HOMA y PTG caracteristicos de Rl. Asi mismo, mostraron elevacién en
los niveles de triglicéridos, disminucién del colesterol HDL y aumenté de presidn arterial
sistolica (Renna et al., 2007).
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De acuerdo a estos antecedentes, existen multiples modelos de administracién crénica de
fructosa que contribuyen al desarrollo de R, sin embargo, el tiempo de desarrollo es muy
prolongado, siendo ocho semanas el periodo minimo para ver resultados, lo que
representa una gran desventaja en cuanto a costos (mantenimiento) y seguimiento del
experimento.

4.2.2. Consumo de fructosa y efectos deletéreos sobre la salud

La fructosa es un monosacarido que podemos encontrar de forma natural en frutas y miel,
y de forma afadida en alimentos o bebidas procesadas como bebidas carbonatadas,
néctares, cereales, mermeladas, jugos, etc. (Riveros et al., 2014). En las ultimas décadas, el
consumo de fructosa ha aumentado considerablemente debido a que ésta, especialmente
en la forma de "jarabe de maiz alto en fructosa", ha remplazado a la sacarosa en muchos
alimentos y bebidas por su propiedad edulcorante, su bajo costo, y por la produccién
limitada de insulina que ésta produce debido a su bajo indice glucémico (Pérez, Zufiga, &
Mier, 2007). No obstante, investigaciones recientes han demostrado que la ingesta
cronica de grandes cantidades de fructosa estimula procesos de lipogénesis y acumulacion
de triglicéridos, que contribuyen a disminuir la sensibilidad a la insulina (Pérez, Zufiga, &
Mier, 2007).Esto, aunado al acelerado aumento del consumo de bebidas carbonatas y
alimentos procesados en paises desarrollados y en vias de desarrollo, implica una continua
exposicion de fructosa que se ha asociado a efectos deletéreos en la salud como el
desarrollo de RI,EHGNA, DMT2, obesidad y enfermedades cardiovasculares (Riveros et al.,
2014).

En las ultimas décadas, se ha observado que los factores dietéticos presentan un fuerte
vinculo con el desarrollo de la DMT2 y RI. El consumo elevado de alimentos poco
saludables, principalmente bebidas azucaradas adicionadas con fructosa, se encuentra
directamente asociado al desarrollo de sobrepeso y obesidad. Asi mismo, las personas con
sobrepeso y obesidad poseen mayores riegos de padecer enfermedades como
hipertension, sindrome metabdlico, hepatopatias, intolerancia a la glucosa y DM (IDF,
2017). Como se menciond anteriormente, existe un aumento en el consumo de bebidas
azucaradas en diferentes paises; siendo México el primer consumidor de refrescos a nivel
mundial con 163 litros por persona al afio (OPS, 2017). En México, de acuerdo con el
Instituto Nacional de Salud Publica (INSP), el consumo de azlcares afiadidos se encuentra
por encima de los parametros sugeridos por la OMS (INSP, 2017). La OMS recomienda que
el consumo de éstos represente menos del 10% de aporte caldrico total, esto se debe a
gue un consumo mayor produce efectos negativos sobre la salud (OMS, 2016c). En el
2017, de acuerdo con estimaciones presentadas por el director del Centro de
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Investigacidon en Nutricion y Salud del INSP, entre el 66% y 91% de la poblacion obtiene
mas del 10% del total de las calorias que ingiere a través de azucares afiadidos, siendo las
bebidas azucaradas las que aportan el 70% de estos azucares (46% de los refrescos
carbonatados, 12% de las bebidas azucaradas no carbonatadas y 12% de las leches con
azucar) (INPS, 2017).

4 .2.3. Efectos metabolicos de la fructosa y RI

De forma especifica, la fructosa es absorbida en el intestino y transportada por el epitelio
intestinal hacia el higado por el transportador de glucosa 5 (GLUTS5). A diferencia de la
glucosa, la fructosa no es regulada por la fosfofructocinasa (Figura 5A); esta enzima es un
punto de regulacién de la glucolisis que cataliza la conversidn de fructosa-6-fosfato (F6P) a
fructosa-1,6-bisfosfato (F1,6BisP). Este paso es uno de los puntos reguladores de la
glucdlisis (Pérez, Zuhiga, & Mier, 2007). Debido a que la fructosa se salta ese proceso
regulatorio puede entrar continuamente a la glucdlisis y desregular los procesos
metabodlicos (Pérez, Zuiiga, & Mier, 2007). Asi mismo, el alto flujo de fructosa al higado
provoca un aumento en la lipogénesis de novo y sintesis de triglicéridos desencadenar un
estado de hipertrigliceridemia crdénico, correlacionado directamente con el desarrollo de
RI. La Rl por hipertrigliceridemia se generara partir del aumento de AGL, responsables de
inducir fallas en la sensibilidad de la insulina por la inhibicién del transporte de glucosa en
el musculo y tejido adiposo (Figura 5B) (Zamora, Chavez & Méndez, 2004).
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Figura 5. Metabolismo de glucosa y fructosa. A) Entrada de la fructosa en la glucdlisis:
entrada de la fructosa en la parte distal de la glucdlisis, posterior al sitio de regulacién de
la fosfofructocinasa. B) Metabolismo hepatico: la fructosa provee de carbonos a los
grupos glicerol y acil para la formacidn de triglicéridos. La acumulacién intramiocelular y
hepdatica de lipidos reduce la sensibilidad a la insulina. No existe estimulacion de la leptina
ni de la insulina para regular la ingesta energética. G-6-P, glucos-6-fosfato; F-1-P, fructosa-
1-fosfato; AGL, acidos grasos libres; Tg, triglicéridos; VLDL, lipoproteinas de muy baja

densidad. (Adaptado de Pérez et al. (2007).
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Justificacion

Dado el incremento en la prevalencia de la DMT2 a nivel mundial, el rapido desarrollo de
modelos animales para su tratamiento se ha vuelto uno de los principales objetivos en la
investigacion basica. En los ultimos afios se ha observado que el consumo crénico de
dietas ricas en carbohidratos, especificamente de fructosa, se encuentran asociados con
desarrollo de Rl y DMT2. Estos antecedentes nos alientan a estandarizar un modelo
experimental de DMT2 mediante la administracion crénica de un jarabe de maiz con alto
contenido de fructosa en ratas STZ que genere hiperglucemia crénica y falla en la
secrecién de insulina. Asi mismo se tiene la finalidad de que el modelo se obtenga en un
periodo de tiempo corto, sea econdmico, de facil seguimiento, y que responda al
tratamiento farmacoldgico, metformina-glibenclamida (500mg/kg y 5mg/kg), con el
propésito de probar nuevas moléculas con potencial efecto hipoglucemiante.

Objetivos

General
e Estandarizar un modelo animal con Rl a partir de la administracion crénica de
jarabe alto en fructosa en ratas Wistar STZ y evaluar si el modelo responde a
farmacos hipoglucemiantes.

Particulares

e Evaluar si el consumo crénico de jarabe alto en fructosa modifica los valores de
glucosa, colesterol, triglicéridos y peso en ratas Wistar STZ a lo largo 42 dias.

e Determinar si el consumo crénico de jarabe alto en fructosa modifica las PTG en
ratas Wistar STZ al finalizar el periodo experimental de 42 dias.

e Cuantificar el HOMA-IR al inicio y al final del periodo experimental para determinar
si la administracidn crénica de jarabe indujo Rl en ratas Wistar STZ.

e Examinar si el consumo crénico de jarabe alto en fructosa modifica la ingesta
caldrica a lo largo del experimento.

e Determinar el consumo de jarabe y alimento y relacionar la cantidad de calorias
consumidas con el peso y la generacion de RI.
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e Evaluar si el modelo responde a la administracion de farmacos, metformina-
glibenclamida (500mg/kg y 5mg/kg), modificando los niveles de glucosa,
triglicéridos y la ingesta caldrica total.

e Hipotesis

La administracidn crénica de jarabe alto en fructosa en ratas Wistar STZ:

e Aumentarad los niveles de glucosa (hiperglucemia crénica), triglicéridos y el peso en
ratas Wistar STZ a lo largo 42 dias.

e Aumentara el pico hiperglucémico y el area bajo la curva en las PTG de ratas Wistar
STZ al finalizar el periodo experimental.

e Los valores del HOMA-IR al inicio del periodo experimental serdn normales,
mientras que los finales mostraran Rl respecto al grupo control.

e Aumentara la ingesta caldrica total a lo largo del experimento.

e El consumo del jarabe aumentara respecto a su grupo control provocando una
disminucién en el consumo de alimento. El aumento en el consumo de jarabe
provocard un aumento de peso asociado al desarrollo de RI.

e El modelo respondera a la administracion de los farmacos, metformina-

glibenclamida (500mg/kg y 5mg/kg), disminuyendo los niveles de glucosa,
triglicéridos y la ingesta caldrica (consumo de alimento y jarabe).
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Metodologia
1. Estandarizacion de Rl
1.1. Animales experimentales

Los animales utilizados para el desarrollo de este proyecto fueron proporcionados por el
bioterio de la Facultad de Ciencias, UNAM. Se usaron ratas machos y hembras de la cepa
Wistar de 21 dias de edad con un peso aproximado de 40 g. Todos los individuos se
mantuvieron con fotoperiodos de 12h luz y 12h oscuridad con libre acceso a agua/jarabe
(Tabla 4.1.1) y alimento 5001 Rodent Laboratory Chow de Purina (Tabla 4.2). Durante los
42 dias del experimento se registré el consumo de agua/jarabe, alimento y el peso de los
animales experimentales. Para pesar el alimento se utilizd la bascula de cocina T-fal
Optiss, mientras que para medir el agua/jarabe se usaron probetas de 100 ml.

Tabla 4.1.1 Informacién nutrimental jarabe natural madrilefia.

Nutrientes
Porcion: 25 ml
Contenido energético:
82.8 Kcal
Proteinas 0.00g
Grasas (lipidos) 0.00g
Grasa saturada 0.00g
Carbohidratos 20.70g
(hidratos de carbono)

Azlcares 20.70g
Fibra dietética 0.00g
Sodio 0.40g

Tabla 4.2 Informacién nutrimental alimento 5001 Rodent Laboratory Chow de Purina.

Contenido energético : 4.09 Kcal/g

Nutrientes Porcentaje (%)
Proteina 24.1
Grasas (extractos de éter) 5
Grasa (hidrolisis acida) 6.4
Fibra 5.2
Minerales 6.9
Extractos libres de nitrégeno 48.7
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1.2.1. Grupos experimentales

Para estandarizar el modelo animal se utilizaron ratas normoglucémicas e
hiperglucémicas, que fueron divididas en 4 grupos experimentales de 6 organismos cada
uno; a cada grupo se le asigné un tratamiento particular (Tabla 5).

Tabla 5. Grupos experimentales asignados para la estandarizacién del modelo animal con
Rl en ratas Wistar STZ.

Grupo experimental Tratamiento Administracion
Control normoglucémico (N) Solucion fisioldgica p.o.
Agua bebedero
Solucién fisioldgica p.o.
Control hiperglucémico (H) Agua bebedero
Grupo hiperglucémico + Solucidn fisioldgica p.o.
Jarabe (H)) Jarabe madrilefia 10% bebedero
Control hiperglucémico + Metformina-Glibenclamida p.o.

jarabe + farmaco (HJF) (500 mg/kg y 5 mg/kg)

Jarabe madrilefia 10% bebedero

Nota: Tratamientos. El grupo control normoglucémico (N) tuvo libre acceso a agua y se le
administré 1.5 ml de solucidn fisioldgica p.o. dos veces al dia por 42 dias. El grupo control
hiperglucémico (H) tuvo libre acceso a agua y se le administré 1.5 ml de solucién
fisiolégica p.o. dos veces al dia por 42 dias. El grupo hiperglucémico + jarabe (HJ) tuvo
libre acceso a jarabe y se le administré 1.5 ml de solucién fisioldgica p.o. dos veces al dia
por 42 dias. El grupo hiperglucémico + jarabe + fdrmaco (HJF) tuvo libre acceso a jarabe y
se le administr6 metformina-glibenclamida (500mg/kg y 5mg/kg)- glibenclamida (500
mg/kg y 5 mg/kg) p.o. dos veces al dia por 42 dias.
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1.2.2. Induccion de hiperglucemia

Para la induccién de hiperglucemia se utilizé STZ, que presenta una accién citotéxica sobre
las células B del pancreas. La STZ fue disuelta en un buffer de acetatos 0.1 M a un pH de
4.5 (acetato de sodio y acido acético). La induccién consistio en inyectar el farmaco en la
vena caudal de los animales con un ayuno de 12 horas. La dosis utilizada fue de 65 mg/kg.
Se seleccionaron para el estudio animales con una glucemia alrededor de 200 mg/dl
transcurridas dos semanas de la induccion.

1.2.3. Jarabe

Para la preparacion del jarabe al 10% se utilizod jarabe natural madrilefia (Tabla 4.1.1) y
agua en una proporcién de 1:10, respectivamente, la tabla 4.1.2 indica el contenido
energético en 1L de la bebida preparada. Adicionalmente, la figura 5 muestra el perfil del
jarabe madrilefia utilizado para la estandarizacién del modelo. De acuerdo con el
cromatograma, los carbohidratos que conforman al jarabe son fructosa y glucosa, siendo
la fructosa la que se encuentra en mayor proporcion.

Tabla 4.1.2 Informacidn nutrimental jarabe madrilefia diluido al 10 %

Nutrientes
Porcién: 1000 ml
Contenido energético: 331.2 Kcal

Proteinas 0.00g
Grasas (lipidos) 0.00g
Grasa saturada 0.00g
Carbohidratos 82.80g

Azucares 82.80g

1.2.4. Tratamiento Farmacoldgico

Durante los 42 dias del experimento se administré 1.5 ml de solucién fisiolégica o
metformina-glibenclamida (Aurax; 500 mg/kg y 5 mg/kg), dos veces al dia (9:00 am y 5:00
pm) utilizando una canula esofagica.
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A) Estandares de fructosa Rt 13.9 y glucosa Rt 15.7

B) Jarabe Madrileia

Figura 5. Cromatogramas resultantes del analisis de A) estdndares de fructosa Rt 13.9 y
glucosa Rt 15.7 y B) jarabe madrilefia mediante un sistema de HPLC. Identificacion de
picos: 1: fructosa y 2: glucosa.
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2. Evaluacién del modelo
2.1. Medicién de parametros

Se realizaron las primeras mediciones de glucosa, colesterol y triglicéridos cuando las ratas
cumplieron 35 dias de edad nacidas debido a que se dejé transcurrir un periodo de dos
semanas en el cual los organismos se alimentaron y bebieron agua ad libitum, con la
finalidad de que los niveles de triglicéridos disminuyeran y se estabilizaran después del
destete y/o de la induccién de hiperglucemia.

El periodo experimental inicié cuando las ratas cumplieron 35 dias de edad. La medicién
de glucosa se realizé por duplicado cada 7 dias, durante 42 dias. La medicién de colesterol
y triglicéridos se realizé por duplicado cada dos semanas, durante el periodo
experimental. Para la medicién, se extrajo una gota de sangre de la cola de la rata, la cual
fue obtenida después de realizar un corte en la punta de la misma. La sangre fue analizada
con el glucémetro y tiras reactivas para glucosa Accu-chek Active, mientras que, para
analizar colesterol y triglicéridos, se utilizé el glucdmetro y tiras reactivas Accutrend® Plus.

2.2. Extraccion de suero

Después de un ayuno de 12 horas se obtuvieron muestras de sangre de 2 ml con ayuda de
un tubo capilar. Los tubos se etiquetaron con el nimero de muestra y el sexo del
individuo, y se centrifugaron a 12000 rpm durante 10 min en la centrifuga SCILOGEX
D2012 Plus a 10,464.48 g’s. Posteriormente, se colocaron aproximadamente 50 uL del
sobrenadante (suero) en tubos para PCR previamente etiquetados (niUmero de muestra y
sexo). Al finalizar, se ultracongelaron a -402C para posteriormente cuantificar la insulina
por medio de la técnica de ELISA. Este procedimiento se llevd a cabo en los TO y T42 del
periodo experimental.

2.3. Pruebas de tolerancia a la glucosa oral (“PTG”)

Al finalizar los 42 dias del periodo experimental, se sometieron a los organismos a un
ayuno de 12 horas. Se extrajo sangre de la vena caudal de las ratas Wistar para registrar
los niveles de glucosa plasmatica. Los valores de glucosa fueron medidos por duplicado
con tiras reactivas para glucosa en el glucémetro Accu-chekActive. A continuacién, se
administré una carga de glucosa (2g/Kg) via oral, mediante una cadnula esofdgica. Después
de la carga de glucosa se midid la glucosa sanguinea cada 30 minutos durante 2 horas
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2.4. Determinacion de resistencia a la insulina

La valoracion de Rl se llevé a cabo mediante la determinacion de los valores de HOMA-IR
al inicio y al final del experimento. Este indice nos permite relacionar la concentracién de
insulina en ayuno secretada para mantener en homeostasis los niveles de glucosa
plasmatica en ayuno.

HOMA-IR= [insulina plasmatica en ayuno (LU/ ml) *glucosa plasmatica en ayuno
(mmol/L)]/22.5.

En el diagrama 1 se puede observar de forma mas clara y cronoldgica la evaluacién de los
diferentes parametros del modelo durante todo el periodo experimental. Asi como la
edad de los animales durante cada etapa de la estandarizacion del modelo.

Farmacos
Jarabe Te Te Te
Cho Cho Cho
p— Tg, Cho, Glu Glu Glu
Glu Glu Glu Glu
-14 -7 0 7 14 21 28 35 42

Periodo experimental (dias)

21 28 35 42 49 56 70 77 84
Tiempo (dias de vida)

PTG
HOMA-IR HOMA-IR

Diagrama 1. Disefio experimental. Para la induccién de hiperglucemia se utilizé STZ en
ratas machos y hembras de la cepa Wistar de 21 dias de edad. Posteriormente, se dejo
transcurrir un periodo de dos semanas con la finalidad de que los niveles de triglicéridos
se estabilizaran después del destete y/o de la induccion de hiperglucemia. Las primeras
mediciones de glucosa (Glu), colesterol (Cho) y triglicéridos (Tg) se hicieron cuando las
ratas cumplieron 35 dias de edad. La medicién de glucosa se realizé por duplicado cada 7
dias, durante 42 dias. La medicién de colesterol y triglicéridos se realizé por duplicado
cada dos semanas, durante el periodo experimental. La administracién de jarabe y de
farmacos, metformina-glibenclamida (500mg/kg y 5mg/kg), inicio en el tiempo 0 y
termind el tiempo 42 del periodo experimental. La valoracién de Rl se llevé a cabo
mediante la determinacién de los valores de HOMA-IR al inicio y al final del experimento.
Las PTG se realizaron al finalizar el periodo experimental.
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3. Analisis de datos

Tanto los datos obtenidos en las PTG, asi como los datos de glucosa, colesterol,
triglicéridos, consumo de liquidos y alimentos fueron analizados por medio de un ANOVA
con pruebas post-hoc de Tukey, tomando un valor de significancia de p < 0.05. Los valores
de HOMA-IR se calcularon utilizando el software HOMA 2 Calculator de la Universidad de
Oxford (https://www.dtu.ox.ac.uk/homacalculator/). Las pruebas estadisticas y las
graficas fueron realizadas en el programa GraphPadPrism 7.00.
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Resultados
1. Peso

La tabla 5 muestra el aumento de peso de los diferentes grupos durante el periodo
experimental. No se registraron diferencias entre tratamientos, pero si contra el TO en
algunos grupos. El grupo control normoglucémico (N) mostré aumento significativo de
peso vs. su TO en los T28, T35 y T42. El grupo control hiperglucémico (H) tuvo un
incremento significativo en los T35 Y T42 vs. TO; sin embargo, se puede ver en la figura 6
gue este incremento fue el menor entre todos los grupos.

Por otro lado, en el grupo hiperglucémico + jarabe (HJ) no se observaron fluctuaciones
significativas en el aumento; sin embargo, se puede ver en la figura 6 que el aumento de
este grupo presenta una tendencia a ser mayor que al del grupo H y es muy parecido al
aumento del grupo control hiperglucémico + jarabe + farmaco (HJF). El grupo HJF desde el
T14 hasta el T42 tuvo un aumento significativo vs. su TO; a pesar de ello, se puede
observar en la tabla 5 que el incremento fue menor vs. grupo N.

En la figura 6, se puede observar de formas mas clara una tendencia constante en
aumento de peso de todos los grupos experimentales. No obstante, no se registraron
diferencias significativas del aumento entre tratamientos.

Tabla 5
Peso promedio observado a lo largo del periodo experimental
Peso (g)
Grupo TO T07 T14 T21 T28 T35 T42
(N =6)
N 106 +10 | 146+ 16 | 174+21 | 218+28 | 232+30* | 252 +32* | 275+ 36*
H 98 + 10 121+11 | 139+ 16 157 + 20 171+ 18 179 + 20* | 183 + 20*
HI 104+ 6 141+ 14 | 165+ 23 180 + 31 198 + 32 218 + 37 229 +43
HJF 116+ 1 140+ 6 170 £ 9* | 194 + 10* 210 + 8* 199 + 16* 233 + 6*

Nota: Media de peso (g) £ SEM. * indican diferencias significativas contra el TO en cada

grupo (p<0.05). N, control normoglucémico; H, control hiperglucémico; HJ, control

hiperglucémico + jarabe; HIF, control hiperglucémico + jarabe + farmaco.
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Fig. 6. Peso de los grupos durante el periodo experimental. Media de consumo de
alimento en cada grupo (g) + SEM. * indican diferencias significativas contra el TO en cada
grupo. N, control normoglucémico; H, control hiperglucémico; HJ, grupo hiperglucémico +
jarabe; HJF, control hiperglucémico + jarabe+ farmaco.

2. Consumo de alimento

La tabla 6 contiene el consumo de alimento de los diferentes grupos a lo largo del periodo
experimental. En el grupo N, no se observaron cambios en el consumo. El grupo H
aumentd su consumo de alimento considerablemente en el T42 vs. su TO, y el T42 vs.
grupo N. Dicho comportamiento parece estar relacionado con el trastorno del
metabolismo de los carbohidratos ocasionado por la falla en la secrecion de la insulina del
modelo STZ. Asi mismo, en la figura 7 se puede observar una tendencia mayor de
consumo vs. los demas grupos.

En el grupo HJ se registré una disminucidn significativa de consumo en su T28, T35 y T42
vs. grupo N y desde el T14 hasta al T42 vs. grupo H. Dicha disminucidn se debe al consumo
en conjunto con el jarabe.

En el grupo HJF no hubo modificaciones significativas en el consumo de alimento a lo largo
del periodo experimental ni vs. el grupo HJ; sin embargo, en la tabla 6 se puede observar
gue el consumo tiende a ser menor vs. grupo HJ a partir del T28. En la figura 7, se muestra
la conducta del consumo de alimento de cada grupo en cada semana.
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Tabla 6.
Consumo promedio de alimento a lo largo del periodo experimental

Alimento (g)/ Semana

Grupo (N =6) T07 T14 T21 T28 T35 T42
N 22+0 22+2 21+ 1 22+1 24+1 24+1
H 26+ 2 27 +2 27 +23 27+12 | 30+#1° 35 +23"
HJ
20+0 19 + 1b 19 + 1° 18+ 0% [ 19+13 | 18+ 13b
HJF 18+ 1 18+ 1 19+1 16+1° | 16+1°2 15+1°?

Nota: Media de alimento (g) + SEM. a indica diferencias significativas vs. control
normoglucémico (N) (p<0.05). b indica diferencia significativa vs. control hiperglucémico
(H). N, control normoglucémico; H, control hiperglucémico; HJ, grupo hiperglucémico +
jarabe; HJF, control hiperglucémico + jarabe+ farmaco.
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Fig. 7. Consumo de alimento de los grupos durante el periodo experimental. Media de
consumo de alimento en cada grupo (gr) + SEM. a indica diferencias significativas vs.
control normoglucémico (N). b indica diferencia significativa vs. (H), control
hiperglucémico. N, control normoglucémico; H, control hiperglucémico; HJ, grupo
hiperglucémico + jarabe; HJF, control hiperglucémico + jarabe+ farmaco.
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3. Consumo de agua/jarabe

La tabla 7 muestra el consumo de agua/ jarabe de los diferentes grupos experimentales.
Se puede ver que el grupo N no mostré modificaciones en el consumo de agua durante el
periodo experimental y presenté el menor consumo de liquido de los grupos. Dentro del
grupo H se registré un aumento significativo en el consumo de agua desde el T28 hasta el
T42 vs. su T0, asi como desde TO hasta el T42 vs. el grupo N. Dicho aumento se atribuye al
estado poliuria y polidipsia ocasionado por la hiperglucemia crénica propia del modelo
STZ.

En el grupo HJ, se observa un aumento significativo en el consumo de jarabe en el T21,
T28, T35y T42 vs. su TO; en el T14, T21, T28, T35 y T42 vs. grupo H; y de liquido desde TO
hasta T42 vs. grupo N. En la figura 8 se puede ver como este grupo tiene una tendencia
mayor de consumo de liquido vs. los otros grupos. El aumento se atribuye a los mismos
factores del tratamiento anterior (H), y se complementa con las propiedades edulcorantes
de la bebida que estimulan un mayor consumo, asi como su aporte en la ingesta caldrica.

En el grupo HIJF, no se observan cambios significativos en el aumento de consumo de
jarabe a lo largo del periodo experimental. No obstantes, en la tabla 7 se observa un
aumento significativo del consumo de liquido desde el TO hasta el T42 vs. el grupo Ny una
disminucién significativa en el T21, T28, T35, T 42 vs. el grupo HJ). La disminucidon de
consumo de HFJ esta directamente relacionada con la administraciéon de metformina-
glibenclamida (500mg/kg y 5mg/kg) y su efecto hipoglucemiante. En la figura 8 se puede
ver el patrén de consumo de agua/jarabe de cada grupo durante cada semana.
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Tabla 7.

Consumo promedio de agua/ jarabe a lo largo del periodo experimental

Agua/larabe (ml) / Semana

Grupo (N =6) TO7 T14 T21 T28 T35 T42
N
(Agua) 45+ 2 42+3 52+3 50+1 50+ 2 47+ 4
H
(Agua) 85482 | 116+10° | 134+16° | 178+82" 188 + 42" 191 + 3
HJ
(Jarabe 10%) | 112 +192 | 180+ 26%° | 214 + 232" | 269 +16°P" | 279 + 10®*" | 307 + 253"
HJF 123+21°| 123+82 | 137+142 | 148+15% | 142+16° | 149+6
(Jarabe 10%)

Nota: Media de agua o jarabe (ml) £ SEM. a indica diferencias significativas vs. control
normoglucémico (N) (p<0.05). b indica diferencia significativa vs. control hiperglucémico
(H). c indica diferencias significativas vs. grupo hiperglucémico + jarabe (HJ) (p<0.05) *
indican diferencias significativas contra el TO7 en cada grupo (p<0.05). N, control
normoglucémico; H, control hiperglucémico; HJ, grupo hiperglucémico + jarabe; HIJF,

control hiperglucémico + jarabe+ farmaco.
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Fig. 8. Consumo de agua/jarabe de los grupos durante el periodo experimental. A)
Media de consumo de liquido en cada grupo (ml) + SEM. a indica diferencias significativas
vs. control normoglucémico (N). b indica diferencia significativa vs. control hiperglucémico
(H). c indica diferencias significativas vs. grupo hiperglucémico + jarabe (HJ) (p<0.05). *
indican diferencias significativas contra el TO7 en cada grupo (p<0.05). N, control
normoglucémico; H, control hiperglucémico; HJ, grupo hiperglucémico + jarabe; HIJF,
control hiperglucémico + jarabe+ farmaco.

4. Ingesta caldrica

La tabla 8 muestrala ingesta caldrica de los diferentes grupos durante el periodo
experimental. Se registraron diferencias entre tratamientos y vs. el TO en algunos grupos.
El grupo N no mostré un aumento significativo en su ingesta vs. su T0. El grupo H tuvo un
incremento significativo en su ingesta calérica en T42 vs. TO, y desde T21 hasta el T42 vs.
su grupo control (N). Esto se puede deber a la polifagia asocia con el trastorno del
metabolismo de los carbohidratos ocasionado por modelo STZ.

Por otro lado, se puede ver en la figura 9 que el grupo HJ tuvo un incremento significativo
en la ingesta total desde el T28 hasta el T42 vs. su TO, en el T21 al T42 vs. el grupo H y del
TO hasta el T42 vs. grupo N. Asi mismo se puede observar una disminucion en la ingesta
calérica del alimento desde el TO hasta el T42 vs. grupo H y del T28 al T42 vs. grupo N.
Adicionalmente, en la figura 9 se puede observar que este grupo tuvo una mayor
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tendencia de aumento de ingesta que en cualquier otro grupo. Dicho comportamiento se
relaciona con el consumo de jarabe y con la posible polifagia producida por el modelo STZ.

Finalmente, en la tabla 8 se puede observar que el grupo HJF tuvo una disminucién en la
ingesta caldrica desde el T21 hasta el T42 vs. el grupo HJ, y un aumento en su ingesta
desde el T21 hasta el T42 vs. grupo N.
puede deber a la administracién de metformina-glibenclamida (500mg/kg y 5mg/kg);

La disminucion de la ingesta vs. el grupo HJ se

mientras que el aumento vs. el grupo N se debe al consumo de jarabe.

Tabla 8.

Ingesta caldrica a lo largo del periodo experimental

Consumo de energia (Kcal) / semana
Grupo | Ingesta
(N=6) | Calérica T07 T14 T21 T28 T35 T42
N | Alimento | g9 90 +8 86+ 4 88+ 6 99 +4 98 +5
Total 89+2 90 +8 86+4 88+6 99+4 98+5
H Alimento 105+9 108 £ 6 109+7° 110+ 4° 124 +5° 142 + 7°*
Total 105+9 108 + 6 109+ 7° 110+ 4° 124 +5° 142 + 72*
HJ Alimento | 82+1° 77 £3P 78 6" 72+1% 77 £5% 72+3%
Jarabe 376 59+9 708 88%5 92+3 101+8
Total | 118+7° | 136+11° | 149+12% | 160 6%* | 169+ 7%* | 173+6*
HJF Alimento 65+ 5° 66 + 5 69 + 2° 774 71+ 3% 69 + 32
Jarabe 41+7 40+3 45 + 5¢ 49 + 5¢ 47 + 5¢ 47 +2°
Total 105+8 106 +5 114 £ 4% 125+ 5% 117 £5°% 116+ 4%

Nota: Media de ingesta (Kcal) £ SEM. * indican diferencias significativas contra el TO en
cada grupo (p<0.05). a indica diferencias significativas vs. control normoglucémico (N). b
indica diferencia significativa vs. control hiperglucémico (H). c indica diferencias
significativas vs. grupo hiperglucémico + jarabe (HJ) (p<0.05). N, control normoglucémico;
hiperglucémico; HJ, control hiperglucémico + HJF, control

H, control jarabe;

hiperglucémico + jarabe + farmaco.
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Fig. 9. Ingesta caldrica durante el periodo experimental. Media de ingesta en cada grupo
(Kcal) £ SEM. a indica diferencias significativas vs. control normoglucémico (N). b indica
diferencias significativas vs. control hiperglucémico (H). c indica diferencias significativas
vs. grupo hiperglucémico + jarabe (HJ). * indican diferencias significativas contra el TO en
cada grupo (p<0.05). N, control normoglucémico; H, control hiperglucémico; HJ, grupo
hiperglucémico + jarabe; HJF, control hiperglucémico + jarabe+ farmaco.

5. Glucosa plasmatica

La Tabla 9 muestra los niveles de glucosa plasmdtica en ayuno de los grupos
experimentales en cada semana del tratamiento. El grupo N no presenté cambios en los
niveles de glucosa plasmatica a lo largo del periodo experimental, lo que indica que
presentan una homeostasis normal de la glucosa. En el caso del grupo H, se observa un
aumento de los niveles de glucosa en los T21, T28, T35 y T42 vs. su TO. Asi mismo, en la
tabla 9 se pueden observar diferencias significativas entre el aumento de glucosa
plasmatica en todos los tiempos del grupo H vs. el grupo N. El aumento de dichos niveles
refleja el desarrollo de un estado de hiperglucemia crénico ocasionado por el tratamiento
con STZ.
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El grupo HJ no presentd variaciones significativas en el aumento de glucosa en ninguno de
sus tiempos vs. su TO, ni vs. el grupo H; no obstante, los valores de glucosa son>100 mg/dlI
lo que indica un estado de hiperglucemia crénica que presenta una tendencia a ser menor
qgue los valores de H en todos los tiempos, esto se puede observar mas claramente en la
figura 10. Adicionalmente, muestra un aumento significativo de glucosa desde TO hasta el
T42 vs. el grupo N. Dicho aumento es propio del modelo STZ y el consumo de jarabe.

Por otro lado, el grupo HJF, presentd diferencias significativas en la disminucién de
glucosa vs. grupo HJ en el T28, T35y T42, y el T42 vs. su TO (Tabla 5). La disminucién de
dichos niveles se atribuye a la administracién de metformina-glibenclamida (500mg/kg y
5mg/kg). Ademas, mostré un aumento significativo de glucosa el TO, TO7 y T14 vs. grupo
N, y una disminucién a partir del T21 hasta el T42, por lo que no se encuentran diferencias
entre los niveles de glucosa vs. el grupo N.

Tabla 9.
Glucosa sanguinea en ayuno durante el periodo experimental
Glucosa plasmatica (mg/dl)
Grupo T0 T07 T14 T21 T28 T35 T42
(N =6)
N 107+ 8 119+ 8 1075 114+ 6 1143 114+6 95+3
H 236 £ 46° 347 +65° | 411+45° | 436+ 30°° | 441+ 25" | 411+ 15 | 441 +37%
HJ
199+27° | 194+42° | 328+69° | 296+88? | 361+74? | 327+75% | 387 +78%
HJF 231+ 382 200+£38% | 163+17° 140+ 10 126 + 4¢ 141 + 8¢ 115 + 3¢*

Nota: Media de glucosa plasmatica (mg/dl) £ SEM. a indica diferencias significativas vs.
control normoglucémico (N) (p<0.05). c¢ indica diferencias significativas vs. grupo
hiperglucémico + jarabe (HJ) (p<0.05). * indican diferencias significativas contra el TO en
cada grupo (p<0.05). N, control normoglucémico; H, control hiperglucémico; HJ, control
hiperglucémico + jarabe; HJF, control hiperglucémico + jarabe+ farmaco.
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En la figura 10 se puede observar mds claramente la dindmica de los niveles de glucosa de
los diferentes grupos experimentales durante un periodo de 42 dias.

6007
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Fig. 10. Comportamiento de los niveles de glucosa plasmatica de los diferentes grupos
durante el periodo experimental. Media de glucosa plasmatica en cada grupo (mg/dl)
SEM. a indica diferencias significativas vs. control normoglucémico (N) (p<0.05). ¢ indica
diferencias significativas vs. grupo hiperglucémico + jarabe (HJ) (p<0.05). * indican
diferencias significativas contra el TO en cada grupo (p<0.05). N, control normoglucémico;
H, control hiperglucémico; HJ, control hiperglucémico + jarabe; HIF, control
hiperglucémico + jarabe + farmaco.

6. Triglicéridos

Otro parametro de interés fueron los triglicéridos, los valores obtenidos se presentan en la
tabla 10. El grupo N no presentd fluctuaciones a lo largo del periodo experimental. En el
grupo H, los niveles de triglicéridos aumentaron significativamente en los T28 y T42 vs. su
TO, asi como en los T28 y T42 respecto al grupo N. El aumento de estos se encuentra
asociado al estado de hiperglucemia crénico ocasionado por el modelo STZ.
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El grupo HJ mostrd un incremento significativo en el T14, T28 y T42 respecto a su TO,
también se encontraron diferencias entre el T42 vs. T42 del grupo H. Por otro lado, se
observa un aumento significativo desde el T14 hasta el T42 vs. grupo N. El aumento tan
acelerado de triglicéridos vs. el grupo H y N fue estimulado por la administracién crénica
de la bebida con jarabe alto en fructosa, asi como por la hiperglucemia crénica del modelo
STZ.

En el grupo HIJF, se observé un aumento significativo de los triglicéridos en el T14 vs. su TO
y vs. el T14 del grupo H y N, provocado por los mismos agentes que en el grupo HJ. Sin
embargo, por la administracion del tratamiento de metformina-glibenclamida (500mg/kg
y 5mg/kg), se puede ver en la figura 11 como los niveles disminuyen significativamente en
los T28 y T42 vs. el grupo H y se observa que no existe diferencia significativa entre los
niveles de triglicéridos en el T28 y T42 vs. grupo N.

Tabla 10.
Triglicéridos en ayuno a lo largo del periodo experimental
Triglicéridos (mg/dl)
Grupo TO T14 T28 T42
(N =6)
N 1139 1119 106+ 9 94112
H 105+ 11 158 + 27 235 +29°%* 229 + 31°*
HJ
89+ 6 245 +333b* 246 +26°%* 300 +472b*
HJF 1075 193 + 19°* 143+ 14°¢ 119 + 4°

Nota: Media de triglicéridos (mg/dl) £ SEM. a indica diferencias significativas vs. control
normoglucémico (N). b indica diferencias significativas vs. grupo hiperglucémico (H)
(p<0.05). c indica diferencias significativas vs. grupo hiperglucémico + jarabe (HJ) (p<0.05).
* indican diferencias significativas contra el TO en cada grupo (p<0.05). N, control
normoglucémico; H, control hiperglucémico; HJ, grupo hiperglucémico + jarabe; HJ F,
control hiperglucémico + jarabe+ farmaco.
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Fig. 11. Comportamiento de los niveles de triglicéridos de los diferentes grupos durante
el periodo experimental. Media de triglicéridos en cada grupo (mg/dl) + SEM. a indica
diferencias significativas vs. control normoglucémico (N). b indica diferencias significativas
vs. grupo hiperglucémico (H). c indica diferencias significativas vs. grupo hiperglucémico +
jarabe (HJ) (p<0.05). * indican diferencias significativas respecto al TO en cada grupo
(p<0.05). N, control normoglucémico; H, control hiperglucémico; HJ, grupo hiperglucémico
+ jarabe; HJF, control hiperglucémico + jarabe+ farmaco.

7. Curvas de tolerancia a la glucosa

En la tabla 11 se presentan los valores de las PTG de cada grupo realizadas en el T42 del
experimento. Se registré un aumento significativo en los niveles de glucosa plasmatica
entre el TO y T30 de todos los grupos experimentales. Este pico hiperglucémico es
caracteristico de las PTG después de la administracion de la carga de glucosa.

El grupo N presentd un pico hiperglucémico significativo, con un aumento de 70 puntos
sobre su TO, que posteriormente este valor disminuyd hasta regresar a niveles basales,
perdiendo significancia estadistica en los ultimos dos tiempos. Por otro lado, el grupo H
presentd niveles muy elevados de glucosa en el pico hiperglucémico, aumentado 206
puntos por encima de su TO; y en el T60, 149 puntos por encima de su TO. Asi mismo, la
concentracion de glucosa fue mayor a partir del T30 hasta el T120 vs. grupo N. La
elevacidn y comportamiento de los valores de glucosa en el grupo H es debido a una falla
de secrecion de insulina inducida por el modelo STZ.
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En el grupo HJ también se observd un incremento significativo de glucosa en el pico
hiperglucémico, aumentado 204 puntos por encima de su TO; y en el T60, 149 puntos por
encima de su TO. Al ser comparado vs. el grupo H no se encontrd diferencias significativas
entre el aumento (T30) y disminucion (T60, T90 y T120) de glucosa en los diferentes
tiempos; sin embargo, se puede observar que a partir del T90 y hasta el T120 la
concentracion de glucosa se mantiene y son mayores que en el grupo H. Adicionalmente,
se puede ver en la figura 12 que la glucosa no disminuyd hasta regresar a niveles basales
en el T120, mientras que en el grupo H si lo hizo. Por otro lado, al compararlo con el
grupo N, se puede observar diferencias significativas en el aumento (T30) y disminucién
(T60, T90, T120) de glucosa. La intolerancia a la glucosa también se atribuye al modelo STZ
y a la posible disminucién de la sensibilidad a la insulina ocasionada por el consumo de
jarabe.

Finalmente, en la tabla 11 se puede observar que grupo HJF presentd un aumento
significativo de los niveles de glucosa en el T30y en T60 vs. su TO y desde el T30 hasta el
T120 vs. el grupo N. Las diferencias significativas vs. el grupo N se atribuye al modelo STZ y
a la posible disminucion de la sensibilidad a la insulina ocasionada por el consumo de
jarabe. Adicionalmente, al ser comparado con el grupo HJ, se observd que los niveles de
glucosa en todos los tiempos y el pico hiperglucémico en el T30 son menores. Esto se
puede deber al efecto sensibilizador y/o hipoglucemiante del tratamiento farmacoldgico.
En la figura 12 observan los niveles de glucosa de los diferentes grupos experimentales
después de administrar una carga de glucosa

Tabla 11
Glucosa en pruebas PTG

Grupo (N =6) TO T30 T60 T90 T120
N 110+ 7 180 + 2* 143 + 5* 126+ 7 116+ 6
H

375+ 372 581 + 92* 524 + 16%* 442 + 342 368 + 26°

HJ
388+49° 592 + 92* 526 +25°* 455 + 462 430 £52°

HJF 116 +9°€ 331+18%* | 273 +12°3* | 199+ 16° | 150+ 12°C

Nota: Media de glucosa (mg/dl) * SD. a indica diferencias significativas vs. control
normoglucémico(N) (p<0.05). c indica diferencias significativas vs. grupo hiperglucémico +
jarabe(H+J) (p<0.05) * indican diferencias significativas contra el TO en cada grupo
(p<0.05). N, control normoglucémico; H, control hiperglucémico; HJ, grupo hiperglucémico
+ jarabe; HJF, control hiperglucémico + jarabe+ farmaco.
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Fig. 12. Comportamiento de los niveles de glucosa en las PTG. Media de glucosa
plasmatica en cada grupo (mg/dl) + SEM. a indica diferencias significativas vs. control
normoglucémico (N). c indica diferencias significativas vs. grupo hiperglucémico + jarabe
(HJ). * indican diferencias significativas contra el TO en cada grupo (p<0.05). N, control
normoglucémico; H, control hiperglucémico; HJ, grupo hiperglucémico + jarabe; HIJF,
control hiperglucémico + jarabe+ farmaco.

8. HOMA-IR

En la tabla 12 se pueden apreciar los valores del indice HOMA-IR, éste refleja Rl cuando
los valores obtenidos son > 3; siendo 3 el valor limite considerado como sensibilidad a la
insulina normal. Estd prueba fue realizada como un estudio preliminar para la valoracién
de la RI del modelo. Los valores utilizados corresponden sélo a dos organismos de cada
grupo experimental.

Se registrd que los valores iniciales entre los grupos fueron similares. Aunado a esto, se
puede observaren la figura 13 una tendencia de que el HOMA aumentd en todos ellos. En
el grupo N se puede ver el aumento del HOMA al finalizar el periodo experimental. No
obstante, el incremento no fue estadisticamente significativo por lo que podria ser
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atribuido a la propia fisiologia y homeostasis de las ratas de nuestro bioterio. Por otro
lado, se observa que el HOMA de los otros grupos fue modificado por los tratamientos.

Los grupos H y HJ presentaron valores significativamente altos en el T42 vs. su TO, lo que
sugiere una falla en la secrecidn de insulina propia del modelo STZ y/o una disminucién en
la sensibilidad a la insulina generada por el consumo crénico de fructosa. Asi mismo, se
puede observar que el indice HOMA-IR del T42 del grupo HJ es mids alto y
estadisticamente significativo vs. el grupo H y el grupo N, lo que indicaria que existe una
menor sensibilidad a la insulina que se atribuye al tratamiento con fructosa. El grupo HJF
mostrd disminucidn significativa vs. el grupo HJ y no tuvo diferencias significativas vs. el
grupo N, lo que indica que el tratamiento con farmaco disminuyé o mantuvo su HOMA al
final del experimento, debido a una posible disminucién de la resistencia y/o al
incremento de insulina. En la figura 13 se presentan los valores del indice HOMA-IR de
cada grupo experimental.

Tabla 12.
Valores de HOMA-IR al inicio y al finalizar el periodo experimental.

TO T42
Grupo (N=2) Glucosa Insulina HOMA-IR Glucosa Insulina HOMA-IR
(mg/dl) (ng/ml) (mg/dl) (ng/ml)
N 94 + 19 0.6+0.01 2+0 95+8 3+1 4+0
H 220+ 482 0.3+0.3 1+0 339+ 372 0.8+ 0.3 9+1°*
HJ 173 +3° 0.8+0.3 3+0 432 +28° 0.7+ 0.2 18+ 4b2b*
HJF 154+ 52 0.7 £0.06 2+0 105+ 2°¢ 2+ 1 1+1°¢

Nota: Media de glucosa, insulina y HOMA-IR * SEM. a indica diferencias significativas vs.
control normoglucémico (N). b indica diferencia significativa vs. control hiperglucémico
(H). c indica diferencias significativas vs. grupo hiperglucémico + jarabe (HJ). * indican
diferencias significativas contra el TO en cada grupo (p<0.05). N, control normoglucémico;
H, control hiperglucémico; HJ, grupo hiperglucémico + jarabe; HJF, control hiperglucémico
+ jarabe+ farmaco.

44




Valores del HOMA-IR

30 -
I N
ab
* O H
@ 201 BN
< B HoF
s
o
T 10-
0-
&Q

Tiempo (dias)

Fig. 13. HOMA-IR. Media del indice en cada grupo (mg/dl) + SEM. a indica diferencias
significativas vs. control normoglucémico (N). b indica diferencias significativas vs. grupo
hiperglucémico (H) (p<0.05). c indica diferencias significativas vs. grupo hiperglucémico +
jarabe (HJ) (p<0.05). B * indican diferencias significativas contra el TO en cada grupo
(p<0.05). N, control normoglucémico; H, control hiperglucémico; HJ, grupo hiperglucémico
+ jarabe; HJF, control hiperglucémico + jarabe+ farmaco.
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Discusion

El presente trabajo experimental tuvo como objetivo principal estandarizar un modelo
animal con Rl a partir de la administracion crénica de jarabe con alto contenido en
fructosa en un grupo de ratas Wistar hiperglucémicas inducidas por STZ. Durante el
desarrollo de este proyecto se utilizaron 4 grupos experimentales: 1) un grupo
normoglucémico (N) que fue utilizado como grupo control para evaluar la estabilidad de
la induccion de hiperglucemia generada por el modelo STZ en el grupo control
hiperglucémico (H) y para la estandarizaciéon del modelo animal con RI; 2) el grupo control
hiperglucémico (H) que sirvié para valorar los efectos de la administracion crénica de
jarabe alto en fructosa en el grupo hiperglucémico + jarabe (HJ); 3) el grupo
hiperglucémico + jarabe (HJ) para la estandarizacion del modelo animal con Rl; y 4) un
grupo hiperglucémico + 10% de jarabe + farmaco (HJF) para evaluar si el modelo responde
a los farmacos metformina-glibenclamida (500mg/kg y 5mg/kg).

Se observd que el grupo control normoglucémico (N) a lo largo del tratamiento presentd
un aumento de peso generado por el propio crecimiento del animal, y un consumo de
alimento y agua homogéneo que mantuvo constante su ingesta caldrica total. Asi mismo,
no hubo cambios significativos en los valores de glucosa plasmatica, colesterol vy
triglicéridos a lo largo del experimento. Esto se debe a que la administracién del vehiculo
(solucion fisioldgica) y la dieta no desencadenan un estado de hiperglucemia,
hiperlipidemia e hipercolesterolemia en los individuos.

Por otro lado, el grupo control hiperglucémico (H) presentd a lo largo del tratamiento un
aumento de peso provocado por el propio crecimiento del animal y por la acentuada
tendencia en el incremento del consumo de alimento que elevd la ingesta caldrica total.
Ademas, se registr6 un aumento en el consumo de liquidos. Estos resultados pueden
explicarse por la hiperglucemia crénica del modelo STZ.

Se ha reportado que la hiperglucemia crénica ocasiona desequilibrios osmoticos en el
organismo provocando la polidipsia y, por consecuencia, la poliuria o poliuria que genera
polidipsia ; mientras que la polifagia se puede explicar como una respuesta compensadora
a la pérdida de glucosa por la orina, asi como por la falta de energia que presentan las
células (debido a la disminucién en la captacion de glucosa) generada por la disminucién
en la secrecién de insulina del modelo (Bequer et al., 2016; Del Toro, 2001).

Adicionalmente, el grupo H presentd hiperglucemia crénica provocada por una falla en la
secrecidn de la insulina generada por la STZ. Se sabe que la STZ actua especificamente
sobre las células B ocasionando dano y muerte celular, dando como resultado una
disminucién en la produccién de insulina ocasionando hiperglucemia (Masiello et al.,
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1998). Sin embargo, no se observd una alteracion en los niveles de colesterol ocasionada
por el modelo STZ debido a que el equipo utilizado no fue sensible, por lo que, para
obtener los niveles de este pardmetro, seria necesario medir colesterol HDL y LDL, o
determinar por espectrofotometria su contenido en plasma o suero, aunque en la
literatura se ha reportado que el modelo de STZ no modifica los niveles de colesterol
(Vélez et al., 2015; Holmgren & Brown, 1993). Por otra parte, el aumento de triglicéridos
observado en este grupo control probablemente se deba a la alteracién de la regulacion
de la glucosa ocasionada por el tratamiento con STZ para la induccion de hiperglucemia.
Se sabe que alteraciones en la homeostasis de la glucosa afectan directamente al
metabolismo de los lipidos, particularmente en el almacenamiento y movilizacion de los
triglicéridos (Figueroa, Pérez & Mejia, 2013).

Por otro parte, el grupo hiperglucémico + jarabe (HJ) a lo largo del tratamiento tuvo un
aumento de peso por el propio crecimiento del animal y el incremento del consumo de
jarabe que elevd la ingesta caldrica total vs. su TO. Asi mismo, no se observé un
incremento significativo del peso ocasionado por el consumo de alimento y jarabe vs. los
grupos N y H; sin embargo, se observd una tendencia de mayor aumento de peso al ser
comparado con el grupo H, asi como un aumento significativo en su ingesta caldrica vs. el
grupo N y H. Adicionalmente, al diseccionar un ejemplar del grupo HJ, se observd una
mayor cantidad de tejido adiposo visceral que podria estar asociado al consumo crdnico
de fructosa y probablemente con un estado de obesidad abdominal que favoreceria la
disminucién en la sensibilidad de insulina (Gutiérrez-Rodelo, Roura-Guiberna& Olivares-
Reyes, 2017). Para poder asegurar estos supuestos es importante que estudios préximos
evalten la composicidn corporal y no sélo el peso.

La disminucién en el consumo de alimento del grupo HJ vs. los grupos N y H fue
ocasionada por el aumento en el consumo de jarabe; mientras que el aumento de
consumo de jarabe puede deberse a los mecanismos fisioldgicos derivados de la
hiperglucemia crénica del modelo STZ mencionados con anterioridad y a las propiedades
edulcorantes de la bebida que estimulan un mayor consumo (Bequer et al., 2016; Del
Toro, 2001). Diversos estudios han mostrado que los azucares simples, particularmente la
fructosa, al ser ingeridos en forma liquida contribuyen a la reducciéon de ingesta de
alimentos (Sangliesa et al., 2017). Sin embargo, dicha ingesta no se reduce lo suficiente
como para compensar las calorias extras proporcionadas por las bebidas provocando un
aumento en la ingesta caldrica total (Sangliesa et al., 2017). Este criterio resulta muy
importante ya que de acuerdo con la Asociacién Diabetes Madrid (ADM) existen diversos
estudios que sugieren que una alta ingesta caldrica produce obesidad a mediano plazo
gue se encuentra directamente asociado al desarrollo de Rl (Martin-Ridaura, 2018).
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El grupo HJ presenté un comportamiento variable de hiperglucemia durante todo el
periodo experimental. A pesar de ésto, se observd una tendencia de hiperglucemia menor
a la del grupo H que podria deberse a un estado compensatorio de hiperinsulinemia
cronica generado por la disminucién en la sensibilidad a la insulina que pudo ocasionar el
consumo cronico de fructosa (Pollak ,2016; Riveros et al., 2014). No obstante, debido a
gue no se encontraron diferencias significativas entre los valores de insulina del grupo HJ
vs. los grupos N y H, no se puede asegurar que el modelo desarrollé6 un estado de
hiperinsulinemia compensatorio, por ello, es necesario analizar un mayor nimero de
datos que arrojen resultados mas precisos o también se podria cuantificar insulina cada
semana.

Al igual que el grupo H, los niveles de colesterol no se pudieron cuantificar. No obstante,
se detectd un rapido aumento en los niveles de triglicéridos. Previamente se menciond
gue el modelo STZ por si sélo aumenta los niéveles de triglicéridos, sin embargo, la
administracion de jarabe en el modelo STZ acelerd su incremento. Este comportamiento
también se ha observado en otros estudios, por ejemplo, el modelo de sindrome
metabdlico de Renna y colaboradores (2007) y el modelo de induccion de DMT2 de Dupas
y colaboradores (2016) donde a partir de la administracion crénica de una dieta rica en
fructosa se obtuvo un acelerado aumento en los niveles de triglicéridos respecto a su
control. El incremento de triglicéridos se debe a que la ingesta excesiva de carbohidratos,
especificamente de glucosa y fructosa, induce lipogénesis de novo (Cascales, 2014). La
lipogénesis de novo es una via metabdlica que convierte el exceso de los carbohidratos de
la dieta en acidos grasos, que una vez esterificados, se almacenan en el tejido adiposo y
hepdtico como triglicéridos (Cascales, 2014). De acuerdo con diversas investigaciones, el
aumento acelerado de triglicéridos podria ocasionar una disminucién en la sensibilidad a
lainsulina (Renna et al., 2007; Dupas et al., 2016).

A pesar de los valores e triglicéridos observados en el grupo HJ, no se puede asegurar el
desarrollo de R, por lo que seria necesario determinar el desarrollo de obesidad aunado al
incremento de tejido adiposo y la presencia de citocinas proinflamatorias. De acuerdo con
la literatura, el tejido adiposo es el principal sitio de almacenamiento de triglicéridos en el
organismo, y una parte de él, especificamente el tejido adiposo visceral, actia como
secretor de adipocinas y citocinas proinflamatorias (Hernandez-Diaz et al., 2016). Cuando
existe un estado de obesidad se provocan alteraciones en el tejido adiposo, que conllevan
a una respuesta inflamatoria créonica que favorece la Rl (Gutiérrez-Rodelo, Roura-Guiberna
& Olivares-Reyes, 2017). Los problemas que desencadena la respuesta inflamatoria
crénica son muy variados; sin embargo, todos los casos promueven el aumento de
citocinas proinflamatorias (Punt et al., 2013). Estas citocinas regulan e inhiben el
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metabolismo de los carbohidratos, lipidos y proteinas, y desempeian un papel
significativo en el desarrollo de Rl (Hernandez-Diaz et al., 2016).

El grupo hiperglucémico + jarabe + farmaco (HJF) tuvo un aumento de peso por el propio
crecimiento del animal, y la ingesta de alimento y jarabe, parecido al del grupo N. No se
observé un incremento en el consumo de alimento, jarabe e ingesta caldrica debido a que
las administraciones de los farmacos controlaron los mecanismos fisiopatolégicos del
modelo STZ y los efectos negativos del consumo crénico de jarabe alto en fructosa.

Asi mismo, el tratamiento de metformina-glibenclamida (500mg/kg y 5mg/kg) evitd que
aumentaran los niveles de glucosa del grupo HJF a lo largo del periodo experimental
debido a que comenzdé a administrarse desde el principio. La metformina es un
hipoglucemiante oral que promueve sensibilidad a la insulina en adipocito, miocito y
hepatocito. La disminucion de los niveles de glucosa se atribuye a: 1) la captacion y
oxidacién de glucosa periférica por el miocito y adipocito cuando aumenta la sensibilidad
a la insulina; 2) la disminucién del glucdgeno hepatico basal; 3) la inhibicion de la
gluconeogénesis en el hepatocito; y 4) al aumento en la translocacién de receptores de
insulina (Serna & Martinez, 2006). Por otro lado, la glibenclamida es un hipoglucemiante
oral de la familia de la sulfonilureas, con propiedades insulinosecretoras que actua en
receptores especificos de la célula B (Sanchez, 2008). En estudios experimentales se ha
visto que su efecto hipoglucemiante radica en la estimulacion de la célula B para la
liberacidn de insulina que va a resultar en la disminucion de la glucemia basal a partir de
1) la inhibicién de liberacidn hepatica de glucosa, y 2) el aumento en el trasporte de
glucosa en miocito y adipocito (Sanchez, 2008).

De la misma manera que lo observado el grupo HJ, se detecté un rapido aumento en los
niveles de triglicéridos después de la segunda semana experimental atribuido al modelo
STZ y al consumo del jarabe de fructosa. No obstante, los niveles de triglicéridos
disminuyeron a partir del T28 debido al tratamiento farmacolégico. Asi mismo, en otros
estudios también se ha observado que la administracién crénica de metformina
contribuye a mejorar el perfil lipidico (Quintero-Castillo et al., 2010).

Es importante resaltar que el tratamiento farmacolégico de metformina-glibenclamida
(500mg/kg y 5mg/kg) fue simultaneo a la estandarizacién del modelo por lo que se podria
pensar que el modelo no desarrollo Rl debido al tratamiento. Sin embargo, se puede ver
que el tratamiento farmacolégico durante las dos primeras semanas del periodo
experimental, del TO al T14, no evité el acelerado aumento de triglicéridos (que se
encuentra directamente asociado a la disminucién en la sensibilidad a la insulina)
ocasionado por el consumo crénico del jarabe, ya que no se presentaron diferencias
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significativas entre los valores de triglicéridos del grupo HJ vs. el grupo HFJ en el T14, y es
hasta el T28 donde se ve una reducciéon de este valor. No obstante, como se habia
mencionado con anterioridad, los valores obtenidos de triglicéridos del modelo no pueden
asegurar el desarrollo de Rl, por lo que es necesario complementar estos datos con las
técnicas antes mencionadas.

Adicionalmente, se realizaron PTG a cada grupo al finalizar el periodo experimental. Las
PTG miden la capacidad que tiene el organismo para metabolizar la glucosa (Arriaga&
Miguel ,2007), sirviendo como herramientas Utiles para el diagndstico de prediabetes y
diabetes. Después del pico hiperglucémico observado en el T30 de las PTG del grupo N, los
valores de glucosa no presentaron diferencia significativa vs. su TO, lo que nos indica que
los individuos fueron capaces de regular y disminuir la concentracién de glucosa en
sangre, descartando asi, alteraciones en el metabolismo de los carbohidratos (Arriaga &
Miguel ,2007).

En el grupo H se observd que después del pico hiperglucémico (T30), las concentraciones
de glucosa tardaron en ser reguladas. Dicha alteracion se debe a la disminucion en la
secrecion de insulina por el dafio a las células B del modelo STZ (Masiello et al. ,1998)
provocando que las acciones promovidas por la insulina en las células blanco no sean
llevadas a cabo, prolongando el estado de hiperglucemia (Bequer et al., 2014).

Las alteraciones en la regulacién de la glucosa en el grupo HJ se deben a la falla de
secrecion de insulina del modelo STZ y a la posible la disminucidon en la sensibilidad a la
insulina ocasionada por el consumo de fructosa. La alteraciéon de las PTG a partir de la
administracién crénica de fructosa por disminucion en la sensibilidad a la insulina y la
intolerancia a la glucosa también se han reportado en modelos anteriores como el modelo
induccion de DMT2 de Dupas y colaboradores (2016), y el modelo de sindrome metabdlico
de Rennay colaboradores (2007).

El grupo HJF también presentd las alteraciones descritas en el metabolismo de los
carbohidratos del grupo HJ. A pesar de ello, se observd una recuperacién de los
parametros sanguineos medidos que se traduce en un mejoramiento del homeostasis de
la glucosa. Dicho comportamiento se debe al tratamiento farmacolégico con metformina-
glibenclamida (500mg/kg y 5mg/kg). De acuerdo con Saxena y colaboradores (2010) el
tratamiento conjunto de metformina y glibenclamida mejora significativamente el
comportamiento de las PTG y la homeostasis de la glucosa en general debido a que éstos
influyen eficazmente para controlar la Rl y promover la secrecién de insulina mediante los
mecanismos mencionados con anterioridad.
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Asi mismo, se calculé el HOMA-IR en el TO y T42 de todos los grupos experimentales. El
indice HOMA-IR es un método utilizado para el diagndstico de la Rl que evalda la funciéon
de la célula B y la sensibilidad a la insulina (Martinez, Maldonado & Lépez, 2011). Como se
menciond anteriormente, los grupos H y HJ presentaron valores significativamente altos
del HOMA-IR al finalizar el periodo experimental vs. grupo N. Hasta el momento se sabe
gue el modelo de hiperglucemia inducido por STZ no desarrolla Rl (Masiello et al., 1998;
Chao et al., 2018). Sin embargo, se ha reportado que ratas STZ-NA presentan una
disminucién en la sensibilidad a la insulina en el tejido adiposo dos meses después de su
induccién (Fierabracci et al. 2002; Novelli et al., 2004). Dicha disminucién es ocasionada
por la reduccidn de la capacidad de la insulina para estimular procesos de esterificaciéon
(Masiello et al. 2002), provocando un exceso de acidos grasos circulantes que generan
insulinoresistencia a través de los fendmenos de lipotoxicidad (Reyes, 2012).

Por otro lado, el tratamiento de metformina-glibenclamida (500mg/kg y 5mg/kg) impidid
el aumento del HOMA-IR al finalizar el periodo experimental del grupo HJF. Debido a que
el HOMA-IR evalla la insulinosensibilidad, el uso de metformina, hipoglucemiante que
aumenta la sensibilidad de dicha hormona en sus tejidos blanco (Serna & Martinez, 2006),
y glibenclamida, hipoglucemiante insulinosecretor, evitd su incremento (Sdnchez, 2008).

Finalmente, los valores del HOMA-IR del grupo HJ pueden estar asociados a la disminucién
de la secrecién de insulina generada por el modelo STZ, el descenso de la sensibilidad a la
insulina en tejido adiposo del modelo STZ y la administracion crénica de fructosa. Como se
habia mencionado con anterioridad, la ingesta cronica de grandes cantidades de fructosa
estimula procesos de lipogénesis y acumulacién de triglicéridos, que desencadenan un
estado de hipertrigliceridemia crénico, correlacionado directamente con la disminucién en
la sensibilidad a la insulina y desarrollo de RI (Pérez, Zuiiiga, & Mier, 2007).

En las ultimas décadas el consumo de fructosa ha aumentado considerablemente debido a
gue ésta, especialmente en la forma de "jarabe de maiz alto en fructosa", ha remplazado a
la sacarosa en muchos alimentos (mermeladas, cereales, pan, embutidos, galletas, etc.) y
bebidas (refrescos, jugos, néctares, etc.) (Pérez, Zuiiga, & Mier, 2007), lo que aunado al
acelerado aumento del consumo de alimentos y bebidas poco saludables en paises en vias
desarrollados como México, representa un factor de riesgo que a mediano plazo puede
ser responsable de efectos deletéreos en la salud como el desarrollo de sobrepeso,
obesidad, RI, EHGNA, DMT2 y enfermedades cardiovasculares (Riveros et al., 2014). Es por
ello que los resultados obtenidos en este trabajo representan un apoyo en la investigacion
basica para el estudio y tratamiento de la DMT2.
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Conclusiones
Los resultados indican que el consumo crénico de jarabe alto en fructosa suministrado por
42 dias a ratas Wistar STZ:

1) Eleva los niveles de triglicéridos respecto al control normoglucémico (N) e
hiperglucémico (H), y aumenta los niveles de glucosa al ser comparado contra el grupo N,
provocando un estado de hiperglucemia crénica; por otro lado, mantiene la hiperglucemia
observada en el grupo H.

2) Disminuye la tolerancia a la glucosa en relaciéon al control normoglucémico (N) e
hiperglucémico (H).

3) Aumenta el indice HOMA-IR mostrando el desarrollo de RI respecto al control
normoglucémico (N) e hiperglucémico (H).

4) Disminuye el consumo de alimento, aumenta el consumo de jarabe e incrementa la
ingesta caldrica en relacion al control normoglucémico (N) e hiperglucémico (H).

5) No aumenta significativamente el peso al ser comparado con el control
normoglucémico (N) e hiperglucémico (H).

6) Responde a la administracion de metformina-glibenclamida (500mg/kg y 5mg/kg),
disminuyendo los niveles de glucosa, triglicéridos, la ingesta caldrica total y aumentado la
tolerancia a la glucosa y la concentracién de insulina sérica al ser comparado con el grupo
hiperglucémico + jarabe (HJ), y muestra valores similares en esos mismos parametros
respecto al control normoglucémico (N).
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Perspectivas
Para que la estandarizacién de este modelo sea mas robusta es necesario:

1)Analizar un mayor nimero de datos para obtener los valores faltantes del HOMA-IR.
2) Evaluar la composicion corporal y no sélo el aumento de peso.

3)Cuantificar triglicéridos en higado y tejido adiposo.

4) Realizar andlisis histolégicos en higado y tejido adiposo.

5) Cuantificar citocinas proinflamatorias.
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