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l. Resumen

Este trabajo de tesis tiene la finalidad de desarrollar un modelo murino de sindrome metabdlico
inducido con una dieta hipercalérica. Se analizaron los efectos de una dieta hipercaldrica y otra
isocaldrica sobre el desarrollo de algunas alteraciones patolégicas observadas en el sindrome
metabdlico humano (SM). Actualmente, se sabe que esta condicion patoldgica tiene una incidencia
creciente en la poblacion de nuestro pais, su patogenia se caracteriza por el desarrollo de diversas
alteraciones bioquimicas que conducen a la manifestacion clinica de obesidad y de un grupo de
trastornos organicos asociados entre los que se incluye el desarrollo de resistencia a la Insulina (RI),
la presencia de hiperinsulinemia, el deterioro de la tolerancia a la glucosa, la exhibicion de
dislipidemia y la presencia de hipertension. La mayor parte de los estudios sobre la etiologia de estas
alteraciones coinciden en sefalar que éstas son consecuencia de una compleja interaccion entre
factores genéticos y ambientales. De entre estos ultimos factores, particularmente destaca el
consumo de dietas hipercaldricas altas en grasas. Para dilucidar las diferentes patologias asociadas
al consumo de este tipo de dietas y los mecanismos involucrados que conducen al desarrollo del SM
es esencial la investigacion en modelos animales que exhiban alteraciones patolégicas similares a
las observadas en los humanos con esta enfermedad. Una de los principales modelos utilizados con
esta finalidad son los redores, los cuales a través del consumo cronico de dietas con diversos niveles
de grasas u otros nutrientes, facilmente pueden desarrollar multiples patologias metabdlicas.

En estudios previos con el raton Neotomodon alstoni, un roedor endémico del Eje Neovolcanico
Transversal de México, se ha indicado que algunos ratones de esta especie cuando son alimentados
ad libitum con una dieta convencional (isocalérica) pueden exhibir el desarrollo de obesidad y otras
patologias asociadas al SM; esta condicidn, ha sugerido la posibilidad de que este roedor pueda ser
un modelo adecuado para el estudio de esta enfermedad metabdlica.

En este trabajo, nosotros identificamos las principales patologias asociadas al SM mediante el
tratamiento durante 5 meses con una dieta hipercalérica rica en grasa (dieta convencional
enriquecida con 20% de manteca de cerdo). Se utilizaron ratones recién destetados (un mes de
edad), los cuales fueron obtenidos de una colonia exocriada en el Bioterio de la Facultad de Ciencias,
UNAM, bajo condiciones ambientales controladas. Los animales fueron divididos en cuatro grupos;
dos grupos (uno de machos y otro de hembras) fueron alimentados con una dieta isocaldrica para
roedores de laboratorio y otros dos grupos (uno de macho y otro de hembras) con la dieta
hipercaldrica. Los resultados mostraron que a diferencia de los ratones alimentados con la dieta
isocaldrica, los ratones de los grupos que recibieron dieta hipercalérica a pesar de exhibir un bajo
consumo de alimento desarrollaron obesidad. No obstante, sélo 41.6% de ratones machos y 50% de
hembras que fueron alimentados con esta dieta mostraron esta alteracion, aunque ambos sexos
presentaron una mayor incidencia de obesidad severa y una notoria ganancia de peso corporal post
tratamiento con la dieta hipercaldrica. Por otra parte, las pruebas de tolerancia a la glucosa y
tolerancia a la insulina mostraron que a diferencia de los ratones de los grupos tratados con dieta
isocaldrica, los ratones alimentados con dieta hipercaloérica exhibieron intolerancia a la glucosa y
resistencia a la insulina Con relacion a otros estudios, se establecié que el deterioro de estas
patologias es mas severo que el exhibido por los ratones alimentados con dieta isocaldrica.
Adicionalmente, pudo establecerse que los ratones que desarrollaron obesidad después del
tratamiento con la dieta hipercalérica mostraron mayores niveles sanguineos de ftriglicéridos y
colesterol total que los ratones alimentados con la dieta isocalérica. Aunque los valores de la presién
diastolica y sistdlica fueron mas altos en los ratones alimentados con la dieta hipercaldrica,
finalmente no se observaron diferencias significativas con respecto a los estimados en los ratones
que recibieron dieta isocaldrica. Estos resultados permiten concluir que a diferencia de una dieta
isocaldrica, la dieta hipercaldrica puede inducir en este modelo murino las siguientes patologias:
desarrollo de obesidad severa en un periodo de tiempo mas corto y un menor consumo de alimento,
pero una mayor ingesta calérica debido al alto contenido energético de la dieta, un deterioro mas
severo de la tolerancia a la glucosa y de la resistencia a la insulina, mas altos niveles de triglicéridos
sanguineos y de colesterol total, un mayor incremento de la presion diastdlica y sistdlica, pero no
significativo. Este modelo biolégico puede ser de gran interés para dilucidar en un futuro el papel de
otros factores en el desarrollo del SM y los mecanismos involucrados en el origen de sus patologias
asociadas.



Il. ANTECEDENTES

El SM esta conformado por un grupo de alteraciones que constituyen factores
de riesgo para el desarrollo de enfermedades cardiovasculares, diabetes mellitus
tipo 2, cancer y esteatosis hepatica no alcohdlica (1-3). El principal objetivo de este
proyecto es desarrollar un modelo animal que presente algunas de las alteraciones
patolégicas observadas en el SM humano, con la finalidad de dilucidar los
mecanismos Yy factores bioldgicos involucrados en su desarrollo, y en un futuro

encontrar nuevas alternativas para su tratamiento.

Habitualmente, en el area biomédica se utilizan diversas especies animales
para el desarrollo de modelos experimentales (4-7), uno de estos modelos utilizados
son los roedores; en los cuales es posible inducir ya sea por manipulacion genética,
dietas altas en azucares refinados (fructosa o sacarosa), en grasa y dietas
lipogénicas el desarrollo de procesos patologicos similares a los observados en las
enfermedades humanas, estos animales son conocidos como modelos
“‘humanizados” (8-14, 41). Desde hace mas de 20 afnos, en el Laboratorio de
Biologia Animal Experimental de la Facultad de Ciencias de la UNAM se ha
estudiado la Biologia de un ratéon endémico de México, Neotomodon alstoni. Los
primeros estudios realizados por Carmona (15,16) indicaron que cuando este roedor
es criado en cautiverio y se alimenta con una dieta isocaldrica convencional para
roedores exhibe una predisposicion natural al desarrollo de varios desordenes
metabdlicos; entre los que se incluye obesidad, generacion de lipomas (depdsito
regional de tejido adiposo), esteatosis hepatica, hipertriglicéridemia, hiperfagia,
hiperleptinemia, hiperglucemia e hiperinsulinemia postprandial. Este tipo de
alteraciones forma parte de las patologias observadas en el SM humano, por lo
tanto, se ha planteado la posibilidad de que el Neotomodon pueda convertirse en
un modelo util para el estudio de esta enfermedad (17). Dado que no hay un modelo
unico, ideal y al mismo tiempo general para el estudio del SM, y existen muy pocas
cepas de animales de laboratorio estandarizadas que permitan estudiar aspectos
especificos de sus alteraciones, el desarrollo de un nuevo modelo y su estudio

bioldgico podria ser importante en la comprensién del SM humano.



lll. INTRODUCCION
1. BIOLOGIA DEL RATON DE LOS VOLCANES (Neotomodon alstoni)

El raton de los volcanes (Neotomodon alstoni) es una especie endémica de
nuestro pais que pertenece al orden Rodentia y a la familia Cricetidae. El habitat de
este roedor se restringe al Eje Neovolcanico Transversal, en las altas montafas y
por encima de los 2500 metros sobre el nivel del mar. Tanto en condiciones
naturales como en el cautiverio este roedor se reproduce todo el afo, con picos
reproductivos maximos en primavera-verano (18, 19). Es una especie poliéstrica
continua, que exhibe ciclos estrales con una duracién promedio de 4.5 dias, y cuyo
periodo de gestacion es de 27 dias (19). Luis et. al., (20) sefialan que el macho de
este roedor presenta cuidados paternos, lo cual ha sugerido que se trata de una

especie monogamica.

1.1 Habitos alimenticios naturales

Alvarez y Mayo-Aceves (21) analizaron el contenido estomacal de ratones de
esta especie de diferentes regiones del Valle de México y establecieron que se trata
de una especie omnivora, cuya dieta depende de variaciones ecologicas y
estacionales, de tal manera que la alimentacion de este raton en época de secas
(noviembre-abril) principalmente esta constituida de vegetales, mientras que en
temporada de lluvias (mayo-octubre) consiste de insectos. Este estudio es el primer
trabajo sobre los habitos alimenticios en vida silvestre de este roedor; sin embargo,
hace falta mas investigacion sobre este aspecto para dilucidar fehacientemente los
requerimientos nutricionales de esta especie en cada una de las diferentes etapas

de su vida.



2. SINDROME METABOLICO

En nuestro pais la prevalencia del sindrome metabdlico en adultos segun los
datos sefalados por la Federacion Internacional de Diabetes (IDF por sus siglas en
inglés) es del 49.8% (22). El sindrome metabdlico es una patologia reconocida hace
mas de 80 afos en la literatura médica aunque, con el paso del tiempo ha recibido
distintas denominaciones. Como se trata de un sindrome no es considerada una
enfermedad unica, sino una asociacion de alteraciones que pueden aparecer de
forma simultanea o secuencial en un mismo individuo, y cuya etiologia es compleja,
ya que probablemente son causadas por la interaccion de multiples factores
genéticos y ambientales (alimentacion abundante y alta en calorias, estilo de vida
sedentario, obesidad, envejecimiento). La primera descripcion de la asociacion de
diversas alteraciones clinicas con este sindrome, tales como diabetes mellitus tipo
2, la hipertension arterial y la dislipidemia datan de los afios veinte del siglo pasado.
Sin embargo, Reaven en el ano de 1988 fue el primero en proponer que estas
alteraciones ocurrian simultaneamente en un mismo individuo en la forma de un
sindrome que denomind “X”, sugiriendo que la resistencia a la insulina (RI) era el
mecanismo patofisiolégico involucrado en su desarrollo, pues la mayoria de los
pacientes con este sindrome exhibian como una de sus alteraciones principales
esta caracteristica. Los componentes propuestos por Reaven (23) para el
diagndstico del sindrome aparecen en la tabla 1.

Tabla 1. Componentes del sindrome metabdlico propuestos por Reaven en 1988

Resistencia a la captacion de glucosa medida por insulina
Intolerancia a la glucosa

Hiperinsulinemia

Aumento de triglicéridos y de colesterol-LDL
Disminucién del colesterol-HDL

Hipertension arterial

*Lipoproteina de baja densidad (colesterol LDL), Lipoproteina de alta densidad (colesterol HDL)

El sindrome X posteriormente recibié otras denominaciones, y con los afos
se han agregado nuevas alteraciones para su diagnéstico. Kaplan, en 1989 (24), lo
denomind “cuarteto mortal”. Posteriormente, ha recibido nombres tales como

sindrome X plus, sindrome plurimetabdlico, sindrome de insulinorresistencia, entre



otros (25). En 1999, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) propuso que el
sindrome se denominara sindrome metabdlico, y adiciondé a los criterios de
diagnostico del sindrome metabdlico la presencia de intolerancia a la glucosa (o
diabetes) y/o de resistencia a la insulina (RI), ademas de 2 o mas de las alteraciones

que se presentan en la tabla 2 (26).

Tabla 2 Componentes relacionados con la intolerancia a la glucosa y/o la Rl en el sindrome
metabdlico, segun la Organizacion Mundial de la Salud

Presion arterial elevada (> 140/90 mmHg)

Triglicéridos sanguineos elevados (> 150 mg/dl)

Colesterol- HDL bajo (< 36 mg/dl en varones y < 40 mg/dl en mujeres)

Obesidad central (relacidon cintura-cadera > 90cm para varones y > 85cm para mujeres)
y/o indice de masa corporal > 30 Kg/m?

Microalbuminuria (excrecidon > 20 pg/min o relacion albumina: creatinina en orina > 30

mg/g)

En caso de tolerancia normal a la glucosa, el paciente debe presentar dos de las
alteraciones que aparecen en la tabla anterior en conjunto con RI.

Ademas de las alteraciones sefialadas por la OMS, otros componentes del
sindrome metabdlico se han relacionado también con la Rl. Entre ellos, la
hiperuricemia, anormalidades renales (nefropatia), la disfuncion endotelial, el
aumento del fibrinégeno y del inhibidor del activador del plasmindgeno de tipo 1
(PAI-1), el aumento de lipoproteinas de baja densidad (LDL), pequenas y densas,
hiperleptinemia, enfermedad de ovarios poliquisticos, etc. (27-30). Por lo tanto, se
puede decir que el sindrome metabdlico es considerado una patologia integrada por
una constelacion de alteraciones lipidicas y no lipidicas. En el desarrollo de este
sindrome también son importantes diversos factores genéticos y ambientales
asociados al estilo de vida; especialmente la sobrealimentacion y la falta de
actividad fisica. De hecho, la obesidad (particularmente la abdominal) y el
sedentarismo favorecen el desarrollo de RI, pero algunos individuos pueden tener
predisposicion genética a su desarrollo (31).

La importancia médica de este sindrome radica fundamentalmente en que se

asocia a una mayor prevalencia de enfermedad cardiovascular y coronaria.



Ademas, el incremento de los desencadenantes del sindrome metabdlico, obesidad,
Rl y dislipidemia, es la causa principal del incremento epidemiologico actual de la
diabetes mellitus tipo 2.

En el 2001, el Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos, durante el
Il Panel de Tratamiento del Adulto del Programa Nacional de Educacion en
Colesterol, presenté una nueva version de los criterios para diagndstico del
sindrome metabdlico (32). A diferencia de los criterios propuestos por la OMS, esos
criterios indican que no es necesario demostrar directamente la presencia de RI.
Bajo estos nuevos criterios el diagnéstico del sindrome metabdlico puede hacerse
por la presencia de tres 0 mas de las siguientes alteraciones: obesidad abdominal,
triglicéridos altos, colesterol-HDL bajo, hipertension e hiperglucemia en ayunas,
tabla 3.

Tabla 3 Alteraciones para la identificacion clinica del sindrome metabdlico, propuesta por
el lll Panel de Tratamiento del Adulto del Programa Nacional de Educacion en Colesterol.

Alteraciones ‘ Definicion

Obesidad abdominal Circunferencia de la cintura > 102 c¢cm en
varones y > 88 cm en mujeres

Triglicéridos altos =150 mg/dI

Colesterol-HDL bajo <40 mg/dl en varones y < 50 mg/dl en mujeres

PAS= 130, PAD = 85 mmHg
Hipertension =110 mg/dl
Hiperglucemia en ayunas
HDL-C: Colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad: PAD: presién arterial diastdlica

PAS: presién arterial sistélica.

Por otro lado de acuerdo a los criterios del 2005 propuestos por la Federacion
internacional de Diabetes (IDF), entre los trastornos normalmente observados en el
sindrome metabdlico se incluyen: obesidad abdominal, mas otras dos de las
siguientes alteraciones clinicas: dislipidemia (hipertrigliceridemia y niveles
reducidos de colesterol HDL), hipertensién y/o hiperglucemia moderada en ayuno.

Actualmente, el diagnéstico del sindrome metabdlico se realiza con base en los



criterios propuestos en el afio 2009 por el consenso de varias organizaciones (33),
las cuales acordaron mantener los criterios sugeridos por la ATP 111-2001, pero el
diagnostico del sindrome metabdlico se establece con al menos 3 de 5 alteraciones,
y considerando niveles de hiperglucemia en ayunas de 100 mg/dl, debiendo
definirse en los diferentes paises el punto de corte de la circunferencia de cintura,
dependiendo de las caracteristicas particulares de cada poblaciéon. En diversos
estudios experimentales o de investigacion con animales de laboratorio también se
han considerado como criterios adicionales de diagnostico para este sindrome la
presencia de hiperinsulinemia, de Rl y el desarrollo de intolerancia a la glucosa, asi
como la distribucion anormal de tejido adiposo, el aumento de parametros
aterogénicos (apo B, particulas pequefas de LDL), la presencia de esteatosis
hepatica no alcohdlica que es la acumulacion de vacuolas de grasa en el citoplasma
de los hepatocitos y se caracteriza por presentar unas lesiones hepaticas similares
a las producidas por el alcohol en sujetos que no consumen cantidades téxicas de
este y el desarrollo de microalbuminuria (34-36). Principalmente por su papel en la
etiologia de la obesidad y la R, la alteracion funcional de hormonas proinflamatorias
(interleucina-6, factor de necrosis tumoral-alfa) y de diversas adipocitocinas (por
ejemplo: resistina, adiponectina y leptina), ademas de la manifestacién de
resistencia a la leptina también se consideran factores etiologicos del sindrome
metabdlico (37, 38).

2.1 Principales componentes del SM

2.1.1. Obesidad abdominal

El sobrepeso y la obesidad constituyen un riesgo importante para el
desarrollo del sindrome metabdlico, no soélo porque la presencia de éste
comunmente se asocia con un grado de peso excesivo, sino también porque la
obesidad incrementa la probabilidad de desarrollar otras patologias o factores de
riesgo que indirectamente facilitan su presencia (39). La grasa abdominal es un

tejido heterogéneo que se compone de varios compartimientos que incluyen la



grasa subcutanea, intraperitoneal (visceral) y retroperitoneal. En los animales
algunos indicadores indirectos para valorar el grado de obesidad son el indice Lee,
la adiposidad visceral y el contenido de grasa en el epididimo; sin embargo, en el
humano el indice de circunferencia de la cintura probablemente sea el marcador
mas util y exacto para determinar obesidad central, ya que se correlaciona con la
grasa abdominal total determinada por tomografia computarizada.

Aunque muchos estudios han demostrado la asociacion entre obesidad (central o
visceral) y el sindrome metabdlico una de las principales consecuencias
fisiopatoldgicas de la obesidad abdominal es la expansiéon del tejido adiposo y la
disfuncion de los adipocitos, lo cual se ha asociado con alteraciones en la secrecion
de adipocitocinas, las cuales contribuyen al desarrollo de Rl y SM (40-43).

De manera especulativa también se ha propuesto como principal causa del
sindrome el incremento de la movilizacién de los acidos grasos libres viscerales
hacia el higado, y el subsiguiente aumento de la formacién de lipoproteinas de muy
baja densidad (VLDL) en este tejido (44).

2.1.2 Resistencia a la Insulina / hiperinsulinemia

La insulina tiene un destacado rol en la regulacion metabdlica. Se le define
como una hormona anabdlica (promueve el depdsito de sustratos energéticos y la
sintesis de proteinas) y anticatabdlica (frena la movilizacién de sustratos). El
aumento de secrecion luego de una comida, induce una vasodilatacion (por su
efecto de sintesis de 6xido nitrico al estimular la éxido nitrico sintasa endotelial) que
facilita la distribucidn de sustratos hacia los tejidos. Si bien sus efectos son mas
evidentes en la regulaciéon de la homeostasis de la glucosa, tiene un papel
fundamental en la metabolizacion de aminoacidos, acidos, grasos, cetoacidos y
lipoproteinas. Sus efectos fisioldgicos in vivo deben considerarse en el contexto de
su relacion con las hormonas llamadas catabdlicas (glucagén, catecolaminas,
glucocorticoides y hormona de crecimiento). La insulina se sintetiza como una
preprohormona en las células- de los islotes de Langerhans en el pancreas. La

secuencia lider de la preprohormona es eliminada en la cisterna del reticulo



endoplasmatico y la hormona es empaquetada en vesiculas secretorias en el Golgi,
es plegada en su estructura nativa, y fijada en su conformacién por la formacién de
2 uniones disulfuro. Una actividad de proteasa especifica rompe la molécula, que
se disocia como péptido C, dejando el péptido amino terminal B unido por un puente
disulfuro al péptido carboxiterminal A (45).

La secrecion de insulina por las células- es regulada principalmente por los
niveles de glucosa. Un incremento en el ingreso de glucosa a las células-f3 del
pancreas conduce a un concomitante incremento en el metabolismo. El incremento
en el metabolismo lleva a una elevacion del radio ATP/ADP. Esto a su vez lleva a la
inhibicion de un canal de potasio sensible al ATP (canal K-ATP). El resultado neto
es la despolarizacion de la célula llevando a un influjo de Ca2+ y a la secrecién de
insulina (45).

Una alteracion que frecuentemente se ha pensado como la causa del
sindrome metabdlico es la resistencia a la Insulina (RI), comunmente acompafiada
de hiperinsulinemia (45). Actualmente, continua siendo un enigma cual de estas dos
alteraciones conlleva a la una o a la otra debido a su estrecha asociacion. La Rl se
caracteriza por la insensibilidad de las células y de los tejidos periféricos (el musculo
esquelético, tejido adiposo y/o el higado) a la accion de la insulina y la reduccion de
la captacion de glucosa en respuesta a la ausencia de accion de esta hormona (39,
44, 47). Muchos componentes de la via de sefalizacion de la insulina se han
vinculado con la alteracion de la accion de insulina en el sindrome metabdlico; sin
embargo, hasta este momento no se ha comprobado su participacion (con
excepcion de unas mutaciones genéticas poco comunes). Recientemente, en los
humanos y en modelos de animales se ha demostrado que algunas alteraciones
endégenas, el ambiente, y especificamente la nutricion y el ejercicio pueden ser
capaces de alterar la sensibilidad a la insulina. La patogenia de esta alteracién es
sumamente compleja, el papel del deterioro de la sensibilidad a la insulina a nivel
celular y en tejidos especificos no se ha dilucidado del todo en el contexto del
sindrome metabdlico; sin embargo, para el caso de la diabetes mellitus tipo 2 existen
bases solidas del papel de la Rl en su desarrollo.



2.1.3 Dislipidemia

Es la presencia de anormalidades en la concentracion de grasas en sangre
(Colesterol, triglicéridos, colesterol HDL y LDL), muchas anormalidades metabdlicas
pueden conducir al desarrollo de dislipidemia (45). Sin embargo, comunmente solo
dos alteraciones estrechamente asociadas entre si son incluidas en los criterios de
diagnostico del sindrome metabdlico: la hipertrigliceridemia y la reduccion del
colesterol de alta densidad (HDL-C). En nuestro pais, la hipertrigliceridemia en
humanos es establece cuando el nivel de triglicéridos después de un ayuno de 8
horas es >150 mg/dL; mientras que el HDL-C se considera bajo cuando su
concentracion es <60 mg/dL. Los triglicéridos elevados y las concentraciones bajas
de HDL estan relacionados de forma independiente con un mayor riesgo de
enfermedad cardiovascular. El colesterol total >200 mg/dL y colesterol de baja
densidad (LDL-C) >100 mg/dL también se consideran factores de riesgo
significativos para enfermedades cardiovasculares, pero generalmente no son
incluidos en los criterios de diagndstico del sindrome metabdlico. Ademas, el
hallazgo de un aumento > 35 mg/dL de colesterol de muy baja densidad (VLDL-C),
en la asociacion con el incremento de LDL pequenas y densas, y del inhibidor del
activador del plasmindgeno-tipo 1 (PAI-1) se ha asociado con un mayor indice
aterogénico y una alta predisposicion al desarrollo de enfermedad coronaria (46).

Los valores de referencia senalados en el parrafo anterior, corresponden a
los de un individuo mexicano adulto del sexo masculino, los cuales pueden ser
diferentes a los de una mujer adulta mexicana. En el caso de las especies animales
utilizadas como modelos experimentales de laboratorio, los limites de referencia de
estos y otros parametros sanguineos evaluados en el sindrome metabdlico varian
dependiendo de la especie, la raza, la cepa, la edad, el sexo, el peso, su condicion

genética y tipo de dieta (48).

Los triglicéridos son grasas que se encuentran en determinados alimentos y
también se producen en el higado. Los triglicéridos circulan en la sangre mediante
unas lipoproteinas que se producen en el intestino y en el higado y se transportan

a los tejidos donde se utilizan como una reserva de energia para cubrir las
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necesidades metabdlicas de los musculos y el cerebro. Las primeras, se encargan
de transportar los triglicéridos de los alimentos que son absorbidos, y las segundas
transportan los triglicéridos que sintetiza el higado (49).

Los triglicéridos elevados y las concentraciones bajas de HDL estan
relacionados de forma independiente con un mayor riesgo de enfermedad
cardiovascular. Ademas, se considera que los factores genéticos y ambientales son
los responsables de las bajas concentraciones de colesterol-HDL y del aumento de

triglicéridos (49).

2.1.4 Deterioro de la tolerancia a la glucosal/diabetes mellitus tipo 2

La diabetes mellitus se define como un grupo de alteraciones metabdlicas de
etiologia multiple, caracterizadas por hiperglucemia crénica resultantes de un
defecto en la secrecion de insulina, en la accion de la insulina o en ambas (23, 24).

Las fases mas tempranas del desarrollo de la diabetes Tipo 2 incluyen todas
las alteraciones observadas en el sindrome metabdlico (23, 24). La patogenia de la
diabetes se ha examinado en animales y humanos, y se ha establecido que incluye
una serie de fases progresivas. La obesidad y la Rl estan presentes en las fases
mas tempranos. La dislipidemia es comun, aunque no se encuentra siempre
presente, y la hipertensién a veces se observa, pero no es consistente (39-49). De
acuerdo a la American Diabetes Association, el diagndstico positivo de diabetes
Tipo 2 (anteriormente llamada diabetes insulino no dependiente) debe realizarse
con base en los siguientes criterios: 1) un nivel de glucosa sanguinea en ayunas
para en el humano adulto 2126mg/dL (independientemente del sexo); 2) glucemia
al azar >200mg/dL; y 3) prueba de tolerancia a la glucosa (glucemia postprandial
2200mg/dL después de 120 minutos de una carga oral de glucosa). Los mismos
criterios de diagndstico de la glucemia en ayuno y de la tolerancia a la glucosa han
sido adoptados para el caso de los animales, tanto de compaiia como
experimentales; sin embargo, es necesario aclarar que estos perfiles sanguineos
también pueden variar dependiendo de la especie, la cepa, el sexo y otras

condiciones antes senaladas; por lo que el diagndstico de la diabetes mellitus tipo
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2, sobre todo en roedores de laboratorio, se corroborara mediante otros hallazgos
clinicos, la presencia de RlI, poliuria, polidipsia y polifagia.

La glucosa medida en ayunas con un valor 2110 mg/dL por lo general es un
indicador de RI, y a menudo estad acompafada por otros componentes del SM.
Ademas, un porcentaje de las personas con glucemia basal alterada desarrollara
diabetes tipo 2 con el tiempo (51-53). Aunque, el panel ATP Ill no considera
adecuada la determinacion rutinaria de la Rl y el estado pro-inflamatorio o
protrombético para el diagndstico del SM, éstos generalmente son aceptados como
caracteristicas presentes en este sindrome. Por otra parte, ensayos clinicos
demuestran que el incremento de tres de los componentes caracteristicos del SM,
tales como dislipidemia aterogénica, hipertension y estado protrombatico,

incrementan el riesgo de enfermedad cardiovascular (49-54).

2.1.5 Hipertension

La presion arterial es la fuerza que la sangre ejerce contra las paredes de las
arterias, la cual es lo suficientemente alta, como para llegar a causar problemas de
salud, tales como enfermedades cardiovasculares. Segun criterios de la ATPIII para
el diagnéstico del SM, una presion arterial mayor a 130/85 mm de Hg es
considerada hipertension. La razén por la que la hipertension arterial esta incluida
entre los criterios diagndsticos del SM, es debido a que la reduccién de la presién
sanguinea por debajo de 130/85 reduce la probabilidad de un evento cardiovascular
en pacientes diabéticos o con otros factores de riesgo cardiovascular (52,53, 55,56).

Entre los rasgos caracteristicos del sindrome metabdlico, la hipertensidn
probablemente sea la alteracion que se asocia de forma mas consistente con esta
patologia (48). No obstante, se ha encontrado que el 91% de las personas con
hipertension pueden tener otras alteraciones tipicas del sindrome metabdlico. En
los humanos un individuo adulto es considerado hipertenso cuando su presion
arterial sistolica es de 130 mmHg y posee una presion arterial diastélica de 85
mmHg segun el Ill Panel de Tratamiento del Adulto del Programa Nacional de

Educaciéon en Colesterol; sin embargo, algunos grupos dedicados al estudio de
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diabetes han sugerido criterios de presion arterial mas elevados de 160/90 mmHg.
En el caso de los animales estos criterios también varian dependiendo de las
condiciones intrinsecas ya mencionadas.

La hipertensién es considerada el preambulo al desarrollo de enfermedad
coronaria en muchas poblaciones, particularmente en aquéllas con un predominio
alto de obesidad y diabetes tipo 2. La enfermedad cardiovascular se vincula al
sindrome metabdlico a través de un eslabdn que se establece entre la hipertensién
y la Rl (47), incluso se ha supuesto la participacion de otros mecanismos
intermediarios, sin embargo esto no se ha demostrado. Asimismo la asociacion de
la hipertension con otras alteraciones observadas en el sindrome metabdlico

también son inciertas.

1. MODELOS ANIMALES DE SINDROME METABOLICO

Los modelos animales representan una herramienta util en el estudio de
diversas enfermedades tanto humanas como animales. Particularmente, se utilizan
para probar nuevas hipétesis, dilucidar los mecanismos patofisiolégicos de alguna
enfermedad, o bien, para desarrollar nuevas medidas terapéuticas.
Desafortunadamente debido a la complejidad de muchas de estas patologias no
existe un modelo animal que sea capaz de reunir o reproducir plenamente todas las
alteraciones clinicas que suelen caracterizarlas. Esta situacion desde hace algunas
décadas determin6 que una gran diversidad de especies (originalmente silvestres),
que exhibian predisposicion al desarrollo de alguna enfermedad de interés médico,
fueran criadas en condiciones de laboratorio para ser utilizadas como modelos
animales de investigacion. Aunque algunas de estas especies posteriormente
prevalecieron como animales de laboratorio, otras por diversas situaciones dejaron
de emplearse o fueron sustituidas por el uso de modelos alternativos (cultivos
celulares, animales con sistema nervioso mas simple, modelos informaticos,
simuladores, etc.). Sin embargo, a diferencia de estos ultimos, los animales estan
integrados por un sistema biolégico complejo, muchas veces necesario para ciertos

estudios. Una ventaja adicional de los modelos animales es la posibilidad de poder
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controlar y estandarizar en ellos diversas variables que modifican la respuesta
experimental; por ejemplo, factores genéticos, ambientales y microbiologicos.
Ademas, conforme a las regulaciones legales de nuestro pais hoy podemos realizar
en las especies animales procedimientos que aun no son factibles llevarlos a cabo
en los humanos. Actualmente, los modelos animales son catalogados segun su
origen en cinco tipos: 1) espontaneos o mutantes; 2) los derivados por
modificaciones genéticas, entre los que se incluyen los animales transgénicos, los
knockout, knockin y clonados; 3) los inducidos quirurgicamente; 4) los inducidos
quimicamente y 5) los inducidos por medio de la dieta (5-14, 57-61). Conjuntamente
con los roedores, otros mamiferos son utilizados para estudiar el sindrome
metabdlico, entre ellos algunas especies domésticas y silvestres que son
mantenidas en condiciones de laboratorio (6, 17, 60). La seleccion del modelo mas
adecuado depende del objetivo de estudio; sin embargo, es necesario considerar
algunas variables de importancia experimental, tales como la especie, la cepa, el
tipo de dieta, la alteracién genética, el tratamiento quimico o el procedimiento
quirurgico inductor.

Algunas caracteristicas de los principales modelos animales de sindrome
metabdlico inducido a través de la dieta, asi como de aquellos que desarrollan

diabetes tipo 2 y obesidad se resumen en la tablas 4 y 5, respectivamente.

Tabla 4. Principales modelos animales de sindrome metabdlico inducido por dieta

TIPO DE DIETA CEPA FENOTIPO COMENTARIOS
De ingredientes | C57BL/6 Obesidad/ Las diferencias en el
purificados,  45-60 hiperglucemia corporal entre los grupos con

kcal/ % de grasa con

dieta alta en grasa y dieta baja

kcal/% de grasa con

varias fuentes de en grasa aparecen a la 1ra

lipidos semana del consumo de dieta.
La hiperglucemia  produce
alrededor las 4 semanas

De ingredientes | Ratas Sprague Dawley | Obesidad Las diferencias en el peso

purificados,  30-60 | y Wistar corporal entre las ratas con

dieta que induce resistencia a
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varias fuentes de

lipidos

obesidad y dieta inductora de
obesidad (DIO) son aparentes
entre 2-10 semanas con el
consumo de las dietas. El tipo
de grasas puede impactar la
ganancia de peso

Convencional Rata ZDF Obesidad/ Los machos desarrollan

adicionada con grasa Diabetes diabetes con dieta

y un aporte de 48 convencional, pero la

kcal/% de grasa enfermedad es mas severa con
dietas altas en grasa. Las
hembras requieren una dieta
con al menos 48 kcal/% de
grasa para desarrollar
diabetes.

De ingredientes | Raton A/) Resistente a la No se vuelve obeso a pesar de

purificados, con 10 o obesidad la ingesta caldrica similar al

58 kcal/% de grasa y ratén C57BL/6

con varias fuentes de

lipidos y colesterol.

De ingredientes | Raton AKR Obesidad/ RI (RI) Se vuelve obeso con dietas

purificados, con 10 o
58 kcal/% de grasa y
con varias fuentes de
lipidos y colesterol.

altas en grasa. Son mas
tolerantes a la glucosa pero
presentan mayor RI,
comparados con los ratones
C57BL/6.

De ingredientes | Rata Sprague Dawley | Obesidad/ La hipertension y la obesidad
purificados, con 32 Hipertension se desarrollan después de 10
kcal/% de grasa semanas con la dieta alta en
grasa.

De ingredientes | Rata Dahl SS Hipertension La hipertensidon se desarrolla
purificados, con 8% después de 2-4 semanas con el
de NaCl consumo de la dieta.

De ingredientes | Ratas Sprague Dawley | Hipertension La hipertensién se desarrolla

purificados, con 60%
de fructosa

y Wistar

después de 6-8 semanas con el
consumo de la dieta.

De ingredientes
purificados, con 60-
70 kcal/% de sucrosa

Ratas Sprague Dawley
y Wistar

RI/

Hipertrigliceridemia

Tanto la Rl como |Ia
hipertrigliceridemia se
desarrollan después de 2

semanas con el consumo de la
dieta
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De ingredientes
purificados, alta en
grasas saturadas, 1%
de colesterol y 0.25%
de acido cdlico.

Ratén C57BL/6

Ateroesclerosis/
Hipercolesterolemia

La  hipercolesterolemia vy
ateroesclerosis moderada se
desarrollan después de 14-18
semanas con el consumo de la
dieta

De ingredientes
purificados con 0.1-
1.25% de colesterol

Ratén knockout-
receptor LDL, Ratdn
knockout-
apolipoproteina E

Ateroesclerosis/
Hipercolesterolemia

La hipercolesterolemia y la
ateroesclerosis se desarrollan
después de 12 semanas con el
consumo de la dieta

purificados alta en
grasa saturada vy
0.3% de colesterol

De ingredientes | Hamster Sirio Ateroesclerosis/ La hipercolesterolemia y la
purificados alta en Hipercolesterolemia | ateroesclerosis se desarrollan
grasa saturada vy después de 6 semanas con el
0.05-1% de consumo de la dieta
colesterol

De ingredientes | Cobayo cepa Hartley | Ateroesclerosis/ La hipercolesterolemia y la

Hipercolesterolemia

ateroesclerosis se desarrollan
después de 6 semanas con el
consumo de la dieta

(12).

Tabla 5. Comparacidén de los humanos con los modelos animales que desarrollan diabetes

tipo 2 y obesidad
Cepas de ratones con fenotipo diabético
Fenotipos Humanos B6.V- Lep°’/ ) | BKS.Cg- C57BL/6) NONcNzO10/ | Tallyho/Jng) KK.Cg-A v/}
B6.BKS  (D)- | Dock7 ™ +/ | DIO Lt
Lepriof) + Leprdt/ )
Inducido o | Espontdne | Espontdneo Espontdneo | Inducido Inducido por | Inducido por | Espontaneo
espontaneo o por la la dieta la dieta
dieta
Genética Poligénico | Poligénico Poligénico Poligénico | Poligénico Poligénico Poligénico
Edad de inicio Adulto Jovén Jovén Adulto Adulto Adulto Adulto
(progresiv
o)
Sexo M, H M, H M, H M M M M, H
Hiperinsulinemia Moderado | Severo Moderado Suave Moderado Si Severo
(transitoria)
Intolerancia a la | Si Si Si Si Si Si Si
glucosa
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http://www.jaxmice.jax.org/diabetes/widely.html#000632
http://www.jaxmice.jax.org/diabetes/widely.html#000697
http://www.jaxmice.jax.org/diabetes/widely.html#000697
http://www.jaxmice.jax.org/diabetes/widely.html#000697
http://www.jaxmice.jax.org/diabetes/widely.html#000697
http://www.jaxmice.jax.org/diabetes/widely.html#000697
http://www.jaxmice.jax.org/diabetes/widely.html#000642
http://www.jaxmice.jax.org/diabetes/widely.html#000642
http://www.jaxmice.jax.org/diabetes/widely.html#000642
http://www.jaxmice.jax.org/diabetes/widely.html#B6DIO
http://www.jaxmice.jax.org/diabetes/widely.html#B6DIO
http://www.jaxmice.jax.org/diabetes/widely.html#004456
http://www.jaxmice.jax.org/diabetes/widely.html#004456
http://www.jaxmice.jax.org/diabetes/widely.html#005314
http://www.jaxmice.jax.org/diabetes/widely.html#002468

Hiperglucemia Si Moderada Severa Leve/ Moderada/ Si Si
(transitoria) Moderada | Severa
Atrofia de los | Variable No Si No Variable Si  (comienzo | Hipertrofia
islotes de (solo tardio)
Langerhans hiperplasia)
Problemas para | Si Si Si Si Si Desconocido Desconocido
cicatrizar heridas
Nefropatia Si No Si (leve) No Si (leve) Desconocido Si
Cepas de ratones con fenotipo obeso
Fenotipos Humanos B6.V- Lep°®/ ) | BKS.Cg- C57BL/6J DIO | NONcNzO1 | Tallyho/Jn | KK.Cg-A ¥/)
B6.BKS (D)- | Dock7 ™ +/ o/Lt) gl
Leprit/) + Leprit/ )
Inducido o | Espontanea Espontanea Espontédnea Inducida por la | Inducida por | Espntdnea Espontanea
espontdneo dieta la dieta
Genética Poligénica Monogénica Monogénica Poligénica Poligénico Poligénica Monogénica
Edad de inicio Variable Jovén Jovén Adulto Adulto Juvenil Adulto
Sexo M, H M, H M, H M M, H M, H M, H
Grado Moderada Severa Severa Severa Moderada Moderada Moderada
Hipertrigliceridemia | Si Si Si Leve Si  (machos | Si Si
unicamente)
Eje leptina / | Normal Afectado Afectado Normal Normal Normal Normal
Receptor de la
leptina
Hiperfagia No Si Si Leve No No Si
Hipercortocismo No Si Si No No Desconocid | No
o
Defectos de | No Si Si Desconocido No No Desconocido
termorregulacion
Esteatosis Hepatica Variable Severa Severa Desconocida Moderada Moderada Moderada
Otros Modelos con fenotipo obeso y/o diabético
Fenotipos Rata Zucker Minipig Rata SHR Rata Rata Goto | Rata OLETF
Kolestky Kakizaki
(ZDF)
SHROB
Inducido o Inducido con | Espontdneo Espontaneo Espontaneo Espontdneo
espontaneo dieta
Genética Monogénico Poligénico Monogénico
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http://www.jaxmice.jax.org/diabetes/widely.html#000632
http://www.jaxmice.jax.org/diabetes/widely.html#000697
http://www.jaxmice.jax.org/diabetes/widely.html#000697
http://www.jaxmice.jax.org/diabetes/widely.html#000697
http://www.jaxmice.jax.org/diabetes/widely.html#000697
http://www.jaxmice.jax.org/diabetes/widely.html#000697
http://www.jaxmice.jax.org/diabetes/widely.html#000642
http://www.jaxmice.jax.org/diabetes/widely.html#000642
http://www.jaxmice.jax.org/diabetes/widely.html#000642
http://www.jaxmice.jax.org/diabetes/widely.html#B6DIO
http://www.jaxmice.jax.org/diabetes/widely.html#004456
http://www.jaxmice.jax.org/diabetes/widely.html#004456
http://www.jaxmice.jax.org/diabetes/widely.html#005314
http://www.jaxmice.jax.org/diabetes/widely.html#005314
http://www.jaxmice.jax.org/diabetes/widely.html#002468

Obesidad Sélo H (a las 3-5 semanas de edad) Si Adultos Si No Si
Diabetes Sélo M Temprana Si
Hiperfagia Si Si Si Si
Hiperinsulinemia Si, después de 12-14 semanas de Si Si Si Si Si
edad

Intolerancia a la | Si Desconocido Si Si Si Si
glucosa

Hiperglucemia Entre las 13-15 semanas de vida No Si Si Si, moderada Si
Dislipidemia Si Si Si Si
Hipertension Si Si Si Si

H= Hembra; M= Macho.Tomado de 4-14, 30, 40-42.

IV. OBJETIVOS

a) General
1) Desarrollar un modelo animal de sindrome metabdlico inducido con una dieta
hipercaldrica que presente algunas de las alteraciones patologicas observadas en

el sindrome metabdlico humano.

b) Particulares

1) Elaborar y suministrar durante un periodo de 5 meses una dieta hipercalérica
para inducir obesidad y otras alteraciones caracteristicas del sindrome metabdlico
en ratones machos y hembras (Neotomodon alstoni) exocriados en el Bioterio de la
Facultad de Ciencias, UNAM.

2) Cuantificar durante 5 meses a partir de su destete el peso y la ganancia de peso
corporal de los ratones Neotomodon alstoni alimentados con una dieta hipercalorica
para establecer la edad a la cual desarrollan obesidad.

3) Determinar en los ratones obesos Neotomodon alstoni (> 60 g de peso corporal)
alimentados con una dieta hipercaldrica algunos parametros indicativos del

sindrome metabdlico (consumo de alimento, ingesta caldrica, contenido de grasa
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corporal, glucemia basal, tolerancia a la glucosa, tolerancia a la insulina, triglicéridos

sanguineos, colesterol total y presion arterial).

V. HIPOTESIS

Ha: El consumo crénico de una dieta hipercaldrica en el ratébn Neotomodon alstoni
induce el desarrollo de alteraciones caracteristicas del sindrome metabdlico
humano.

Ha: Los ratones Neotomodon alstoni alimentados con una dieta hipercalérica
desarrollan obesidad a una menor edad que los ratones de la misma especie
alimentados con una dieta convencional (isocalérica) para roedores.

Ha: Los ratones Neotomodon alstoni alimentados con una dieta hipercalérica
desarrollan alteraciones caracteristicas del sindrome metabdlico humano mas
severas que los ratones de la misma especie alimentados con una dieta

convencional (isocaldrica) para roedores.
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VI. MATERIAL Y METODOS

-Animales.

48 ratones Neotomodon alstoni de 30
dias de edad.

4 grupos experimentales, cada uno con
12 machos y 12 hembras.

5 meses de experimento.

-Alojamiento.

Temperatura 18°-23° C

Humedad 50 -60 %

Fotoperiodo 12:12 h

-Alimentacion.

G1. (n=12 M) y G2. (n=12 H) 100g
semanales de dieta hipercaldrica (dieta
convencional + 20% de manteca)

G3. (n=12 M) y G4. (n=12 H) 100g
semanales de dieta isocalérica (Nutricubos
Purina para roedores pequefos)

-El consumo promedio de alimento
fue cuantificado mensualmente en cada
grupo.

-La ingesta calérica promedio fue
determinada mensualmente en cada grupo=
consumo de alimento promedio mensual (g) X
valor energético de la dieta (Kcal/g).

-Evaluacién del peso corporal durante
5 meses: para establecer la edad a la que inicia
el desarrollo de obesidad mensualmente se
cuantifico el promedio de peso corporal y la
ganancia promedio de peso.

-Prevalencia y grado de obesidad en
los animales: a los 5 meses del estudio en cada
uno de los grupos experimentales fueron
seleccionados los ratones obesos con un peso
corporal >60 g.

Grado de obesidad. Se consideraron
tres tipos: Leve (peso corporal= 60 g), moderado
(peso corporal=61-65 g), severo (peso corporal >
66 g).

Contenido de grasa corporal: fue

cuantificado a los 2.5 y 5 meses mediante un
3
método indirecto. indice de obesidad Lee=
4

peso corporal / longitud naso anal X 10 =UR

Diseifio Experimental _l

Evaluaciéon de parametros bioquimicos

-Tolerancia a la glucosa

Ayuno durante 4 hrs.

Anestesia: inhalacion de isofluorano (a dosis
efecto)

Las muestras sanguineas fueron obtenidas del
seno venoso orbital usando tubos capilares con heparina.

Se cuantificé la concentracion de glucosa basal
(tiempo 0) y glucemia postpandrial cada 30 min durante 2
horas.

-Tolerancia a la insulina

Determinacion del peso corporal

Anestesia: Clorhidrato de Ketamina= 0.02 ml/50 g
de peso corporal, via |.M.

Clorhidrato de Xilacina= 0.02-0.04 ml/50 g de peso
corporal, via .M.

Se cuantificéd la concentracion de glucosa basal
(tiempo 0) en una muestra sanguinea obtenida del seno
venoso orbital utilizando tubos capilares con heparina.

Posteriormente, se determiné la glucemia post
administracion de insulina (Humulin Regular R, insulina de
accion rapida 100 Ul/ml, dosis por animal 0.75 Ul/kg de
peso corporal, via intraperitoneal) cada 5 minutos durante
20 minutos mediante el método glucosa oxidasa vy tiras
reactivas para glucometro Accutrend GCT (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim Alemania).

-Concentracion sanguinea de triglicéridos (TG)
y colesterol total (COT)

Ayuno durante 4 hrs.

Las muestras sanguineas fueron obtenidas del
seno venoso orbital usando tubos capilares con heparina.

Los TG y el COT fueron cuantificados en un
aparato Accutrend GCTv a traveés de tiras reactivas.

Analisis estadistico.
I

Todos los parametros cuantificados fueron
expresados como el promedio + desviacidn
estandar.

Las diferencias estadisticas fueron
evaluadas mediante pruebas t de Student con un
valor de significancia de p<0.05.
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Este estudio se realizdé con 48 ratones F2 de la especie Neotomodon alstoni
recién destetados (de 30 dias de edad) que fueron obtenidos de una colonia
exogamica criada en el Bioterio de la Facultad de Ciencias, UNAM. Estos animales
fueron separados individualmente y divididos por sexo en 4 grupos experimentales

conformados por 12 ratones (Tabla 6).

b) Alojamiento

En el Bioterio los ratones fueron mantenidos en un ciclo de luz/ oscuridad de
12:12 h (la luz fue encendida de 0600 a 1800), a una temperatura de 18-23°C, y a
50 -60 % de humedad relativa.

c) Alimentacion

Un grupo de machos y otro de hembras, cada uno conformado por 12 ratones,
fueron alimentados ad libitum con 100g de dieta hipercaldrica (dieta convencional
Nutricubos Purina para roedores pequenos adicionada con 20% de manteca de
cerdo) cada semana durante 5 meses. El analisis quimico proximal de esta dieta y
su valor energético se indican en la Tabla 7. A otros dos grupos (uno de machos y
otro de hembras) también integrados por 12 ratones se les proporcionoé de la misma
manera y durante un periodo de tiempo similar 100g de una dieta isocaldrica,7.0

Kcal/g (Nutricubos Purina para roedores pequenos, ver Tabla 7).

d) Consumo de alimento

En todos los grupos, cada 7 dias se cuantificd el remanente de alimento dejado

en el comedero para determinar el consumo promedio de alimento mensual a lo

largo de 5 meses en cada grupo.
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Tabla 6. Grupos experimentales con dieta hipercalorica e isocalorica

Grupo

Sexo (numero)

Tratamiento

G1. Dieta hipercaldrica

Macho (12)

G2. Dieta hipercaldrica

Hembra (12)

100g semanales de dieta convencional
(Nutricubos Purina para roedores pequefios)
adicionada con 20% de manteca.

G3. Dieta isocalérica

Macho (12)

G4. Dieta isocalérica

Hembra (12)

100g semanales de dieta convencional
(Nutricubos Purina para roedores pequefios)

Tabla 7. Analisis quimico proximal de las dietas hipercalodrica e isocalérica*

Elemento

Dieta Hipercaldrica

Dieta isocalorica

%

%

Humedad 3.90 Max 5.89 Max
Grasa 22.95 Min 5.85 Min.
Proteina 16.93 Min 20.59 Min.
E.N.L 43.63 P. Dif. 53.26 P. Dif.
Fibra 544 Max. 6.46 Max.
Cenizas 715 Max. 7.96 Max.
Valor energético Valor energético

(Kcal/kg) 4448.8 (Kcal/kg) 3451.3

(Kcal/gr) 4.4 (Kcal/gr) 3.4

*Realizado por el Departamento de Nutricion y Bromatologia de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la UNAM. E.N.L. Extracto Libre de Nitrégeno.



e) Ingesta calédrica.

La ingesta calorica promedio en cada grupo se estimé mensualmente durante 5
meses mediante la siguiente formula:

Consumo promedio de alimento mensual (g) X valor energético de la dieta
(Kcal/g).

f) Evaluacion del peso corporal

1) Edad de inicio de la obesidad

Para establecer la edad a la que los ratones desarrollan obesidad, antes de
iniciar el tratamiento con su dieta especifica (dieta hipercalérica o dieta isocalorica)
al momento del destete se determiné el peso inicial por individuo y posteriormente
el peso promedio inicial grupal. A partir del tratamiento con su dieta respectiva, los
ratones de cada grupo fueron pesados semanalmente de manera individual y
después se cuantifico mensualmente el promedio de peso corporal en cada grupo
durante 5 meses. EIl peso promedio final se establecié 5 meses después del
consumo de las dietas respectivas y la ganancia promedio de peso fue estimada
mediante la siguiente formula:
Ganancia de peso (g)= Aumento de peso al término del tratamiento con la dieta (g) —
Peso inicial (g)

El peso corporal de los ratones fue determinado utilizando una balanza digital

modelo LG501-A.

2) Prevalencia y grado de desarrollo de la obesidad

A los 5 meses de este estudio fueron seleccionados los ratones que exhibieron
obesidad para estimar en cada grupo la prevalencia estadistica de esta patologia
(% de incidencia). Se consideraron obesos aquellos ratones que alcanzaron un peso
corporal superior a los 60 g, y como delgados los que mostraron un peso inferior a
éste en el mismo lapso de tiempo. Conforme a su grado de desarrollo la obesidad
fue clasificada en tres tipos: 1) leve, si el peso corporal del animal era igual a 60 g;
2) moderada, cuando el peso se encontraba en un rango de 61 a 65.9 gy 3) severa,
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si el peso era mayor a 66 g, los grados de obesidad se asignaron segun nuestros

criterios.

3) Contenido de grasa corporal
La estimacion del contenido de grasa corporal fue determinada en los ratones

que presentaron fenotipo obeso y delgado a los 2.5 y 5 meses de tratamiento con
la dieta respectiva. Esto mediante un método no invasivo (sin extraccion de las
almohadillas tejido adiposo), expresando el contenido de tejido adiposo corporal
total en términos del indice de obesidad Lee, el cual fue establecido mediante la
siguiente formula:
Indice de obesidad Lee= 3+ peso corporal / longitud naso anal X 104

En esta formula el peso corporal es indicado en gramos y la longitud naso anal
en milimetros, mientras que el indice obesidad Lee estimado es expresado en

unidades relativas (UR).

g) Evaluacioén de parametros bioquimicos
Los parametros bioquimicos fueron determinados 5 meses después del

tratamiento con la dieta respectiva (hipercalérica o isocaldrica).

1) Pruebas de tolerancia a la glucosa

Antes de realizar las pruebas de tolerancia a la glucosa los animales fueron
sometidos a un periodo de ayuno iniciando a las 7 am, este ayuno tuvo duracion de
4 hrs. Posteriormente, se anestesiaron con isofluorano dentro de una camara de
induccion de anestesia (a dosis efecto) para obtener muestras sanguineas del seno
venoso orbital (aprox. 40 ul) en tubos capilares con heparina. Se cuantifico la
concentracion basal de glucosa (tiempo 0) y la glucemia postprandial cada 30
minutos durante 2 horas después de la administracion intraperitoneal de 2.5 g/kg de
peso corporal de una solucion glucosada (25 g/50ml). La concentracién de glucosa
en ambos casos se determind por duplicado en una gota de sangre total y a través
del método glucosa oxidasa con tiras reactivas para glucémetro Accutrend GCT

(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim Alemania).
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2) Tolerancia a la insulina

Para las pruebas de tolerancia a la insulina los animales no fueron sometidos a
un periodo de ayuno previo. Los animales fueron pesados y anestesiados con
Clorhidrato de Xilacina (concentracién madre 20 mg/ml) a una dosis de 0.02-0.04
ml/50 g de peso corporal y Clorhidrato de Ketamina (concentracién madre de 1000
mg/10ml) a una dosis de 0.02 ml/50 g peso corporal, ambos farmacos fueron
administrados intramuscularmente. Se obtuvieron muestras sanguineas del seno
venoso orbital utilizando tubos capilares con heparina para cuantificar la
concentracion basal de glucosa (tiempo 0) y la glucemia post administracion de
insulina (Humulin Regular R, insulina de accién rapida 100 Ul/ml, dosis por animal
0.75 Ul/kg de peso corporal, via intraperitoneal) cada 5 minutos durante 20 minutos
mediante el método glucosa oxidasa con tiras reactivas para glucometro Accutrend

GCT (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim Alemania).

3) Concentracion sanguinea de triglicéridos (TG) y colesterol total (COT)

Antes de la cuantificacion de estos parametros bioquimicos los ratones fueron
sometidos a un periodo de ayuno de 4 hrs. Después de anestesiar a los animales
con isofluorano, se obtuvieron muestras sanguineas del seno venoso orbital en
tubos capilares con heparina para determinar estos parametros por duplicado a
través del método de tiras reactivas para TG y COT, mediante el uso de un aparato
Accutrend GCT (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim Alemania).

Todos los procedimientos experimentales en los animales fueron realizados bajo
los principios éticos sugeridos por la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-ZOO-
1999), especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales
de laboratorio (62).
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h) Presion arterial

Las presiones diastolica y sistolica fueron determinadas por duplicado mediante
un método no invasivo después de 5 meses de tratamiento con su dieta respectiva
(hipercaldérica o isocaldrica). Antes de cuantificarlas, los ratones estuvieron
expuestos al calor mediante una almohadilla térmica durante 1 hora, posteriormente
se colocaron en cepo térmico de contencion individual para colocarles en la cola
una pinza de oclusion del flujo sanguineo con un transductor de amplificacién de la
presion arterial. Ambas presiones fueron establecidas utilizando un medidor de
presion arterial LE 5002, Marca Pb Panlab.

i) Analisis estadistico

Los resultados obtenidos de la cuantificacion de todos los parametros fueron
expresados como el promedio * la desviacion estandar. Las diferencias estadisticas
entre los grupos, fueron calculadas mediante pruebas de t de Student no pareadas

con un valor de significancia de p<0.05, utilizando el programa OriginPro 8, 2011.

VII. RESULTADOS

a) Edad de inicio de la obesidad

Mientras que los ratones alimentados con dieta isocalorica permanecieron
delgados y no exhibieron obesidad, los ratones de ambos sexos alimentados con
dieta hipercaldrica desde los 2 meses de tratamiento comenzaron a exhibir una
diferencia significativa (p<0.05) en su peso corporal, lo cual permitié distinguirlos
de los grupos con dieta isocaldrica, Grafica 1. Esta tendencia en el aumento de
peso corporal de los ratones con dieta hipercalorica se incrementd
progresivamente hasta los 5 meses post tratamiento, periodo durante el cual tanto
los machos como las hembras alimentadas con este tipo de dieta de manera
homogénea mostraron un incremento altamente significativo de su peso corporal
(p<0.05) con respecto a los animales tratados con la dieta isocal6rica que se

mantuvieron delgados, Gréfica 1.
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Gréfica 1. Muestra la comparacién de las curvas de peso de los ratones de ambos sexos
estimadas durante 5 meses en los ratones alimentados con su dieta especifica. En los
grupos tratados con dieta hipercal6rica se incluyen sélo los animales que mostraron obesidad
(Machos n=5, Hembras n= 6), mientras que en los grupos con dieta isocaldrica se incluyen
todos los animales (Machos n= 12, Hembras n=12). En las graficas Ay B los puntos en cada
grafico representan el valor promedio *+ la desviacién estandar. * indica diferencias
significativas con respecto al otro grupo (p< 0.05).

b) Ganancia de peso corporal

En la tabla 8, se detalla el peso inicial promedio, el peso final promedio, la
ganancia de peso corporal promedio y la ganancia porcentual de peso de los
ratones de los cuatro grupos tratados con las dietas hipercalérica o isocalérica. Al
comparar el peso de estor ratones de los distintos grupos, antes de iniciar el
tratamiento con la dieta especifica, no se encontraron diferencias estadisticas
significativas (p>0.05). Sin embargo después de 5 meses de tratamiento con sus
respectivas dietas el peso corporal promedio final y la ganancia de peso promedio
fueron significativamente mayores (p<0.05) en los grupos que recibieron dieta

hipercalodrica en comparacion con los grupos alimentados con dieta isocalorica.
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En los ratones machos que consumieron dieta hipercalérica el peso corporal
desde el destete hasta los 5 meses de este periodo se increment6 33.89 g, mientras
que el grupo de las hembras con el consumo del mismo tipo de dieta, el peso
corporal aumento 36.61 g. A diferencia de estos animales, el peso corporal de los
ratones tratados con dieta isocaldérica de ambos sexos so6lo aumento
aproximadamente 12.0 g durante el mismo lapso de tiempo (grafica 2).

Después de 5 meses de tratamiento tanto los machos como las hembras
alimentados con dieta hipercaldrica exhibieron un peso corporal final promedio
significativamente superior al de los ratones alimentados con dieta isocal6rica
(p<0.05). Durante este periodo, el peso corporal final promedio de los machos
alimentados con dieta hipercaldrica fue 22.86 g mas alto que el de los ratones con
dieta isocaldrica del mismo sexo, mientras que el de las hembras con dieta
hipercal6rica aumento 24.18 g mas con respecto al de las hembras que recibieron
alimento isocaldrico (grafica 2).

Por otra parte, después de 5 meses de tratamiento la ganancia de peso corporal
promedio fue significativamente mas alta (p< 0.05) que la mostrada por los ratones
que recibieron dieta isocalérica y por lo tanto, la ganancia porcentual de peso
corporal practicamente se duplico en los ratones alimentados con la dieta
hipercaldrica con respecto a la observada en los ratones tratados con dieta

isocalorica.
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Grafica 2.- Se muestran las diferencias de peso después de 5 meses de tratamiento.

Peso inicial: se refiere al peso en gramos al momento del destete antes de iniciar el
tratamiento con la dieta especifica (dieta hipercaldrica o dieta isocaldrica).

Peso final: peso en gramos 5 meses después del consumo de las dietas respectivas.

* indica diferencias significativas con respecto al peso inicial (p< 0.05).
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Tabla 8. Peso inicial, peso final y ganancia de peso corporal de los ratones después de 5
meses de tratamiento con las dietas hipercalérica o isocaldrica.

Sexo Peso Inicial* Peso final* Ganancia de peso Ganancia porcentual de
Tratamiento (g) (g) (8)* peso (%)

X DE X DE X DE
Machos (n=5) 36.0 1.07** | 69.89 3.2%*% | 33.89 4.3%* 48.49**

Dieta hipercaldrica

Machos (n=12 35.00 1.06 47.03 3.3 12.03 4.3 25.57
Dieta isocaldrica

Prueba t entre ambos (t=1.76; p=0.09) (t=13.11; p=0.00) (t=9.55; p=0.00)
grupos
Hembras ( n=6) 33.60 0.9%* | 70.21 4.09** 36.61 5.01** 52.14**

Dieta hipercaldrica

Hembras (n=12) 34.45 0.4 48.03 13 11.58 0.99 25.15
Dieta isocaldrica

Prueba t entre ambos (t=0.01; p=-2.82) (t=17.54; p=0.00) (t=17.15; p=0.00)
grupos

En los grupos tratados con dieta hipercaldrica se incluyen sélo los animales que mostraron
obesidad, mientras que en los grupos con dieta isocaldrica todos los animales.

Peso inicial: se refiere al peso en gramos al momento del destete antes de iniciar el
tratamiento con la dieta especifica (dieta hipercaldrica o dieta isocaldrica).

Peso final: peso en gramos 5 meses después del consumo de las dietas respectivas.
Ganancia de peso: se refiere al aumento de peso en gramos durante el periodo
comprendido entre el inicio de tratamiento con la dieta especifica a partir del destete y al
término del tratamiento a los 5 meses. ** Indica diferencias significativas (p< 0.05) con
respecto al grupo con dieta isocaldrica.

DE: desviacion estandar.

c) Prevalencia y grado de desarrollo de la obesidad

Después de 5 meses de tratamiento con la dieta hipercaldrica, la incidencia de
obesidad en el grupo de machos fue de 41.6% (n=5); 60% de ellos presentaron
obesidad severa (n=3) y 40% obesidad leve (n=2), En el caso de las hembras con
el mismo régimen de dieta, la incidencia de obesidad fue del 50% (n=6), de las
cuales 50% exhibieron obesidad severa (n=3), 16.6% obesidad moderada (n=1) y
33.3% obesidad leve (n=2). Mientras que ninguno de los ratones alimentados con
dieta isocaldrica desarrollo obesidad después de 5 meses de tratamiento con esta

dieta.
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d) Consumo de alimento e ingesta caldrica

En cuanto al consumo de alimento, en la grafica 3 se puede advertir que el
consumo promedio de alimento en los ratones alimentados con dieta hipercalorica
fue significativamente inferior (p<0.05) al de los ratones con dieta isocalorica, sin
embargo con relacion a estos animales, durante los 5 meses de este estudio la
ingesta calorica promedio en los ratones de ambos sexos tratados con dieta

hipercaldrica (tabla 9) fue significativamente superior (p<0.05).
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Grafica 3. Comparacion del consumo de alimento de los ratones de ambos sexos
alimentados con las dietas hipercaldrica o isocaldrica. En los grupos tratados con dieta
hipercaldrica se incluyen sélo los animales que mostraron obesidad (Machos n=5, Hembras
n= 6), mientras que en los grupos con dieta isocaldrica todos los animales (Machos n= 12,
Hembras n=12). Los puntos indican el consumo promedio mensual de alimento para cada
grupo. * Indica diferencias significativas (p< 0.05) con respecto al grupo con dieta
isocaldrica.
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Tabla 9. Ingesta caldrica durante los 5 meses de estudio en los ratones alimentados con
las dietas hipercaldrica e isocaldrica.

Meses * * * * *
Sexo y Tratamiento 1 2 3 4 5
Machos (n=5) 303.3+24.9** | 313.8+33.8** | 268.3+96.7** 301+32.5** 268.3+54.7**

Dieta hipercaldrica

Hembras (n=6) 293.1£60.31** | 334.8+£71.7** | 228.6+65.2** | 272.41+48.1** 220+43*
Dieta hipercaldrica

Dieta isocaldrica

Machos (n=12) 149.9+26 203.2+£27.7 200+28.8 227.2+36.2 214.3+34.6

Hembras (n=12) 164+30.6 192.7£10 189+4 .1 177.12+13.7 172+45.3
Dieta isocaldrica

En los grupos tratados con dieta hipercaldrica se incluyen sélo los animales que mostraron
obesidad, mientras que en los grupos con dieta isocaldrica todos los animales.

*Los valores indican la ingesta calérica promedio mensual (Kcal/g de dieta) * la desviacidon
estandar.

** Indica diferencias significativas (p< 0.05) con respecto al grupo con dieta isocalodrica.

e) Contenido de grasa corporal

En la grafica 4 se observa que a los 2.5 meses de tratamiento solo las hembras
alimentadas con la dieta hipercaldrica presentaron un aumento significativo del
indice de obesidad Lee con respecto a los ratones de su mismo sexo que
consumieron la dieta isocalérica (p<0.05). Mientras que después de 5 meses de
tratamiento tanto los machos como las hembras alimentados con dieta hipercalérica
exhibieron un indice de obesidad Lee significativamente mas alto (p<0.05) que el

presentado por los ratones que fueron alimentados con dieta isocalorica (grafica 5).
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Grafica 4. Comparacion del indice de obesidad Lee de ratones de ambos sexos (2.5 meses)
que recibieron la dieta hipercaldrica e isocaldrica, respectivamente. En los grupos tratados
con dieta hipercaldrica se incluyen sdélo los animales que mostraron obesidad (Machos n=
5, Hembras n= 6), mientras que en los grupos con dieta isocaldrica todos los animales
tratados (Machos n= 12, Hembras n= 12). UR= unidades relativas.* Indica diferencias
significativas (p< 0.05) con respecto al grupo con dieta isocaldrica.
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Grafica 5. Comparacion del indice de obesidad Lee de los ratones de ambos sexos (5 meses)
gue recibieron la dieta hipercaldrica e isocalérica respectivamente. En los grupos tratados
con dieta hipercaldrica se incluyen sélo los animales que mostraron obesidad (Machos n=
5, Hembras n= 6), mientras que en los grupos con dieta isocaldrica todos los animales
tratados (Machos n= 12, Hembras n= 12). UR= unidades relativas.* Indica diferencias
significativas (p< 0.05) con respecto al grupo con dieta isocaldrica.
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f) Pruebas de tolerancia a la glucosa.

Las pruebas de tolerancia a la glucosa fueron llevadas a cabo después de los 5
meses de consumo de las dietas. Los resultados de las pruebas se muestran en la
grafica 6. Los niveles sanguineos de glucosa basal no mostraron diferencias
significativas (p>0.05) entre los ratones alimentados con dieta hipercaldrica y los
tratados con la dieta isocalodrica. Sin embargo, después de la administracion de
glucosa los ratones del grupo alimentado con la dieta hipercaldrica tuvieron valores

de glucosa sanguinea mas altos que los animales tratados con dieta isocalorica.

Los machos del grupo alimentado con dieta hipercalérica mostraron un claro
deterioro de su tolerancia a la glucosa ya que exhibieron a lo largo de los 120
minutos un aumento significativo de sus niveles de glucosa sanguinea (p<0.05),
presentando el promedio mas alto a los 90 min (423 mg/dl £ 11, (p<0.05)), grafica
6. Las hembras alimentadas con la misma dieta presentaron a los 120 minutos de
las pruebas una hiperglucemia mas alta que los machos, pero al igual que estos,
durante toda la prueba mostraron niveles de glucemia significativamente mas altos
(p<0.05) que los observados en los ratones tratados con la dieta isocaldrica, grafica
6.

En el caso de los machos alimentados con dieta isocalérica unicamente se
observo un ligero incremento de su glucemia de los 30 a los 90 minutos de la prueba
de la tolerancia a la glucosa, sin embargo no mostraron un deterioro de su
tolerancia, pues al finalizar los 120 minutos mostraron los mismos niveles basales
de glucosa sanguinea que al inicio de la prueba, grafica 6. Las hembras tratadas
con dieta isocaldrica sélo mostraron un incremento ligero de su glucemia, y al igual
que los machos alimentados con el mismo régimen de dieta a los 120 minutos de la
prueba no exhibieron un deterioro de la tolerancia a la glucosa ya que su nivel de
glucemia postprandial fue muy similar al que presentaron en condiciones basales,

grafica 6.
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Grafica 6. Comparacion de las curvas de tolerancia a la glucosa de ratones de ambos sexos
tratados con las dietas hipercalédrica o isocaldrica, respectivamente. En los grupos tratados
con dieta hipercaldrica se incluyen sélo los animales que mostraron obesidad (Machos n=
5, Hembras n= 6), mientras que en los grupos con dieta isocaldrica todos los animales
tratados (Machos n= 12, Hembras n=12). Los puntos indican el valor promedio del nivel de
glucemia en cada tiempo. * Indica diferencias significativas (p< 0.05) con respecto al grupo
con dieta isocaldrica.

g) Tolerancia a la insulina

Se determiné el efecto de la sensibilidad a la insulina después de 5 meses
de tratamiento con una dieta hipercalérica o isocalérica. Como puede observarse
en la Grafica 7, después de la administraciéon exdgena de insulina los ratones de los
grupos alimentados con la dieta hipercalérica de manera consistente a todo lo largo
de la prueba de tolerancia a la insulina presentaron valores de glucosa sanguinea
significativamente mas altos (p<0.05) que los exhibidos por los ratones de los
grupos tratados con la dieta isocaldrica. Estos hallazgos sugieren que a diferencia
de los ratones alimentados con dieta isocaldrica, los ratones tratados con la dieta
hipercalorica después de 5 meses desarrollaron resistencia sistémica a la accion de

la insulina (grafica 7).

34



140

% Machos dieta
120 hipercaldrica

3
o 100 * .
g ‘\‘\ Hembras dieta
) 80 * hipercaldrica
m —
3 %' \\ *
:g B 60 Machos dieta
- E isocaldrica
s 40 S
S
2 20 —A—Hembras dieta
c . L.
° isocalérica
(&

0

0 5 10 15 20

Minutos post inyeccion de insulina

Gréfica 7. Prueba de tolerancia a la insulina. Niveles de glucosa sanguinea en ratones
alimentados por 5 meses con las dietas isocaldrica (machos n=12 y hembras n=12 /grupo)
e hipercaldrica (se incluyen sélo los animales que mostraron obesidad, machos n=5,
hembras n=6/ grupo. * Indica diferencias significativas (p< 0.05) con respecto al grupo con
dieta isocalorica.

h) Concentracion sanguinea de triglicéridos (TG) y colesterol total (COT)

En las tablas 10 y 11 se indican los niveles sanguineos de TG y COT estimados
en los ratones alimentados con la dieta hipercalérica o isocalérica. Como puede
observarse en las tablas 10 y 11, a los 2.5 y 5 meses de tratamiento los ratones
alimentados con la dieta hipercalérica mostraron niveles sanguineos de TG y COT
en las tablas 5 y 6 también se advierte que los ratones tratados con la dieta
hipercaldrica exhibieron un aumento significativo de los niveles de COT después de

5 meses (p>0.05) con respecto a los animales alimentados con dieta isocalérica.
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Tabla 10. Niveles de colesterol total (COT) y triglicéridos (TG) de los ratones alimentados
con la dieta hipercaldrica e isocaldrica a los 2.5 meses, respectivamente.

Sexo Peso corporal coT TG
Tratamiento (9) (mg/dL) (mg/dL)
**Machos ( n=5) 53.60 83.9*+5.0 568.9*+ 4.6

Dieta hipercaldrica
**Hembras (n=6) 54.24 91.9*+3.5 501.8*+ 6.6
Dieta hipercaldrica
Machos (n=12) 40.81 69.7+7.0 139.4+43
Dieta isocalérica
Hembras (n=12) 41.26 58 +3.4 144.3+4.0
Dieta isocaldrica

*Los valores representan el promedio £ DS (p<0.05)
**Representan los animales que mostraron obesidad después de 5 meses de tratamiento
con la dieta hipercaldrica.

Tabla 11. Niveles de colesterol total (COT) y triglicéridos (TG) de los ratones alimentados
con la dieta hipercaldrica e isocaldrica a los 5 meses, respectivamente.

Sexo Peso corporal CoT TG
Tratamiento (9) (mg/dL) (mg/dL)
**Machos (n=5) 69.89 208.67*+ 7.3 469.75* £ 6.4
Dieta hipercalérica
**Hembras (n=6) 70.21 204.25** 6.4 450.33"+ 6.8
Dieta hipercaldrica
Machos (n=12) 47.03 81.03+4.4 131.625+ 3.9
Dieta isocaldrica
Hembras (n=12) 46.03 93.87+4.2 119.25%+5.2
Dieta isocaldrica

* Los valores representan el promedio + DS (p<0.05).
**Representan los animales que mostraron obesidad después de 5 meses de tratamiento
con la dieta hipercaldrica

i) Presion Arterial

La presion diastdlica y sistolica fue cuantificada a los 5 meses del tratamiento con
las dietas respectivas (hipercaldrica o isocaldrica). En la tabla 12, puede advertirse
que los niveles de presion diastélica y sistdlica en los ratones tratados con la dieta
hipercaldrica fueron mas altos que los mostrados por los ratones alimentados con
dieta isocaldrica. A pesar de estos resultados, los niveles de presion diastélica no
mostraron diferencias significativas entre ambos grupos (p>0.05). Sin embargo, los
ratones tratados con la dieta hipercaldrica si exhibieron valores de presion sistolica
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significativamente mas altos (p<0.05) que los estimados en los animales

alimentados con dieta isocaldrica, tabla 12.

Tabla 12. Valores de Presion Arterial observados a los 5 meses en los ratones alimentados
con dieta hipercaldrica e isocaldrica.

Dieta Sexo Peso corporal Presion Presion Sistolica**
(9) Diastoélica** (mm/Hg)
(mm/Hg)
Hipercalérica & (n=5) 69.89 70.32 +47.13 134.91 + 36.64*
Q (n=6) 20.21 68.85 +63.35 174 £ 59.03
Isocalérica 4 (n=12) 47.03 59.12 +31.17 97.62+25.16
Q (n=12) 46.03 49.58 + 48.24 130.17+35.08

En los grupos tratados con dieta hipercaldrica se incluyen sélo los animales que mostraron
obesidad, mientras que en los grupos con dieta isocalérica todos los animales.

*Indica diferencias significativas (p< 0.05) con respecto al mismo sexo pero alimentado con
diferente dieta.

**Los valores son expresados como promedio + DS.

VIil. DISCUSION

En este estudio, desarrollamos un modelo murino de sindrome metabdlico
inducido con una dieta hipercaldrica. Asi mismo, se compararon los efectos que
causan una dieta hipercaldrica y otra isocalérica sobre el desarrollo de diversas
alteraciones caracteristicas del sindrome metabdlico en ratones Neotomodon
alstoni de ambos sexos.

Los resultados observados permiten establecer que en esta especie es posible
inducir mediante una dieta hipercaldrica (dieta convencional adicionada con 20% de
manteca) el desarrollo temprano de un grupo de patologias similares a las
observadas en el sindrome metabdlico humano. Aunque en este estudio el
tratamiento durante 5 meses con una dieta isocaldrica no genero en estos roedores
el desarrollo de obesidad o la presencia de otras patologias metabdlicas asociadas,
en estudios anteriores se ha reportado que 60% de los machos y 50% de las
hembras de esta especie pueden exhibir después de 6 a 7 meses el desarrollo de
obesidad cuando son alimentados en condiciones de laboratorio con una dieta
convencional (63). Asimismo, se ha encontrado que los ratones que exhiben

obesidad también pueden desarrollar hipertrigliceridemia, esteatosis hepatica,
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resistencia a la insulina (RIl), intolerancia a la glucosa, hiperinsulinemia,
hiperleptinemia e hiperfagia (16, 17).

En el presente estudio a semejanza de estos animales, los ratones de los grupos

alimentados con dieta hipercalérica a partir del segundo mes y hasta el final de su
tratamiento (5 meses) exhibieron un incremento consistente de su peso corporal
(p<0.05) y un notorio desarrollo de obesidad. No obstante esta tendencia, solo
algunos ratones alimentados con esta dieta exhibieron esta condicion, ya que al
término del estudio la incidencia de obesidad en los ratones machos alimentados
con la dieta hipercaldrica fue sélo de 41.6% (n=5), en tanto que las hembras con el
mismo régimen de dieta tuvieron una incidencia de obesidad del 50% (n=6).
Uno de los argumentos que podria explicar por qué en este estudio el tratamiento
con estas dietas no fue capaz de inducir en el 100% de los animales el desarrollo
de obesidad, probablemente se asocia con las evidencias que muestran cOmo en
los roedores -al igual que los humanos- existe heterogeneidad en la susceptibilidad
para desarrollar obesidad; debido a ello, algunos animales exhiben fenotipo obeso
mientras que otros son resistentes y mantienen un peso normal a pesar de consumir
abundantes calorias (64, 65.) Los mecanismos que explican las diferencias en la
respuesta a la dieta aun no son claros pero se cree que en los roedores resistentes
a la obesidad existen diferencias en la predisposicion genética a esta patologia y en
la capacidad reguladora de los sistemas neurotransmisores y neuromoduladores
(66). También es posible que pudieran estar involucrados otros factores, por
ejemplo, la reduccion de algunas proteinas orexigénicas tales como el neuropeptido
Y, la falta de expresién de proteinas adipogénicas, una mayor tasa de [-oxidacion
(67) o la utilizaciéon mas eficiente de los nutrientes, etc. (65).

Debido a que en el presente estudio todos los ratones de los grupos
alimentados con la dieta isocalérica no desarrollaron ninguna patologia asociada a
su tratamiento, no fue posible comparar directamente los efectos inducidos por esta
dieta con los producidos mediante del tratamiento con la dieta hipercaldrica. Sin
embargo, investigaciones preliminares en este roedor permiten comparar los
efectos especificos inducidos por ambas dietas en estos roedores. En este contexto,
Baez, et al. (68) determinaron la ganancia de peso corporal, a partir del destete, en
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ratones alimentados con una dieta convencional (isocaldrica) durante 6 meses, ellos
encontraron que los ratones que desarrollarian en un futuro obesidad podian ser
distinguidos a partir de la décima semana (2.5 meses). Sin embargo, solo
observaron diferencias significativas en el peso corporal de estos ratones a los 6
meses post destete. Comparando las evidencias de Baez et al. (68) con los
hallazgos del presente estudio, es posible concluir que a diferencia de la dieta
isocaldrica, el tratamiento con la dieta hipercaldrica ocasiond en los ratones el
desarrollo de obesidad a una edad mas temprana (2 meses post destete), pues a
partir del segundo mes de tratamiento con esta dieta los ratones exhibieron un
notorio aumento de su peso (p<0.05) con respecto a los ratones alimentados con la
dieta isocaldrica (grafica 1), los cuales a pesar de haber mostrado un mayor
consumo de alimento se mantuvieron delgados durante todo el estudio. Ademas,
después de 5 meses de tratamiento con la dieta hipercaldrica, tanto el peso corporal
como la ganancia de peso se incrementaron significativamente (p<0.05), y el
desarrollo de obesidad fue mas evidente, dado que la ganancia de peso corporal en
estos animales practicamente se duplicd con respecto a la exhibida por ratones
alimentados con la dieta isocaldrica (Tabla 3). Por otra parte, después de 5 meses
de tratamiento con la dieta hipercaldrica, los ratones mostraron una mayor tendencia
al desarrollo de obesidad severa, mientras que ninguno de los animales tratados
con dieta isocaldrica se observo esta patologia. En cuanto al consumo de alimento,
en la grafica 2 puede apreciarse que los dos primeros meses de tratamiento
constituyeron un periodo de adaptacién a ambas dietas. Sin embargo, a partir de
los 2 meses y hasta el término de éste (5 meses), los ratones alimentados con la
dieta hipercaldrica exhibieron un menor consumo de alimento que los ratones
alimentados con la dieta isocaldrica (p<0.05). A pesar de esta condicion, el alto
contenido energético de la dieta hipercaldrica parece haber facilitado que algunos
ratones susceptibles a esta dieta desarrollaran obesidad. Después de 5 meses de
tratamiento, pudo observarse que la dieta hipercalérica también origind un
decremento de la tasa metabdlica, pues como respuesta a la reduccion de su gasto
energético, éstos ratones a diferencia de los animales tratados con dieta isocaldrica

presentaron un aumento significativo de su indice de obesidad Lee, esto significa
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que los ratones alimentados con la dieta hipercaldrica al mismo tiempo exhibieron
un incremento de los depdsitos corporales de tejido adiposo, graficas 3 y 4.
Carmona (16)y Luna, etal., (69) han sefialado que los ratones obesos alimentados
con la dieta isocalorica también exhiben un incremento de los depdsitos de tejido
adiposo subcutaneo y visceral, los machos especificamente presentan diferencias
contrastantes en el tamafo de las almohadillas de grasa epididimal, mientras que
en las hembras se ha observado un incremento exacerbado del contenido de tejido
adiposo en las regiones interescapulares e inguinales (16, 68). Carmona (16) ha
sefalado que los ratones que desarrollan obesidad severa con una dieta isocaldrica
también presentan una tendencia a la presencia de hiperfagia. Se piensa que esta
patologia y la hiperleptinemia observada en estos ratones, posiblemente son
causadas por la predisposicion que muestran estos ratones al desarrollo de
resistencia a la leptina (Rlep). Varios estudios en torno a este aspecto, sefalan que
tanto en los animales como en los humanos obesos el establecimiento de un estado
persistente de Rlep puede originar practicamente todos desordenes patologicos
asociados al sindrome metabdlico (70-73)

Estudios recientes en el raton Neotomodon indican que los niveles
plasmaticos totales de grelina (otra proteina gastrica que participa en las vias de
regulacion de la saciedad) y de su receptor hipotalamico (GHS-R) también se
encuentran elevados en los animales que desarrollaron obesidad con una dieta
isocalorica (68). Luna et al. (69). Por otra parte recientemente se ha determinado
que el tejido hipotalamico de las hembras obesas alimentadas con dieta isocalérica
presenta un decremento de otras moléculas involucradas en la via de sefalizacién
neuroendrocina que suprime la ingesta de alimento y el gasto energético,
particularmente, de la presencia de proopiomelanocortina (POMC) y del factor de
transcripcion citoplasmico STAT3p (transductor de sefal y activador de la
transcripcion 3); mientras que en los machos obesos se ha observado una presencia
reducida de la isoforma larga del receptor hipotalamico de la leptina (LepRb), este
ultimo hallazgo ha corroborado de manera contundente la hipétesis de Carmona

sobre la existencia de Rlep en estos ratones, pues es conocido que la deficiente
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expresion de este receptor constituye uno de los principales factores que conduce
al desarrollo de esta patologia.

Por otra parte, antes de llevar a cabo las pruebas de tolerancia a la glucosa,
los niveles basales de glucosa sanguinea de los ratones alimentados con la dieta
hipercaldrica fueron muy similares a los observados en los ratones alimentados con
la dieta isocaldrica, grafica 5. A pesar de la normoglucemia basal observada con
ambas dietas, después de la administracion intraperitoneal de glucosa unicamente
los ratones alimentados con la dieta hipercalérica exhibieron un estado de
hiperglucemia persistente durante su fase postprandial a causa del desarrollo de
intolerancia a la glucosa, grafica 5.

En comparacion con la intolerancia observada por Carmona en ratones
alimentados con una dieta isocaldrica (16), el deterioro de la tolerancia a la glucosa
exhibido por los ratones alimentados con la dieta hipercalérica fue mucho mas
severo. En relacién al efecto del consumo de dietas hipercaléricas sobre la
tolerancia a la glucosa Lavau et al. (74) han sefialado que estas dietas decrecen la
capacidad intracelular para utilizar glucosa, lo cual se traducirse en un deterioro de
la respuesta metabdlica de la glucosa a la insulina. Kim et al. (75) reportaron que
las dietas hipercaldricas altas en grasa provocan un decremento del gluco-
transportador GLUT2 y de la concentracion del RNAm de la glucocinasa en las
células pancreaticas 3, se ha propuesto que durante esta condicion puede ocurrir
una reduccion de la tasa de ingreso de glucosa en estas células, y esto a su vez
podria originar un decremento de la secrecién de insulina y no hiperinsulinemia.
Capito et al. (76) han demostrado que en los ratones alimentados con dietas
hipercaldricas altas en grasas, la oxidacion de la glucosa en las células pancreaticas
es mas lenta, por lo que se piensa que la secrecion de insulina también podria ser
mas lenta. En otros estudios se ha encontrado que las dietas hipercaldricas altas en
grasas disminuyen el consumo de glucosa en los tejidos periféricos, particularmente
en el musculo y el tejido adiposo; se ha propuesto que ello puede deberse a que los
acidos grasos saturados de estas dietas originan una reduccién de la afinidad de la
insulina hacia los tejidos periféricos, predisponiendo a los animales al desarrollo de

RI e intolerancia a la glucosa (77-80)
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Estas evidencias son consistentes con los hallazgos observados en el presente
estudio, ya que los ratones alimentados con la dieta hipercal6rica exhibieron un
menor decremento de su glucemia después de la administracion de insulina, ello
debido al desarrollo de R, grafica 6. Con relacién a este aspecto, Carmona (16) ha
sefialado que en los ratones alimentados con una dieta isocaldrica la Rl y la
intolerancia a la glucosa son originadas por el establecimiento de un estado de Rlep.
En varios estudios se ha sefalado que la presencia de esta patologia puede inhibir
algunos procesos intracelulares de la via de sefalizacion de la insulina. En animales
y humanos obesos se ha observado que esta condicion también puede contribuir al
desarrollo de un estado de RI (73, 81, 82)

Por otra parte, en el presente estudio también pudo establecerse que los ratones
alimentados con la dieta hipercalérica, a diferencia de los que recibieron dieta
isocaldrica, tempranamente (2.5 meses) y a lo largo de todo su tratamiento
mostraron un estado de hipertrigliceridemia, tablas 10 y 11. Al final de su
tratamiento, los niveles de TG de los ratones alimentados con la dieta hipercaldérica
fueron cuatro veces mas altos que los de los animales que recibieron la dieta
isocaldrica, Tabla 11. En cuanto al COT, en las tablas 10 y 11 puede observarse
que similarmente tanto a los 2.5 y 5 meses de tratamiento los ratones alimentados
con la dieta hipercaldorica exhibieron un incremento significativo de su
colesterolemia, y practicamente al final de su tratamiento con la dieta hipercalérica
los niveles de COT se duplicaron con respecto a los observados en los animales
alimentados con la dieta isocaldrica. Es importante sehalar que tanto la
hipertrigliceridemia como la hipercolesterolemia evidenciadas a los 5 meses de
tratamiento con la dieta hipercaldrica fueron mas severas que las reportadas por
Carmona en ratones obesos alimentados con una dieta isocalérica (16). Estos
hallazgos sugieren que el tratamiento con la dieta hipercalérica fue capaz de inducir
en los animales que desarrollaron obesidad la manifestaciéon temprana de
hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia, dos alteraciones metabdlicas que
comunmente se han asociado con la presencia de dislipidemia en otros modelos
animales. Con relacién a la etiologia de esta patologia, es conocido que en

condiciones fisioldégicas normales la insulina ejerce un efecto antilipolitico sobre el
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tejido adiposo (83), ademas es conocido que ésta también estimula la lipdlisis de
lipoproteinas de muy baja densidad ricas en TG (VLDL-TG) mediante la activacién
de la lipoproteina lipasa plasmatica (LPLP). En varios estudios se ha establecido
que la presencia de Rl conduce a la pérdida de la accién antilipolitica de la insulina
sobre las células adiposas, y que esta situacion ademas de decrecer la actividad de
la LPLP puede conllevar a un aumento de la hidrdlisis de los TG almacenados en el
tejido adiposo. De tal manera que es posible observar un mayor flujo de acidos
grasos libres (AGL) de los adipocitos hacia el higado, una mayor sintesis hepatica
de VLDL-TG y el desarrollo de esteatosis hepatica. Se ha establecido que bajo este
ambiente celular, ocurre también una reduccion del contenido de esteres de
colesterol en las lipoproteinas de alta densidad (HDL) y un mayor incremento de los
niveles de COT. Se sabe que este estado de dislipidemia pueden conllevar a
cambios estructurales en la membrana celular, al bloqueo de la union de la insulina
a su receptor y a la inhibicion de los mecanismos de fosforilacion a nivel post
receptor; alteraciones que han sido asociadas con el desarrollo de RI (84-90).
Finalmente, en la tabla 12 puede observarse que a pesar de que los ratones
alimentados con la dieta hipercaldrica exhibieron niveles de presion diastolica y
sistdlica mas elevados que los animales alimentados con la dieta isocaldrica, no se
encontraron diferencias significativas entre estos grupos (p>0.05). Aunque la
asociacion entre la obesidad y la hipertensién arterial es un hecho frecuente, los
mecanismos patogénicos de esta asociacion no son claros. Se ha senalado que
los humanos obesos y diversos modelos animales con esta patologia presentan
hiperactividad del Sistema Nervioso Simpatico (SNS) a nivel renal y vascular, se
piensa que esto puede originar vasoconstriccion periférica y un aumento de la
reabsorcion renal de sodio. En el aumento de la actividad del SNS intervienen: la
hiperleptinemia que actua a nivel del nucleo dorsomedial y ventromedial del
hipotalamo, el incremento de AGL dentro del sistema venoso portal provenientes de
la lipdlisis de los depdsitos de grasa visceral. Sustancias como la grelina y las
adiponectinas, que participan en la modulacion de la presion arterial y del sistema
cardiovascular también cumplen sus efectos a través del SNS, hecho corroborado

por las bajas concentraciones de dichas sustancias en los pacientes obesos
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hipertensos. Por su parte la hiperinsulinemia, presente en obesos con RI, también
estimula a nivel central el SNS aumentando la termogénesis, la reabsorcion de sodio
a nivel renal y la vasoconstriccion periférica a nivel vascular, provocando alteracion
de la natriuresis (concentracion de sodio presente en la orina), aumento de
secrecion de renina y como consecuencia del filtrado glomerular y flujo plasmatico
renal.

Aunque en los ratones obesos alimentados con una dieta alta en grasas la
Rlep no permite que esta hormona logre disminuir el apetito, el peso corporal o
aumentar la actividad simpatica del tejido adiposo pardo. La leptina preserva su
capacidad para inducir la activacién simpatica renal y aumentar la presion arterial
(91).Se ha sefalado que la preservacion de la respuesta simpatica renal a la leptina
en presencia de hiperleptinemia podria explicar los efectos adversos de la leptina
sobre la presién arterial en la obesidad, a pesar de la resistencia a las acciones
metabdlicas de la leptina. Se sabe que el rifidn juega un papel importante en el
control de la funcién cardiovascular y la presion arterial. Los efectos renales de un
mayor flujo simpatico renal incluyen el aumento de la reabsorciéon de sodio en los
tubulos renales, lo que conduce a la retencion renal de sodio; disminucion del flujo
sanguineo renal y la tasa de filtracion glomerular; vasoconstriccion renal; y el
aumento de la liberacion de renina, que conduce a la produccion de angiotensina Il
(92). Se conoce que estas alteraciones promueven aumentos de la presion arterial.
Aunque el efecto de la leptina sobre la funcion renal no fue evaluado en el presente
estudio, se ha reportado que la leptina produce aumentos comparables en la presion
arterial en ratones obesos frente a delgados. El papel fundamental del sistema
nervioso simpatico en la respuesta de la presion arterial a la leptina se ha
demostrado (93). El papel central de los nervios renales en la hipertension inducida
por la obesidad también se ha demostrado (94). Por otra parte, se ha postulado que
la Rl'y la hiperinsulinemia observadas durante la obesidad también podrian explicar
la asociacion de la obesidad con la hipertension. Se sabe que la insulina reduce la
excrecion renal de sodio y a través de ello puede expandir el volumen extracelular
y la volemia, aumentando el gasto cardiaco y la resistencia periférica, que son los

principales componentes reguladores de la presiéon arterial. Ademas, la
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hiperinsulinemia aumenta el tono simpatico y altera los iones intracelulares
(retencion de Na+ y Ca?+ y la alcalosis), lo que aumenta la reactividad vascular y la
proliferacion celular. Todo lo anterior favorece la hipertension, sin embargo hay
argumentos que refutan el papel de la hiperinsulinemia en el desarrollo de la
hipertension.

En resumen, la dieta hipercalorica a diferencia de la dieta isocalérica después
de un periodo de 5 meses promovio en los ratones las siguientes alteraciones:
1. Desarrollo de obesidad severa en un periodo de tiempo mas corto.
2. Menor consumo de alimento, pero una mayor ingesta caldrica debido al alto
contenido energético de la dieta.
3. Deterioro mas severo de la tolerancia a la glucosa y de la resistencia a la insulina.
4. Un desarrollo mas severo de hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia

5. Un incremento no significativo de la presion diastdlica y sistélica.

Como pudo observarse, este modelo constituye una valiosa herramienta para
que en un futuro puedan llevarse a cabo algunos estudios que permitan en un corto
plazo establecer la vinculacion de las dietas hipercaloricas altas en grasas con el

desarrollo de otros procesos patoldgicos asociados al SM.
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IX CONCLUSIONES

Con base en los resultados de este estudio se puede concluir que el consumo
cronico de una dieta hipercalérica promovié el desarrollo de alteraciones
caracteristicas del sindrome metabdlico humano en los ratones Neotomodon

alstoni.

Los ratones Neotomodon alstoni alimentados con una dieta hipercaldrica
desarrollaron obesidad a una edad mas temprana que los ratones de la misma

especie alimentados con una dieta isocaldrica.
Los ratones Neotomodon alstoni alimentados con una dieta hipercalérica si

desarrollaron alteraciones del sindrome metabdlico mas severas que los ratones de

la misma especie alimentados con una dieta isocalérica.
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