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Cambios morfofuncionales en un biomodelo experimental de sindrome metabélico en diferentes etapas del desarrollo

Resumen

Introduccién: El sindrome metabdlico es una condicién patolégica que predispone al
individuo al desarrollo de enfermedades crénicas de alta morbi-mortalidad. Las ventajas de
la experimentacion animal, desde el punto de vista ético y de la rapidez en la generacién de
resultados permiten abordar esta condicion. Materiales y Métodos: Se disefidé un esquema
para la obtencion y caracterizacion de cambios morfofuncionales en un modelo de sindrome
metabdlico inducido por sacarosa al 35 % a ratas Wistar; desde la etapa intrauterina y hasta
una etapa extrapolable a la adolescencia en el ser humano. Resultados: Parametros
somatométricos y analiticos se modificaron al término de las 18 y 22 semanas de
experimentaciéon. El mal control glucémico se corrobor6é por las modificaciones que se
observaron en la insulinemia y los indices HOMA-IR y HOMA-FCB. El sexo masculino
desarroll6 en mayor magnitud las alteraciones morfofuncionales. Los érganos que mas se
afectaron fueron rindn e higado con cambios grasos y atrofia o hipertrofia celular. El acido
urico y la circunferencia abdominal se seleccionaron para proponer un criterio diagnostico
del biomodelo. Se observo elevada la actividad de la mieloperoxidasa y dafos histolégicos
a nivel de la aorta abdominal. Los descendientes de progenitores con induccion del
sindrome metabdlico experimental presentaron alteraciones morfologicas externas y 6seas.
Conclusiones: Se logré desarrollar un biomodelo de sindrome metabdlico inducido por
dieta rica en sacarosa que permitié caracterizar los cambios morfofuncionales que se
establecieron desde la etapa intrauterina y hasta la etapa extrauterina extrapolable a la

adolescencia humana.

Palabras claves: sindrome metabdlico, sacarosa, Wistar, adolescencia
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Abstract

Introduction: Metabolic syndrome is a pathological condition that predisposes the individual
to the development of chronic diseases with high morbidity and mortality. The advantages of
animal experimentation, from the ethical point of view and the speed of generating results,
allow us to address this condition. Materials and Methods. A scheme was designed to
obtain and characterize morphofunctional changes in a model of 35 % sucrose-induced
metabolic syndrome in Wistar rats; from the intrauterine stage to a stage that can be
extrapolated to adolescence in humans. Results: Somatometric and analytical parameters
were modified at the end of 18 and 22 weeks of experimentation. Poor glycemic control was
corroborated by the changes observed in insulinemia, HOMA-IR and HOMA-FCp indices.
The male sex developed morphofunctional alterations to a greater extent. The most affected
organs were kidney and liver with fatty changes and cellular atrophy or hypertrophy. Uric
acid and abdominal circumference were selected to propose a diagnostic criterion for the
biomodel. Elevated myeloperoxidase activity and histological damage at the level of the
abdominal aorta were observed. Offspring of biomodelo-induced parents showed external
morphological and skeletal alterations. Conclusions: Metabolic syndrome biomodel induce
by sucrose-rich diet was developed and it allowed characterizing the morphofunctional

changes established in a period that can be extrapolated to adolescence in humans.

Keywords: metabolic syndrome, sucrose, Wistar, adolescence
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ACRONIMOS Y ABREVIATURAS

- ABC: area bajo la curva

- AG: acidos grasos

- AGL: acidos grasos libres

- AGEs: advanced glycosylated non-enzymatic (productos avanzados de glicosilacion
no enzimatica)

- AHA: American Heart Association (Asociacion Americana del Corazén)

- AL: acumulo de linfocitos

- Alb: Albumina

- ASP: acylation-stimulating protein (proteina estimuladora de la acilacion).

- AU: &cido urico

- CA: circunferencia abdominal

- cAMP: cyclic adenosine monophosphate (monofosfato de adenosina ciclico)

- CCR: chemokine receptors (receptores de quimiocinas)

- Cenpalab: Centro nacional para la produccién de animales de laboratorio

- CL: cuerpos luteos

- CMLV: células musculares lisas vasculares

- Creat: creatinina

- CT: colesterol total

- C3: fraccién 3 del complemento

- C4: fraccion 4 del complemento

- DAG: diacilgliceroles

- DE: disfuncion endotelial

- DEnd: denudacion endotelial

- DM: diabetes mellitus

- DM2: diabetes mellitus tipo 2

- DMG: diabetes mellitus gestacional

- DPP IV: dipeptidilpeptidasa IV

- DRS: dieta rica en sacarosa

- ECV: enfermedades cardiovasculares

- FCp: células 3 funcionales

- FSH: follicle stimulate hormone (hormona estimulante del foliculo)

- EEAR: engrosamiento endotelial de arteriolas renales

- EMAC: esteatosis macrovacuolar

- EMIC: esteatosis microvacuolar

- EGIR: European Group for the study of the Insulin Resistance (Grupo Europeo para
el estudio de la Resistencia a la Insulina)
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ACRONIMOS Y ABREVIATURAS

EO: estrés oxidativo

EROs: especies reactivas de oxigeno

ET-1: endotelina

GA: glomérulos atroficos

GAA: glucemia alterada en ayunas

GADb: grasa abdominal

GH: glomérulos hipertroficos

Glob: globulina

Glu: glucemia

GLUT: familia de proteinas transportadoras de glucosa

GLP-1: glucagon-like peptide-1(péptido tipo | similar al glucagon)

HDLc: high density lipoprotein cholesterol (colesterol unido a lipoproteina de alta
densidad)

HGNA: higado graso no alcohdlico

HTA: hipertension arterial

HM: hipertrofia de miocitos

HOMA: Homeostasis-Model-Assessment (modelo homeostatico para la resistencia
a lainsulina)

IA: islotes atroficos

IAV: indice de adiposidad visceral

IAVC: indice de adiposidad visceral chino

ICAM-1: molécula1 de adhesion intercelular

IDA: indice de depdsito abdominal

IDF: International Diabetes Federation (Federacion Internacional de Diabetes)

IFC: indice de la forma corporal

IGTAG: indice glucosa-triacilglicérido

IH: islotes hipertroficos

IL1: interleuquina

IL6: interleuquina6

IMC: indice de masa corporal

IR: insulin resistance (resistencia a la insulina)

IRS-1: insulin receptor substrate type1 (sustrato tipo 1del receptor de la insulina)
JNK: c-Jun N-terminal kinases (quinasas c-Jun N-terminal)

LCC: longitud cabeza-cola

LCR: liquido cefalorraquideo

LDL: low density lipoprotein (lipoproteinas de baja densidad)

LPL: lipoprotein lipasa

MAP-K: mitogen-activated kinase protein (proteina quinasa activada por mitdégenos)
MB: membrana basal

MCP1: monocyte chemotactic protein-1 (proteina 1 quimioatrayente de monocitos)
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ACRONIMOS Y ABREVIATURAS

MEC: matriz extracelular

MPO: mieloperoxidasa

NCEP/ATP llI: National Cholesterol Education Program /Adult Treatment Panel lil
(Programa Nacional de Educacién sobre el Colesterol /Panel Il de Tratamiento al
Adulto)

NF-kB: nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells or nuclear
factor-kappa B (factor nuclear kappa B)

NHBPEP: National High Blood Pressure Education Program (Programa Nacional de
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PA: presion arterial
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PAI-1: plasminogen activator inhibitor type1 (inhibidor del activador del
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PAS: presion arterial sistélica

PC: peso corporal

PI13K: fosfoinositol 3-quinasa
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PGM: penetracion grasa en miocitos

PK: protein quinasa
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RCC: relacion cintura-cadera

RL: radicales libres

RFA: reactantes de fase aguda

RI: resistencia a la insulina
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SHBG: sexual hormones blinding globulin (globulina fijadora de hormonas sexuales)
SM: sindrome metabdlico

SME: sindrome metabdlico experimental

SPSS: Statistical Package for the Social Sciences (Paquete estadistico para las
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SRAA: sistema renina angiotensina-aldosterona

TA: tubulis atroficos
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UTEX: Unidad de Toxicologia Experimental
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INTRODUCCION

El sindrome metabdlico (SM) se caracteriza por una serie de desdrdenes metabdlicos que
se presentan en un mismo individuo y que son considerados factores de riesgo para
desarrollar diabetes mellitus (DM) y enfermedad cardiovascular (ECV). De manera
simultdnea o secuencial, aparecen obesidad central, dislipidemia, desajustes en el
metabolismo de la glucosa e hipertension arterial. Todos estos desordenes estan
estrechamente asociados a la resistencia a la insulina (RI), la cual se considera como base
fisiopatologica del sindrome, y a la obesidad abdominal o central, como responsable del

desarrollo de la RI.1

El nimero de adultos con SM es muy elevado y continua aumentando en todo el mundo. Su
prevalencia varia segun la edad, el sexo, el origen étnico y el estilo de vida.? La diversidad
en los criterios de clasificacion dificulta conocer con exactitud, la cantidad de personas que
presentan SM. El incremento de la prevalencia parece estar asociado con las modificaciones
en el estilo de vida.34 Los cambios cualitativos y cuantitativos en la alimentaciéon desde las
edades tempranas, incluso en la etapa prenatal, ademas de la tendencia al sedentarismo,
conducen al incremento de fenotipos obesos con alta probabilidad de desarrollar SM y otras

comorbilidades.®

En las ultimas décadas, numerosos estudios revelan la asociacion en edades pediatricas
entre la obesidad y el SM.#6 El riesgo de padecer ECV y diabetes mellitus tipo Il (DM2)
también aumenta en nifios obesos y con desajustes en el metabolismo. Las alteraciones
provocadas por el SM en las edades pediatricas pueden ser revertidas si son identificadas
y corregidas tempranamente, debido a la plasticidad de los érganos implicados. La
implementacion de estas acciones correctivas podria tener un efecto beneficioso en la salud
de estos individuos en su edad adulta.® Sin embargo, los cambios y adaptaciones
fisiologicas que se producen durante el crecimiento natural dificultan llegar a un consenso
para el diagnostico del SM en esta etapa del ciclo vital.” Por esta razén, el diagnéstico del
SM en edades pediatricas, como la adolescencia, representa un desafio para los

profesionales médicos.



INTRODUCCION

En los ultimos afios, se han estudiado extensamente las alteraciones hormonales y
metabdlicas que se producen durante la gestacion y que dependen del ambiente intrauterino
establecido en esta etapa.?® Los cambios epigenéticos que ocurren durante el desarrollo
embrionario-fetal explican cémo las exposiciones dietéticas inadecuadas durante el
desarrollo temprano pueden condicionar la reprogramacion fetal.'® Este ambiente puede
provocar un aumento en la susceptibilidad a desarrollar estados mérbidos en la etapa adulta,

incluyendo la obesidad y el SM.11

Durante la etapa embrionaria, los procesos de diferenciacion celular también estan sujetos
a la reprogramacion debido al entorno prooxidante y proinflamatorio intrauterino que se
produce en la obesidad materna, lo que afecta los procesos de regulacion endocrina durante
el desarrollo. La hiperglucemia o diabetes mellitus gestacional (DMG) y el SM per se también
pueden afectar al feto. El exceso de glucosa circulante, que se observa tanto en gestantes
diabéticas como en aquellas que consumen una dieta excedida en glucidos, se transporta
a través de la placenta y estimula tempranamente a un pancreas fetal inmaduro pero
funcional. El resultado es un exceso de insulina fetal, que promueve el sobrecrecimiento y
la adiposidad fetal, asi como la desregulacion de la funcidn metabdlica de diferentes

organos.'?

Las gestantes que presentan aspectos del SM antes del embarazo, como obesidad,
hipertensién crénica, DM y dislipidemia, tienen un alto riesgo de presentar disfuncién
placentaria e incluso muerte fetal. Los estados de hiperglucemia o hiperinsulinemia durante
la gestacion condicionan la aparicion de anomalias congénitas en la descendencia. Entre
las mas frecuentes se encuentra el sindrome de regresion caudal (agenesia o hipoplasia del
fémur y de las ultimas vértebras).'3La combinacion del embarazo y el SM en la adolescencia
podria explicar las anomalias congénitas que se observan en el fruto de la concepcion de

estos individuos.

Varios estudios en humanos han reportado la relacion entre el SM y la glucotoxicidad con
las malformaciones en la descendencia a nivel renal, cardiovascular, entre otros.'415 Sin

embargo, aun son insuficientes los estudios que comprueben in vivo la posible asociacion
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entre este estado metabdlico adverso y las anomalias en tejidos blandos y esqueléticos,

principalmente cuando la gestacion ocurre en etapas tempranas del desarrollo.

Aunque el estado de inflamacion crénica de bajo grado no se incluye en ninguna de las
guias diagnésticas del SM, se acepta como uno de los aspectos fisiopatoldgicos que vincula
los mecanismos moleculares involucrados en la instauracién y desarrollo de los
componentes del sindrome.’ El incremento de citoquinas proinflamatorias como la
interleuquina 6 (IL6), el factor de necrosis tumoral-alfa (TNF a por sus siglas en inglés) y el
activador del inhibidor-1 del plasminégeno (por sus siglas en inglés PAI-1) se ha asociado
con el aumento de adiposidad central y riesgo cardiovascular tanto en adultos como en
nifios. La mayoria de estas moléculas forman parte de rutas de sefializacion celular con una
vida media en el plasma muy corta,’® lo que obliga a disefar pruebas de deteccién con una

alta sensibilidad.

La mieloperoxidasa (MPO) es una hemoperoxidasa que se libera por neutréfilos y
macrofagos en respuesta a la agresion por patdégenos, tanto a nivel tisular como plasmatico.
También ha sido asociada a numerosas enfermedades cronicas con componente
inflamatorio.'” La accion oxidativa intrinseca de esta enzima induce cambios estructurales a
nivel molecular que contribuyen a perpetuar e incrementar el dano en los tejidos

expuestos.'8

Las fracciones del complemento C3 y C4 son proteinas reactantes de fase aguda (RFA)
relacionadas con la inmunidad innata. Estos marcadores presentan elevada asociacion con
las ECV, la obesidad y la RlI, y constituyen parametros que se determinan habitualmente en
la practica clinica para estudiar el estatus inmunolégico.'® La determinacion de la actividad
de la MPO y la concentracién de C3 y C4 podria ser util para el diagnéstico y el seguimiento

del SM, lo que seria una importante contribucion a la practica médica.

Muchos de los aspectos fisiopatoldgicos del SM que se conocen hoy en dia se dilucidaron
por la experimentacién animal. Las investigaciones con biomodelos demostraron que
ingestas ricas en hidratos de carbono simples (sacarosa y/o fructosa) conducen a Rl y
dislipidemia.?® Los modelos experimentales empleados para el estudio del SM se enfocan

en la reproduccion de sus rasgos mas significativos; la hipertensién, la diabetes y la
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obesidad. El modelo experimental de SM ideal presentaria todos sus signos aunque, al igual
que en el humano, basta que al menos tenga presente tres de los factores de riesgo
aceptados por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la Federacion Internacional de

Diabetes (Internacional Diabetes Federation por sus siglas en inglés IDF) o el Programa de

Educacion Nacional del colesterol de EUA (National Cholesterol Education Program por sus

siglas en inglés NCEP).2" No obstante, aun continta la busqueda de biomarcadores que
faciliten el diagnéstico del SM en el animal de laboratorio y puedan ser extrapolables a la

practica clinica.

Los modelos inducidos por dieta hipergrasa o con alto contenido en carbohidratos son los
mas adecuados por simular las condiciones patogénicas del SM en el humano. La mayoria
de los modelos reportados en la literatura se obtienen por intervencidén nutricional en
animales adultos.?223 E| desarrollo de un biomodelo inducido por el suministro crénico de
una dieta rica en sacarosa (DRS) desde la etapa intrauterina y hasta las primeras etapas

del desarrollo aportaria nuevos conocimientos a la fisiopatologia del SM.

El componente inflamatorio, la hipertension arterial, la hipertrigliceridemia, el dafio oxidativo
y los niveles elevados de insulina y glucosa presentes en el SM, se relacionan
patogénicamente con la disfuncion endotelial (DE). Por esta razén, también se considera al
SM como un estado predisponente al desarrollo de disfuncion del endotelio y, por
consiguiente, de la enfermedad vascular aterosclerética.?* En trabajos experimentales en
aortas de animales se describen histologicamente las diferentes etapas en el desarrollo de
la lesioén vascular.?® Sin embargo, son aln escasos los estudios en modelos experimentales
que describan la instauracion de las lesiones en el endotelio vascular conducentes a la DE

en etapas incipientes del desarrollo de un SM.

El aumento de la poblacion con SM, especialmente los nifios y adolescentes,?¢ indica una
necesidad urgente de estudiar las causas pertinentes y la progresion de sus signos. Para
llevar a cabo estos estudios, se requieren modelos animales viables que imiten
adecuadamente los principales aspectos de la enfermedad humana. Estos aspectos
incluyen la obesidad, la diabetes, la dislipidemia, la hipertension arterial y la enfermedad

vascular.!
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Es importante que estos modelos sean extrapolables al ser humano, y para ello debemos
tener en cuenta no solo las similitudes y diferencias anatomicas y funcionales, sino también
la etapa del desarrollo o ciclo de vida tanto en el ser humano como en el modelo empleado.
De esta manera, podremos interpretar adecuadamente los hallazgos encontrados y valorar

su utilidad en la investigacion biomédica a partir de la extrapolacién de los resultados.

La obtencién y caracterizacion de un modelo de SM en animales de laboratorio por la
administracion crénica de sacarosa y que mimetice la etapa de la adolescencia, sentaria las
pautas para estudios posteriores. Estos estudios podrian profundizar en las complicaciones
metabdlicas y vasculares de este sindrome, evaluar terapéuticas farmacologicas o
nutricionales, asi como disefiar estrategias preventivas que contribuyan a minimizar el

impacto de esta condicion tanto en los individuos como en su descendencia.

Situacion problémica: Aunque se han desarrollado biomodelos animales para mimetizar
la condicion de sindrome metabdlico en el humano, estos no han podido caracterizar

totalmente los cambios morfofuncionales que se presentan en esta condicion patoldgica.

Problema cientifico: Se desconoce qué elementos aportaria a la caracterizacién de los
cambios morfofuncionales un biomodelo experimental de sindrome metabdlico, inducido por
intervencion nutricional durante toda la etapa intrauterina y hasta las primeras etapas del

desarrollo.

Hipotesis: El modelo experimental de sindrome metabdlico, inducido por intervencion
nutricional desde la vida intrauterina y hasta las primeras etapas del desarrollo extrauterino,
aporta nuevas evidencias que permiten caracterizar los cambios morfofuncionales que

provoca este sindrome.

Objeto de Investigacion: Cambios morfofuncionales en un modelo experimental de

sindrome metabdlico.

Campo de accion: Sindrome metabdlico desarrollado por intervencion nutricional desde la

etapa intrauterina y hasta las primeras etapas del desarrollo.
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OBJETIVO GENERAL: Caracterizar los cambios morfofuncionales en un biomodelo de
sindrome metabdlico experimental inducido por intervencion nutricional desde la etapa

intrauterina y hasta la etapa extrauterina extrapolable a la adolescencia humana.
OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Establecer un biomodelo de sindrome metabdlico inducido por dieta rica en sacarosa al
35 % en ratas Wistar desde toda la etapa intrauterina hasta la etapa extrapolable a la
adolescencia en el ser humano.

2. Determinar parametros somatométricos, analiticos e histo-patolégicos en un biomodelo
de sindrome metabdlico inducido por dieta rica en sacarosa al 35 % en ratas Wistar
desde toda la etapa intrauterina hasta la etapa extrapolable a la adolescencia en el ser
humano.

3. Determinar parametros de inflamacion sistémica y disfuncién endotelial en aorta
abdominal en un biomodelo de sindrome metabdlico inducido por dieta rica en sacarosa
al 35 % en ratas Wistar desde la etapa intrauterina hasta la etapa extrapolable a la
adolescencia en el ser humano.

4. Identificar las anomalias morfoldgicas en fetos de ratas Wistar descendientes de
progenitores con sindrome metabdlico inducido por dieta rica en sacarosa al 35 % y

edad extrapolable a la adolescencia en el ser humano.

Novedad Cientifica: Se obtuvo y caracteriz6 un biomodelo experimental de sindrome
metabdlico que tuvo en cuenta el efecto, para el neonato, del ambiente hiperglucidico
intrauterino en su progenitora y se extendio hasta su desarrollo postnatal extrapolable a la
adolescencia en el ser humano. Se evalud6 por vez primera el perfil inflamatorio del sindrome
metabdlico experimental mediante la actividad de la mieloperoxidasa y la concentracion de
los fragmentos del complemento C3 y C4. Ademas, se establecid un criterio diagnostico

para este biomodelo basado en la combinacién de parametros analiticos y somaticos.

Aporte tedrico: La caracterizacion de los cambios morfofuncionales que se manifiestan en
un sindrome metabdlico inducido por dieta rica en sacarosa desde la etapa intrauterina y

hasta la etapa del desarrollo extrapolable a la adolescencia en el ser humano.
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Aporte practico: El establecimiento de un disefio metodolégico para la obtencion de un
biomodelo experimental de sindrome metabdlico inducido por dieta rica en sacarosa, desde
la etapa intrauterina y hasta la etapa del desarrollo extrapolable a la adolescencia en el ser
humano.
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CAPITULO 1. MARCO TEORICO

El presente capitulo revisa el marco tedrico-conceptual del SM, la génesis de esta alteracion
metabdlica y su impacto a nivel global y local, principalmente en nifios y adolescentes.
También se aborda el tema referido a la fisiopatologia de esta condicion, se tratan los
factores de riesgos asociados con su desarrollo en el ser humano y se sefialan estudios que
destacan posibles asociaciones entre el SM y las anomalias congénitas en el fruto de la
concepcion. Estos aspectos son necesarios, para evaluar desde la experimentacion animal,
las posibilidades de generar un biomodelo que simule la mayoria de los componentes de
esta alteracién. Para ello, sobre la base de la etiopatogenia del sindrome, se explican los
cambios que producen las intervenciones nutricionales en la generacion de este modelo.
Ademas, se comparten aspectos referidos a determinar la edad extrapolable del roedor de
laboratorio con la edad humana, lo cual contribuye a que los resultados puedan ser

aplicables a la condicién humana con un mayor grado de exactitud.

1.1 Sindrome metabdlico

1.1.1 Definicion

Los antecedentes del SM se remontan a las primeras décadas del pasado siglo cuando
Kylin demostré la asociacion existente entre la hipertension, la hiperglucemia y la gota.?”
Otros investigadores reflejaron asociaciones entre la adiposidad visceral, obesidad y otras

anormalidades metabdlicas presentes en ECV y DM2.28.29

El SM descrito por Reaven en el afio 1988 dio un impulso importante al estudio de esta
entidad. El identificé como integrantes de este sindrome a la obesidad, la resistencia a la
insulina, la hipertensién, la tolerancia alterada a la glucosa o diabetes, la hiperinsulinemia y
la dislipidemia caracterizada por aumento de los triglicéridos y la baja concentracion de
lipoproteinas de alta densidad (HDL)3°. Todas estas caracteristicas constituyen por si
mismas factores de riesgo para el desarrollo de aterosclerosis y, por lo tanto, el SM

representa un riesgo importante para padecer enfermedad coronaria.’
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Los criterios diagnosticos para el SM han sido objeto de multiples modificaciones vy
actualizaciones después de la publicacion de varios estudios.31-3% Estas investigaciones
revelaron diferencias en el alcance de cada definicion para detectar los individuos con alto

riesgo cardiovascular (cuadro 1).

Cuadro 1. Criterios diagnésticos del SM

Medicion NCEP-ATP Il AHA/NHLBI
P OMS EGIR 3 de los 3 delos IDF
clinica N o
siguientes siguientes

GAA, TGA; Insulina

DM plasmatica >

Tipo 2 o | Percentil 75

. disminucién mas dos de

Insulino-
resistencia de ~~lajlos ) ) )

sensibilidad a | siguientes

la insulina

mas dos de

los siguientes

CC = del umbral
Obesidad R'(';"CC:%OQOH CC 294 cmH CC 2102cm H definido para
: >80 cm M > 88cm M cada grupo
>0.85M étnico mas dos
de los siguientes
TAG 2150mg/dL o TAG = 150 mg/dL TAG = 150 mg/dL* o
Dislipidemia HDL< 35mg/dL H o] HDL< 40 mg/dL H
<39 mg/dL M HDL< 40 mg/dL H <50 mg/dL M
<50 mg/dL M

Presion 2140/90 mm Hg 2130/85 mm Hg > 130/85 mm Hg*
Glucemia ; CAMTGA © 5 110 mgrL > 110 mg/dL*
Otros Microalb - - - -

* 0 en tratamiento con farmacos. H: Hombres, M: Mujeres. AHA/NHLBI: American Heart Association/National
Heart, Lung, and Blood Institute; DM2: diabetes mellitus tipo 2, NCEP/ATP llI: National Cholesterol Education
Program /Adult Treatment Panel lll, EGIR: European Group for the study of Insulin Resistance, IDF:
International Diabetes Federation, OMS: Organizacion Mundial de la Salud. GAA: glucemia alterada en
ayunas; TGA: tolerancia a la glucosa alterada; TAG: triacilglicéridos. RCC: relacién cintura/cadera, CC:
circunferencia de la cintura. Fuente: tomado de Grundy®?

El grupo de diabetes de la OMS dictamin6 en 1998 los criterios diagnosticos para el SM
donde la disminucién a la sensibilidad insulinica constituye el aspecto esencial.3* Un afo
después, el European Group for the study of Insulin Resistance (EGIR) modifico estos
criterios.35 En el 2001, el NCEP-ATP IIl de Estados Unidos definié al SM segun variaciones

metabdlicas de género y edad.3¢ Posteriormente, este criterio se modificd conjuntamente
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por el National Heart, Lung and Blood Institute (NHLBI) y la American Heart Association

(AHA). En este caso, se incluyeron los pacientes con alteracién en la glucosa en ayunas
(glucemia = 100 mg/dL), hipertrigliceridemia, hiperglucemia, HDL-colesterol (HDLc) bajo o

que estuvieran con prescripcién médica por estas alteraciones.3”

En 2005, la IDF propuso nuevos criterios, similares a los del NCEP-ATPIII, pero considerd
ala obesidad central como una condicién necesaria para el diagnéstico del SM.3'En el 2009,
la IDF actualiz6é un grupo de criterios diagnosticos, teniendo en cuenta, los umbrales de la

circunferencia de la cintura especificos para cada grupo étnico.33

El diagndstico del SM en la adolescencia tendria un marcado interés, a partir de que se
conoce que las profundas transformaciones anatomo-fisiolégicas que sufre el organismo en
este periodo determinan diferencias en cuanto a la expresion o no de algunas
enfermedades.? La OMS declara que la adolescencia es la etapa que transcurre entre los
10 y 19 afos.3® Durante el crecimiento y desarrollo de los individuos se producen ajustes
fisiologicos en la presidon arterial, los niveles de lipidos en plasma y el metabolismo
energeético. La sensibilidad a la insulina en esta etapa de la vida es entre un 25 y un 50 %

menor que en la etapa adulta.’®

Numerosos investigadores han tratado de definir criterios para estudiar este segmento tan
importante de la poblacién (cuadro 2). En el 2007, la IDF fijé presentar una circunferencia
de la cintura mayor o igual al percentil 90 para el diagnéstico del SM en nifios y
adolescentes.3° Actualmente no existe consenso para el empleo de un criterio diagnostico
sobre otro, ni para la poblacién pediatrica ni para la adulta. El criterio del NCEP-ATPIII es

uno de los mas empleados por su factibilidad, sobre todo, en estudios epidemiolégicos.*0
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Cuadro 2. Criterios diagnésticos del SM en nifios y adolescentes

FR Cook, 2003 d’Ferranti, 2004 Vinier, 2005 IDF, 2007 IDFICS, 2012
Glucemia =110 mg/dL = 110 mg/dL > 110 mg/dL o =110 mg/dL = Perc. 90 u

Ins>15 mU/L HOMA-IR = Perc 90
O. Abd CC = Perc 90* CC =Perc 75 IMC = Perc 75 CC=Perc90 CC =Perc90
TAG 2 110 mg/dL** 2 110 mg/dL 2 150 mg/dL 2 150 mg/dL = Perc 90
HDLc <40 mg/dL ** < 50 mg/dL <35mg/dL o <40 mg/dL <Perc 10

CT > Perc 95
PA = Perc 90*** = Perc 90 PAS = Perc 95  2130/85 mm PAS = Perc 90

Hg PAD 2= Perc 90

IDF: International Diabetes Federation. IDFICS: Identification and Prevention of dietary and lifestyle-induce
health effects in children and infants. O. Abd: obesidad abdominal, TAG: triacilglicérido, HDLc: high density
lipoprotein colesterol, PA: presion arterial, CC: circunferencia de la cintura, Ins: insulinemia, IMC: indice de
Masa Corporal, CT: colesterol total. HOMA-IR: Homeostasis-Model-Assessment-Resistance to Insulin, PAS:
presion arterial sistélica, PAD: presion arterial diastdlica. * Edad y sexo definido por NHANES: National Health
and Nutrition Examination Survey **Edad y sexo definido por NCEP: National Cholesterol Education Program
***Edad y sexo definido por NHBPEP: National High Blood Pressure Education Program. Fuente: tomado de
Al Hamad’

El indice de Masa Corporal (IMC) ha sido un criterio usado por décadas para la clasificacién
de la obesidad y el sobrepeso. Sin embargo, es menos sensible que otros indices para
clasificar individuos con SM o riesgo cardiometabdlico al no discriminar la distribucion de la
grasa corporal.*! La busqueda de factores de riesgo asociados a la obesidad abdominal ha
permitido desarrollar indices que contribuyan al diagndstico, prediccion y evaluacién del SM
en los individuos. Entre estos podemos citar la relacion cintura-cadera (RCC), los productos
de acumulacién de lipidos (PAL), el indice de adiposidad visceral (IAV),*2 el indice de
adiposidad visceral chino (IAVC),*3 el indice de la forma corporal (IFC)*, el indice de
Glucosa-TAG (IGTAG)*, el indice de Depdsito Abdominal (IDA),*6 entre otros.

1.1.2 Prevalencia

La prevalencia del SM varia de un pais a otro y se complejiza su determinacién porque
depende de la edad, el género, la composicion étnica de las poblaciones estudiadas y de
los criterios diagndsticos aplicados.*” En América Latina los valores rondan el 25% de la

poblacién adulta.*® En Europa, el estudio MORGAM (Monica, Risk, Genetics, Archiving and

11
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Monograph) mostré que la prevalencia del SM es superior en hombres menores de 50 afios,

mientras que en edades superiores la prevalencia es mayor en mujeres.*?

El incremento de la prevalencia del SM en las ultimas décadas se correlaciona directamente
con el aumento de la obesidad. Las causas parecen ser las modificaciones en el estilo de
vida, con cambios cualitativos y cuantitativos en la alimentacién y, sobre todo, con una
marcada tendencia al sedentarismo que conduce a una disminucién del gasto energético.'6
Las cifras de nifios y adolescentes obesos con criterio de SM también se han incrementado
en los ultimos afos.?0 Actualmente las personas obesas a nivel mundial superan los 2
billones de individuos, lo cual explica la necesidad de articular estrategias para detener esta

explosion pandémica.5’

En Cuba aun son escasos los trabajos que abordan la prevalencia del SM. En su mayoria
se trata de muestras relativamente pequenas. En un estudio de personas obesas, efectuado
en Holguin por Hernandez—Tamayo,%2 se observé una prevalencia de mas del 60 % de SM.
Rivero-Sabournin et al.53 reportaron un 9,57 % de personas con SM en una poblacién
perteneciente a un area de salud de La Habana, donde casi el 50 % de la muestra superaba
los 60 afos. Un estudio realizado con 77 nifios y adolescentes obesos camagueyanos
demostré que el 27,3 % tuvieron criterio diagnéstico de SM.%4 Recientemente, un estudio
efectuado en el municipio de Santa Clara identifico al 6,27 % de gestantes con fenotipo
normo peso en su primer trimestre de embarazo, como metabdlicamente obesas y con

sindrome metabdlico.%®

El incremento del fenotipo sobrepeso y obeso se ha visto que esta asociado a cambios en
el epigenoma (conjunto de modificaciones del genoma que no alteran la informacion pero
que, en dependencia de condiciones ambientales en la célula, determinan la expresion,
supresion o modificacidn de un gen o conjunto de estos). Estos cambios pueden ser
provocados por los estados de hiperglucemia, de modo que esta puede incidir en la memoria
metabdlica que se transmite a través de la replicacion celular y en los procesos meioticos. !
Cualquier etapa de la vida es susceptible a la modificacion del epigenoma, sin embargo, las
etapas tempranas del desarrollo son las mas susceptibles. En el caso de la etapa fetal el
riesgo es elevado para desarrollar enfermedades en la adultez como la obesidad, la DM y
SM.10

12
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1.1.3 Fisiopatologia

Dentro de los componentes del SM se encuentran los metabdlicos (obesidad, dislipidemia,
hiperglucemia) y los no metabdlicos (hipertension arterial, inflamacion, estado
protromboticos). EI SM predispone al individuo a desarrollar la DM y las ECV, ademas, se
asocia a un numero creciente de entidades nosolégicas. El higado graso no alcohdlico se
considera la manifestacion hepatica de este sindrome.%¢ La apnea obstructiva del suefio
incrementa el riesgo cardiovascular en estos pacientes.®” Diversos tipos de neoplasias se

han relacionado con el SM debido principalmente al incremento del estrés oxidativo. 2

Todavia existen muchas interrogantes sobre las causas del SM. La hip6tesis mas aceptada
y unificadora para describir los aspectos fisiopatoldégicos del sindrome incluye la RI. La

obesidad abdominal es el mas importante de los factores de riesgo que provoca la RI.16

1.1.3.1 Obesidad abdominal

La obesidad abdominal implica un aumento de grasa a nivel visceral, principalmente en
higado, musculo y pancreas. Esta grasa visceral contribuye a la sintesis y secrecion de
sustancias quimicas llamadas adipoquinas, que favorecen estados proinflamatorios y

protrombéticos y que pueden conducir o contribuir al desarrollo de la RI.%8

El exceso de tejido adiposo visceral se comporta como un potente predictor de las
complicaciones asociadas al SM de forma superior a indices de adiposidad total, como el
IMC. Sin embargo, la necesidad de emplear técnicas imagenologicas para el registro de la
grasa visceral limita el uso directo de este indicador en el individuo vivo y obliga a la
busqueda de asociaciones con otros indicadores para poder predecir el estado metabdlico.5?
El registro de la grasa intraabdominal medida por la circunferencia de la cintura es muy facil
en el ser humano y también se asocia de manera independiente con cada uno de los criterios
del SM.60

En nifios y adolescentes la circunferencia de la cintura también es un excelente predictor
para el desarrollo del SM. Este factor es independiente de la RI, niveles de lipidos en plasma

y presion arterial.6" En estudios con nifios y adolescentes obesos con IMC similar, se

13
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observo que aquellos con mayor tejido adiposo central presentaron menor sensibilidad a la

insulina.62.63

1.1.3.2 Inflamacion

La presencia de un estado proinflamatorio, que contribuye a la resistencia a la insulina, es
otro de los aspectos relacionados con la fisiopatologia del SM. La hipertrofia del tejido
adiposo, que se observa en la obesidad central, se asocia a una afeccién inflamatoria de
bajo grado a este nivel en un primer estado subclinico, con incremento tanto de citoquinas
proinflamatorias, proteinas reactantes de fase aguda (RFA) e indicadores

antropométricos.%4

El incremento de la acumulacion de lipidos en el adipocito inicia un estado de estrés celular
reflejado por la activacion de las quinasas inflamatorias: quinasa aminoterminal c-Jun-1
(JNK) y factor nuclear kappa beta (NF-kB). Estas vias de sefalizacion molecular
proinflamatoria regulan la fosforilacién de proteinas y eventos de transcripcion celular. Esto
provoca un incremento en la produccion de citoquinas proinflamatorias por los adipocitos,
que incluyen al TNF-q, IL6, leptina, resistina, quimiocinas como la proteina quimioatrayente

de monocitos 1 (MCP1) y otros mediadores proaterogénicos, como el PAI-1.65

Las moléculas de adhesion intercelular (ICAM-1) y adhesion de células vasculares (VCAM-
1), asi como las moléculas quimio-atrayentes, que provienen de las células endoteliales en
el tejido adiposo en expansion, se unen a las integrinas y a los receptores de quimiocinas
(CCR), respectivamente, en la superficie de los monocitos para reclutarlos hacia el tejido
adipos0.% Los monocitos se diferencian en macrofagos y producen altas cantidades de las
mismas citoquinas inflamatorias producidas por los adipocitos. La inflamacion local que se
establece propicia mayor Rl con la consiguiente lipolisis y propagacion a nivel sistémico de
un estado cronico inflamatorio de bajo grado y un incremento concomitante de la produccién

de especies reactivas de oxigeno (EROs).%5

En el SM la enzima MPO EC 1.11.2.2 pudiera ser util como marcador prooxidante que
permita identificar el progreso del estado inflamatorio. Esta enzima reacciona con el

peroxido de hidrogeno proveniente de las células fagocitarias y forma un complejo enzima-
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sustrato con una fuerte capacidad oxidativa. EI complejo se combina con un haluro,

generalmente con cloruro, que se oxida para formar el acido hipocloroso HCIO.8

La actividad excesiva de la MPO puede inducir dafos a tejidos por la produccion de
oxidantes y, consecuentemente, formar especies reactivas de lipidos y proteinas. La
actividad de la MPO en leucocitos provoca un incremento de especies nitrogenadas y
halogenadas en lipoproteinas de baja densidad (LDL). Este ambiente facilita los procesos
de peroxidacion lipidica, nitracion proteica y conversion a formas proaterogénicas de LDL
en la pared vascular. Ademas, la MPO patrticipa en la generacion de HDL disfuncionales con

propiedades proinflamatorias en lugar de antiinflamatorias.®”

Los estados proinflamatorios y oxidativos se relacionan con dafio en el miocardio y deterioro
endotelial,®® lo cual justifica el estudio de biomarcadores como la actividad enzimatica de la
MPO. La actividad de esta enzima provoca un aumento en las lipoproteinas aterogénicas
debido a la excesiva generacidon de radicales libres (RL) y EROs, lo que causaria dafio

funcional en el endotelio vascular.'®

La asociacion entre la inflamacién cronica de bajo grado en enfermedades metabdlicas y el
sistema inmune innato y adaptativo también pudiera contribuir a la sintesis y activacion de
las proteinas intermediarias de la cascada del complemento.6° El tercer componente del
complemento (C3) es una proteina RFA de producciéon hepatica, ademas de ser una
citoquina que puede ser secretada por adipocitos y macrofagos activados por un estado
inflamatorio. Una elevacion de la concentracion de C3 se asocia, entre otros factores, con
la ECV, el indice HOMA-IR, la ganancia de peso, la circunferencia de la cintura, los niveles

elevados de TAG en ayunas y en situacion postprandial.”®

Se publicaron evidencias del posible papel de la activacion del sistema del complemento en
la fisiologia del tejido adiposo. La fraccion C3 del complemento en el adipocito participa en
la formacién de la proteina estimuladora de la acilacion (ASP). Los niveles de esta hormona
aumentan en situacion de obesidad, diabetes y ECV.”! Estudios recientes asocian a la ASP
con el higado graso.”? La determinacién de los valores del complemento seria util para

completar la caracterizaciéon de un modelo experimental de SM inducido por sacarosa,
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aunque no existen reportes previos de su modificacién en el sindrome metabdlico en

humanos.

1.1.3.3 Resistencia a la insulina

La Rl es el estado en que cantidades normales de insulina producen una respuesta biolégica
insuficiente para incrementar la entrada y utilizacién de la glucosa por los tejidos periféricos.
Es considerada como la responsable de la mayoria de las anomalias presentes en el SM,
fundamentalmente de la hiperglucemia, la hipertrigliceridemia, la hipertension arterial, el

aumento en la produccion hepatica de VLDL y la estimulacion de la proliferacion endotelial.”

El comienzo de la resistencia mencionada es antecedido de hiperinsulinemia postprandial,
seguido de hiperinsulinemia en el ayuno y por ultimo hiperglucemia. Los defectos en la
accion de la insulina hacen que disminuya la supresién de la produccion de glucosa por
parte del higado y el rifidn y exista una menor captacion y metabolismo de dicho

carbohidrato en tejidos sensibles a la insulina como el musculo y la grasa corporal.”

La autofosforilaciéon del receptor de la insulina es el paso crucial en la cascada de
sefnalizacién de esta hormona. Una vez ocurrido este evento, se produce la fosforilaciéon de
la tirosina del sustrato1 del receptor de la insulina (por sus siglas en inglés IRS-1). En este
sentido, se demostrd que el TNF-a causa un descenso moderado en la autofosforilacion del
receptor de la hormona y un marcado descenso en la fosforilacion del IRS-1, lo cual provoca
disrupcién en la cascada de senalizacion de la insulina, 1o que contribuye a la RI. También
se demostré que la IL-6 altera la sefalizacion de esta hormona tanto en adipocitos como en
hepatocitos. Por otra parte, se sabe que tanto el TNF-a como la IL-6 aumentan la lipolisis y
el incremento de acidos grasos libres (AGL), aspecto que contribuye a agudizar el estado
de RL.7®

La hipertrofia del adipocito provoca un exceso de AGL circulantes. Estos metabolitos se
derivan o de las reservas de TAG del tejido adiposo, sometidos a la lipasa dependiente de
monofosfato de adenosina ciclico (CAMP), o de la lipolisis de lipoproteinas ricas en TAG
catalizada por la lipoproteinlipasa (LPL). El exceso de AGL resulta finalmente en una

disrupcion de la cascada de sefializacion de la insulina en los tejidos sensibles a esta
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hormona. El incremento en la célula de diacilgliceroles (DAG) y ceramidas promueve la
fosforilacion de los residuos de serina del IRS en lugar de los residuos de tirosina, lo que
inhibe la propagacion de la cascada de la insulina y consecuentemente de la actividad
fosfoinositol 3-quinasa (PI3K). Esta disfuncion provoca una alteracion en el transporte de
glucosa hacia el interior de la célula dependiente del estimulo de la insulina. Otro punto de
vista pondera la concentracion de acidos grasos en el interior de las células musculares,
también llamada grasa ectdpica, que primeramente favorece los procesos oxidativos en la
mitocondria y posteriormente es la responsable del fallo B oxidativo en esta. La
consecuencia es el escape de mas AGL del adipocito a la circulacion y en el resto de los

tejidos deposicion de estos metabolitos y agravamiento del estado de RI.7®

La insulina tiene otras acciones diferentes a la captacion de la glucosa que no se afectan
por la RI. Los tejidos sometidos al hiperinsulinismo sufren la inadecuada accion lipogénica
y aterogénica. De esta manera, se favorece la obesidad abdominal, la producciéon de

lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y la aterosclerosis.”

La activacion del receptor de la insulina no solo activa la via de del PI3K con efectos sobre
el metabolismo intermediario, sino también la via de las proteinas quinasas activadas por
mitdégenos (MAP-K), cuyos efectos son principalmente mitogénicos y proliferativos. En el
estado de hiperinsulinemia compensatoria existe una franca inhibicién de la ruta metabdlica
del PI3K, sin embargo, la via de las MAP-K se encuentra sobre estimulada, lo que justifica
que se exacerben todos los efectos no metabdlicos que tiene la hormona.” Los niveles
elevados plasmaticos de la insulina también producen una retencién exagerada de sodio y
agua renal, estimulacion del sistema simpatico y alteraciones de las bombas de la

membrana celular, lo que favorece la hipertension arterial (HTA).76

La disfuncién de las células B también esta relacionada con la progresion del SM. En un
inicio las células 3 pueden compensar el aumento de la demanda metabdlica por incremento
de su masa. Sin embargo, la exposicion crénica a niveles elevados de glucosa y acidos
grasos libres, en un entorno de exceso de nutrientes, resulta en una adaptacion y falla

progresiva de la funcion de las células B y la consiguiente RI.74
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La prueba de tolerancia a la glucosa oral (PTGO) se ha utilizado ampliamente en la clinica
para diagnosticar alteracién de la tolerancia a la glucosa y DM2. Los niveles de glucosa
obtenidos durante la PTGO estan relacionados tanto con la secrecion de la insulina, como
con la sensibilidad a la hormona.”” Atendiendo a la forma de la curva se agrupan tres
categorias que permiten inferir el riesgo de DM. La curva monofasica se caracteriza por un
aumento gradual de la glucosa en el tiempo con un solo pico y luego una caida en su
concentracion plasmatica. El patrén bifasico de la curva permite observar un aumento
gradual de la glucemia hasta un pico, una caida de la glucosa plasmatica y un aumento
subsiguiente. El ultimo patron se caracteriza por un incremento continuo de la glucemia sin
pico. Las curvas monofasicas y sin clasificaciéon durante las 2 horas del estudio, estan

asociadas con menor sensibilidad a la insulina y disminucién de la funcién de las células

B.78
1.1.3.4 Dislipidemia

El SM, al igual que la obesidad, se caracteriza por presentar en una etapa temprana, valores
incrementados de TAG, AGL vy lipoproteinas de muy baja densidad (LDL) pequefias y
densas, asi como disminuidos los niveles de HDLc. La insulina media la accién antilipolitica
principalmente en tejido adiposo y la estimulacion de LPL en este tejido. De este modo, al
surgir R, el incremento de la lipolisis genera mas AGL vy ello a su vez disminuye el efecto
antilipolitico de la insulina. El exceso de AGL dentro de la célula incrementa metabolitos
como las ceramidas y los DAG. Estos metabolitos modifican las sefales correspondientes
a la unién insulina-receptor, que evita la migracion del GLUT 4 en miocitos y adipocitos. Esto
provoca de manera directa la disminucion de la captacion de glucosa mediada por insulina
y la acumulacion de TAG en musculos de fibra estriada y miocardio. En el higado, la
presencia de AGL hace que aumente la produccion de glucosa, TAG y se secreten
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL). Estos eventos contribuyen al cambio de patrén

en el resto de las lipoproteinas con una disminucion de las HDLc y aumento de las LDL.7®

Estos acontecimientos determinan que la hipertrigliceridemia, sea un marcador excelente
del cuadro de RI. La asociacion entre la hipertrofia del tejido adiposo, los lipidos circulantes
en plasmay la RI; sugiere que marcadores de inflamacion junto a la hiperlipidemia, pudieran

ser Utiles para determinar la instauracién, progresion y complicaciones del SM.
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1.1.3.5 Hipertension arterial

En individuos sanos la insulina es un vasodilatador que ejerce efectos secundarios en la
reabsorcion de sodio por el rindn. Cuando se desarrolla la Rl se pierde el efecto
vasodilatador de la insulina, pero se conserva el efecto renal en la reabsorcion de sodio.80
El estado de hiperinsulinemia intensifica la reabsorcion de sodio y aumente la actividad del
sistema nervioso simpatico, que contribuye a la hipertension. En el endotelio se origina un
desequilibrio entre la produccion de 6xido nitrico (NO) y la secrecion de endotelina, lo que

provoca que se incremente el efecto vasoconstrictor.8?

Los niveles elevados de insulina y la disminucion de la sensibilidad periférica de los tejidos
a la hormona también provocan incremento en la sintesis y recaptacion del acido urico (AU).
La hiperuricemia se asocia con la hipertension arterial, la DM, el SMy la ECV. Se considera
al AU como un factor de riesgo independiente para eventos cardiovasculares y un predictor
de la morbilidad y la mortalidad por estas enfermedades.8? Los niveles plasmaticos elevados
de AU se asocian con la produccion excesiva de EROs y la disminucion de la

biodisponibilidad del NO, lo que contribuye a la DE-2*

1.1.3.6 Disfuncion Endotelial

Los vasos sanguineos estan formados por una capa adventicia y una capa media de células
musculares lisas vasculares (CMLV) de potencia variable. En la parte mas interna se localiza
la capa intima formada por el endotelio de estructura variable segun el tipo de vaso (arterial
0 venoso, grandes vasos, medianos o la microvasculatura) y segun el territorio (cerrado,

continuo, discontinuo o fenestrado).83

Las células endoteliales forman una mono-capa continua, que tapiza la cara luminal interna
de las arterias, las venas, los capilares y los vasos linfaticos, con una estructura muy
organizada que asegura el acoplamiento funcional entre ellas. En el endotelio podemos
encontrar dos zonas especializadas, la apical o luminal y la basal. Estas zonas interaccionan
con las proteinas de la matriz extracelular (MEC) de la lamina basal a la que estan
firmemente adheridas y anclan las células al subendotelio. La MEC esta compuesta
fundamentalmente por glucoproteinas (laminina, fibronectina, vitronectina, trombospondina,

entactina, heparan sulfato y factor Von Willebrand, entre otros).8
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El endotelio vascular se considera un 6rgano perteneciente al sistema neuroendocrino
difuso. Libera sustancias paracrinas, autocrinas y endocrinas para contribuir al control de la
homeostasis vascular. De esta manera, el endotelio integro y funcional mantiene la interfase
no trombogénica sangre-tejido, la regulacion del tono vascular, el flujo sanguineo tisular y la

presion arterial .8

En condiciones como la obesidad y el SM, aparecen una serie de alteraciones en la
vasculatura que conducen al desarrollo de DE. Este estado se caracteriza por la pérdida de
la capacidad del endotelio de controlar la liberacidon de las sustancias que mantienen el
balance vasomotor y la homeostasis vascular. La DE se considera una de las primeras
manifestaciones de la ECV. Se caracteriza por un aumento de la permeabilidad del endotelio
que permite el paso, tanto de lipoproteinas modificadas, como de lipoproteinas pequenas y
densas. Otra consecuencia es la expresion de moléculas de adhesién en la superficie
endotelial con el consiguiente estimulo de la atraccion leucocitaria, elemento que conduce
al desarrollo de procesos inflamatorios y enfermedad vascular. A este estado se le conoce
como “activacién endotelial”’ y se le considera como la etapa temprana de las enfermedades

vasculares.86

Los estados metabdlicos como la obesidad y el SM que cursan con Rl e inflamacion,
promueven el dafo vascular por la pérdida del equilibrio entre la produccion de NO
vasodilatador y endotelina (ET-1) vasoconstrictora. Este desbalance se produce como
consecuencia de la inhibicién de la via metabdlica del PI3K en el endotelio (dependiente de
la fosforilacién de la tirosina en el IRS) y la sobre estimulacién de la via de crecimiento de
las MAP-K. Ademas, en este ambiente de inflamacion, primero local en los adipocitos y
después sistémica, la liberacion de citoquinas, como el TNF y la IL6, provoca la activacion
de vias de sefializacion celular que convergen en la activacion de genes proinflamatorios.
Esto provoca el incremento de la quimioatraccion, la adhesion, la sintesis de EROS vy el

consecuente dano en el endotelio.?4

El engrosamiento de la intima se presenta como un trastorno de la funcién endotelial sin
cambios morfolégicos manifiestos. Se caracteriza por una reactividad vascular alterada y
una disminucion de la sintesis de NO. A ello se une el depdsito de lipoproteinas procedentes

de la sangre, que se asocian a los proteoglicanos de la intima y sufren procesos oxidativos
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y de glucosilacién.85 La primera alteracion microscopica es la acumulacion focal en la intima
de células espumosas, macrofagos y CMLV cargadas de lipidos. Todo ello desencadena
una respuesta inflamatoria con una serie de procesos que van desde la expresion de
proteinas quimiotacticas, como MCP-1 y las VCAM-1, a la produccién de factores

proliferantes y de crecimiento, asi como a la agregacién plaquetaria.”

El consumo elevado de carbohidratos conduce al incremento cronico de los niveles
plasmaticos de glucosa y por tanto de insulina. Este desbalance tiene diferentes efectos
adversos entre los que se encuentran el aumento del EO, la DE y de la tensién arterial, las
alteraciones en el metabolismo lipoproteico y la respuesta inflamatoria en diferentes tejidos

de la economia.88

El EO induce a la DE debido a que la produccion excesiva de aniéon superoxido provoca la
inactivacion oxidativa del NO en la pared vascular. EI NO regula el tono vascular mediante
la activacion de la enzima guanilato ciclasa y el aumento del 3'5'-guanosin monofosfato e
inhibe la actividad plaquetaria, la adhesion de los leucocitos y la proliferacion de las células
del musculo liso en el endotelio. Una disminucién del NO lleva a la pérdida de sus funciones
homeostaticas en las células endoteliales, fendmeno que contribuye a la formacién de
trombos, espasmo vascular, crecimiento de la intima, inflamacion y ruptura de las placas de

ateroma.®®

El incremento de los AGL plasmaticos, que se produce por el consumo de dietas
hiperlipidicas e hiperglucidicas, también se asocia al desarrollo de la DE. Los AGL aumentan
la gluconeogénesis y la sobreproduccién de lipoproteinas VLDL a nivel hepatico, lo que
deriva en un aumento de lipoproteinas LDL pequefas y aterogénicas, disminucién de HDLc
e incremento de la resistencia a la insulina. Esto trae como consecuencia menor efecto
vasodilatador inducido por la insulina en el musculo esquelético. Ademas, se produce un

aumento en la produccién de fibrindégeno, lo que provoca mayor viscosidad sanguinea.®®

En el deterioro progresivo de la funcion del endotelio vascular se observan modificaciones
estructurales que se expresan a través de diferentes indicadores. Entre estos encontramos
la endotelemia que se reconoce como indicador indirecto del dafio del endotelio vascular.®?

Se han descrito otros marcadores como la hemoglobina glucosilada, que puede inducir la
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disminucion de la relajacion mediada por NO mediante la generacion de radicales
superoxido, la endotelina-1, que se relaciona con la aparicion de la hipertension, la
hiperhomocisteinemia, que produce un incremento del EO y los niveles elevados en sangre

del factor de von Willebrand, que también se asocian al desarrollo de la DE.92 93

El estudio de la asociacion entre los cambios estructurales en el endotelio vascular y los
parametros bioquimicos y antropométricos aun es insuficiente. Profundizar en esta relacién
pudiera ser util para identificar la DE en etapas tempranas del SM, donde este estado es

aun reversible.

1.1.4 Sindrome metabdlico, gestacion y anomalias congénitas

El embarazo se considera un SM transitorio. En el embarazo normal, hay un gasto cardiaco
aumentado, tendencia a la hipercoagulabilidad, aumento de marcadores de inflamacién y
después de la semana 20, resistencia a la insulina y dislipidemia.®* El crecimiento apropiado
del feto depende de determinantes genéticos normales, factores ambientales y nutrientes
aportados por la circulacion materna a través de la placenta. La alteracion de algunos de

ellos puede afectar el crecimiento normal del producto de la gestacion.®

El feto ajusta su desarrollo basado en el suministro de nutrientes aportados por la madre,
de acuerdo con la expectativa de nacer en un entorno que coincida con el que tenia en el
utero. Sin embargo, esta adaptacion puede colocar al individuo en riesgo de enfermedades
en el futuro. El entorno hiperglucémico o hiperinsulinémico intrauterino puede provocar
alteraciones epigenéticas que favorezcan la reprogramacién metabdlico fetal y expliquen el
posible mecanismo a través del cual un medio ambiente uterino adverso se traduce en

enfermedades tales como la obesidad y la diabetes en la descendencia.®

En mujeres con SM o algunos de sus componentes, el embarazo puede generar un
empeoramiento de la hiperglucemia, dislipidemiay de la hipertension arterial.% Por otro lado,
se sabe que mujeres que presentan aspectos del SM antes del embarazo, tales como
obesidad, hipertensién cronica, DM vy dislipidemia, tienen un elevado riesgo de disfuncion
placentaria, incluso, de muerte fetal®” Recientemente se comprobd en mujeres
embarazadas con normopeso, un incremento del riesgo cardiometabdlico a medida que

aumentaba el depdsito graso en el organismo.%
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Los trastornos metabdlicos repercuten sobre la salud materna y la descendencia. La
mortalidad perinatal, el bajo peso al nacer y el parto pre término, han sido extensamente
recogidos en numerosas investigaciones, que también coinciden en reconocer el incremento
del riesgo de padecer obesidad y enfermedades cardiometabdlicas en la etapa adulta en los

hijos de progenitores obesos.%

La obesidad Yy los trastornos metabdlicos, que se presentan previa a la gestacion, no solo
predisponen a la mujer a sufrir alteraciones organicas durante la etapa gestacional, también
se ha demostrado la elevada probabilidad de encontrar en su descendencia anomalias
congénitas.'% Padron-Aguilera et al.’® reportaron el sobrepeso materno como uno de los
factores de riesgo mas frecuente asociado a la deteccién de anomalias en la descendencia
de madres diabéticas o que desarrollaron DMG. Ferron et al.'%? sefialaron que la disfuncion
en la sefalizacion de la insulina dificulta en los osteoblastos el metabolismo de la glucosa
de una manera dependiente de la reabsorcién del hueso, tanto en ratones como en seres

humanos. Esto pudiera estar asociado a ausencia o defectos en estructuras 6seas.

El riesgo de anomalias congénitas en el embarazo de mujeres obesas o con SM, se
incrementa si ademas la progenitora es adolescente. Reportes indican que el 17,5 % de la
poblacion mundial tiene entre 10 y 19 afos de edad; de ellos, 10 % se embarazan, lo que
indica que aproximadamente, 16 millones de mujeres en estas edades tienen un
nacimiento.'% Las maternidad en la adolescencia se ha relacionado con incremento del
riesgo cardiovascular tanto en la madre como en el nifio.'% En los Ultimos afios
investigadores cubanos han abordado esta problematica a partir del reconocimiento que el
embarazo en la adolescencia es una de las causas principales de mortalidad infantil y

materna, y que la tasa de fecundidad en este grupo etario es de 51,5 x 1000 mujeres.105-107

Sin embargo, quedan muchas interrogantes referidas a la frecuencia de aparicién de las
anomalias congénitas en tejido blando y esquelético en descendientes de progenitores con
SM y la asociacion existente entre estas y la condicion parental. Las cifras alarmantes de la
presencia de SM en edades cada vez mas tempranas obligan al estudio, desde varias
aristas, del impacto de esta condicidn en la adolescencia. La repercusion del embarazo en

la adolescencia, fendmeno preocupante para las sociedades actuales, se agrava cuando
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los progenitores suman a la inmadurez organica y social los determinantes patologicos del
SM.

1.2 Biomodelos experimentales

1.2.1 Generalidades

Historicamente el empleo de animales de experimentacidén permite examinar, en un marco
de tiempo relativamente menor, las condiciones fisiopatologicas de la enfermedad humana.
Diversos modelos animales se utilizan, los cuales de manera espontanea o inducida pueden
desarrollar las enfermedades que vemos en el ser humano. Decenas de millones de
animales de laboratorio se emplean anualmente en todo el mundo para las investigaciones
biomédicas, medio ambientales y toxicolégicas. Dentro de los mas empleados se
encuentran los roedores especialmente la rata (Rattus norvegicus). Estos mamiferos
ademas de tener condiciones de manipulacion y alojamiento relativamente simples,
comparten gran similitud con la fisiologia y anatomia humana. Actualmente las ratas Wistar
y las Sprague-Dawley son las que mas se emplean en el mundo como animales de

laboratorio.108

El investigador puede seleccionar segun los objetivos de su investigacion, modelos
matematicos, fisicos o mecanicos. Entre los modelos fisicos se encuentran los biolégicos,
que se clasifican en celulares y tisulares, 6rganos aislados y animales completos. Al
seleccionar el modelo experimental se deben considerar los aspectos cientificos, practicos
y éticos. Los biomodelos mas documentados en la literatura son aquellos que implican el
uso del animal completo. En estos el investigador evallua un estado moérbido, ya sea
espontaneo o inducido, desde el punto de vista de sus condiciones fisiopatolégicas y de las
intervenciones dietéticas, farmacolégicas, ambientales u otras que ayuden a prevenir,

diagnosticar o tratar las enfermedades.%?

La medicina traslacional es un concepto que se desarrollé desde principios de siglo y que
representa un enfoque novedoso para que el paciente obtenga un beneficio en el menor
tiempo posible. De esta manera, se fomenta la investigacion multidireccional donde se

facilita la llegada de nuevas herramientas diagnésticas y terapéuticas generadas desde la
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ciencia basica a la clinica o de los hallazgos clinicos al conocimiento basico.'10
Precisamente, es en la experimentacion animal donde generalmente se prueban o refutan

las teorias sobre la prevencion, diagnostico y tratamiento de las enfermedades.'%?

Un aspecto importante es lograr que los biomodelos experimentales sean reproducibles. El
control de la mayoria de las variables involucradas es imprescindible para esto y el empleo
adecuado de grupos controles. Aunque numerosos autores y laboratorios reportan valores
anatomo-fisiolégicos normales, es necesario ser cauteloso en su empleo para la
comparacion. Se debe tener en cuenta la amplia variabilidad de estos parametros en
dependencia del sexo, edad, linea, condiciones de alojamiento, nutricion, técnicas analiticas

y equipamiento, protocolos de extraccion y conservacion de las muestras, entre otras.08

1.2.2 Sindrome metabdlico experimental inducido por dieta rica en
carbohidratos

El riesgo de desarrollar SM depende de la combinacion de factores genéticos y ambientales.
Esto determina que exista una amplia variedad de modelos animales, entre los que se
destacan los inducidos por la dieta o por agente quimicos, o la combinacién de ambos, asi
como modelos genéticos. Estos biomodelos estan enfocados en la reproduccion de sus
rasgos mas significativos, la hipertension, la diabetes y la obesidad.’'.112 Es dificil
desarrollar un SME que presente todos los signos de la enfermedad. Sin embargo, el
cumplimiento de los criterios diagndsticos aceptados por la OMS, IDF o NCEP pudiera

contribuir a validar la propuesta.

La grasa abdominal o visceral es una de las variables de mayor peso en el desarrollo del
SME. Junto a la RI constituye piedra angular en la etiopatogenia de este desbalance
metabdlico y presenta una elevada correlacion con la instauracion del sindrome.''3 Para
medirla se necesitan técnicas de imagenologia o medirla post-morten. Es l6gico pensar que
la deposicién grasa en la region abdominal se traducira en mayor cintura o circunferencia
abdominal tanto en humanos como en animales. Tres de los cinco criterios diagnosticos del
SM en el humano, definen que la circunferencia de la cintura alterada es un requisito

obligatorio para el diagndstico.''* Evaluar otros parametros accesibles, como lo es la
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circunferencia de la cintura, que se correlacionen con la grasa abdominal, contribuiria al

diagnéstico del SM tanto a nivel del laboratorio experimental como en la practica clinica.

La dieta juega un papel importante en el crecimiento y desarrollo. EI consumo sistematico
de alimentos enriquecidos con grasas saturadas o azucares simples puede provocar
incremento de la produccién y secrecién de insulina, aumento de la deposicion de lipidos en
el tejido adiposo y consecuentemente disminucion de la sensibilidad a la insulina e
intolerancia a la glucosa en los tejidos.'"® Durante los Ultimos afios del siglo pasado y los
transcurridos del presente se ha producido un aumento en la incidencia de la obesidad
proporcional al incremento en el consumo de carbohidratos, como la fructosa (CsH1206), en
la dieta. Trabajos recientes han demostrado los mismos dafios metabdlicos tanto con la

ingestion de fructosa como de sacarosa (C12H22011).116

Desde mediados de la década del 1970 pueden encontrarse trabajos que indican que el
consumo cronico de fructosa (como fructosa propiamente dicha o como sacarosa) induce
RI tanto en ratas normales como en ratas diabéticas.''” Estudios posteriores no solo han
confirmado la RI, también han demostrado un aumento de la presién arterial sistdlica,
conjuntamente con un incremento en los niveles de TAG, asi como un deterioro de la
produccién y secrecion de insulina. Este efecto se relaciona con la utilizacion hepatica de la
fructosa, ya que al aumentar la produccion de TAG a este nivel se produce resistencia
periférica a la insulina.’® La fructosa también carece de la capacidad para estimular la
secrecion de leptina '° y posee una alta capacidad de formar productos avanzados de

glicosilacién no enzimatica (AGESs), lo que aumenta la producciéon de EROs. 120

Es conocido que la fructosa que se absorbe a nivel intestinal llega rapidamente al higado.
En este 6rgano mas del 50 % de la fructosa ingerida se convierte en glucosa (CsH1206),
ademas de producirse lactato y acidos grasos. Durante su metabolismo, la fructosa evade
el paso limitante de la fosfofructoquinasa, lo que la hace una fuente no controlada de
sustrato de la lipogénesis hepatica. Ademas, la fructoquinasa presenta mayor afinidad por
la fructosa cuando se compara con la afinidad de la glucoquinasa por la glucosa. Esto
determina que una elevada proporcién de fructosa promueve una mayor generacion de
triosafosfatos, para activar la lipogénesis de novo, que una cantidad comparable de

glucosa.®
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En el higado, el exceso de fructosa produce tanto esteatosis microvesicular como
macrovesicular, fibrosis periportal e inflamacion lobular. En el rinidn hay dano tubular,
deposicion de colageno en el intersticio y aumento de la infiltracion de macrofagos junto con
la proliferacion e hiperplasia de los tubulos proximales renales. La administraciéon
prolongada de fructosa lleva a dilatacion ventricular, hipertrofia ventricular y disminucién de

la fuerza contractil del ventriculo e infiltracion de células inflamatorias en el corazén.64

Concentraciones bajas de fructosa no estimulan la secrecion de insulina en las células 3 del
pancreas, posiblemente debido a la ausencia, en estas células, del principal transportador
de fructosa (GLUTS5).12" Sin embargo, el consumo excesivo de fructosa provoca cambios en
el funcionamiento del pancreas y modifica tanto las células o como las (3. La presencia en
este tejido del GLUT 2, transportador para los dos monosacaridos glucosa y fructosa (Ku =
17 mM para la glucosa y Ku = 66 mM para la fructosa), explica que elevadas

concentraciones de fructosa estimulan la secrecion de insulina directamente.t4

Las dietas con elevados niveles de sacarosa (entre el 30 y el 60 %) incrementan la
lipogénesis hepatica y logran producir alteraciones semejantes al higado graso no
alcohdlico. 122,123 a magnitud de los cambios endocrinos inducidos por la ingesta de una DRS
depende del tiempo de administracion. Ratas adultas, alimentadas por un corto periodo de
tiempo (3-5 semanas) con una DRS, desarrollaron dislipidemia, incremento de triglicéridos

hepaticos y mayor secrecion hepatica de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL).123

En presencia de dislipidemia, los niveles plasmaticos de glucosa e insulina pueden
evolucionar desde normoglucemia e hiperinsulinemia luego de 3-5 semanas de dieta, a
moderada hiperglucemia y normoinsulinemia, luego de 15 semanas. Cuando el periodo de
alimentacion se extiende a 30 semanas se puede observar un estado estacionario de
hipertrigliceridemia y niveles incrementados de acidos grasos no esterificados plasmaticos
que se acompafian de hiperglucemia, Rl periférica mas marcada, sin cambios en los niveles
de insulina. Los animales alimentados con DRS por mas de 30 semanas también presentan

un ligero incremento de peso corporal y adiposidad visceral.!24

Los modelos de dietas ricas en carbohidratos brindan la posibilidad de administrar

soluciones edulcoradas, lo que simula el consumo de jugos y refrescos por la poblacién. De
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esta manera disminuye la sefal de saciedad que se presenta al masticar un alimento sdlido.
También se conoce que la respuesta secretora del pancreas es mayor en respuesta a un

alimento sélido o semisélido que en el caso de los liquidos.?°

La PTGO también se utiliza en la investigacion basica, aunque tiene limitaciones debido a
las diferencias entre las especies con respecto a la regulacién metabdlica. A diferencia de
la practica clinica, la PTGO en los modelos experimentales se utiliza, principalmente, para
el estudio de la homeostasis de la glucosa.'?® El area bajo la curva (ABC) se deriva de los
datos la glucemia plasmatica de la PTGO y se calcula por el método de los trapezoides.
Este parametro se correlaciona con el aumento de la glucosa en sangre durante la PTGO,

un mayor ABC se asocia, generalmente, a R|.1%6

Investigaciones recientes encontraron alteracion del patron de metilacion en el ADN
provocado por dietas ricas en carbohidratos.'27.128 Se reportan investigaciones clinicas en
embarazadas que sugieren que estas dietas pueden alterar la reprogramacion fetal y
provocar que la descendencia tuviese mayor riesgo de desarrollar sobrepeso, obesidad y
DM2 al llegar a la adolescencia.'?® Intervenciones nutricionales realizadas en modelos
animales muestran que dietas maternas restrictivas en proteinas y otras ricas en grasa,
causaron cambios en los patrones epigenéticos que determinaron cambios fenotipicos en
la descendencia. 30131 Sin embargo, no se encuentran en la literatura estudios similares en
animales de laboratorio que evaluen el impacto en la descendencia de dietas maternas ricas

en carbohidratos.

1.2.3 Etapas del desarrollo prenatal y postnatal en animales de laboratorio

El uso extendido de los animales de laboratorio en las investigaciones biomédicas,
principalmente de los roedores, lleva a la busqueda de variantes para extrapolar la edad del
modelo biolégico con la humana. Los roedores no son humanos en miniatura, las diferencias
en su anatomia, fisiologia y procesos del desarrollo, deben tenerse en cuenta al analizar los
resultados, principalmente cuando la edad es un factor crucial.'3? La tendencia es al empleo
de estos modelos en estudios toxicoldgicos, farmacologicos y biomédicos, en la etapa que
abarca entre las 6 y 12 semanas de vida, donde el animal ya ha alcanzado la madurez

sexual.108,133
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La etapa prenatal de los roedores se extiende aproximadamente por 21 dias. Esta etapa de
gestacion al igual que en el ser humano, presenta varias fases y es el periodo donde ocurre
la organogénesis (del sexto al décimo quinto dia de la gestacion) y por tanto, el mas
susceptible a sufrir dafios por un agente externo.’3? Al igual que en la mujer gestante la
exposicion del embridn del roedor a un ambiente nocivo, como pudiera ser el provocado por

una ingesta elevada en sacarosa, provocaria alteraciones en el fruto de la concepcion.

Diversos estudios han tratado de extrapolar de varias maneras la edad de los roedores con
la humana. Por ejemplo, la asociacién que existe entre las curvas de desarrollo de los
roedores y el peso del lente de sus 0jos,'3! el crecimiento de los dientes molares, 34 el cierre
epifisario de los huesos largos,'3% entre otros. Sin embargo, la correlacién lineal entre la
edad del roedor y el humano no es correcta, puesto que se ha determinado que el ritmo de

crecimiento del roedor no es exactamente igual en cada etapa de su desarrollo.

Las ratas y ratones tienen una breve y acelerada infancia con respecto a los humanos. Los
roedores se destetan a las 3 semanas de vida y a partir de ahi comienzan a experimentar
la maduracion sexual. En esta primera fase un afio humano equivale a 42,2 dias del

roedor.136

La segunda etapa en el ciclo de vida del roedor es la pubertad o preadolescencia. En esta
etapa las células germinales pueden liberarse y los animales reproducirse. Las ratas se
desarrollan rapidamente durante la infancia y se vuelven maduras sexualmente entre las 6
y 7 semanas de edad, aproximadamente. En cambio, los humanos se desarrollan
lentamente y no alcanzan la pubertad hasta aproximadamente los 11 o0 12 afos. Esta y la
etapa siguiente correspondiente a la adolescencia, son las etapas del desarrollo donde mas
se emplean a los roedores en las investigaciones biomédicas.'37.138 En esta fase un afio

humano equivale a 3,3 dias del animal.’3°

La etapa de la adolescencia en los roedores, al igual que en los humanos comienza desde
la pubertad y coincide con la transicion a la adultez. Esta etapa se caracteriza por la
intrepidez en el comportamiento y el intercambio social. Marcar el fin de esta etapa y el

comienzo de la adultez en la rata no es facil. El peso corporal solamente puede ser un
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marcador aproximado de la edad; incluso se pueden encontrar animales con pesos similares

que difieran hasta tres semanas de edad.36

En el humano la madurez musculo esquelético esta marcada por el cierre de la epifisis de
los huesos largos. Sin embargo, en la rata esto esta determinado por la detencion del
crecimiento del esqueleto, lo cual ocurre aproximadamente entre el séptimo y octavo mes
de vida.’#0 Todos estos elementos ayudaron a inferir que en esta fase del desarrollo, 10,5
dias del animal equivalen a un afo en la vida del ser humano.'3® Todos estos elementos
permiten inferir que la madurez social de los roedores se alcanza aproximadamente a los

seis meses de vida y coincide segun Sengupta et. al *2 con 18 afos en el ser humano.

La adultez en los roedores se prolonga hasta los 20 meses aproximadamente, donde
comienza el envejecimiento reproductivo en las hembras. Estos elementos permiten inferir
que en esta etapa del ciclo vital 11,8 dias de vida del roedor equivalen a un afo en la vida
humana.'36 Los roedores pueden vivir como promedio 17 meses después del periodo senil
y hasta la muerte; lo que hace un total aproximado de 3 afios. Por lo que se infiere que 17,1
dias en la vida del roedor equivalen a un afio de la vida humana en esta ultima fase de su

ciclo vital.132

Conclusiones parciales
1- El diagnostico del SM, sobre todo en la edad pediatrica, constituye uno de los retos a
los que se enfrenta la comunidad médica.

2- Lainflamacion se relaciona con la etiopatogenia del SM, su evaluacion pudiera contribuir

a definir la instauracion de esta alteracion metabdlica.

3- Existe insuficiente informacion sobre anomalias congénitas en tejido blando y

esquelético en descendientes de progenitores obesos o con SM.

4- La mayoria de los modelos biolégicos que se reportan para el estudio del SM utilizan al
animal maduro sexualmente y no tienen en cuenta la etapa fetal de induccion ni la edad

del biomodelo extrapolable al ser humano.
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Cambios morfofuncionales en un biomodelo experimental de sindrome metabélico en diferentes etapas del desarrollo

CAPITULO 2. MATERIALES Y METODOS

El presente capitulo describe los métodos, técnicas y procedimientos que se utilizaron en la
investigacion para lograr la reproducibilidad de las condiciones de experimentacion. Aborda
los detalles del disefio experimental, la seleccion y operacionalizacion de las variables para
cada ensayo biolégico propuesto, asi como el empleo del método estadistico para el

procesamiento, analisis e interpretacion de los resultados.

2.1 Aspectos Generales

Se desarrollé una investigacion experimental, longitudinal y prospectiva para evaluar los
cambios morfofuncionales en un biomodelo de sindrome metabdlico en ratas Wistar en
etapas tempranas de su desarrollo. ElI biomodelo de sindrome metabdlico se obtuvo por
suministro de sacarosa al 35 % a ratas Wistar gestadas y durante la lactancia materna.
Posterior al destete, se les suministro a sus crias la DRS diariamente y como agua de bebida

hasta las 18 0 22 semanas de vida, segun el experimento y sus objetivos (cuadro 3).

El biomodelo experimental se estudié desde el punto de vista somatico, analitico e histo-
patoldgico. La definicion operacional de las variables de estudio se detalla en el anexo 1.
Los estudios in vivo se realizaron en la Unidad de Toxicologia Experimental (UTEX)
perteneciente a la Universidad de Ciencias Médicas de Villa Clara (UCM-VC). Los
parametros analiticos e histologicos se determinaron con la colaboracion de los hospitales
clinico-quirurgico-docente “Arnaldo Milian Castro” y el pediatrico “José Luis Miranda”, asi

como con la Unidad de Investigaciones Biomédicas de la UCM-VC.
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DRS ---18 SEMANAS DRS ---20 SEMANAS | DRS ---22 SEMANAS
Parametros Parametros
somatomeétricos somatomeétricos

§X3PERIMENTO Parametros %PER'MENTO Pardmetros analiticos
=10 analiticos ;9
B Sexo mas ) Pardmetros histologicos
eficiente para Seleccion criterio
desarrolloSM diagnostico
Parametros
somatomeétricos y
analiticos
EXPERIMENTO EXPERIMENTO
CRUZAMIENTO ENTRE 25 Pardmetros de 25 Diagnosticode SMsegin
BIOMODELOS CON SM inflamacion (MPOy criterio declaradoen2.4
Gestacion n=10 C3,C4) n=10
. Parametros Parametros de
Lactacion somatométricos inflamacion (MPO'y C3,
42 dias deprogenitoras C4)
EXPERIMENTO  Atteraciones Parametros
27 externas, seay somatométricos y
detejido blando analiticos
n=10 defetos
Parametros Diagnosticode SMsegin
EXPERIMENTO  histologicosdeDE | EXPERIMENTO  criterio declarado en 2.4
26 enaorta 26
n=10 Parametros n=10 Parametros histologicos
morfométricos de DE deDE en aorta
enaorta
Parametros
morfométricos de DE en
aorta

Cuadro 3. Disefio general de la investigacion. DRS: Dieta Rica en Sacarosa. SM: sindrome metabolico. MPO:
mieloperoxidasa, C3 y C4: fracciones del complemento, DE: disfunciéon endotelial. Experimento 2.3:
Establecimiento de un biomodelo de SME inducido por dieta rica en sacarosa (DRS) en ratas desde la etapa
intrauterina hasta las 18 semanas. Experimento 2.4: Evaluacién de parametros somatométricos, analiticos e
histolégicos en un biomodelo de SME inducido por DRS en ratas desde la etapa intrauterina hasta las 22
semanas. Experimento 2.5: Determinacién de parametros de inflamacion en un SME inducido por DRS en
ratas Wistar. Experimento 2.6: Determinacion de marcadores de disfuncién endotelial en aorta abdominal en
un biomodelo de SME inducido por DRS en ratas Wistar. Experimento 2.7: Determinacion de las alteraciones
morfolégicas en descendientes de progenitores con SME inducido por DRS.
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2.2 Modelos biolégicos

Se utilizaron como animales de laboratorio Rattus norvegicus (linea Wistar) de ambos
sexos, aptas para la reproduccion y procedentes del Centro Nacional para la Produccion de
Animales de Laboratorio (Cenpalab), con un peso entre 180 y 200 g, acompafnados del
correspondiente certificado de calidad genética e higiénico-sanitario (anexo 2). El estado de
salud general de la colonia a su llegada y durante la etapa de cuarentena se corroboré por
inspeccion clinica y analisis de los parametros quimicos y hematolégicos del 10 % de los
animales, segun se describe en los procedimientos normalizados de operacion (PNO) de la
UTEX (anexo 3). Al terminar el periodo de cuarentena (7 dias), los animales se identificaron

por el método de ponche en la oreja.

Cuidado y mantenimiento: Los animales se mantuvieron en condiciones libres de
patégenos especificos con acceso ad libitum al agua apta para el consumo humano y al
pienso convencional, proveniente del Cenpalab (ver en anexo 4 Certificados de autorizo de
alimento animal). Se mantuvieron bajo un fotoperiodo de 12 horas de luz y 12 horas de
oscuridad y una temperatura de 22 £ 2 °C. La higiene del recinto primario (cajas de
alojamiento), del recinto secundario (cubiculo de experimentacion) y de los utensilios
utilizados en la experimentacion, se cumplimenté en dias alternos (anexo 3 listado de los
PNO ejecutados para garantizar el bienestar de los biomodelos y la ejecucién de los

procedimientos ya estandarizados de registro de variables en la experimentaciéon animal).

Conformacion de los grupos experimentales: Los grupos experimentales se
conformaron mediante aleatorizacidén y se alojaron en cajas T-4 de Makrolén, con fondo y
tapa de rejilla, identificadas con los datos: grupo experimental, cédigo de identificacién y

numero total de animales alojados, sexo y fecha de nacimiento.

En cada uno de los estudios se realiz6 el apareamiento a razén de dos hembras por macho.
La deteccion del dia cero de la gestacion fue realizada por frotis del contenido vaginal al dia
siguiente del apareamiento, segun lo establecido por la literatura’' y descrito en el
PNO/REP/014. Confirmacion del dia cero de la preiez, estandarizado en la UTEX. Para el
desarrollo del SM las crias se sometieron indirectamente a la dieta hiperglucidica, por

ingestion de sacarosa de sus madres, en la etapa intrauterina y la lactancia materna.
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Posterior al destete se agruparon por sexos a razén de 10 animales por caja y se les
suministré diariamente como agua de bebida, la DRS a las crias hasta las 18 0 22 semanas

postnatales.

Aspectos éticos: Los protocolos experimentales se evaluaron y aprobaron por el Comité
de Etica para la Investigacion de la UTEX (anexo 5), segun las guias para la investigacion

Animal Research: Reporting of in Vivo Experiments (ARRIVE)'42 y el Decreto-Ley No. 31 de

Bienestar Animal de la Republica de Cuba.’? Los animales se sacrificaron una vez

concluido el estudio por sobre dosis de anestésico y posterior dislocacion cervical.'44

2.3 Establecimiento de un biomodelo de sindrome metabdlico por
induccion de una dieta rica en sacarosa en ratas Wistar desde la
etapa intrauterina hasta las 18 semanas

2.3.1 Induccioén del biomodelo

Para el estudio se utilizaron los neonatos resultantes del cruzamiento de ratas sanas
procedentes del Cenpalab. Se conformaron dos grupos experimentales por sexo de 10
animales cada uno (control Sanos y grupo de SME). Las ratas progenitoras, cuyas crias
conformaron el grupo SME, recibieron solucion de sacarosa ad libitum al 35 % durante 42
dias, periodo que coincidié con la gestacion y la lactancia materna.’4® Durante este periodo
se tomaron las precauciones necesarias para evitar que los neonatos, sobre todo en la
tercera semana de lactacion, pudieran ingerir la solucién de sacarosa de los biberones.
Posterior al destete, los neonatos recibieron la solucion de sacarosa al 35 % hasta las 18
semanas de vida, edad extrapolable aproximadamente a los 16 afios en el ser humano.'32
Las ratas progenitoras cuyas crias conformaron el grupo Sanos y sus neonatos solo

consumieron dieta convencional.

La DRS se suministré diariamente como agua de bebida entre las 07:00 y las 09:00 horas.
La experiencia acumulada en estudios pilotos previos determind, que el consumo de los
neonatos después del destete se elevara a 10 mL de la solucién de sacarosa por animal,
hasta el primer mes de vida aproximadamente. Durante el resto del estudio se elevo el

consumo a 15 mL de sacarosa por animal. En ambos casos, el volumen de la solucion de
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sacarosa permitio que el animal tuviera aproximadamente el 50 % de las necesidades de
liquido cubiertas.’6 Una vez que las ratas consumieron la solucion se les colocd agua y la

dieta estandar para la especie.

Los parametros registrados en cada caso se compararon entre los grupos control Sanos y
de induccién del SME. Una diferencia significativa, de al menos tres de los parametros
correspondientes al criterio diagndstico mas empleado en la practica clinica (NCEP-ATP
[11)3¢ y evaluados en el modelo experimental, fueron suficientes para determinar el
establecimiento del modelo de SME. Adicionalmente, se comprobo si los valores de los
parametros en los grupos sanos se encontraban fuera del rango de los valores fisiologicos

reportados para la especie segun sexo y edad (anexo 6).

2.3.2 Parametros somatomeétricos

Todas las mediciones se realizaron por una misma persona y el mismo dia de la semana.
Las variables que se registraron fueron: peso corporal (PC), circunferencia abdominal (CA)

y peso de la grasa abdominal (GAb), esta ultima post-morten.

2.3.3 Parametros analiticos
2.3.3.1 Bioquimicos

Las muestras sanguineas se obtuvieron al finalizar el estudio, previo a un ayuno de 12 horas.
El método de puncidn en los senos retroorbitales se empled para la toma de muestras con
el animal anestesiado por inhalaciéon de éter etilico. Se utilizé el suero obtenido por

centrifugacion a 3000 rpm durante 10 min.

Se cuantificaron: glucemia en ayunas, colesterol total, TAG, VLDL, HDLc, proteinas totales,
creatinina, albumina, acido urico, insulina, transaminasas glutamico piravica (TGP) y
glutdmico oxalacética (TGO). Todas las determinaciones se realizaron en autoanalizador
Hitachi (Roche Diagnostic, Tokio, Japdén). Las muestras de orina, para la determinacion de
micro-albuminuria por el método de aglutinacion con latex, se recolectaron en cajas
metabdlicas durante 24 horas. Para esto, los modelos biolégicos se alojaron individualmente

alas 15y 18 semanas postnatales.

35



CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS

2.3.3.2 Hematolégicos

Las muestras sanguineas fueron obtenidas segun se detallé en el acapite anterior bajo las
mismas condiciones. En lugar de suero se utilizé plasma y como anticoagulante heparina.
Se determinaron la hemoglobina y plaquetas y de la serie blanca los leucocitos, los

segmentados y los linfocitos.

2.3.3.3 Control glucémico

La PTGO se realizd a las 18 semanas postnatales, 72 horas previas a las determinaciones
descritas en 2.3.3.1 y 2.3.3.2. El resto de los parametros correspondientes al control
glucémico se evaluaron a la edad del destete (3 semanas), a las 15 y a las 18 semanas
postnatales.

La PTGO se efectu6 por administracién oral de solucion de glucosa (2 g/Kg de PC) a razén
de 10 mL/Kg con canula esofagica.'¥” La toma de muestra para la PTGO se realizdé por
puncién en la cola del animal con lanceta estéril y posterior lectura de la glucemia en
glucometro Sumasensor (Cuba). Se efectud en tres momentos: ayunas (0 min), a los 30 min
y a los 120 min. Los animales se sometieron a un ayuno previo de 18 horas para alcanzar

una mayor respuesta glucémica postprandial.’48

Para el estudio de la insulinemia y el resto de los indicadores de control glucémico, las
muestras fueron obtenidas previo ayuno de 12 horas, por el método de puncién en los senos
retroorbitales segun procedimiento estandarizado en la UTEX (PNO/ANI/0016. Método de
extraccion de sangre por senos orbitales). La insulinemia se determiné por la técnica de
radioinmunoensayo (RIA), la Rl y el porcentaje de células B funcionales (FCB) se

determinaron segun HOMA (Homeostasis Model Assessment).’4® También se determiné el

indice glucosa-triacilglicéridos (IGTAG).150 Las muestras para determinar la glucemia y los
TAG, que se emplean para el calculo de los indices de control glucémico, se obtuvieron y

procesaron segun lo descrito en 2.3.3.1.

El establecimiento del modelo se demostré por cumplir con los criterios diagndsticos
declarados por NCEP-ATP 11136 aunque teniendo en cuenta la comparacién entre el grupo

Sanos y el de induccién del SME. La obesidad central se determin6 por presentar cada
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grupo experimental valores mayores de CA con respecto al grupo Sanos del mismo sexo,

de igual manera se procedio con los TAG y la glucemia en ayunas.

2.3.4 Seleccion del sexo que mejor desarrollé el biomodelo

Después de comprobar el establecimiento del modelo de SME se procedio a seleccionar el
sexo que desarrollé las alteraciones morfofuncionales en mayor grado. Se selecciond la
media como estadigrafo de tendencia central para comparar, con el empleo del test T de
Student, la diferencia de los parametros con distribucién normal entre los grupos que se les
provoco el SME vy los respectivos grupos sanos del mismo sexo. Se seleccioné el sexo que
supero en mayor cantidad de parametros, la diferencia de las medias con su control sano

respectivo.

Adicionalmente se verifico que existieran signos de RI o pobre control glucémico. El empleo
de este procedimiento permitié determinar el sexo que manifesté en mayor magnitud la
modificacion del estado metabdlico por administracion cronica con la DRS hasta las 18

semanas de vida.

2.4 Determinacion de parametros somatomeétricos, analiticos e histo-
patolégicos en un biomodelo de sindrome metabdlico inducido por
dieta rica en sacarosa en ratas Wistar desde la etapa intrauterina
hasta las 22 semanas

2.4.1 Induccion del biomodelo

Se procedi6 de manera similar al acapite 2.3.1 con la diferencia que solo fueron
seleccionados neonatos del sexo que mejor desarroll6 el biomodelo del SM (acapite 2.3.4).
Los neonatos estuvieron en contacto indirecto con la solucion rica en sacarosa, en la etapa
intrauterina y durante la lactancia materna. Posteriormente, se les suministr6 como agua de
bebida la DRS hasta las 22 semanas de vida, edad extrapolable a los 19 afios del ser
humano.'32 La muestra la conformaron 40 neonatos resultado del cruzamiento de ratas
Wistar sanas procedentes del Cenpalab. Se formaron dos grupos experimentales de 20
animales cada uno: induccién del SME y control Sanos. Los animales consumieron 10 mL

de solucién de sacarosa al 35 % como promedio por animal, hasta el primer mes de vida
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después del destete y después se elevo a un promedio de 15 mL por animal hasta finalizar
el estudio.

Para verificar la reproducibilidad del biomodelo, a las 18 semanas postnatales se
determinaron, en ambos grupos, los parametros glucemia, TAG y CA. La observancia de
valores superiores de estos parametros en el grupo de SME, comparados al grupo Sanos,

confirmd la correcta instauracién y desarrollo del biomodelo.

2.4.2 Parametros somatomeétricos
2.4.2.1 In vivo

Se siguio el procedimiento ya descrito en el acapite 2.3.2 para el peso corporal y la
circunferencia abdominal. Ademas, se registraron los parametros: longitud cabeza-cola
(LCC), indice de masa corporal (IMC), presion arterial sistélica (PAS) y diastolica (PAD). La
presion arterial fue registrada con un equipo para medir presién arterial en roedores marca
CODA-UEA. El dia previo al registro, los animales tuvieron una sesion de entrenamiento

para disminuir el posible estrés producto de la manipulacién y aplicacion de la técnica.

2.4.2.2 Post-morten

Después de aplicada la eutanasia, la cavidad abdominal fue abierta en la linea media desde
la pelvis y hasta el apéndice xifoide. Se extrajeron y pesaron la grasa abdominal, el corazén,
el higado y el rifidn.

2.4.3 Parametros analiticos
2.4.3.1 Bioquimicos

Se obtuvieron muestras sanguineas a la semana 22 de vida de los animales para comparar
las variables de estudio del grupo Sanos y de induccién del SME. Se procedié de igual forma
a lo descrito en el acapite 2.3.3.1 para determinar la glucemia en ayunas, colesterol total,

TAG, VLDL, proteinas totales, globulinas, albumina, TGP, creatinina, acido urico e insulina.
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2.4.3.2 Control glucémico

Las condiciones de ejecucion de la PTGO fueron similares a las descrita en el acapite
2.3.3.3. La toma de muestras para este estudio se efectu6 en ayunas y a los 30, 60, 90 y
120 min postcarga de la solucion glucidica. Las muestras se obtuvieron por puncién en la
cola del modelo animal con lanceta estéril y la glucemia se determind con glucometro

Sumasensor (Cuba). Ademas, se determinoé el ABC por el método de los trapecios. 5!

La insulinemia, los indices HOMA-IR, HOMA-FCB e IGTAG se determinaron 72 horas
posterior a la ejecucion de la PTGO. Los valores de la glucemia y los TAG para el calculo
de los indices de control glucémico, coincidieron con los obtenidos segun lo descrito en el
acapite 2.4.3.1.

2.4.4 Parametros anatomo-histopatolégicos

La observacién macroscopica de la cavidad toraco-abdominal se realizé para cada animal
segun lo descrito en los PNO estandarizados en la UTEX (anexo 3) y la bibliografia
consultada.’®? Se registré todo hallazgo alejado del comportamiento normal; cambio de

coloracion en tejidos, presencia de grasa en exceso, de tumoracion, etc.

Los drganos y estructuras a estudiar desde el punto de vista anatomo-histopatolégico
fueron: higado, rifiidn, corazon, tejido adiposo y pancreas. Las muestras de tejido se tomaron
inmediatamente después de la eutanasia y se conservaron en formol al 10 % durante 24
horas. Todas se procesaron por la técnica clasica de inclusion en parafina y las laminas se
tineron con hematoxilina y eosina.’®2La observacion microscopica de las laminas se capturé
en imagenes (microscopio OPTECH con camara digital Cannon Power Shot G11 acoplada)
para identificar los cambios grasos en los tejidos, necrosis, inflamacion, atrofia e hipertrofia

de células.

2.4.5 Determinacion de un criterio diagnéstico para el sindrome
metabdlico experimental

Previamente se verific el establecimiento del modelo segun se describié en acapite 2.3.3.

En este caso, se tuvo en cuenta la presion arterial (sistélica y diastdlica), ademas de la
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circunferencia abdominal, la glucemia en ayunas y los TAG. La alteracion de al menos tres

de estos criterios, fue suficiente para demostrar el establecimiento del biomodelo de SM.36

Partiendo de la premisa del papel central de la grasa abdominal en la etiopatogenia del SM
y de la dificultad para medirla sin ayuda de técnicas imagenolégicas en el modelo vivo, se
determiné a partir del analisis de los parametros asociados a la grasa abdominal, aquellos
que podian ser utilizados como criterio diagnostico del SME. El primer paso consistio en la
seleccion de los parametros que podian potencialmente formar parte de la propuesta del
nuevo criterio diagnédstico. Los requisitos establecidos para la seleccion de estos parametros
tuvieron en cuenta que el registro de los valores no implico el sacrificio del animal y que
hubo diferencias significativas entre los grupos Sanos y SME. De manera particular, se
excluyeron los parametros que no presentaron correlacién positiva con el parametro grasa
abdominal (p > 0,05).

Seguidamente, se clasificaron cada uno de los casos o factores, correspondientes a cada
parametro seleccionado como posibles factores influyentes en el SME. Para lograrlo, se
calculé en cada grupo los intervalos de confianza (95 %) para cada parametro. Como
posibles factores influyentes se tomaron aquellos cuyos valores fueron mayores o iguales
que el limite inferior del intervalo de confianza determinado. Los posibles factores influyentes
se re-codificaron con el valor 1 y en caso contrario se otorgo 0. De esta manera se construyo

una base de datos binarios basada en los parametros previamente seleccionados.

A continuacién, se aplicé para cada parametro seleccionado y de manera independiente la
regresion logistica binaria. Seguidamente se determindé cuales de los parametros,
seleccionados en el paso anterior, eran influyentes en el SME. Se consideré como variable
respuesta la correspondiente a la asignacion previa de los dos grupos experimentales. En
este caso esa variable tomo valor 1 si el factor originalmente provenia del grupo de SME y
0 en caso contrario. Los parametros cuyos modelos de regresidon registraron valores
positivos en su coeficiente y a < 0,05, se clasificaron como factores influyentes y de riesgo.
Solo estos parametros fueron seleccionados para obtener nuevos modelos de regresion

logistica binaria con las diferentes combinaciones posibles entre ellos.
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Para el nuevo criterio diagndstico del SME se seleccionaron los parametros incluidos en el
mejor modelo de regresion logistica que se generd con mayor capacidad diagndstica. El
modelo que alcanzé los mayores indicadores de especificidad, sensibilidad, porcentaje de
valores predictivos positivos (VPP) y negativos (VPN), permitié seleccionar los parametros
que mayor capacidad diagndstica tuvieron del SME.'%3 Los puntos de corte coincidieron con
el limite inferior del intervalo de confianza calculado para dichos parametros en el grupo de
SME.

2.5 Determinacién de parametros de inflamacién en un sindrome
metabdlico inducido por dieta rica en sacarosa en ratas Wistar

2.5.1 Induccioén del biomodelo

El SME se obtuvo segun lo descrito en el acapite 2.4.1. Se conformaron dos grupos
experimentales (Sanos y SME) de n=10 cada uno, resultado del cruzamiento de ratas Wistar
sanas procedentes del Cenpalab. A las 22 semanas de vida postnatal de los biomodelos,
se determinaron los parametros somatométricos y analiticos que fueron seleccionados para
la propuesta del nuevo criterio diagndstico y se incluyé al peso corporal. Ademas, se verificd
el desarrollo del SME a las 22 semanas de vida con el empleo del nuevo criterio diagnéstico

obtenido segun el acapite 2.4.6.

2.5.2 Determinacion de parametros de inflamacion en biomodelo de
sindrome metabdlico experimental

A las 20 y 22 semanas de vida de los biomodelos se efectu6 la determinacion de los
parametros actividad de la MPO y concentracion de las fracciones del complemento C3 y
C4, para comparar la instauracion y evolucién de los parametros de inflamacion en el modelo
de SME.

Actividad de la mieloperoxidasa: se determin6 en suero a 25 °C por el método descrito
por Graff et al'>*y adaptado por Prada-Santana et al.'®® Se usé como sustrato el peréxido
de hidrégeno (H202) y la reaccion se siguio por el aumento de la absorbancia a 460 nm

debido a la oxidacion de la ortodianisidina (anexo 7).
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Concentraciones de las fracciones del complemento C3 y C4: se determinaron por un
método inmunoturbidimétrico’® suministrado por la firma Roche. Se utilizd un
autoanalizador quimico Roche/Hitachi—Cobas ¢311. Las muestras de sangre se obtuvieron
por el plexo ocular y se procesaron para obtener el plasma por centrifugacion a 3000 rpm

durante 10 min. Se utilizé como anticoagulante el EDTA-K.

Al finalizar el estudio, para evaluar el grado de asociacion entre los parametros de
inflamacién estudiados y los parametros somatomeétricos y analiticos registrados se

determinaron los coeficientes de correlacion.

2.6 Determinacion de parametros de disfuncion endotelial en aorta
abdominal en sindrome metabdlico inducido por dieta rica en
sacarosa en ratas Wistar

2.6.1 Induccion del biomodelo

Se obtuvo el SME de manera similar al descrito en el acapite 2.4.1. Una vez destetados los
neonatos se conformaron 4 grupos experimentales de n=10 cada uno. De estos grupos, dos
fueron de los animales a los que se les indujo el SME desde la vida intrauterina y hasta las
20 y 22 semanas de vida. Los restantes fueron controles (sin induccion del SME) con 20 y

22 semanas de vida extrauterina.

De manera similar al 2.5.1, se determinaron a las 22 semanas los parametros
somatométricos y analiticos que fueron seleccionados para la propuesta del nuevo criterio
diagnéstico y se incluyo al peso corporal. Ademas, se verifico el desarrollo de SME a las 22
semanas con el empleo del nuevo criterio diagndstico obtenido segun el acapite 2.4.6. La
presencia y evolucion de la DE en aorta abdominal se verificd por comparacion de
parametros histo-morfométricos de 10 animales con SME sacrificados a las 20 semanas
postnatales y otros 10 a las 22 semanas postnatales. De igual manera se procedié con el

grupo Sanos.

2.6.2 Estudio de parametros histo-morfométricos de disfuncién endotelial
en aorta abdominal
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2.6.2.1 Registro de parametros histologicos

Segmentos de aortas abdominales de 1,0 cm de largo se extrajeron por cada animal y se
incluyeron en parafina. Se obtuvieron cortes histoldgicos de 3,0 um de grosor y se tifieron
con hematoxilina-eosina (H/E) y las técnicas especiales de van Gieson para colageno y
Verhoeff para fibras elasticas.'®? La observacion histolégica de los fragmentos de aorta se
efectué con microscopio optico binocular OPTECH; ocular 10x y objetivo 4x, 10x y 40x. Con
una camara digital Cannon Power Shot G11, acoplada a dicho microscopio se efectud la
captacién de imagenes. La observacion se dirigio a identificar la presencia de dafo tisular
en cada una de las capas de la pared arterial. Los parametros evaluados fueron tumefaccion
de las células endoteliales y de las células musculares lisas, denudacion del endotelio,
proliferacion subendotelial, integridad de la lamina elastica interna y organizacion de las

fibras elasticas de la capa media.

2.6.2.2 Registro de parametros morfométricos

Para el analisis morfométrico del dafio en fragmentos de aorta se realizé la digitalizacion de
las observaciones en formato JPG, para su posterior examen con el uso del programa
Imagen J version 1.44p/Java1.6.0_24. Los parametros morfométricos fueron: grosor de la
tunica media o pared del vaso (um), area de la luz o lumen del vaso (mm?2), area total del

vaso (mm?) y area de la tunica media vascular o pared del vaso (mm?2).

2.7 Identificacion de anomalias morfolégicas en descendientes de
progenitores con sindrome metabdlico inducido por dieta rica en
sacarosa

2.7.1 Cruzamiento de animales con sindrome metabdlico experimental,
gestacion y cesarea

Se aparearon dos hembras y un macho de 18 semanas con SM inducido segun descrito en
el acapite 2.3.1. De igual manera se procedié para el grupo Sanas. Previamente, el
establecimiento del biomodelo se corrobord por cumplir con al menos tres de los criterios
diagnésticos segiin NCEP-ATP 111.38 El apareamiento sin vinculo de parentesco en primer

grado se garantizd por el cumplimiento estricto del PNO estandarizado en la UTEX, que
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describe el cruzamiento entre colonias diferentes sin vinculo genealogico (PNO/REP/013.
Apareamiento de las diferentes especies). De esta forma se minimiza el sesgo en el

desarrollo de anomalias congénitas.

Diariamente, entre las 06:00 y las 07:00 horas, se monitorizé el introito vaginal de las ratas.
La presencia de espermatozoides en el contenido vaginal por inspeccién en microscopio
estéreo (MGC-1-Russia) indicé el dia cero de gestacion (PNO/REP/014. Confirmacién del
dia cero de la prefez). El procedimiento se repiti6 hasta completar dos grupos
experimentales de 10 ratas gestadas cada uno; un grupo de progenitoras con SME y el otro
de progenitoras sanas. Una vez confirmada la prefiez, las ratas fueron alojadas en cajas
individuales con cambio de viruta de pino en dias alternos (PNO/ANI/0004. Condiciones de
alojamiento para los animales de laboratorio). Durante la gestacion, las ratas del grupo SME
consumieron 15 mL de DRS al 35 % como agua de bebida en el horario desde las 07:00

hasta las 09:00 horas. Seguidamente se les coloco agua y la dieta estandar para la especie.

A las ratas prenadas de cada grupo se les practico la cesarea a los 20 dias de la gestacion
segun lo descrito en el procedimiento estandarizado en la UTEX PNO/REP/016. Cesarea.
Este proceder evita el parto espontaneo y que las ratas progenitoras engullesen a los recién
nacidos malformados o muertos. Las ratas, previamente anestesiadas con éter, se
colocaron en posicidon decubito supino y se les practicé una incision en forma de U en la
region abdominal baja. Se expusieron los ovarios y los cuernos uterinos derecho e
izquierdo. Con extremo cuidado se extrajeron estas estructuras, se lavaron con solucién
salina isotonica y se pesaron en balanza analitica digital Sartorius BP160P (Gottingen,

Alemania) para tener criterio del peso del utero gravido.

Con la finalidad de detectar posibles diferencias entre los dos grupos de estudio y tener un
criterio preliminar del rendimiento reproductivo materno, solo se registraron en el momento
de la cesarea el numero de cuerpos luteos (CL), los sitios de implantacion, los sacos
gestacionales y las reabsorciones tempranas y tardias.'5” Se procedio a la identificacion y
registro de cada una de estas estructuras, segun lo descrito en la literatura consultada’' y

los PNO estandarizados en la UTEX para los estudios de toxicologia de la reproduccion
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(PNO/REP/017. Examen del utero y extraccion de los fetos, PNO/REP/018. Conteo de los
sitios de implantacién, PNO/REP/019. Conteo de cuerpos luteos).

Una vez terminado el proceso de cesarea y extraccion de las estructuras y fetos, se realizé
la eutanasia por exanguinacion de las ratas anestesiadas. Los fetos se sacrificaron por

sobre dosis de éter.141. 144

2.7.2 Registro de parametros somatométricos de ratas progenitoras

La presion arterial sistélica (PAS) y la diastdlica (PAD) expresados en mm Hg, se registraron
en el dia cero de la gestacién. Estos parametros se determinaron por medicion indirecta de

igual manera a la descrita en el acapite 2.4.2.

Al confirmarse la prefiez y antes de practicar la cesarea se registré6 para cada rata
progenitora el peso corporal y su ganancia durante la prefiez. Durante la cesarea, se extrajo
y peso el utero gravido. Ademas, se registro la ganancia ajustada de peso materno para
eliminar la contribucién del Utero gravido. La eutanasia se realizé por exanguinacién de la

rata anestesiada.’#!

2.7.3 Analisis de anomalias externas y comparacién del niumero, sexo,
talla y peso de los fetos

Una vez que se realizo la extraccion de los fetos se procedi6 al registro del sexo, peso, talla
y numero de estos por madre, segun los procedimientos correspondientes establecidos en
la UTEX (anexo 3). Ademas, se realizé la identificacion macroscopica de anomalias

externas. 141

2.7.4 Determinacion de anomalias congénitas en el tejido esquelético y
blando

Posterior al analisis externo de los fetos se selecciond aleatoriamente dos muestras de los

fetos. Una parte se destind al estudio 6seo y la otra para el estudio del tejido blando.

Preparacion del tejido esquelético. Para el procesamiento de los fetos y preparacion de
las soluciones reactivas, se emple6 la técnica del transparentado descrito por Liao et al. 158
y estandarizado en la UTEX segun PNO/REP/024: Metodologia para el examen de las
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malformaciones externas. Los fetos se fijaron en alcohol al 95 % durante tres dias,
posteriormente se transfirieron a acetona con el fin de disolver las grasas. Al quinto dia, las
muestras se lavaron con alcohol al 95 % y se mantuvieron en esta solucién 24 horas. Al
finalizar este procedimiento los fetos se sumergieron en hidréxido de potasio al 1 % hasta
que los huesos fueron claramente visibles a través del musculo. Luego se transfirieron a
rojo de alizarina S y al tercer dia se sumergieron en solucion de Malls hasta obtener

coloracion roja de los huesos y transparencia de los tejidos no calcificados.

Examen de estructuras esqueléticas. Se determinaron anomalias esqueléticas y falta de
osificacion del tejido 6seo.'#' Los huesos de la cabeza, los de la region del tronco y los
huesos de las extremidades anteriores y posteriores, se examinaron con ayuda de un

estéreo microscopio (MGC-1-Russia). (Anexo 8)

Preparacion y examen del tejido blando. Los fetos seleccionados para el analisis del
tejido blando se sumergieron en el liquido fijador de Bovin, el cual se preparé el dia previo
a la cesarea. Se aplico la técnica de los cortes de Wilson'® en busca de alteraciones en

algun érgano interno (anexo 9) con ayuda de un estéreo microscopio (MGC-1-Russia).

2.8 Analisis Estadistico

Para el procesamiento estadistico se empled el programa Statistical Package for the Social

Sciences (SPSS) para Windows, version 25. Se realizé un analisis descriptivo de los datos
para conocer su naturaleza y principales tendencias. El tipo de distribucién de las muestras
se comprob6 con el test de Shapiro-Wilk. El test de Levene se empled para comprobar la
homogeneidad de varianza. Los resultados obtenidos se reportaron como la media +
desviacion estandar para cada una de las variables cuantitativas con distribucién normal,
las que no se ajustaron a esta distribucién se expresaron como la mediana y el rango
intercuartilico. Las variables cuantitativas discretas se reportaron en porcentaje o rango. Las

variables cualitativas se expresaron como frecuencia absoluta y relativa.

Las comparaciones entre grupos se realizaron segun la naturaleza de la distribucion de las
variables y su clasificacion. Para variables cuantitativas con distribucion normal se aplico la

prueba de ANOVA de una via con un post hoc de Bonferroni y la T-Student para evaluar las
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diferencias entre grupos. Las comparaciones se realizaron con el test de Kruskal-Wallis y
Mann-Witney en los casos en que no se cumplié la normalidad en la distribucion. Las
variables cualitativas ordinales fueron analizadas por el test de Ji cuadrado y se registraron
en tablas de contingencia para el andlisis de las relaciones entre estas. Para los analisis en
las semanas 20 y 22, de la evolucidn de los parametros de inflamacion y DE se utilizé el test

T de Student para muestras pareadas o Wilcoxon, segun la distribucion de las muestras.

El nuevo criterio diagnéstico del SME se establecio con el empleo de la regresion logistica
binaria. La asociacion entre los parametros seleccionados y la grasa abdominal se
comprob6 con el empleo del test de correlacion de Spearman, segun la distribucion del
parametro grasa abdominal. Los parametros que presentaron un coeficiente de correlaciéon
mayor que 0,5 y p<0,05 se utilizaron para la construccién de una nueva base de datos de
caracter binario. Esta se obtuvo por transformacion de cada caso en un nuevo factor, que
tomo valores de 1 y 0, teniendo en cuenta su caracter influyente o no en el SM, segun se

describi6 en el acapite 2.4.6.

La regresion logistica binaria fue aplicada, sobre la base de considerar como variable
respuesta, la que discriminé en dos grupos la muestra total y que solo tomé valor 1 para el
grupo SME y 0 para el Sanos. Los modelos generados se analizaron segun los indicadores
para variables diagnésticas (sensibilidad, especificidad, % del VPP y VPN).'53 El modelo
seleccionado fue el de mejores resultados en estos indicadores. El punto de corte de los
parametros que se incluyeron en el mejor modelo se correspondié con el limite inferior del

intervalo de confianza calculado en el grupo de SME.
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Cambios morfofuncionales en un biomodelo experimental de sindrome metabdlico en diferentes etapas del desarrollo

CAPITULO 3. RESULTADOS y DISCUSION

El capitulo esta dirigido a la descripcion y evaluacién de los cambios morfofuncionales que
se desarrollaron en edades tempranas del ciclo vital del biomodelo empleado. Se
particulariza en el estudio de marcadores inflamatorios sistémicos (la actividad de la
mieloperoxidasa y las concentraciones de C3 y C4 del complemento) y la asociacién de
estos con otros componentes del SME. Ademas, se presentan los parametros que
describieron el estado del endotelio vascular en aorta abdominal como reflejo de la DE en
el modelo de SME. Finalmente se presenta el analisis de los cambios morfofisioldgicos en

las madres gestadas con SME y su descendencia.

3.1 Biomodelo de sindrome metabdlico inducido por dieta rica en
sacarosa en ratas Wistar desde la etapa intrauterina hasta 18
semanas

3.1.1 Parametros somatométricos

3.1.1.1 Peso corporal

El SM, que se produce por desbalances nutricionales en los roedores de laboratorio,
comparte gran parte de las alteraciones del SM humano. En la literatura se encuentran
dietas con diversas composiciones de macronutrientes y diferentes regimenes de
alimentacion. En el caso de dietas hipercaléricas tanto elevadas en carbohidratos como en
lipidos, el incremento de peso corporal es un indicador con alta asociacion al desarrollo
del SM_20,160,161

Estudios anteriores demostraron que una DRS al 35 % provoca alteraciones metabdlicas
y somaticas.'®2 El comportamiento del peso corporal en los cuatro grupos del estudio a
partir de la sexta semana postnatal se muestra en la figura 1. Durante las 18 semanas de
induccién postnatal del biomodelo se produjo un incremento significativo del peso corporal

en los dos grupos expuestos a DRS, al compararlos con sus controles respectivos.

El grupo de machos bajo régimen de DRS tuvo un incremento significativo hasta el final

del estudio (p<0,001). En este grupo, a las 18 semanas los animales terminaron con un
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peso corporal de 476,78 + 36,61 g y los del grupo MS, 381,68 + 22,13 g. El aumento en el
peso corporal fue significativo en las hembras del grupo HSME hasta la semana 14 (p<
0,001) con respecto a su control sano (274,72 + 22,54 g contra 233,23 = 9,08 g,
respectivamente). Sin embargo, este grupo terminé con un peso corporal de 291,56 *
20,66 g, sin diferencias estadisticas significativas a su grupo control HS (256,14 + 17,18

9),
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Fig. 1. Curva de peso corporal de los grupos de experimentacion en ambos sexos hasta
las 18 semanas postnatales.

MS: machos sanos, MSME: machos del grupo de induccion del SME, HS: hembras sanas, HSME: hembras
del grupo de induccion del SME. Las comparaciones se realizaron con test de ANOVA y post hoc de
Bonferroni, p < 0,005. Las barras expresan la desviacion estandar (95 % de confianza). Fuente: registro de
recogida de datos

Existen mecanismos fisioldégicos que contribuyen a garantizar la homeostasia energética.
En este proceso el consumo se iguala al gasto energético de manera que los almacenes
corporales, en forma de tejido adiposo, se mantienen constantes a pesar de las variaciones
diarias en la ingesta caldrica. Cuando existe un desequilibro sostenido en el tiempo entre
ingesta y gasto energético, a favor del primero, se incrementan los depdsitos grasos y

sobreviene la obesidad.163
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Durante el embarazo y la lactancia se forman los circuitos neuronales que determinan los
procesos regulatorios de la ingesta alimentaria. A diferencia de los humanos, en los
roedores muchos de estos circuitos se desarrollan en etapa postnatal. Esto define que el
desarrollo del complejo sistema neuronal del control de la alimentacion en el roedor, se

extienda hasta su pubertad.'64

En el presente biomodelo de SM inducido por DRS, las progenitoras recibieron durante
toda la etapa de gestacion una elevada ingesta calérica que se transmite a sus
descendientes a través de la comunicacion materno-fetal y posteriormente via lactancia
materna. Estas condiciones permiten la obtencion de fenotipos cercanos a nifios que
nacen en un ambiente de sobrealimentacion materna. Estos infantes presentan un elevado

riesgo de desarrollar SM en etapas tempranas de su desarrollo. 65

La sobrealimentacion de la progenitora en la etapa del embarazo y lactancia impacta en la
reduccion de la expresion de los receptores de leptina, lo que determina una inadecuada
respuesta de la hormona a los niveles elevados de ingesta.'%® Ademas, los cambios
epigenéticos que se producen en este ambiente hiperglucidico contribuyen al marcaje de
genes claves en el metabolismo. Estos genes, que se asocian al desarrollo de fenotipos
metabdlicamente no saludables, pueden expresarse en la etapa postnatal en una

interaccion con el medio ambiente.129

3.1.1.2 Circunferencia y grasa abdominal

Los animales de ambos sexos de los grupos de induccién del SME, desarrollaron mayor
CA que sus homologos con dieta normal (tabla 1). Las diferencias obtenidas en el peso de
la GAb para ambos grupos que consumieron DRS fueron altamente significativas
comparadas con lo observado en los controles sanos. De manera similar a lo observado
en el peso corporal, los machos desarrollaron en mayor grado los parametros
somatométricos CA y GAb. En el caso de la GAb, los machos con induccién del SME
presentaron una deposicion de casi ocho veces la obtenida en el grupo Sanos respectivo
(tabla 1).
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Tabla 1. Parametros somatométricos circunferencia y grasa abdominal en los grupos de

experimentacion a las 18 semanas postnatales

Parametros MSME MS HSME HS 1 2

somatométricos  (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) P P
CA (cm) 17,49+1,34 1548+149 1498+0,78 13,54+065 <0,001 < 0,001
GAb (g) 16,10+7,21 293+1,18  10,59+4,83 277+114 0001  <0,001

CA: circunferencia abdominal, GAb: grasa abdominal. MSME: machos del grupo de induccién del SME,
MS: machos sanos, HSME: hembras del grupo de inducciéon del SME, HS: hembras sanas. p1:
comparaciones entre los grupos de machos, p2: comparaciones entre los grupos de hembras. Se utilizé
test de ANOVA, seguido de un post hoc de Bonferroni. Los datos se presentan como la media y la
desviacién estandar. Fuente: registro de recogida de datos.

La medicion de la circunferencia de la cintura, junto al indice de volumen abdominal, resulté
ser efectiva para identificar el SM en adolescentes.®! Otros estudios también demostraron
que en esta edad hay una mayor susceptibilidad a incrementar estos parametros

somaticos en el sexo masculino.%0

El dimorfismo sexual en la instauracion y desarrollo del SM se explica desde el punto de
vista del papel protector de los estrogenos. Estudios previos sefialan que las hormonas
sexuales femeninas incrementan la capacidad termogénica y lipolitica de los adipocitos a
diferencia de la testosterona.’®” Investigaciones recientes asocian de manera inversa la
expresion de receptores estrogénicos en tejido adiposo con la adiposidad visceral.'68 Las
ratas hembras también presentan una mayor capacidad termogénica, con un contenido de
proteina mitocondrial y de la proteina desacopladora 1 (UCP1 por sus siglas en inglés)
superior que en los machos, por lo que globalmente presentan mayor gasto energético.6°
Esta diferencia fisioldégica incrementa el umbral de las hembras para desarrollar la

obesidad.

Otros estudios refieren los efectos sobre el metabolismo intermediario que pudieran
provocar los niveles de andrégenos circulantes.'”0 Un estudio en ratas, espontaneamente
hipertensas de ambos sexos, sugiere que la testosterona provoco un incremento de los
niveles de aldosterona responsable de un estado similar al SM, asi como incremento de la

mortalidad en estos biomodelos.23
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Reportes de estudios en adolescentes coinciden en identificar al sexo masculino como el
que mas desarrolla adiposidad visceral.50 Un estudio durante dos afios con adolescentes
de 10 a 16 anos determin6é que los varones presentaron mayor masa corporal y grasa

visceral que las hembras, tanto al inicio del estudio como al concluir este.'"?

3.1.2 Parametros analiticos
3.1.2.1 Parametros bioquimicos

El analisis comparativo de la glucemia, el perfil lipidico y los parametros que exploraron el
funcionamiento renal, entre grupos del mismo sexo, se efectud con el estadigrafo T Student
al comprobar la normalidad de las muestras. En el resto de los parametros no se observo
distribucion normal, por lo que se empled la prueba no paramétrica de Mann-Whitney (tabla
2).

En ambos grupos bajo el régimen de DRS se observé un incremento en la glucemia, los
TAG y VLDL al compararlos con sus respectivos grupos controles. Los valores de
colesterol solo se incrementaron en las hembras sometidas a la dieta hiperglucidica en
comparacion con su grupo Sanos (p=0,039). En todos los grupos de ensayo se comportd
de manera similar los valores de HDLc. Los valores obtenidos para la fraccion proteica del

suero tampoco mostraron diferencias entre los respectivos grupos segun sexo.

La ingestion de dietas ricas en sacarosa produce alteraciones tanto por la ruta de la
glucosa, secretagoga principal de la insulina, como de la fructosa, que presenta mayor
potencial lipogénico.84 La hipertrigliceridemia e hiperglucemia, que se observan en ambos
sexos en el experimento presentado, son consistentes con el desarrollo del SM tanto en
roedores de laboratorio como en humanos que han consumido dietas elevadas en estos
carbohidratos.88 En los estados de resistencia a la insulina se describe que la
hipertrigliceridemia es consecuencia, principalmente, del incremento de las VLDL. Los
niveles elevados de fructosa que llegan al higado provenientes de la DRS inundan la via
de la lipogénisis de novo y la glucosa plasmatica provoca picos de insulina.®* De esta forma

se justifica el elevado flujo de lipoproteinas del higado hacia el torrente sanguineo.
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Tabla 2. Valores de los parametros bioquimicos evaluados a las 18 semanas postnatales

Parametros MSME MS HSME HS 1 2
bioquimicos (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) P P
Glu (mmol/L) 7,97 £2,43 4,43 + 0,96 10,43 £+ 1,89 7,43 +1,37 0,001 0,040
CT (mmol/L) 1,53 +£0,48 1,67 £0,17 2,43+0,43 1,79 £ 0,31 0,633 0,039
TAG (mmol/L) 0,88 £0,28 0,39 £ 0,10 0,90 £ 0,21 0,39 £ 0,25 <0,001 0,006
VLDL (mmol/L) 0,45 +0,14 0,30 £ 0,06 0,47 £ 0,08 0,21 +0,14 0,001 0,002
HDLc (mmol/L) 0,93 £0,35 0,88 £ 0,02 1,42 £ 0,26 1,23 £ 0,20 0,499 0,264
Creat (umol/L) 33,60 £ 9,35 40,75+ 11,24 42,90 £ 6,51 34,33 £9,87 0,361 0,134
AU (umol/L) 167,44 + 62,54 151,25 +54,99 169,60 + 64,19 128,33 £15,04 0,303 0,228
PT (g/L) 69,70 64,50 76,80 71,00 0,780 0,368
(52,80 -78,6) (64,50 -72,50)  (72,60-91,1) (67,10 - 83,00)
Alb (g/L) 48,20 43,60 49,90 47,50 0,980 0,414
(38,10 -51,7) (42,30-47,30)  (49,30-58,3) (46,90 - 54,20)
Glob (g/L) 21,00 21,00 26,00 24,00 0,862 0,350
(20,00 -27,0) (21,00-25,00)  (23,00-33,0) (20,00 - 29,00)
TGP (U/L) 55,20 25,10 49,70 52,30 0,014 0,726
(31,40-117,4) (22,00-29,20) (36,40 -58,90) (27,40 - 54,90)
TGO (U/L) 108,60 110,50 86,30 128,00 0,625 0,057

(90,60-302,20)  (104,30-137,20)  (78,40-116,90) (122,80~ 159,10)

Glu: glucemia, CT: colesterol total, TAG: triacilglicéridos, VLDL: very low density protein, Creat: creatinina,
AU: acido urico, PT: proteinas totales, Alb: albumina, Glob: globulinas, TGP: Transaminasa glutamico-
piravica, TGO: transaminasa glutamico-oxalacética, MS: machos sanos. MSME: machos del grupo de

induccion del SME, HS: hembras sanas, HSME: hembras del grupo de induccién del SME, p1:
comparaciones entre los grupos de machos, p2: comparaciones entre los grupos de hembras. El test T de
Student se empled en glucemia, perfil lipidico, Creat y AU y los datos se presentaron como la media y la
desviacién estandar. El test no paramétrico para muestras independientes de Mann-Whitney se empled
para las proteinas séricas y las transaminasas. Los datos se expresan como la mediana y entre paréntesis,
el rango intercuartilico. Fuente: registro de recogida de datos.

Es conocido el alto grado de similitud fisio-morfologica de la especie Rattus norvegicus 'y
la humana, lo que entre otras aspectos, define a la primera como ideal para la
experimentacion biomédica.'% Sin embargo, los valores de los parametros fisioldgicos del
roedor de laboratorio difieren de la especie humana (anexo 6). El amplio margen que
presentan muchos de estos parametros depende de las condiciones del laboratorio que

los registre, lo que hace imprescindible el empleo de grupos controles.'72

Ratas sanas, tanto de la linea Wistar como Sprague Dawley pueden presentar valores de
glucemia superiores que los valores clinicos normales en humanos.’™ En la presente
investigacion, la comparacién con los grupos sanos, no sujetos a la intervencion de la DRS,

permite la interpretacion de los resultados que se observan.

Otro aspecto divergente entre el SM desarrollado en el presente biomodelo y el observado

en la especie humana es el incremento del colesterol asociado a las HDL. En los roedores
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las HDL son las lipoproteinas que mas abundan en el animal sano. Esta diferencia
importante con el humano provoca que las ratas sean mas resistentes al desarrollo de

placas de ateromas debido al desbalance entre HDLc y LDLc.'"3

Las alteraciones metabdlicas desarrolladas en el biomodelo presentado se relacionan con
el disefio experimental que contempla la exposicion al ambiente hiperglucidico desde la
etapa intrauterina y lactancia materna y posteriormente en la etapa postnatal durante 18
semanas.’#® Souza-Cruz et al.'?2 a pesar de que expusieron a los biomodelos a una dieta
hiperglucidica durante un mayor numero de semanas (25), no tuvieron en cuenta la
influencia de esta dieta en las etapas tempranas del desarrollo y lograron valores de

glucemia inferiores a los obtenidos en la presente investigacion.

En la evaluacién del funcionamiento hepatico solo se observé un incremento significativo
de la TGP en el grupo de machos sometidos a la intervencion nutricional al compararlos
con el grupo Sanos del mismo sexo (tabla 2). Alrededor del 80 % de la fructosa proveniente
de la dieta queda atrapada en el hepatocito y contribuye a la inflamacién del tejido hepatico,
debido al incremento de la grasa ectépica en este tejido. Este ambiente contribuye a la
activacion de la enzima 11 [ hidroxiesteroide deshidrogenasa (11-beta-OHSDH)
encargada de activar la corticosterona en el roedor y el cortisol en el ser humano.'”* De
esta manera, el ambiente inflamatorio dentro del hepatocito coexiste con el incremento de
glucocorticoides, lo que contribuye a perpetuar el dafo a este nivel. Una de las expresiones
de este dafio hepatico es la liberacién al espacio extracelular de las transaminasas.'”® Este
analisis pudiera explicar el incremento significativo de la TGP que se observé en el grupo

de machos sometidos a la DRS.

Los marcadores plasmaticos de dafio renal no fueron modificados de manera significativa
en ningun grupo (tabla 2). El test de micro-albuminuria en orina en la semana 15 de vida
resultd negativo para ambos sexos sometidos a la DRS y para sus controles sanos (28 +
0,01mg/L). En la semana 18 se registraron resultados positivos en un 90 % de los animales
de experimentacién. Las hembras con valores de micro-albuminuria correspondientes a 92
+ 0,04 mg/L y los machos a 139 + 0,04 mg/L. Los biomodelos de los grupos sanos de

ambos sexos, tuvieron resultados negativos en un 100 % (28 £ 0,01mg/L).
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El incremento observado solamente en la micro-albuminuria, en el experimento que se
presenta, coincide con otros estudios en los que este parametro mostré mayor sensibilidad
como indicador temprano de dafio renal.'”6177 |_a excrecion urinaria de albimina se asocia
con la obesidad y, en los primeros afios de vida, es un factor de riesgo para la enfermedad

renal en el adulto.'”8
3.1.2.2 Parametros hematolégicos
La tabla 3 muestra los valores medios de los parametros hematoldgicos por grupo.

Tabla 3. Valores de los parametros hematolégicos evaluados a las 18 semanas

postnatales

Parametros MSME MS HSME HS 1 2
Hematolégicos (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) P P
Hb (g/L) 142,60 £ 7,30 137,50 12,30 133,10+7,9  140,40+6,6 0481 0,100
Leuc (x 109/L) 6,92+0,46 8,65+ 0,68 5,80 + 0,66 8,30 £ 0,53 <0,001 <0,001
Seg (cellL) 29,30+552 29,00+516  2690+590  30,20+130 0,927 0,120
Linf (cellL) 70,70+£552 71,00£516  73,10+590  69,80+1,30 0927 0,120
Plag (x10%L) 807,20 + 68,70 836,25+ 48,10 757,10 £+ 83,70 897,40 £50,50 0,459 0,005

Hb: hemoglobina, Leuc: leucocitos, Seg: segmentados, Linf: linfocitos, Plaq: plaquetas, MS: machos sanos.
MSME: machos del grupo de induccién del SME, HS: hembras sanas, HSME: hembras del grupo de
induccion del SME, p1: comparaciones entre los grupos de machos, p2: comparaciones entre los grupos de
hembras. Se utilizé la prueba T de Student y los datos se presentan como la media y la desviacion
estandar. Fuente: registro de recogida de datos.

Los valores inferiores de leucocitos, observados en los dos grupos de induccion de SME,
se encontraron dentro del rango fisioldgico para la especie (4,0 — 10,2 x 10%L). De igual
manera, ocurrié con los valores inferiores de las plaquetas en el grupo de las hembras con
induccion del SME (450 — 885 x 109L).'° El resto de los parametros no mostraron

diferencias con los grupos sanos de igual sexo.

La revision de la bibliografia disponible, muestra resultados contradictorios en cuanto a la
modificacion del perfil hematoldgico en diferentes modelos de intervencion nutricional. El

estudio Kerman Coronary Artery Disease Risk Factor Study (KERCADRS)'® se realiz6 en

Iran con individuos de ambos sexos y determind que los leucocitos son un buen indicador
de SM, aunque los valores de sensibilidad (<70 %) y especificidad (<60 %) pudieran ser

discutibles. En un estudio de intervencidén nutricional que se realizé en ratones con dieta
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alta en lipidos, Ranjbar et al.'®" determinaron fluctuaciones en los parametros
hematologicos durante 16 semanas. En un primer momento registraron tendencias a la
disminucion en la hemoglobina, los basdfilos, los eosinofilos y los monocitos. Al finalizar

estos parametros se incrementaron y solamente los linfocitos disminuyeron.

Los resultados obtenidos en el experimento que se presenta no permiten determinar
asociacion entre los parametros hematologicos y el desbalance metabdlico que se
establece en el biomodelo. Sin embargo, no se descarta que una exposicién mayor a la

DRS pudiera provocar efectos deletéreos en el perfil hematolégico.

3.1.2.3 Parametros de control glucémico

La tabla 4 muestra los parametros del control glucémico que se determinaron a la edad del
destete (3 semanas), a las 15 y a las 18 semanas de experimentacion. La comparacién
permitié detectar que la glucemia, los valores de HOMA-IR, los de HOMA-FCB y los de
IGTAG resultaron ser diferentes en los tres momentos de tomas de muestra. En cambio,

la insulinemia solo se modificé en la ultima semana del estudio.

Los machos bajo induccién del SME mantuvieron valores mayores de glucemia y HOMA-
IR que su control desde un inicio y hasta el final. Las hembras del grupo SME, a partir de
la semana15, presentaron valores superiores de glucemia y HOMA-IR que sus controles
sanos. Los valores de insulina plasmatica solo se incrementaron al final del estudio en

ambos sexos.

Se obtuvieron menores valores de HOMA-FCP en los animales machos sometidos a la
DRS alos 21 dias de nacidos (semana 3 de la toma de muestra). A las 15 semanas existio
un incremento de este parametro en los dos grupos sometidos a la DRS. Tres semanas
después, el numero disminuyé drasticamente solo en el grupo de animales del sexo

masculino sometido a la induccion del SME.

Los valores del IGTAG fueron mayores en ambos grupos de induccion del SME, con
respecto a los sanos desde la semana del destete. Sin embargo, solo el grupo MSME
permanecié durante todo el estudio con estos valores incrementados. Este indice en el

grupo HSME present6 valores similares a los del grupo control en la semana 18.
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Tabla 4. Control glucémico determinado al destete (s3), alas 15 semanas (s15) y a las 18
semanas (s18) postnatales

MSME (n=10) MS (n=10) p1 HSME (n=10) HS (n=10) p2
Glu
mmol/L 5,31+ 1,07 2,90 £ 0,62 0,001 3,91+ 1,40 3,79 £ 0,53 0,891
Ins. 10,51 10,90 0,288 10,65 10,47 0,461
pU/mL (10,00 -10,98) (10,75-11,14) (10,47-12,41)  (10,16-11,46)
3 HOMA- 2,17 1,26 0,007 1,87 1,71 0,866
IR (1,93 - 3,07) (1,14-1,82) (1,48 -2,65) (1,61-1,99)
HOMA- 37,77 69,97 0,007 58,74 57,02 0,612
FCB (%) (31,64-44,36) (54,30-90,62) (48,46—77,02) (42,66 —59,08)
IGTAG 0,44 0,25 0,024 0,85 0,46 0,018
(0,33-0,54) (0,16-0,34) (0,70-1,13) (0,44-0,62)
Glu
mmol/L 7,53 £ 1,00 4,44 £ 0,75 p< 0,001 6,37 £ 0,92 4,73+0,25 0,014
Ins. 18,70 14,21 13,16 10,58
pU/mL (15,82-24,79) (12,73 -20,90) 0,120 (12,01- 18,10) (10,44 -15,11) 0,086
15 HOMA- 6,37 2,74 3,79 2,08
ST R (5,12 -7,27) (2,63 - 4,37) 0,007 (3,32-5,84) (1,98-2,42) 0,018
HOMA.- 91,60 59,97 87,11 40,06
FCB (%)  (71,93-53,57) (51,07-80,11) 0,034 (80,09 -90,46)  (36,85-42,80) 0,011
IGTAG 4,61 4,00 4,57 4,09
(4,53-4,70) (3,77-4,12) 0,005 (4,49-4,76) (4,04-4,27) 0,011
Glu
mmol/L 7,97 £2,43 4,43 £ 0,96 0,001 10,43 £ 1,89 7,43 £1,37 0,040
Ins. 28,12 14,96 18,75 10,18
(U/mL) (18,05-30,88) (11,17-16,35) 0,019 (11,54-23,74) (9,140-12,60) 0,014
18 HOMA- 8,59 2,94 9,61 3,53
S1° R (3,90 - 14,61) (1,74 - 6,30) 0,042 (5,31 -11,15) (2,86 - 3,58) 0,011
HOMA- 4437 76,38 33,20 32,60
FCB (%) (36,02-47,32) (54,88-79,93) 0,011 (19,48-42,83) (16,86-37,46) 0,499
IGTAG 4,79 4,23 5,04 4,64
(4,74-4,89) (4,12-4,33) 0,011 (4,67-5,06) (4,63-4,74) 0,150

MS: machos Sanos. MSME: machos del grupo de induccién del SME, HS: hembras Sanas, HSME: hembras
del grupo de induccién del SME. Glu: glucemia, Ins: insulinemia, HOMA-IR: Resistencia a la insulina calculado
segun HOMA, HOMA-FCR: Funcionamiento células beta del pancreas, calculado segun HOMA.IGTAG: indice
glucosa-triacilglicéridos. p1: comparaciones entre los grupos de machos, p2: comparaciones entre los grupos

de hembras. La comparacion entre grupos del mismo sexo se realizé con el test de Mann-Whitney, excepto

para la glucemia que se utilizé T de Student. Los datos se expresan como la mediana y entre paréntesis, el
rango intercuartilico. La glucemia se expresé como la media y la desviacion estandar. Fuente: registro de
recogida de datos
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Los valores del IGTAG fueron mayores en ambos grupos de induccion del SME, con
respecto a los sanos desde la semana del destete. Sin embargo, solo el grupo MSME
permanecié durante todo el estudio con estos valores incrementados. Este indice en el

grupo HSME present6 valores similares a los del grupo control en la semana 18.

La resistencia a la insulina juega un rol central en la patogenia del sindrome metabdlico.
Su estimacion puede efectuarse a través de la determinacion del indice de HOMA.'82 Una
tolerancia normal a la glucosa pero un indice de HOMA alterado con la presencia de otros
sintomas como hipertrigliceridemia, obesidad abdominal, micro-albuminuria e
hiperglucemia basal se corresponde con un cuadro de SM." Los signos de descontrol
glucémico que se observaron desde el mismo comienzo del estudio, con mayor magnitud
en el sexo masculino, confirman la tendencia a desarrollar Rl en estos animales sometidos

a la dieta hiperglucidica desde su etapa prenatal.

El dimorfismo sexual referido al funcionamiento de las células pancreaticas esta bien
documentado en diferentes especies. Los estrogenos tienen efecto protector en el
pancreas y de forma general en el metabolismo energético, lo que justificaria la menor
variabilidad en el numero de células 3 funcionales entre el grupo de hembras sometido a
la dieta hiperglucidica y su grupo control; asi como el menor numero de estas células con
respecto a los machos. Mayores niveles circulantes de esteroides desde la etapa prenatal
condicionan valores de glucemia superiores sin que esto implique un incremento

proporcional de la secrecion de insulina.!83.184

Lo que se explica pudiera justificar la disminucion de las células funcionales en la semana
18 en el grupo de MSME. El agotamiento de estas células 3 se corresponde con los valores
de insulinemia elevados desde la semana del destete, unido a la menor proteccion
estrogénica en este sexo. Ratas machos Zucker obesas, que desarrollan hiperglucemias
inducidas por dietas hipercaldricas, mostraron mayor Rl y disminucion de la capacidad

secretora de las células 3 del pancreas que sus homologas hembras. 185

Los resultados publicados por Moreno-Fernandez et al.'® acerca de un estudio en ratas
Wistar machos con 8 semanas de edad y alimentadas durante 20 semanas con

combinacién de grasas y fructosa o glucosa, son similares a los obtenidos en el presente
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experimento. Estos autores también reportaron en el modelo experimental hiperinsulinemia
con hiperglucemia, sin embargo, no observaron cambios significativos en el indice de
HOMA-IR.

Los resultados obtenidos en la PTGO en la semana 18 se muestran en la tabla 5. Los
valores de glucemia basal y a los 120 min de los dos grupos sometidos a la DRS fueron

superiores a sus controles.

Tabla 5. Prueba de la tolerancia a la glucosa oral a las 18 semanas postnatales

Glucemia (mmol/L)

Grupo PTGO 0 p1 PTGO 30 p2 PTGO 120° p3
(n=10)

MSME 6.56 + 0,61 500 + 0,78 6,02 + 0,36

MS 4,20 + 0,46 0,001 540+044 0496 5,37 + 0,25 0.041
HSME 6,60 + 0,70 536 + 0,82 6.46 + 0,38

HS 310£020 <9001 5604008 0715 4.97 + 0,66 0.002

HSME: hembras del grupo de induccion del SME, HS: hembras sanas, MSME: machos del grupo de
induccion del SME, MS: machos sanos, p1: comparaciones entre los grupos del mismo sexo al inicio, p2:
comparaciones entre los grupos del mismo sexo a los 30 min, p3: comparaciones entre los grupos del
mismo sexo a los 120 min (test de ANOVA con un post hoc de Bonferroni). Los datos se presentan como la
media y la desviacién estandar. Fuente: registro de recogida de datos.

La prueba PTGO contribuye a caracterizar la tolerancia a los carbohidratos. Es suficiente
medir los niveles plasmaticos de glucosa después de la postcarga a los 0 y 120 minutos
para identificar el tipo de tolerancia que presenta el individuo. Ademas, esta prueba permite

tener un criterio del funcionamiento de las células del pancreas.'8”

Los resultados obtenidos en el presente experimento demuestran que los biomodelos
desarrollaron intolerancia a la glucosa en ayunas y tras la sobrecarga. Los valores
inferiores de glucemia en ayunas, a los determinados para este parametro tres dias
después, cuando se evaluaron el resto de los parametros analiticos, pueden estar
relacionados con las 18 horas de retiro del alimento previo a la PTGO y con el empleo de

sangre total y dispositivo portatil para su determinacion.188-190
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Rakvaag et al.’8 demostraron que un ayuno de 18 horas disminuye la glucemia inicial
antes de la postcarga e incrementa la respuesta insulinica en la prueba de la PTGO, sin
alterar la sensibilidad insulinica. Por otra parte, estudios reportados en roedores y perros
demuestran la variabilidad de la glucemia tomada en dispositivos portatiles de uso humano
con respecto a la registrada en sensores analiticos con muestras sanguineas arterial o
venosa. En estos casos los autores obtuvieron menores valores de glucosa con el empleo
de glucometros de uso humano, que los obtenidos en las pruebas tradicionales de
laboratorio.89.190 Estos resultados son coincidentes a los mostrados en la investigacion
que se presenta. Sin embargo, el empleo de estos dispositivos portatiles en ensayos como
la PTGO, que implica la toma sucesiva de muestras sanguineas, esta justificado en la
experimentacion animal. El empleo de los grupos controles en el disefio experimental
minimiza el sesgo, que constituye el subregistro de la glucemia, propio de la técnica

analitica.

En los grupos de induccién del SM, los valores mas bajos de glucemia, aunque sin
significado estadistico, a los 30 min de la sobrecarga pudieran estar relacionados con una
hipoglucemia reactiva debido al ambiente enddgeno hiperinsulinémico.'®! Sin embargo, el
retorno de los niveles de glucosa en estos grupos de induccién a los valores iniciales, que

son superiores a sus respectivos grupos controles, indica un estado incipiente de RI.

Este comportamiento se ha descrito en otros modelos experimentales y en experiencias
clinicas.92.193 | os resultados de la PTGO cobran relevancia cuando se combina la
glucemia alterada en ayunas con los signos de RI,'% como lo observado en este
experimento. Esto se corresponde con un estado temprano del SM, donde puede
observarse normoglucemia o hiperglucemia moderada, pero los niveles de insulina para

mantener el equilibrio son supra-fisioldégicos (hiperinsulinemia compensatoria).’9°

Los resultados que se obtuvieron permitieron corroborar el establecimiento del SME. Los
valores medios de glucemia, TAG y circunferencia abdominal, en ambos sexos de los

grupos de induccion del SME, fueron superiores con respecto a su control sano.

El ambiente hiperglucidico en la etapa prenatal del biomodelo, condicioné la respuesta y

la predisposiciéon (posiblemente por alteracion en el epigenoma)'' a desarrollar los
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sintomas del SM. En la etapa postnatal el biomodelo desarroll6 mayores valores de
parametros somaticos que sus homologos sanos. La hiperglucemia e hipertrigliceridemia,
asi como los problemas en el control glucémico con hiperinsulinemia y menor porcentaje
de células beta funcionales, caracterizan la Rl y permiten asegurar que el biomodelo de
SM se obtuvo bajo la induccion de DRS al 35 % durante la etapa prenatal y hasta las 18

semanas de vida.

3.1.3 Sexo que mejor desarrollé el biomodelo

La tabla 6 muestra los resultados de la comparacién de valores medios de los parametros
somaticos y bioquimicos con distribucidon normal, segun se declar6é en 2.3.4, entre los

grupos de un mismo sexo (prueba T de Student para igualdad de medias).

Tabla 6. Diferencias entre los valores medios de los parametros en los grupos con
induccion del biomodelo y su respectivo grupo sano del mismo sexo a las 18
semanas postnatales

Parametros MSME 95 %IC HSME 95 %IC

PC (9) 95,1 66,68 — 123,52 35,42 15,10 - 55,73
CA (cm) 2,27 1,66 — 2,88 1,03 0,42 - 1,64
GAD (9) 13,17 7,99 — 18,35 7,82 3,63 -12,01
Glu (mmol/L) 4,42 2,06 -6,79 3,04 0,17 - 5,92
CT (mmol/L) -0,12 -0,66 - 0,42 0,68 0,57-1,30
TAG (mmoliL) 0,62 0,34 -0,90 0,52 0,19-0,85
VLDL (mmoliL) 0,26 0,13-0,38 0,26 0,12-0,41
AU (umol/L) 70,75 -75,68 — 217,18 48,78 -35,85 — 133,40
Creat (umol/L) -6,46 -21,65-8,72 8,11 -2,97-19,20

PC: peso corporal, CA: circunferencia abdominal, GAb: grasa abdominal, Glu: glucemia, CT: colesterol
total, TAG: triacilglicéridos, VLDL: very low density lipoprotein, AU: acido urico, Creat: creatinina, MSME:
machos del grupo de induccion del SME, HSME: hembras del grupo de induccién del SME.95 % IC: 95 %

de intervalo de confianza de la diferencia de los valores medios entre grupos del mismo sexo. Fuente:

registro de recogida de datos.

De los nueve parametros analizados, seis mostraron en el sexo masculino mayor
diferencia de los valores medios con respecto a su control sano. Solo en el grupo de las
hembras el colesterol y la creatinina tuvieron diferencias mayores con su control que los

machos. Adicionalmente, se observé menor control glucémico en los machos del grupo de
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SME. Estos resultados permitieron seleccionar al sexo masculino como el que desarroll6

las alteraciones morfofuncionales del SM en mayor magnitud.

Las HDLc no se seleccionaron para este analisis debido a las diferencias existentes entre
la concentracion relativa de esta lipoproteina en la especie roedora y el hombre, lo cual no
contribuiria a la extrapolacion en la interpretacion de los resultados.'”® Los parametros
hematoldgicos, que también presentaron distribucion normal, tampoco se seleccionaron
para este analisis porque no estan contemplados de manera directa en la etiopatogenia
del SM. 114

El dimorfismo sexual observado en este experimento, y presente en muchos biomodelos,
también se aprecia en la especie humana cuando analizamos la epidemiologia y
prevalencia del SM. La mayor parte de los estudios apuntan que la prevalencia del SM en
la nifez y juventud es mayor en el sexo masculino que en la femenino, ¥ comportamiento
que coincide con el modelo experimental desarrollado y extrapolable a la etapa de la
adolescencia humana. Sin embargo, con la llegada del climaterio y posiblemente de la
pérdida del efecto protector de los estrogenos, las cifras globales se invierten y el SM tiene

mayor incidencia en la mujer que en el hombre. 197

Los resultados obtenidos en este experimento permiten constatar el establecimiento del
biomodelo de SM inducido por DRS desde la etapa intrauterina y hasta las 18 semanas
postnatales. Este biomodelo se caracterizé por incremento en los parametros
somatométricos: peso corporal, circunferencia y grasa abdominal, los parametros
analiticos: glucemia, CT, TAG, VLDL, TGP y albumina en orina. La evaluacion del control
glucémico demostré elevacion del indicador HOMA-IR, incremento de la insulinemia y
disminucion de las células 3 funcionales del pancreas. El sexo masculino desarrollé en
mayor magnitud que el sexo femenino, las alteraciones morfofuncionales que se producen
en un SME.
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3.2 Parametros somatomeétricos, analiticos e histolégicos en un
biomodelo de sindrome metabdlico inducido por dieta rica en
sacarosa en ratas machos desde la etapa intrauterina hasta las 22
semanas

En la semana 18 se verifico la instauracion del biomodelo para confirmar la reproducibilidad

del disefio metodoldgico propuesto (anexo 10 Tabla 7).

3.2.1 Parametros somatométricos

3.2.1.1 Peso corporal

La figura 2 representa la curva de peso corporal a partir de la sexta semana de vida y hasta
la 22. Los valores del grupo de induccién de SME fueron mayores que sus homologos del
grupo Sanos durante todo el estudio. Los valores medios del peso corporal del grupo SME
al término de las 22 semanas fueron de 398,96 + 63,54 g y los del grupo Sanos 308,86 +
33,93 g (p<0,001, Test T-Student).
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I sME
400 00
=
]
g 300.00
(=]
L& ]
o
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2 20000
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6 ¥ 8 2 10 11 12 12 14 15 16 1¥ 18 19 20 29 22
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Fig. 2. Curva de peso corporal de los grupos experimentales hasta las 22 semanas

postnatales

SME: sindrome metabdlico experimental. Sanos: Grupo sin induccion del biomodelo. Las
comparaciones se realizaron con test de ANOVA y post hoc de Bonferroni, p < 0,005. Las barras
expresan la desviacion estandar (95 % de confianza). Fuente: registro de recogida de datos.
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3.2.1.2 Parametros somatomeétricos in vivo

La tabla 8 muestra los parametros somatométricos medidos a las 22 semanas en el animal
consciente. Todos los parametros en el grupo de SME alcanzaron valores superiores al

grupo Sanos.

Tabla 8. Parametros somatomeétricos de cada grupo experimental a las 22 semanas

postnatales

CA (cm) LCC (cm) IMC(g/cm?) PAS (mmHg) PAD (mmHg)
Sanos 15,80 £ 0,85 21,72 +0,90 6,57 £ 0,87 125,41 + 2,91 89,69 + 3,37
(n=20)
SME 17,40 £ 1,16 22,92 + 0,93 7,73+1,30 145,03+ 7,75 109,80 +15,03
(n=20)
P 0,004 < 0,001 0,001 < 0,001 < 0,001

SME: sindrome metabdlico experimental, CA: circunferencia abdominal, LCC: Longitud cabeza-cola, IMC:
indice de masa corporal, PAS: presioén arterial sistélica y PAD: presion arterial diastdlica. La comparacion
se realizé con el test T de Student. Los datos se expresan como la media y la desviacion estandar. Fuente:
registro de recogida de datos.

El incremento en las ultimas décadas de la prevalencia del SM en la edad juvenil,
principalmente en nifios y adolescentes,?6:198 ha hecho necesaria la blusqueda de causas,
asociaciones y manifestaciones de esta condicién para minimizar el impacto que este
desbalance metabdlico trae en el presente y futuro de estas generaciones. La induccion
del biomodelo en este experimento se extendié hasta una etapa extrapolable al fin de la
adolescencia en el ser humano (19 afos),3® segun las consideraciones sobre el

crecimiento, desarrollo y madurez sexual del roedor."32

La obesidad en la adolescencia constituye un factor de riesgo para el desarrollo del SM.
Existe un riesgo del 50 al 77% de que los adolescentes obesos se conviertan en adultos
obesos y desarrollen enfermedades crénicas como la DM2 y cardiopatias.’®® Entre los

indicadores para clasificar el individuo adulto obeso y sobrepeso se encuentra el IMC.

El empleo del IMC en edades tempranas es cuestionable debido a los cambios anatémicos,
propios del desarrollo, que sufren los adolescentes. En estas edades se identifica al

individuo obeso cuando esta por encima del percentil 95 para su edad y sexo0.2% Los
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valores mayores del IMC en el grupo de SME en el presente experimento son congruentes
con los reportes en pacientes diagnosticados con SM, donde este parametro somatico se

altera rebasando los puntos de corte para el sobre peso y la obesidad. 5960

Sin embargo, el IMC considera la grasa total y no discrimina la abdominal. Es la obesidad
visceral o abdominal junto a la RI, las piedras angulares en el desarrollo del SM, por tanto,
el registro de la CA y el peso post-morten de la grasa abdominal tendran mas peso en la
clasificacion de SM. Los valores superiores de CA que se registraron en el grupo de SME
en el presente experimento, con respecto al grupo Sanos, fueron coincidentes con los
obtenidos en el establecimiento del biomodelo hasta las 18 semanas y con otras
investigaciones reportadas en la literatura que emplearon modelos similares de induccion
del SM.22201

La hipertension arterial que se observo en el grupo de SME esta descrita como uno de los
componentes del SM y se asocia a la RI. En respuesta a la Rl se produce la
hiperinsulinemia compensatoria que aumenta la reabsorcién de sodio y agua en el tubulo
proximal renal. En este entorno también se incrementa la resistencia vascular periférica
por la activacion del sistema simpatico con el consiguiente aumento de las catecolaminas
circulantes y la estimulacion del sistema renina angiotensina-aldosterona (SRAA), eventos

que favorecen el incremento de la presion arterial sistémica.’

3.2.1.3 Parametros somaticos post-morten

Una vez practicada la necropsia de cada modelo bioldgico se registraron los pesos de los
organos internos (tabla 9).

La GADb del grupo SME se destaco por ser el parametro con mayor incremento en su valor
medio, casi tres veces con respecto al control. EI mayor peso en los 6rganos evaluados,
corazon, rindn e higado, con respecto al grupo Sanos se relaciona con la penetracion de

grasa ectopica o incremento en la sintesis lipidica de novo en el higado.202:203
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Tabla 9. Parametros somaticos medidos post-morten en cada grupo experimental a las 22

semanas postnatales

GAb (g) P. Corazon (g) P. Riién (g) P. Higado (g)
4,38 1,00 0,87 8,71
Sanos
(n=20) (3,64 - 5,04) (0,92 -1,08) (0,81-1,02) (7,91-9,95)
SME 13,04 1,23 1,15 11,53
(n=20) (11,08 -15,53) (1,19 -1,34) (1,13 -1,23) (10,26 -12,88)
p < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001

SME: sindrome metabdlico experimental, GAb: grasa abdominal, P. Corazoén, P. Rifién, P. Higado: peso
del corazén, rifidn e higado. La comparacion se realizé con test de Mann-Whitney. Los datos se expresan
como la mediana y entre paréntesis, el rango intercuartilico. Fuente: registro de recogida de datos.

3.2.2 Parametros analiticos
3.2.2.1 Parametros bioquimicos

El analisis comparativo de los parametros analiticos al finalizar el periodo de induccién del
biomodelo demostré que todos los parametros evaluados se modificaron en el grupo de
SME con respecto al grupo Sanos (tabla 10). El incremento de la glucemia, TAG, VLDL y
TGP coincide con lo observado en el establecimiento del modelo hasta las 18 semanas. El
resto de los parametros estudiados se incrementaron en el grupo de induccion del SME a

excepcion de la fraccion de albuminas que decrecio significativamente.

La hipertrigliceridemia es un marcador excelente del cuadro de resistencia a la insulina. La
elevacion de los TAG presenta alta correlacidén con la inflamacion del tejido adiposo y el
dafio hepatico.”161 Algunos investigadores han propuesto este indicador para el
diagnostico del SM en adolescentes conjuntamente con otros criterios.2%4 Calcaterra et al.b
demostraron en un estudio con pacientes pediatricos obesos, que la hipertrigliceridemia,
el incremento de la GAb y RI fueron los principales factores de riesgo del SM en esta
temprana edad. En modelos experimentales, inducidos con dietas hipercaldricas, se ha

demostrado que los TAG se elevan tanto en la sangre como en el higado.205:206
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Tabla 10. Parametros analiticos de los grupos experimentales a las 22 semanas

postnatales

Glu CT TAG VLDL TGP
mmol/L mmol/L mmol/L mmol/L uU/L
Sanos 6,52 £ 1,08 1,28 £ 0,20 0,92 £ 0,31 0,42+0,14 33,86 £ 5,57
(n=20)
SME 8,35+1,08 1,49 +£0,24 1,46 £ 0,39 0,67 £0,18 38,75 £ 6,80
(n=20)
p < 0,001 0,004 < 0,001 < 0,001 0,013
PT Alb Glob AU Creat
g/L g/L g/L mmol/L Mmol/L
Sanos 62,95 + 5,17 46,39 + 4,76 16,30 + 4,21 148,30 + 49,46 26,82 + 2,47
(n=20)
SME 68,96 + 6,50 33,54 £ 6,01 35,40 £ 9,92 259,64 + 34,19 43,36 + 5,92
(n=20)
p 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001

SME: sindrome metabdlico experimental, Glu: glucemia, CT: colesterol total, TAG: triacilglicéridos, VLDL.:
very low density protein, TGP: Transaminasa glutamico-pirivica, PT: proteinas totales, ALB: albimina,
Glob: globulinas, AU: acido urico, Creat: creatinina. La comparacion se realizd con T de Student. Los datos
se expresan como la media y la desviacion estédndar. Fuente: registro de recogida de datos.

Las proteinas totales son de gran importancia para evaluar la posible presencia de
enfermedades nutricionales, metabdlicas, renales o hepaticas.2°” En el experimento que
se presenta se obtuvieron valores superiores de proteinas totales en el grupo de SME a
expensas de un incremento significativo de las globulinas. Este aumento pudiera
explicarse por la contribucién del fibrinégeno asociado con la Rl y el estado inflamatorio.208
Sin embargo, los niveles de albumina son inferiores, comportamiento que no se observo a

las 18 semanas postnatales.

Estudios en pacientes con DM2 han reportado valores inferiores de albumina y en los
ultimos anos se ha reportado la asociacién negativa de esta proteina plasmatica y la
inflamacién de bajo grado que caracteriza a la obesidad y a las enfermedades metabdlicas
como la DM2.299 Entre los posibles mecanismos implicados se describe la disminucion en
la sintesis hepatica de la albumina y el incremento de la glucosilacion de esta molécula.210
Este ultimo mecanismo favorece su aclaramiento, lo cual contribuye a su disminucion en

plasma. No obstante, otros estudios reportan asociacion en muy bajo grado o la ausencia

68



CAPITULO 3: RESULTADOS Y DISCUSION

de esta.?'1.212 Seran necesarios estudios futuros que evallen la causalidad y la asociacién
entre inflamacidn cronica de bajo grado y los niveles plasmaticos de albumina y sus formas

glucosiladas.

El incremento de los niveles plasmaticos de acido urico y creatinina tampoco habia sido
detectado en el experimento anterior (hasta las 18 semanas postnatales). Este resultado
refuerza el criterio de que en esta etapa se agravd el desbalance metabdlico del SM
inducido por DRS. La hiperuricemia es reconocida como un factor de riesgo cardiovascular
y de enfermedad renal, asociado al SM, la hipertension y la resistencia insulinica.2’3 La
creatinina elevada en sangre puede ser expresion de dafo renal, aunque también la

encontramos elevada en otros desérdenes metabdlicos.214

3.2.2.2 Parametros de control glucémico

La tabla 11 muestra los parametros del control glucémico, para evaluar la sensibilidad

insulinica a las 22 semanas de la induccion del SME.

Tabla 11. Parametros de control glucémico a las 22 semanas postnatales

Glu Insulinemia HOMA-IR HOMA-FCB (%) IGTAG
(mmol/L) (pU/mL)
Sanos 6,49 £ 1,16 6,30 1,82 45,53 4,78 £ 0,10
(n=20) (5,14-7,33) (1,65-2,00) (41,88-55,00)
SME 8,54 +1,18 6,24 2,68 36,66 5,02 +0,18
(n=20) (6,18-7,56) (2,06-3,21) (34,00-41,21)
P < 0,001 0,334 0,034 0,021 < 0,001

SME: sindrome metabdlico experimental, Glu: glucemia, HOMA-IR: Resistencia a la insulina calculado
segun HOMA, HOMA-FC@: Funcionamiento células beta del pancreas, calculado segun HOMA. IGTAG:
indice glucosa-triacilglicéridos. La comparacion entre grupos se realiz6 con el test de Mann-Whitney para

todos los parametros excepto para la glucemia y el IGTAG (T de Student). p: comparaciones entre los
grupos Sanos y SME. Los datos se expresan como la mediana y entre paréntesis, el rango intercuartilico

para la Insulinemia, el HOMA-IR, el HOMA-FCR. Para la Glu y el IGTAG los datos se expresan como la
media y la desviacién estandar. Fuente: registro de recogida de datos.

Los valores de glucemia del grupo SME se elevaron de manera significativa al compararlos
con el grupo Sanos. De igual manera se incremento el indice de HOMA-IR y el IGTAG que

expresan signos de RI. También se observé que el numero de células beta funcionales del
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pancreas fue inferior en este grupo de induccién, mientras que los niveles de insulina se

mantuvieron en un nivel similar al grupo Sanos.

La evaluacion del control glucémico demostro un deterioro del papel de la insulina como
reductora de la glucemia. Los indicadores que evaluan la Rl y el porcentaje de células 3
funcionales tienen el mismo comportamiento que en el estudio precedente. Un incremento
del HOMA-IR y del IGTAG, la disminucion de las células 8 funcionales e hiperglucemia y
normoinsulinemia, apuntan a la agudizacion de la Rl y por lo tanto a un estado mas

avanzado del SM.

D’Alessandro et al.'** también observaron un estado de normoinsulinemia con
hiperglucemia y alteracion del perfil lipidico en un modelo de SM inducido durante 30
semanas con sacarosa al 62,5 % en la dieta de ratas Wistar. Estudios que se realizaron
en adolescentes con sobrepeso y edades entre los 10 y 18 afios, demostraron la
factibilidad del empleo del IGTAG para evaluar la Rl, con una adecuada sensibilidad y

especificidad.2!®

El porcentaje de células 3 funcionales inferior en el grupo de SME es signo del fallo
pancreatico para sintetizar y secretar insulina. La célula B responde a fluctuaciones
estrechas de las concentraciones de nutrientes. Una exposicion cronica a niveles elevados
de glucosa y acidos grasos libres, como ocurre en el SM, resulta en una adaptacion y falla
progresivas de las células [3.2'6 La teoria del estrés oxidativo y la sobrecarga del reticulo
endoplasmatico también esta relacionada con el fallo de las disfuncién y muerte de las
células B del pancreas.2'” Investigaciones recientes demuestran ademas la asociacion
existente entre la hiperuricemia y el dafno de las células . El acido urico es capaz no solo
de incrementar las EROs, sino también inhibir la via de sefializacién de la insulina en las

células pancreaticas.218

La tabla 12 muestra los resultados de la PTGO a las 22 semanas de induccién del SME.
En el tiempo inicial y hasta la primera hora de postcarga, los valores medios de glucemia
de la curva de la PTGO del grupo de SME se encontraron por encima del grupo Sanos. El
mayor valor del area bajo la curva en el grupo SME infiere menor control glucémico con

respecto al grupo Sanos. En este experimento también observamos valores inferiores de
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glucemia a los obtenidos tres dias después en la determinacion de los parametros
analiticos, en ambos grupos. Este resultado debe estar relacionado con el mayor tiempo

de ayuno y la diferencia en la técnica analitica de determinacion.88.189

Tabla 12. Prueba de la tolerancia a la glucosa oral a las 22 semanas postnatales

T (min) Sanos (n=20) SME (n=20) Y

0 4,70 (4,10-5,50) 6,60 (6,20-8,70) 0,034
30 6,55 (6,40-6,70) 7,75 (6,80-8,50) 0,021
60 8,15 (7,30- 9,20) 10,20 (8,20-11,00) 0,042
90 7,80 (6,60-8,40) 8,25 (7,90-9,10) 0,269
120 6,60 (5,60-7,80) 8,00 (6,80-9,80) 0,089
ABC 34,73 (26,55-49,80) 56,95 (36,50-58,50) 0,042

SME: sindrome metabdlico experimental, ABC: area bajo la curva. La comparacién entre grupos se realizé
con el test de Mann-Whitney. Los datos se expresan como la mediana y entre paréntesis, el rango
intercuartilico. Fuente: registro de recogida de datos.

Los valores patologicos de la glucemia en ayunas y los observados en la PTGO se
corresponden con signos de intolerancia al carbohidrato. La presencia del patrén
monofasico de la curva de la PTGO, mas marcado en el grupo de SME, y que se
caracterizo por un incremento de la glucemia y corrimiento del pico hiperglucémico hasta
la primera hora postcarga, implica una disfuncion marcada de las células (3 del pancreas y
elevado riesgo de padecer DM2 y ECV.”7 Esta alteracion, junto al estado de
normoinsulinemia que se observo, es consistente con el deterioro del control glucémico a

las 22 semanas y por tanto de la agudizacién del SM.

El pico glucémico en la PTGO puede estar determinado por la via de administracion de la
sobrecarga del monosacarido. Los roedores pueden presentar el pico glucémico después
de la sobrecarga oral de glucosa entre los 15 y 60 minutos a diferencia de la especie
humana que se presenta, regularmente, a los 30 minutos postcarga.2'9-221 | a sobrecarga
de glucosa intravenosa, que se utiliza solamente en la investigacion experimental en

animales, permite observar el pico alrededor de los 15 minutos.222

El tiempo de obtencidn del pico glucémico también esta asociado al estatus metabdlico del

modelo experimental. En modelos de DM este pico se observa generalmente a los 30 min
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postcarga. En modelos de obesidad, hiperinsulinemia o resistencia a la insulina el patron
monofasico se desplaza y se observa el pico a la hora de la sobrecarga glucidica.?20 Este
ultimo resultado coincide con lo obtenido en el presente experimento que desarrolla un

biomodelo con signos de obesidad y RI.

La determinacion del ABC total en la PTGO, es muy util para evaluar la homeostasia del
metabolismo glucidico sobre todo en las investigaciones basicas.222 Valores elevados de
este parametro, como los obtenidos en la presente investigacion, reflejan intolerancia a la
glucosa, por lo que numerosas investigaciones emplean este indicador para evaluar el

éxito de la instauracion de modelos de prediabetes, DM2 o RI.222.224

3.2.3 Parametros anatomo-histopatolégicos

3.2.3.1 Observacién macroscépica de la cavidad toraco-abdominal

La observacién macroscopica registré como rasgo distintivo el incremento de la deposicion
grasa en cavidad abdominal en el grupo SME. En un 50 % de los animales se observo
exceso de grasa epicardica. En este mismo porcentaje se detecté un leve moteado o

coloracion amarillenta de algunas areas del tejido hepatico (Anexo 11 Tabla 13).

Un caso aislado de nefroblastoma se reporté en un animal del grupo de SME.225 La rata
se sacrifico a las 20 semanas por presentar signos de dolor a la palpacion y una masa
detectable en la region dorsal. La autopsia corroboré la presencia de un tumor de Wilms
(anexo 12 Fig. 3). Este animal fue reemplazado por un animal testigo sometido a las

mismas condiciones del grupo del SME descrito en 2.4.1.

El tejido adiposo inflamado en individuos obesos brinda un microambiente adecuado para
el desarrollo de procesos neoplasicos malignos.® Por otra parte, este nefroblastoma es la
neoplasia abdominal mas frecuente en edad pediatrica y rara vez se encuentra en otro

grupo etario.226
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3.2.3.2 Observacion microscopica en tejidos

El analisis microscopico reveldé mayor cantidad de animales con alteracién en el higado y
el rifidn, aunque también se apreciaron cambios grasos, penetracion de tejido adiposo e
inflamacién en el resto de los 6rganos estudiados (anexo 13). La presencia de esteatosis
micro y macrovacuolar constituyeron signos caracteristicos de este modelo experimental
(Fig. 4).
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Fig. 4. Cortes histologicos del tejido hepatico en zona de la vena centrolobulillar a las 22

semanas postnatales.
Tincién H/E aumento 20x a) Sanos: se observan hepatocitos normales. b y ¢c) SME. En (b) y (c) las flechas
sefialan vacuolizacion micro y macrovacuolar respectivamente.

La tabla 14 muestra la frecuencia de observacion de los hallazgos encontrados en el tejido
hepatico. Los resultados muestran que el 100 % de los animales del grupo de induccion
presentaron esteatosis microvacuolar y el 90 % present6 esteatosis macrovacuolar. En el

grupo Sanos no se observé ningun tipo de esteatosis.

El higado es uno de los érganos mas afectados como consecuencia del sindrome
metabdlico. El lamado higado graso no alcohdlico (HGNA), es una de las manifestaciones
clinicas mas documentadas, que se asocia a desbalances metabdlicos y cuadros de
resistencia a la insulina como la que se puede desarrollar en el SM. Debido a la R, al
hepatocito llegan niveles elevados de AGL resultado del incremento de la lipolisis en tejido
adiposo. El flujo de lipidos que inunda la arquitectura del hepatocito proveniente de la
desregulacién de la lipolisis en el adipocito provoca acumulacién de grasa que afecta de

manera directa la accion de la insulina en el higado.?2”
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Tabla 14. Esteatosis hepatica a las 22 semanas postnatales

EMAC EMIC
Grupos (n=20) Si No Si No
Sanos N° 0 20 0 20
% 0 100 0 100
SME N° 18 2 20 0
% 90 10 100 0
p < 0,001 < 0,001

SME: sindrome metabdlico experimental, EMAC: esteatosis macrovacuolar, EMIC: esteatosis
microvacuolar, N frecuencia de observacion, %: porcentaje de observacion. La comparacién entre grupos
se realizo con el test de Ji cuadrado (x?). Fuente: registro de recogida de datos.

La esteatosis hepatica se identifica como un estado previo al desarrollo de enfermedades
metabdlicas. La mayoria de los individuos con obesidad o DM2 presentan HGNA.228
Investigaciones anteriores sefialaron que la presencia de grasa en el higado es mejor
predictor de la Rl en este tejido que la adiposidad visceral o el IMC.2093 En estudios recientes
en adolescentes se comprobd la asociacion existente entre la lipidemia aterogénica y el
HGNA.7°229 Otros trabajos en roedores relacionan las dimensiones hipertrofiadas del
nucleo de hepatocitos con sintesis activa de lipidos que se estable en condiciones como

el sindrome metabdlico.230

En los cortes de tejido renal a nivel arteriolar se observaron depodsitos de material
homogéneo y eosinofilico, irregularmente distribuidos y entremezclados con segmentos
libres de lesion. Esto se corresponde con mayor depdsito de la matriz en la membrana
basal (MB) de la pared de las arteriolas de todos los animales del grupo de induccién del

SME. Este engrosamiento arteriolar provoco estrechamiento de la luz del vaso. (Fig. 5)
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Fig. 5. Imagenes de arteriolas renales a las 22 semanas postnatales.

Tincion H/E, aumento 20x. a) Sanos: arteriola normal. b) SME: se observa engrosamiento arteriolar con
aumento de matriz de la MB («>) y disminucion de la luz («>).

Todos los animales con induccion del SME presentaron atrofia de la mayoria de los
glomérulos del campo de observaciéon. Las paredes capilares del ovillo se observaron
arrugadas, retraidas e irregulares. En algunos casos estas paredes capilares presentaron
aspecto ondulado o en forma de “acordedn” y se observo aumento del espacio de Bowman.
También se presentaron en todos los animales del grupo de SME alteraciones a nivel de
los tubulis. Algunos estaban atréficos, con disminucién del didmetro de la luz, mezclados

con algunos conservados y tubulis con dilatacién compensatoria. (Fig. 6)

Fig. 6. Imagenes de glomérulos y tubulis a las 22 semanas postnatales.

Tincién H/E, aumento 10x. a) Sanos: glomérulos y tubulis normales. b) SME: predominio de glomérulos (*)
y tubulis atréficos (**).

75



CAPITULO 3: RESULTADOS Y DISCUSION

La rata Wistar hipertensa como consecuencia de una dieta hipercaldrica desarrolla, al igual
que el humano hipertenso, lesiones vasculares y renales.23! Las alteraciones, en el grupo
de SME en la semana 22, descritas como cambios atréficos en la arquitectura de
glomérulos y tubulis, asi como engrosamiento arteriolar; se asocian con isquemia renal

como consecuencia de la HTA.232

En la figura 7 se observan signos de penetracidon grasa e hipertrofia patolégica de algunos
cardiomiocitos en un animal del grupo de SME. Los resultados en la tabla 15 sefalan que,
aunque estos signos no se registraron en todos los animales del grupo de SME, la

frecuencia de observacion fue mayor al compararlos con el grupo Sanos.

500 um

Fig. 7. Imagenes de miocitos a las 22 semanas postnatales.

Tincién H/E, aumento 20x. a) Grupo control Sanos: fibras normales. b) Grupo SME: Penetracion grasa (—)
e hipertrofia de algunos miocitos (*).

Tabla 15. Darios histologicos observados en corazén a las 22 semanas postnatales

_ PGM HM
Grupos (n=20) si No si No
Sanos N° 0 20 0 20
% 0 100 0 100
SME N° 12 8 12 8
% 60 40 60 40
p < 0,001 0,002

SME: sindrome metabdlico experimental, PGM: penetracion grasa en miocitos, HM: hipertrofia de miocitos.
NO: frecuencia de observacion, %: porcentaje de observacion. La comparacion entre grupos se realizo con
el test de Ji cuadrado (?). Fuente: registro de recogida de datos.
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En estudios precedentes en un modelo de SME desarrollado por este equipo de
investigacion, se identificaron cambios estructurales en los cardiomiocitos, con mayor
grosor en la pared ventricular y un incremento en la celularidad?3® Estos cambios son

consistentes con una hipertrofia ventricular descrita como complicacion clinica del SM.234

El estudio de cortes histologicos del tejido adiposo visceral mostré abundancia de
lipoblastos o grasa inmadura en el 100 % de los animales con SME inducido, asi como

acumulo de linfocitos (Fig. 8). Este ultimo hallazgo solo se observo en el 30 % de las

muestras obtenidas en el grupo de SME.

Tincion H/E, aumento 10x. a) Sanos: adipocitos normales, predominio de grasa madura b) y ¢c) SME:
predominio de lipoblastos (b) la flecha indica acimulo de linfocitos (c).

La hiperplasia observada junto a la hipertrofia del tejido adiposo es una de las respuestas
que tiene este tejido a la avalancha de fuentes carbonadas provenientes de la dieta y del
flujo hepatico. Sin embargo, este papel protector del tejido adiposo para evitar el acumulo
de grasa ectopica falla cuando aparecen los signos de RI1.235 El tejido adiposo se inflama y
esta condicion juega un rol importante en perpetuar e incrementar la inflamacion cronica

de bajo grado y el dafio endotelial 236

En el tejido pancreatico se analizo la parte endocrina desde el punto de vista morfolégico.
Se observaron islotes pancreaticos tanto atréficos como hipertroficos, al compararlos con
el grupo Sanos (Fig. 9). La tabla 16 muestra las frecuencias de observacion de esta

alteracion.
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Fig. 9. Tejido pancreatico a las 22 semanas postnatales.

Tinciéon H/E, aumento 20x. a) Sanos: islote normal. b) y ¢c) SME: presencia de islotes atréficos (b),
presencia de un islote hipertrofico (c).

Todos los animales del grupo de SME presentaron islotes atroficos, mientras que un 40 %
presentaron hipertrofia en alguno de sus islotes. En el grupo Sanos no se detecto

desviaciéon en cuanto al tamano de los islotes.

Tabla 16. Registro de atrofia e hipertrofia de islotes pancreaticos a las 22 semanas

postnatales

_ 1A IH
Grupos (n=20) si No si No
Sanos Ne 0 20 0 20
% 0 100 0 100
SME Ne° 20 0 8 12
% 100 0 40 60
p < 0,001 0,002

SME: sindrome metabdlico experimental, IA: islotes atroficos, IH: islotes hipertréficos. La comparacion
entre grupos se realizé con el test de Ji cuadrado (3?). Fuente: registro de recogida de datos.

El ambiente adverso uterino predispone al individuo a desarrollar alteraciones metabdlicas
y enfermedades cronicas en la etapa adulta como la diabetes y las ECV.%%7 La
hiperglucemia y los niveles elevados de insulina favorecen el EO y disparan mecanismos
moleculares que alteran el perfil epigenético del individuo y lo hacen susceptible al
desarrollo de estas enfermedades."

Estudios en animales comprobaron que dietas hipercaléricas maternas perinatales

aumentan la susceptibilidad a trastornos metabdlicos en la descendencia. Souza et al.238
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demostraron que la descendencia de ratas alimentadas con fructosa al 29 % durante la
gestacion y lactancia presentaban reduccion de las células B de los islotes del pancreas,
con disminucion de la secrecién insulinica al estimulo de altas concentraciones de glucosa,
debido a un agotamiento de estas células. Por otra parte, la hipertrofia que se observé en
algunos islotes pudiera ser resultado de secuelas de estados previos de incremento de la

funcion del tejido, descritos en la literatura revisada y que anteceden al fallo de las células
B_239

La comparacion de los resultados obtenidos en el experimento que se presenta, con el
anterior, muestra la agudizacion de los efectos deletéreos en el metabolismo de glucidos,
lipidos y proteinas. Se obtuvieron valores superiores al grupo Sanos en parametros
somatométricos como IMC, CA y la presion arterial. También se obtuvo evidencia de mayor

grasa depositada en la cavidad abdominal y de manera ectopica.

Souza-Cruz et al.'?2 solo observaron modificaciones en variables analiticas en ratas que
recibieron durante 27 semanas sacarosa al 40 %. El IMC y la CA, no se incrementaron
significativamente con respecto al grupo control. Otros modelos reportados en la literatura
y que utilizan la intervencidn nutricional con sacarosa en etapa postnatal, también lograron
modificar, en mayor magnitud, el metabolismo glucidico y de los lipidos, con moderada
hipertension arterial.20240 Por otra parte, las dietas ricas en lipidos incrementan los
depdsitos grasos del organismo pero son menos eficaces para lograr en menor tiempo

desbalances metabdlicos y estados de RI.20241

Los modelos genéticos para estudiar el SM son ampliamente utilizados por desarrollar
algunas de las alteraciones del SM como la obesidad, la resistencia a la insulina, la
hiperglucemia, la hiperlectinemia, entre otras. Entre estos modelos encontramos a los
ratones db/db, los ob/ob, la rata Zucker, la cepa fa/fa, entre otros. Sin embargo, estas
mutaciones rara vez se observan en la etiopatogenia del SM, por lo que estos biomodelos

no mimetizan adecuadamente el SM humano.20

Las pruebas obtenidas en el presente experimento apuntan a un mayor deterioro en el
control glucémico. Es constatable la evolucion desde la hiperinsulinemia, con valores

moderados de hiperglucemia observada en la semana 18, hasta la normoinsulinemia con
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el mantenimiento de niveles elevados de glucemia, obtenido en la semana 22. Estos
resultados se corresponden con una etapa mas avanzada del SM inducido durante 22

semanas.

3.2.4 Nuevo criterio diagnéstico para predecir desarrollo de sindrome
metabdlico experimental

Los criterios diagndsticos aplicados segun el NCEP-ATP Il y ajustados al modelo bioldgico
roedor identificaron solo al 70 % de los animales bajo el régimen de la DRS con el SME.
(Anexo 14 Tabla 17)

Los parametros previamente seleccionados para la determinacidon de un nuevo criterio
diagnostico fueron: glucemia, TAG, creatinina, acido urico, PAS, PAD y circunferencia
abdominal (tabla 18). En todos los casos se observé el cumplimiento de los criterios de
exclusion propuestos en el acapite 2.4.6 y que los parametros seleccionados tuvieron

correlacion con la grasa abdominal.

Tabla 18. Intervalos de confianza (IC) para los parametros seleccionados en la propuesta

de nuevo criterio diagnédstico a las 22 semanas postnatales

Glu TAG Creat AU PAS PAD CA

mmol/L mmol/L umol/L umol/L mm Hg mm Hg cm
IC 7,90- 1,30- 40,92- 245,53- 141,84- 103,60- 16,92-
8,79 1,62 45,80 273,75 148,23 116,00 17,87
CcC 0,714 0,639 0,775 0, 708 0,677 0,593 0,670
a < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001

Glu: glucemia, TAG: triacilglicéridos, Creat: creatinina, AU: &cido urico, PAS: presién arterial sistélica, PAD:

presion arterial diastdlica, CA: circunferencia abdominal. IC: Intervalos de confianza calculados para un 95

%. CC: Coeficiente de correlacion de Spearman, a: Significacion estadistica. El coeficiente de correlacion
se refirié al estudio de asociacion con el parametro grasa abdominal.

La base de datos binarios construida a partir de la re-codificacion de los valores de cada
parametro permitié generar diferentes modelos por regresion logistica binaria que tuvieran
en cuenta solo un parametro para clasificarlos como factores influyentes o no del SME
(anexo 15). Los parametros glucemia, TAG, acido urico y circunferencia abdominal se

clasificaron como influyentes y de riesgo, debido a que se obtuvieron coeficientes positivos
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y significacion estadistica en sus modelos respectivos. Solo con estos parametros
clasificados se repitio la regresion logistica para obtener nuevos modelos con todas las
combinaciones posibles (anexo 15). La combinacion de la circunferencial abdominal y el
acido urico genero el mejor modelo; con una sensibilidad del 96 %, especificidad del 80 %,
los VPP y VPN con un 85,71 % y 94,11 %, respectivamente. El punto de corte se
correspondié con el limite inferior del intervalo de confianza que se calcul6 en el grupo de

SME: acido urico > 245,53 ymol/L y circunferencia abdominal > 16,92 cm.

Las cifras globales de SM dependen en gran medida del criterio diagndstico empleado, la
region geografica, el género, el sexo y la edad.! La dificultad para diagnosticar el SM es
aun mas dramatica en la edad pediatrica debido a los cambios anatomo-fisiolégicos que
acompanfan a esta etapa del desarrollo.’® Sin embargo, el crecimiento de la prevalencia de
este sindrome a nivel mundial obliga a la busqueda de criterios que identifiquen de manera
precoz el establecimiento de las alteraciones conducentes al SM, en una etapa donde los

cambios pueden ser reversibles.

La circunferencia de la cintura constituye un fuerte predictor de RI. Estudios recientes
ubican este parametro como el mas importante para determinar el riesgo de SM.242 En
adolescentes, como criterio de diagndstico, esta establecido el 90 percentil como punto de
corte. Esto obliga a definir por area geografica este parametro para que sea realmente

eficaz.-243

Las concentraciones plasmaticas elevadas de AU se encuentran en pacientes con
resistencia a la insulina y con SM.244 La hiperinsulinemia contribuye no solo a aumentar la
recaptacion de sodio y potasio a nivel renal, sino también de uratos.2'3 Sin embargo, la

hiperuricemia no esta contemplada en los criterios diagndsticos del SM.

Pugliese et al.?*> publicaron recientemente evidencias de la relevancia de incluir al AU en
el diagndstico del SM, debido a la asociacion de niveles elevados de este metabolito con
el riesgo de mortalidad cardiovascular. La hiperuricemia puede estar presente en las
etapas tempranas del desarrollo del SM. La utilizaciéon de este criterio, no como requisito
obligatorio, sino como uno de los criterios a cumplir para lograr el diagndstico podria

contribuir a la identificaciéon de un numero mayor de adolescentes con SM.
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En modelos animales dietas elevadas en carbohidratos o que favorecen el desarrollo de
resistencia a la insulina y obesidad producen cifras elevadas de AU.''® Esta hiperuricemia
esta asociada a los estados de estrés oxidativo e inflamacién que estan presentes en el
SM.243 Los resultados obtenidos en la induccién del SM hasta la semana 22, muestran una
elevada asociacién en las concentraciones plasmaticas del AU con la grasa abdominal. De
igual manera, se demostro por regresion logistica, la capacidad de este parametro junto a

la CA, para identificar biomodelos con SM.

El empleo conjunto del AU y la CA mas los criterios de dislipidemia o hipertension arterial,
contribuyen a clasificar el SME en esta etapa extrapolable al segmento final de la
adolescencia en la cual las alteraciones aun pueden ser revertidas y de esta manera se

puede evitar el desarrollo de la DM2 y ECV.

El biomodelo de SM inducido por DRS desde la etapa intrauterina y hasta las 22 semanas
postnatales se caracterizd por modificacién en todos los parametros somatométricos y
analiticos evaluados. El control glucémico mostré incremento del indicador HOMA-IR,
valores disminuidos de las células funcionales [ y mayores niveles de glucosa con
normoinsulinemia, fase que refleja un agravamiento del estado metabdlico observado a
las 18 semanas del biomodelo. El analisis anatomopatolégico comprobd dafos
principalmente en el higado y el rindn. La combinacion del acido urico y la circunferencia
abdominal se seleccion6 como criterio diagnéstico del SME en la semana 22 del desarrollo

del modelo.

3.3 Parametros de inflamacién en el sindrome metabdlico inducido por

dieta rica en sacarosa en ratas Wistar

3.3.1 Parametros somatométricos y analiticos

La tabla 19 muestra los parametros somatométricos y bioquimicos evaluados en los grupos
experimentales. Todos los parametros demostraron distribucion normal segun el test de
Shapiro-Wilk, excepto la circunferencia abdominal. El analisis estadistico arroj6 diferencias

significativas en todos los parametros bajo estudio. Este resultado corrobora la
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reproducibilidad del biomodelo, ya que se alcanzé un estado mas avanzado del SME,
similar a lo obtenido en el epigrafe 3.2, con la induccién de la DRS hasta las 22 semanas

de vida postnatal.

Tabla 19. Parametros somatométricos y analiticos en los grupos experimentales a las 22
semanas postnatales. Estudio: Parametros de inflamaciéon en el sindrome
metabdlico inducido por dieta rica en sacarosa en ratas Wistar

Parametros Sanos SME o]
(n=10) (n=10)

CA (cm) 15,50 (15,00-18,00) 17,00 (16,50-18,00) 0,003
PC (9) 289,11 £ 21,84 400,22 + 70,91 < 0,001
PAS/PAD (mmHg) 126,22/89,93 + 3,17/4,26 145,21/112,14 + 7,96/16,20 < 0,001
Glu (mmol/L) 6,07 £ 1,10 8,31 +1,02 < 0,001
TAG (mmol/L) 0,72+0,15 1,52 + 0,41 < 0,001
AU (umol/L) 142,67 £ 54,12 253,11 £ 32,59 < 0,001
Creat ((umol/L) 27,39 + 2,44 4411 £ 5,36 < 0,001

SME: sindrome metabdlico experimental, CA: circunferencia abdominal, PC: peso corporal, PAS: presion
arterial sistélica y PAD: presion arterial diastdlica, Glu: glucemia, TAG: triacilglicéridos, AU: acido urico,
Creat: creatinina. La comparacion entre grupos se realizé con T de Student a excepcién de la CA (test no
paramétrico de Mann-Whitney). Los datos se expresan como la media y la desviacion estandar a diferencia
de la CA que se presenta como la mediana y entre paréntesis, el rango intercuartilico. Fuente: registro de
recogida de datos.

Se utilizé el criterio diagnéstico declarado en el acapite 3.2.5 y se comprobd que la
combinacién del criterio del AU o la CA con la condicion de superar los valores medios de
la glucosa, los TAG o la presion arterial del grupo Sanos, logré diagnosticar al 100 % de

los individuos del grupo con SME (anexo 16 Tabla 20).

3.3.2 Parametros de Inflamacion

El reconocimiento del componente inflamatorio en la etiopatogenia del SM y la condicion
de inflamacion de bajo grado que acompana a este grupo de alteraciones metabdlicas
permiten disefar multiples estrategias para evaluar las condiciones del comienzo,
instauracion y desarrollo de este proceso inflamatorio, con objetivos de prevencion,

diagnostico y tratamiento.
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La tabla 21 muestra los resultados de la actividad de la MPO y las concentraciones de C3

y C4 en la semana 20 y 22 de vida de los biomodelos experimentales.

Tabla 21. Parametros de inflamacion a las 20 y 22 semanas de induccion del biomodelo

de sindrome metabdlico

MPO (U/mL) C3 (g/L) C4 (g/L)
20 Sanos (n=10) 0,42 + 0,21 0,19+ 0,11 0,06 + 0,03
semanas SME (n=10) 2,62 +0,69 0,77 + 0,07 0,17 +,0,03
p < 0,001 < 0,001 < 0,001
29 Sanos (n=10) 0,38 +0,22 0,23 +0,03 0,04 + 0,03
semanas SME (n=10) 3,08 £0,86 0,55 £ 0,09 0,04 £ 0,01
p < 0,001 < 0,001 0,860

SME: sindrome metabdlico experimental, MPO: mieloperoxidasa, C3: fracciéon 3 del complemento, C4:
fraccion 4 del complemento. La comparacion entre grupos se realizé con el test T de Student. Los datos se
expresan como la media y la desviacion estandar. Fuente: registro de recogida de datos.

En la semana 20 y la 22, la actividad de la MPO vy la concentracion de C3 en el grupo de
induccion del SME alcanzaron valores superiores al grupo Sanos. Se destaco el
incremento de la actividad de la MPO en el grupo de SME en mas de seis veces en la
semana 20 y ocho en la 22, con respecto al grupo Sanos. Los valores de la concentracién
de la fraccion C4 en el grupo de SME solo se incrementaron en la semana 20 de vida de

los biomodelos.

La evolucién de estos parametros indico que en el grupo Sanos no se modificaron (p>0,05).
Sin embargo, en el grupo de SME solo la MPO mantuvo los niveles elevados a las 22
semanas en comparacion con la semana 20 (p=0,352). Las concentraciones de las
fracciones del complemento C3 y C4 disminuyeron significativamente al finalizar el estudio

(p< 0,001 en ambos casos).

En el SME, al igual que en el humano, la hiperplasia e hipertrofia del tejido adiposo
aumenta la liberacion de adipoquinas inflamatorias, lo cual contribuye al estado de estrés
oxidativo, a la hiperinsulinemia y a la resistencia local y sistémica a la insulina.?*¢ Las
citoquinas inflamatorias activan los leucocitos y se libera la enzima MPO al foco

inflamatorio, donde también se incrementa el flujo de los RL por accion directa de la
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enzima. Posteriormente, la MPO es vertida al fluido extracelular y a la circulacion general
con aumento de su concentracion en sangre. Esto determina que pueda ser un excelente

marcador de inflamacién y estrés oxidativo.'®

La determinacion de la actividad de la MPO y concentraciones de C3 y C4 en la semana
20, se corresponde con la deteccion del estado de inflamacién sistémica que precede a la
inflamacion local que se establece en las primeras etapas del SM.'6 El tiempo 6ptimo para
que se manifiesten los signos de inflamacion sistémica se corresponde con una etapa
posterior a la semana 18, donde comprobamos signos de un SME incipiente. La
determinacion de estos parametros a las 20 semanas postnatales y posteriormente a las
22 semanas postnatales, permitiria una caracterizacion mas completa de toda la etapa
extrapolable a la adolescencia en el ser humano, sin exponer a los animales a un mayor

numero de procedimientos invasivos.

Los resultados que se obtuvieron muestran un incremento significativo de la actividad de
la MPO en el SME con respecto al grupo Sanos desde la semana 20 de induccion del
modelo, resultados que coinciden con otros publicados por el grupo de investigacion.5
Garagiola et al.2*” obtuvieron valores incrementados de este indicador en un biomodelo
experimental de SM por administracién de fructosa al 10 % durante 6 semanas. La MPO
también ha sido utilizada como marcador del dafio vascular, a partir de que en esta
condicion pueden coincidir alteraciones como la RI, la inflamacion del endotelio y el

incremento del estrés oxidativo.248

La induccién del SME a través de una DRS provoca una serie de alteraciones en el tejido
adiposo que contribuyen a perpetuar el ambiente inflamatorio. El ambiente inflamatorio que
se establece como consecuencia de la sintesis y secrecion de citoquinas en un tejido
adiposo en expansidén provoca también que se incorporen células que tienen un vinculo
comun con el sistema inmunoldgico, los macréfagos. Estas células, activadas por AGL,
estan involucradas en el inicio de la respuesta inflamatoria innata y contribuyen a amplificar

la respuesta inflamatoria en adipocitos y células endoteliales.?4?
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Las proteinas C3 y C4 son RFA. El organismo produce mayores cantidades de C3 durante
los procesos inflamatorios. Su concentracion se incrementa en enfermedades sistémicas,

estados inflamatorios crénicos no infecciosos y en situaciones fisioldgicas especiales.59.250

Para evaluar la posible asociacion entre la actividad de MPO vy los parametros analiticos y
somatométricos se analizo la correlacion entre estos (tabla 22). Los resultados indicaron
asociacion de la actividad enzimatica con todos los parametros evaluados. Se destaca la

fuerte correlacion positiva con los TAG, el AU y la PAS (r > 0,7).

Tabla 22. Asociacion entre la MPO vy los parametros analiticos y somatométricos a las 22

semanas postnatales

Analiticos r o] Somatométricos r p
Glu 0,689 < 0,001 PAS 0,716 < 0,001
TAG 0,790 < 0,001 PAD 0,584 0,001
Creat 0,815 < 0,001 PC 0,569 0,002
AU 0,744 < 0,001 CA 0,420 0,029

Glu: glucemia, TAG: triacilglicéridos, Creat: creatinina, AU: &cido urico, PAS: presién arterial sistélica, PAD:
presioén arterial diastélica, PC: peso corporal, CA: circunferencia abdominal, r: coeficiente de correlacion de
Pearson, p: significacion estadistica.

La evaluacién entre los marcadores de inflamacion del estudio arrojéo una asociacion
significativa entre ellos. Se observo una fuerte correlacion negativa entre la actividad de la
MPO y las concentraciones de C3 (- 0,878) y moderadamente positiva entre la actividad

de la enzima y la concentracion de C4 (0,679).

La asociacién directa y significativa que se observé en el presente experimento entre la
actividad de la MPO con los parametros analiticos y somatométricos, demuestran la
utilidad de este biomarcador en el SM. Liu et al. 25! también demostraron la correlacion
positiva entre la actividad de la enzima y la modificacion de la LDL-colesterol, lo que

pudiera ser util para identificar el riesgo aterogénico.

Los resultados obtenidos sugieren, que en la semana 20 de vida el estado mas avanzado

del SM, probablemente provoca un estado detectable de inflamacién sistémica, lo que
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provoco la liberacion de RFA vy el incremento de la actividad de la MPO. Dos semanas
después, aunque se agudizaron las alteraciones metabdlicas, estos RFA fueron ineficaces
para evaluar el estado inflamatorio, posiblemente porque el consumo de estos supero su
sintesis. Sin embargo, los niveles elevados de MPO confirman que aun persiste el estado

de inflamacioén crénica de bajo grado que se describe en este sindrome. 13

La asociacion fuertemente negativa que resulté al correlacionar la actividad de la MPO y
la concentracion de C3 apoyan el criterio sefialado. El incremento de la actividad
enzimatica de la MPO en la semana 22 se relacion6 con una diminucion plasmatica de
este RFA, lo cual nos lleva a pensar que luego del pico plasmatico de C3 las condiciones

se crearon para su consumo, propio de un proceso inflamatorio activo.2%2

Los resultados de este experimento demuestran que la actividad de la MPO resulté ser un
parametro optimo para identificar desde la semana 20 el ambiente inflamatorio sistémico
y corroborar la presencia de las condiciones inflamatorias aun en la semana 22, etapa

mas avanzada del deterioro metabdlico.

3.4 Parametros de disfuncién endotelial en aorta abdominal en un
biomodelo de sindrome metabdlico inducido por dieta rica en sacarosa
en ratas Wistar desde la etapa intrauterina hasta las 22 semanas
postnatales

3.4.1 Parametros somatométricos y analiticos

Los parametros somatométricos y analiticos mostrados en la tabla 23 fueron
estadisticamente superiores en el grupo de induccion del SME con respecto al grupo
Sanos. Se utilizo el criterio diagnostico declarado en acapite 3.2.5. Se logré diagnosticar
al 100 % de los individuos del grupo con SME cuando se combind el criterio del AU o la
CA con los valores medios del grupo Sanos de la glucosa, los TAG o la presién arterial.
(Anexo 17 Tabla 24).

El endotelio, debido a su localizacion estratégica, constituye un blanco para los estimulos
provenientes del medio. La ingestidon elevada y sostenida en el tiempo de dietas ricas en

azucares promueve la aparicion de desérdenes metabdlicos como la hiperglucemia y la
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RI, que constituyen factores de riesgo que actuan sobre el endotelio vascular y provocan
su disfuncion.?%3 Ademas, la inflamacién local en adipocitos promueve la liberaciéon de
citoquinas inflamatorias secretadas por macréfagos enddgenos contribuyendo a la
inflamacion sistémica en un estado mas avanzado del dafio metabdlico. Estas moléculas
pro-inflamatorias se diseminan al endotelio adyacente y participan en la génesis del dafio

endotelial 235254

Tabla 23. Parametros somatométricos y analiticos en los diferentes grupos experimentales
a las 22 semanas postnatales. Estudio: Parametros de disfuncion endotelial en
aorta abdominal en un biomodelo de sindrome metabdlico inducido por dieta
rica en sacarosa en ratas Wistar desde la etapa intrauterina hasta las 22

semanas postnatales

Parametros Sa_nos S_ME p
(n=10) (n=10)

CA (9) 14,83 £ 0,76 15,61 + 0,55 0,040
PC (9) 357,98 + 23,57 398,67 + 9,69 0,021
PAS/PAD (mmHg) 126,40/92,69 *+ 1,86/8,76 144,57/103,79 £+ 7,75/10,06 < 0,001
Glu (mmol/L) 6,58 + 0,45 8,16 + 1,02 0,018
TAG (mmol/L) 0,74+ 0,16 1,30 £ 0,34 0,014
AU (pmol/L) 177,23 + 38,06 248,11 + 18,71 0,002
Creat (umol/L) 24,68 £ 3,60 41,43 £7,25 0,002

SME: sindrome metabdlico experimental, CA: circunferencia abdominal, PC: peso corporal, PAS: presion
arterial sistélica y PAD: presion arterial diastdlica, Glu: glucemia, TAG: triacilglicéridos, AU: acido urico,
Creat: creatinina. La comparacion entre grupos se realizé con el test T de Student. Los datos se expresan
como la media y la desviacién estandar. Fuente: registro de recogida de datos.

La DE se produce en las etapas mas tempranas del desarrollo del proceso aterosclerético
y ademas es potencialmente reversible.253 Investigaciones recientes en jovenes de 15, 17
y 24 afnos, identificaron a la adolescencia como un momento 6ptimo para la intervencién
dirigida a mantener el efecto protector de la disminucion de la insulina y la resistencia a
esta hormona sobre la progresion de la rigidez arterial. En este segmento se obtuvo
asociacion entre la hiperinsulinemia y los valores elevados de HOMA-IR con el deterioro

del funcionamiento del endotelio vascular.2%®
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En el presente experimento, a las 22 semanas de DRS se observaron parametros
analiticos y somatomeétricos superiores al grupo Sanos, lo que verifico la reproducibilidad
del desbalance metabdlico que contribuye al desarrollo de la DE en un estado mas
avanzado del SME. La actividad incrementada de la MPO, que se observo en el
experimento anterior, confirmé el estado inflamatorio y oxidativo que afecta a tejidos tan

sensibles como el endotelial y que es consecuencia de la obesidad abdominal y la RI.2%6

3.4.2 Analisis histo-morfométrico de segmentos de aortas

3.4.2.1 Observacion histologica en fragmentos de aorta abdominal

El analisis histologico mostré en los animales con SME la presencia de tumefaccion en la
célula endotelial y en la muscular lisa vascular, células espumosas, ademas de marcada
desorganizacion de las fibras elasticas y musculares de la capa media (Fig. 10).
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Fig. 10. Cortes de aorta abdominal en animales de 22 semanas de vida.

Tincion H/E, aumento 40x. a) Animal sano: Se observa la integridad del endotelio y la lamina elastica
interna, se aprecia organizacion de las fibras musculares lisas y elasticas. b) Animal con SME sin
tratamiento. Las flechas muestran células espumosas, presencia de denudacién endotelial y
desorganizacién en las capas subendoteliales, con pérdida de la continuidad de las fibras. Se observa
mayor engrosamiento del subendotelio con ligera proliferacién intimal.

La tabla 25 muestra los dafios que se presentan en la aorta abdominal en ambos grupos
en las semanas 20 y 22 de vida de los biomodelos (ver datos primarios en anexo 18). Los
resultados muestran que la tumefaccion del endotelio y de la célula muscular lisa del vaso,
la proliferacion subendotelial y la desorganizacion de las fibras elasticas de la capa media

vascular, fueron alteraciones que se observaron desde la semana 20. La denudacién del
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endotelio y la fragmentacion de la lamina elastica interna del vaso incrementaron su

frecuencia de observacion en la semana 22.

Tabla 25. Frecuencia de los parametros histologicos observados en aorta abdominal en la
semana 20 y 22 de vida de los biomodelos

?;:?gf TE DEnd PSE LEIF FEMD  TCMLV
20 Sanos 0 0 0 0 0 0
semanas SME 90 10 40, 30 100 100

P < 0,001 0,305 0,025 0,060 < 0,001 < 0,001
22 Sanos 0 0 0 0 0 0
semanas SME 100 30 60 70 100 100

p < 0,001 0,060 0,003 0,001 < 0,001 < 0,001

SME: sindrome metabdlico experimental, TE: tumefaccién endotelial, DEnd: denudacién endotelial, PSE:

proliferacion subendotelial, LEIF: Iamina elastica interna fragmentada, FEMD: fibras elasticas de la media

desorganizada, TCMLV: tumefaccién de la célula muscular lisa vascular. La comparacién entre grupos se

realizd con el test de Ji cuadrado (¢?). Los valores se registran en porcentaje. Fuente: registro de recogida
de datos.

La observacion microscopica de la aorta abdominal revel6 lesiones consistentes con un
estadio primario de la DE.2%” El edema celular que se presentd, tanto en el endotelio
vascular como en la célula muscular lisa del vaso, es la primera manifestacion morfologica
de casi todas las formas de dafio celular. El aspecto tumefacto se debe a vacuolas claras
en el citoplasma correspondientes a fragmentos de reticulo endoplasmico distendidos y
escindidos. Las causas relacionadas con este tipo de dafio van desde la privacion de

oxigeno y la agresion por agentes fisicos y quimicos hasta desequilibrios nutricionales.2%8

La denudacién endotelial, descrita como la pérdida de células endoteliales focalizadas o
en zonas extensas de la superficie intimal, se describe en otras investigaciones, sobre
todo, en etapas mas avanzadas de las lesiones ateroscleréticas.?4259 Aunque estas
lesiones en sus diferentes etapas de progresion no estan acompanadas, necesariamente,
por la denudacion endotelial 260 Este parametro evaluado, aunque incremento la frecuencia
de observacion de la semana 22 con respecto a la 20, se manifesto poco significativo si lo

comparamos con el resto de las alteraciones observadas.
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La observacion de los fragmentos adrticos a nivel de la intima revel6 discreta proliferacion
subendotelial, determinada por minimos engrosamientos en areas de aortas de ratas
sometidas a la DRS. En la revision de trabajos publicados se encontré que la proliferacion
subendotelial marcada estaba presente en las arterias de los animales con un desarrollo

ya establecido de la lesion aterosclerotica.261.262

La perturbacion en la organizacion de las fibras elasticas de la vasculatura sanguinea se
relaciona con la progresion de la enfermedad vascular que puede conllevar a una oclusion
de la luz por remodelacion o adaptacion celular (hipertrofia e hiperplasia) de los
componentes de la pared.?63264 |a hiperglucemia, la resistencia a la insulina y el
hiperinsulinismo resultante, estan asociados a la generacion del EO y a la formacién de
EROs por el deposito de AGEs. Estos elementos favorecen mecanismos de cambio en el
tropismo de las CMLV, que determinan un aumento en su proliferacion, migraciéon y
actividad sintética. 265 Tanto la desorganizacién de las fibras elasticas de la capa media
vascular como la fragmentacién de la lamina elastica interna del vaso se presentaron en
el 100 % de las ratas del grupo de SME desde las 20 semanas, lo cual es coherente con

el dano vascular.

La vacuolizacion de la célula muscular lisa vascular, identificada como tumefaccion, se
observé en todos los casos del grupo experimental. Aunque no se puede determinar si la
naturaleza de estas vacuolas es hidropica, glucogénica o lipidica, se describe que en una
primera fase de la DE pueden encontrase tanto las modificaciones hidrépicas como células
espumosas provenientes de macrofagos activados y cargados de lipidos que se asocian

al desarrollo de la lesion vascular.266.267

3.4.2.2 Parametros morfométricos en fragmentos de aorta abdominal

La tabla 26 muestra los parametros morfométricos utilizados para evaluar el dafo en el
endotelio de la aorta abdominal. En la semana 20 solo se altero el grosor de la pared de la
arteria con un incremento de este parametro en el grupo de SME. Dos semanas después,
excepto el area del vaso, el resto de los parametros se modificd. Los resultados revelaron
que disminuyo la luz del vaso a expensas de un incremento del area y grosor de la pared

arterial.
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Los cambios celulares que se producen en las estructuras vasculares dependen, en gran
medida, de los factores dependientes del estimulo agresor, del tiempo de exposicidn a este
y de la capacidad de respuesta tisular para enfrentar la agresion.268 E| andlisis de las
variables morfométricas revelé mayor grosor de la pared y su area, con una constriccion
de la luz del vaso. Estos cambios estructurales se corresponden con un remodelado

vascular, observado por otros investigadores y que se asocia a un entorno hipertenso.269

Tabla 26. Parametros morfométricos de dano endotelial en aorta abdominal en las

semanas 20 y 22 de vida de los biomodelos

c(;;:';’g)s ATV (mm?) ALV (mm?) APV (mm?) GPV (um)

Sanos 540,00 + 0,15 340,00+ 0,12 200,00+ 0,03 73,09 + 544

20 semanas g\ 540,00+ 0,15 290,00 +0,10 250,00+0,07 92,02 + 20,70
p 0,394 0,989 0,113 0,019

Sanos  608,01+81,79 426,13+4948 184,33+ 16,78 74,22+ 14,76

22 semanas g\ 532,94 +59.72 214,72+4868 254,16 + 31,27 9516 + 42,09
D 0,240 0,001 0,008 0,001

SME: sindrome metabolico experimental, ATV: Area total del vaso, ALV: Area del lumen del vaso, APV:
Area de la pared vascular, GPV: Grosor de la pared vascular. La comparacién entre grupos se realizé con
el test T de Student. Los datos se expresan como la media y la desviaciéon estandar. Fuente: registro de
recogida de datos.

La RI, como se ha sefalado, contribuye al incremento de la recaptacion de sodio en los
tubulis renales lo cual activa el SRAA. Este sistema, especialmente la angiotensina I,
estimula el crecimiento de la pared vascular y facilita la produccién y la accion de factores
mitogénicos que favorecen la sintesis de proteinas y la proliferacién de las células
musculares lisas. El incremento de la actividad mitogénica provoca engrosamiento en la
capa subintimal y en la capa media, lo que contribuye al desarrollo de la hipertension.?”6.80
Otro actor importante son los niveles elevados de AU con elevada asociacion al ambiente
oxidativo. Este metabolito también activa el SAAR e inactiva el NO endotelial, lo que

acentua el incremento de la presion arterial.82

El analisis de los parametros histo-morfométricos en la semana 20, previo al periodo final

de induccion en la semana 22, se corresponde con el criterio de caracterizar la evolucion
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del dano endotelial en el presente biomodelo. Resultados anteriores identificaron un SM
incipiente a la semana 18 postnatal. La estrecha relacion que existe entre el grado de
inflamacioén sistémica y el dafio endotelial, conectan la hiperplasia e hipertrofia del tejido
adiposo con la instauracion y desarrollo de la DE en un estado mas avanzado del SM.253
Este criterio nos permite seleccionar la semana 20 para determinar los parametros histo-
morfométricos declarados y lograr una caracterizacion del biomodelo mas completa de
esta etapa extrapolable a la adolescencia humana. Ademas, de esta manera se utiliza un
menor numero de animales, si se tiene en cuenta que la determinacion de los parametros

evaluados se realiza post-morten.

El SME inducido con previa exposicion de los animales al ambiente hiperglucidico en etapa
intrauterina y lactancia materna y posterior suministro de DRS durante el periodo que
abarca la etapa extrapolable a la adolescencia en el ser humano; provocd cambios
estructurales a nivel del endotelio vascular, la capa intima y la muscular lisa del vaso. Estas
alteraciones pudieran ser consecuencias de la Rl que se desarroll6 en el biomodelo y de
los niveles elevados de AU que agudizan los efectos nocivos del ambiente inflamatorio,
oxidativo e hipertensivo. La respuesta adaptativa del vaso fue coherente con un
remodelado hipertrofico que puede conducir al desarrollo y progreso de las lesiones

celulares aterogénicas irreversibles en la pared arterial.

3.5 Anomalias morfolégicas en descendientes de progenitores con
sindrome metabdlico inducido por dieta rica en sacarosa

3.5.1 Parametros somatométricos de ratas progenitoras

Diferentes investigaciones han asociado la obesidad materna al desarrollo de numerosas
patologias en la madre y su descendencia. La hipertension y la DMG estan ampliamente
relacionadas con retardo en el crecimiento uterino, defectos embrionarios y muerte
fetal.165.270 E| embarazo en la adolescencia se identifica como un problema de salud y se

asocia con incremento de riesgo cardiovascular para la madre y la descendencia.’%4

Otro aspecto estudiado profundamente en los ultimos afios se refiere a los cambios en el

epigenoma. La posibilidad de que las marcas epigenéticas de los padres se transmitan a
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la descendencia explicaria, en gran medida, la explosion de individuos obesos en edades

cada vez mas tempranas.'?

En el presente experimento, las progenitoras con induccion del SME alcanzaron una
presion arterial de 143/110 + 9,98/8,76 mm Hg al inicio de la gestacion. Estos valores
fueron significativamente mayores que los del grupo Sanas. Los parametros
somatométricos de las ratas progenitoras con SME antes de la interrupcion de la gestacién
también fueron superiores al grupo Sanos, excepto el peso de inicio de la gestacion y el

del utero gravido (tabla 27).

Tabla 27. Parametros somatométricos de ratas progenitoras gestadas con 18 semanas de

vida postnatal

Parametros somatomeétricos Sanas SWe
(n=10) (n=10) P

PAS (mm Hg) 121,00 + 3,56 143,00 + 9,98 < 0,001
PAD (mm Hg) 96,00 + 2,83 110,00 + 8,76 0,004
PCMc (g) 196,00 + 5,77 200,80 + 13,29 0,307
PCMf (g) 277,00 + 8,37 300,13 + 10,70 0,001
GPC (9)

76,20 + 17,77 103,47 + 6,44 < 0,001
PGADb (g) 6,98 + 3,02 13,94 £ 1,61 < 0,001
PUG (g) 53,55 + 15,61 59,14 + 8,07 0,345
GAPM (g) 28,32 + 1,22 44,32 £ 14,51 < 0,001

SME: sindrome metabdlico experimental, PCMc: Peso Corporal Materno al comienzo de la gestacion,
PCMf: Peso Corporal Materno al finalizar la gestacion. GPC: Ganancia de Peso Corporal, PGAb: Peso de
la Grasa Abdominal, PUG: Peso del Utero Gravido, GAPM: Ganancia Ajustada de Peso Materno. La
comparacion entre grupos se realizé con el test T de Student. Los resultados se expresan como la media y
la desviacion estandar. Fuente: registro de recogida de datos.

Mas importante que la ganancia de peso corporal durante el embarazo es la distribucién
de grasa en el cuerpo durante esta etapa. Sarasa-Mufioz et al.2”" estudiaron el rol de la
grasa abdominal en el desarrollo de la RI, especificamente, en los estados tempranos del
embarazo junto a la presencia de los riesgos de la diabetes gestacional. Estudios en
modelos bioldgicos como la rata Zucker obesa demostraron que la hiperplasia del tejido
adiposo influye en el fallo de la accién estrogénica para favorecer la concepcion y el fruto

de esta.?’2 En el presente experimento, el incremento de la grasa abdominal en las ratas
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gestadas del grupo de SME pudiera estar relacionado con las alteraciones observadas en

el producto de la concepcion de este grupo experimental.

En la literatura se reportan investigaciones que asocian la hiperglucemia y la diabetes a la
muerte embrionaria y por consiguiente al fallo en la concepcién.2’? Por otra parte, la
eclampsia en mujeres también se identifica con abortos espontaneos y muerte fetal,?’4

resultados que han sido reproducidos en animales de experimentacion.27>

La inspeccion de los cuernos uterinos de las ratas gestadas mostré6 mayores cantidades
de cuerpos luteos, sitios de implantacion y sacos gestacionales en ratas del grupo Sanas,
resultados publicados por el grupo de investigacion.'®® En ambos grupos se observo
coincidencia en cuanto al numero de cuerpos luteos, sitios de implantacion y numero de

sacos gestacionales mas reabsorciones (tabla 28).

Tabla 28. Inspeccidén en cuernos uterinos de ratas gestadas con 18 semanas de vida

postnatal
Parametros Total aaiﬁ)s) (:ﬂﬁ) p
CL 106 63 43 0,006
Sitios de implantacion 106 63 43 0,006
Reabsorciones 7 0 7 0,030
Sacos gestacionales 99 63 36 0,001

SME: sindrome metabdlico experimental, CL: cuerpos luteos. La comparacion entre grupos se realizd con
el test de Mann-Whitney. Fuente: registro de recogida de datos.

Los teratdgenos o las condiciones fisiopatolégicas durante el embarazo pueden provocar
alteraciones en el desarrollo embrionario que se traduzcan en anomalias congénitas. De
esta manera se afecta el crecimiento prenatal e incluso pueden provocar la muerte del
organismo en via de desarrollo.2’® Las reabsorciones tempranas y tardias observadas,
indican el efecto potencialmente teratégeno de la sacarosa y de la condicion previa de
SME de los progenitores. En estos casos, aunque ocurre la implantaciéon del blastocito al
revestimiento epitelial del Utero y su penetracién a través del endometrio, ocurre un fallo en el
periodo embriofetal que evita el éxito en la concepcion.’®® Esta anomalia solamente se

observé en uteros de ratas gestadas con SME (Fig.11).
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Fig. 11. Reabsorciones tempranas y tardias en progenitoras con sindrome metabdlico
inducido hasta la semana 18 postnatal.

Reabsorcién temprana (A), Reabsorcion tardia (B), Reabsorciéon temprana todavia en su cuerno (C).

Un aspecto interesante en el estudio del efecto de las intervenciones nutricionales o los
estados morbidos de obesidad o SM durante la gestacion, es analizar el éxito de la
fecundacion. 277 El estudio de los CL, como expresion de la ovulacion, y los sitios de
implantacion, indicativos del éxito de la implantacion del évulo fecundado en el endometrio,
se utilizan para evaluar esta primera fase del rendimiento materno en la concepcion. Es
necesario tener en cuenta que la especie roedora, a diferencia de la humana, presenta CL
de ultra-corta duracion. Esta caracteristica es propia de especies poliéstricas y define que
este indicador no sea totalmente eficaz para evaluar el rendimiento en la reproduccion del

roedor, pues se tiene el riesgo del subregistro de CL.278

En el biomodelo de SM, desarrollado en el experimento que se presenta, se obtuvo
coincidencia con las cifras de CL y sitios de implantacion. Estos resultados solamente
pueden ser interpretados como la falta de asociacion entre el fallo en la ovulacion, la
implantacién de los ovocitos y las alteraciones metabdlicas que se desarrollaron en las
condiciones del presente biomodelo de SM. Sin embargo, investigaciones posteriores
deben ser disefiadas para evaluar otros parametros del rendimiento reproductivo, aspecto

que no fue objeto de la presente investigacion.
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3.5.2 Anomalias externas en fetos provenientes de ratas con sindrome
metabdlico experimental

3.5.2.1 Numero, peso, sexo y talla de los fetos

Los fetos provenientes del grupo con SME solo representaron el 40,57 % del total de fetos
obtenidos en el estudio. No se observaron fetos muertos en ninguno de los grupos. Los
valores del peso corporal de los fetos provenientes de progenitores con SME fueron

estadisticamente inferiores que sus homologos sanos (tabla 29).

Tabla 29. Numero, sexo, peso y talla de los fetos de ratas gestadas con 18 semanas de

vida postnatal

Sanos SME p
Numero de fetos 63 43 0,050
31 23
Sexo 0,610
4 32 20
Peso (g) 4,24 + 1,39 4,10 £ 0,50 < 0,001
LCC (cm) 3,69 +0,45 3,35+0,24 0,319

SME: sindrome metabdlico experimental, LCC: Longitud cabeza-cola, @: hembras, J: machos. La
comparacion entre grupos se realizd con el test de Student. Los resultados se expresan como la media y la
desviacion estandar. Fuente: registro de recogida de datos.

La obesidad y el SM se relacionan con la infertilidad y los trastornos de la ovulacion. La
rata Zucker obesa tiene menor indice de natalidad que sus homodlogas delgadas.?’2 Se
reporta en la literatura que la hiperinsulinemia y la resistencia a la insulina presente en las
mujeres obesas llevan a la disminucién en la sintesis de la globulina fijadora de las
hormonas sexuales (por sus siglas en inglés SHBG) y al aumento de andrégenos libres.
Este desbalance hormonal provoca el incremento de estradiol que afecta negativamente
la sintesis de la hormona estimulante del foliculo (FSH). De esta manera, se altera el
reclutamiento folicular, lo que es consistente con la alta prevalencia de anovulacién en
mujeres obesas.2’® El menor indice de natalidad observado en las ratas con SME pudiera

estar asociado también al fallo en la ovulacion.
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Los pesos de los fetos del grupo SME fueron inferiores al grupo Sanos. Estos resultados
estan sustentados por la presencia de hipertension arterial comprobada en las gestantes
con SME. Se ha descrito que el bajo peso al nacer de fetos de madres con SM puede estar
relacionado con este componente del SM.28° Mdiltiples alteraciones del desarrollo fetal, que
incluyen el retardo en el crecimiento, se relacionan con la obesidad materna y su influencia
alrededor del periodo de la organogénesis.’® Vega et al.’% en un estudio con adolescentes
embarazadas publicado en el 2019, también encontré bajo peso al nacer, en
correspondencia con el incremento del IMC de la progenitora y su estatus de pre o

hipertensa.

La condicion trofica al nacer en un entorno de disfuncién metabdlica de la progenitora
pudiera estar determinada por el mayor componente que incida en la etapa del desarrollo
del embarazo. Un ambiente hiperglucidico, con valores elevados de insulina fetal y un
estado normo tenso; pudiera condicionar que los descendientes tengan pesos elevados al
nacer. Este comportamiento lo observamos en hijos de madres diabéticas u obesas con
cifras de tension adecuadas,?®'282 asi como en modelos experimentales de DM y
obesidad.283.284 Sin embargo, existen reportes que relacionan al SM y la obesidad con el
bajo al peso al nacer, probablemente por disfunciéon placentaria atribuible a la

preeclampsia,?85 lo cual coincide con los resultados obtenidos en el presente experimento.

3.5.2.2 Examen externo de los fetos

Las anomalias congénitas se desarrollan generalmente en la etapa embriogénica.’®® Una
de las estrategias mas sencillas para la busqueda de estas alteraciones es la observacion
de posibles defectos externos por comparacion con individuos sanos. Las siete
reabsorciones que se reportaron en la inspeccion de los cuernos uterinos de las ratas
gestadas del grupo SME se correspondieron a 4 tempranas y 3 tardias (16 % de los fetos
provenientes del grupo SME), aspecto que contrasta con la ausencia total de esta

alteracién en los descendientes del grupo Sanas.

El examen externo de los fetos detectdé como alteracion la presencia de hematomas en
region dorsal, lateral y extremidades en un 28 %, solo en fetos del grupo de SME (Fig.12).

Los hematomas observados en la inspeccién externa de los fetos provenientes del grupo
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de SME concuerdan con los descritos por otros autores que relacionan a la DM2 con estas
alteraciones.286. 287 | gs mujeres gestadas con criterio de SM presentan altos valores de
tension arterial lo cual duplica el riesgo de sangrado en la descendencia.®®288 |a presencia
de estos hematomas en los fetos del grupo de progenitoras con SME, sugiere que estos
animales tendrian una alta probabilidad de desarrollar accidentes vasculares en su

desarrollo postnatal.

\

Fig. 12. Hematomas en fetos de progenitores con sindrome metabdlico inducido hasta la
semana 18 postnatal.

a: zona dorsal. b: extremidades.
3.5.3 Anomalias en tejido esquelético y blando

Dentro de las anomalias que se estudiaron para la determinacion de defectos en el tejido
esquelético solo se presentaron agenesia Osea en los grupos de experimentacion,

correspondientes a ausencias de esternebras y xifoides (Fig.13).
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Fig. 13. Tejido esquelético de fetos de progenitores sanos y con sindrome metabdlico
inducido hasta la semana 18 postnatal.

a: osificacién completa de las esternebras y xifoides en Sanos. b: osificacion incompleta de las esternebras
en feto del grupo SME. La flecha sefala la ausencia de la quinta esternebra y ausencia de xifoide.

De un total de 58 fetos estudiados se observaron 18 con ausencias de esternebras y 12
con ausencia de xifoides, lo que represento el 31,03 y 20,7 % respectivamente. La tabla
30 muestra la comparacion entre los fetos de los dos grupos experimentales. El grupo de
SME registré un 57,7 % de ausencia de esternebras y un 38,5 % de ausencia de xifoides,

valores significativamente mayores al compararlo con el control sano (x=0).

Tabla 30. Alteraciones del tejido esquelético en fetos de ratas gestadas con 18 semanas

de vida postnatal

Alteraciones observadas Sanos (n=32) SME (n= 26) o]
Ausencia de xifoide 2 (6,3) 10 (38,5) 0,003
Ausencia de esternebras 3(9,4) 15 (57,7) < 0,001

AE1 3(9,4) 5(19,2) 0,279
AE2 0(0) 6 (23,1) 0,004
AE5 0 (0) 4(15,4) 0,021

SME: sindrome metabdlico experimental, AE1, 2 y 5: Ausencia de una esternebra, dos esternebras y cinco
esternebras, respectivamente. La comparacion entre grupos se realizo con el test de Ji cuadrado (x2). Los
valores entre paréntesis representan los porcentajes por grupo. Fuente: registro de recogida de datos.
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Los resultados demuestran la sensibilidad del tejido éseo a la altura de la caja toracica a
sufrir anomalias en el desarrollo del SM. Kaufman et al.?89 sugieren el examen de estos

huesos debido a que son los principales centros de osificacion.

Algunos estudios declaran que el tipo de alimentacion perinatal se asocia con alteraciones
en la densidad dsea y los niveles de insulina en ratas Wistar. 220291 a obesidad en los
progenitores también afecta la mineralizacion ésea de la descendencia.2%2 El resultado
obtenido permite inferir que el SM induce dafo en tejido dseo fetal, especificamente en la
fase del desarrollo embrionario, debido a que imposibilita el grado de osificacion completa

de las esternebras y xifoides.

En la evaluacion del tejido blando no se reportaron alteraciones significativas. Solo se
observaron dilataciones de los ventriculos cerebrales en un feto proveniente de

progenitores con SME (Fig. 14).

Fig. 14. Ventriculos cerebrales de fetos de progenitores sanos y con sindrome
metabdlico inducido hasta la semana 18 postnatal.

a: Ventriculos cerebrales normales en feto de progenitores sanos. b: Dilataciéon de los ventriculos
cerebrales en feto de progenitores con SME. La flecha negra indica dilatacién de los ventriculos laterales,
la flecha verde indica dilatacién del tercer ventriculo.

Este resultado puede estar asociado a hidrocefalia fetal, alteracion causada en la mayoria
de los casos por estenosis del acueducto de Silvio, lo que provocaria retencién del liquido

cefalorraquideo (LCR) en los ventriculos cerebrales.??3 La baja frecuencia de observacion
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de esta anomalia en este experimento, no permite asociar su aparicién con el desarrollo
del biomodelo. Estudios futuros seran necesarios para evaluar esta incidencia,

posiblemente en fetos provenientes de progenitores con un SM mas avanzado.

Los resultados obtenidos permiten identificar como las principales anomalias en los
descendientes de progenitores con SM inducido por DRS hasta la semana 18 postnatal; al
menor numero y peso de fetos, mayor numero de reabsorciones, presencia de hematomas

y agenesia 6sea.
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CONCLUSIONES

El biomodelo inducido por dieta rica en sacarosa desde la etapa intrauterina y hasta las 18
semanas postnatales define el establecimiento de un sindrome metabdlico experimental
en una etapa incipiente de su desarrollo, etapa extrapolable a la adolescencia en el ser

humano.

El incremento del periodo de administracion de la dieta rica en sacarosa hasta las 22
semanas de desarrollo postnatal, provocé agudizacién de las alteraciones fisio-
metabdlicas y somaticas del sindrome metabdlico experimental. Esta etapa, extrapolable
a la adolescencia en el ser humano, se corresponde con un estado avanzado del SMy es
susceptible a su diagndstico a partir de la combinacion de la hiperuricemia con la

circunferencia abdominal.

En el modelo de sindrome metabdlico experimental extrapolable a la adolescencia en el
ser humano, se comprobd la efectividad de la actividad de la mieloperoxidasa sérica para
evaluar la inflamacién sistémica y de los parametros histo-morfométricos que se utilizaron

para determinar el dafio endotelial, que define la disfuncion endotelial adrtica.

Los fetos de progenitores con sindrome metabdlico inducido por dieta rica en sacarosa y
edad extrapolable a la adolescencia en el ser humano, tuvieron menor peso fetal y
presentaron anomalias externas y defectos en la osificacion, alteraciones que pueden

afectar el desarrollo postnatal.
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RECOMENDACIONES

1. Disefiar una investigacion que evalue en la etapa postnatal el impacto del sindrome
metabdlico en descendientes de progenitores con sindrome metabdlico
experimental.

2. Disefiar y validar un indice diagnéstico para el sindrome metabdlico experimental

que contemple los parametros acido urico y circunferencia abdominal.
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ANEXOS

ANEXO 1. Definicidon operacional de variables

Variables Somatomeétricas

Peso corporal: cuantitativa continua. Se defini6 como el peso del animal en gramos
medido semanalmente en horario de la mafana, antes del suministro de la DRS y el
alimento concentrado.'452%4 Se determino en balanza analitica digital Sartorius BP160P
(Gottingen, Alemania) con sensibilidad 0,001 g.

Ganancia de peso corporal (g): cuantitativa continua. Se definié como la diferencia entre
el peso corporal en gramos de una semana y el registro de la semana anterior.’” Se
determind en balanza analitica digital Sartorius BP160P (Gottingen, Alemania) con
sensibilidad 0,001 g.

Circunferencia abdominal (cm): cuantitativa continua. Se definié como la circunferencia
abdominal en centimetros medida por debajo de la ultima costilla, en horario de la
manana, antes del suministro de la DRS y el alimento concentrado. Se determiné con

el empleo de cinta métrica flexible.14°

Longitud cabeza-cola: cuantitativa continua. Se definié como la longitud en centimetros
desde la punta del hocico hasta la insercién de la cola al cuerpo.’” Se determiné con
el empleo de pie de rey al concluir el estudio.

Peso de grasa visceral (g): cuantitativa continua. Se definié como el peso de la grasa
visceral en gramos (principalmente grasa omental), extraida de la cavidad abdominal
post-mortem. 45 Se determiné en balanza analitica digital Sartorius BP160P (Gottingen,
Alemania) con sensibilidad 0,001 g.

Peso de 6rganos (g): cuantitativa continua. Se definié como el peso de los 6rganos:
corazon, higado y riidn izquierdo, extraidos post-mortem y posterior lavado con SSF
0.9 % y eliminacién de tejido graso adherido.?®* Se determiné en balanza analitica
digital Sartorius BP160P (Gottingen, Alemania) con sensibilidad 0,001 g.

Presién Arterial: cuantitativa continua. Se definié como la fuerza ejercida por la sangre

sobre la pared de los vasos sanguineos determinada en mm Hg. Método no invasivo
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propuesto por Widdop y Li,2%5 que se basa en la medicion indirecta de la presion por la
cola de la rata. Se determiné entre las 14:00 y las 16:00 horas en equipo de medicion
de presioén arterial marca (CODA-UEA), que contiene sensor para captar y registrar
valores de PAS y PAD.

IMC (g/cm?): indice de Masa Corporal. Se calculé la relacién entre el peso corporal de
los animales en gramos y el cuadrado de la longitud cabeza-cola en cm.32 Este

parametro se determind al concluir el estudio.

Variables Analiticas (bioquimicas y hematolégicas)

Marcadores de quimica clinica: cuantitativas continuas. Se definieron como las
concentraciones en suero de glucosa, colesterol total, TAG, VLDL, HDLc, proteinas
totales, creatinina, albumina, acido urico, TGP y TGO, determinadas por métodos
colorimétricos a excepcion de las transaminasas TGP y TGO que se emplearon
métodos cinéticos;'4%1% en todos los casos con el empleo de kits diagnésticos Helfa
(EPB Carlos J. Finlay, Habana, Cuba).Los parametros se determinaron
automaticamente en autoanalizador Hitachi (Roche Diagnostic, Tokio, Japdn) a las 18

y 22 semanas.

La glucosa que se registrd en la prueba de la PTGO vy para verificar la reproducibilidad
del experimento 2.4.1 a las 18 semanas, se determind en sangre obtenida por puncion
venosa de la cola y con el empleo de glucometro Sumasensor (Cuba) y los biosensores

correspondientes.2%

Los TAG y la glucemia en ayunas, que se determinaron para verificar la reproducibilidad
del experimento 2.4.1 alas 18 semanas, se registraron en sangre obtenida por puncion
del seno retroorbital, con el empleo de kits diagndsticos Helfa (EPB Carlos J. Finlay,

Habana, Cuba) y medidos en espectrofotémetro photoLab 6100vis.!%6

Se expresaron en mmol/L la glucosa sanguinea, el colesterol, los TAG, las VLDL vy el
HDLc. La creatinina y el acido urico se expresaron en umol/L. Las proteinas totales y
sus fracciones; albumina y globulinas se expresaron en g/L. Finalmente las

transaminasas TGP y TGO se expresaron en U/L.

Insulina: cuantitativa continua. Se defini6 como la concentracion en suero de insulina

determinada por técnica de radioinmunoensayo (RIA), con el empleo de juego de
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reactivos Insulina IRMA kit RK-400CT. Se determiné en Radiometro SRN1C-02 y se

expreso6 en pU/mL.145

HOMA-IR: cuantitativa continua. Se definié como la relacién matematica del producto de
los valores de glucemia (mmol/L) e insulina (uU/mL) en ayunas entre el factor 22,5.149 La

férmula empleada segun modelo de homeostasis HOMA fue:

glucosa (mmol/L)x insulina (uU/mL)

HOMA-IR=
22,5

HOMA-FCR: cuantitativa continua. Se definié como la relacion matematica que incluye los
valores de insulina (uU/mL) y glucemia (mmol/L) en ayunas.'#® La férmula empleada

segun modelo de homeostasis HOMA fue:

insulina (uU/mL) x 20

HOMA-FCp = glucosa (mmol/L) - 3,5

IGTAG: cuantitativa continua. Se definié como el logaritmo natural de la mitad del producto

de la Glucemia (mg/dL) en ayunas y los TAG (mg/dL)"%0

Glucosa(mg/dL) x TAG (mg/dL)

IGTAG = Ln >

ABC: cuantitativa continua. Se definié como la suma de los valores de glucemia obtenidos
en la prueba de tolerancia oral a la glucosa en el tiempo inicial (0), a los 30, 60 y 120

minutos, segun el método de los trapecios, definido en la siguiente férmula:18°
ABC (mmol/L) = Glu(0) + Glu(30) x 2 + Glu(60) x 3 + Glu(120) x2/4

Micro-albuminuria: cuantitativa discreta. Se definié como la albumina excretada de 30
a 300 mg por la orina en 24 h. Se determiné con el test semicuantitativo por aglutinacion
de particulas de latex (Micral Test, Roche). Los animales con menos de 30 mg/L en 24
h se clasifican con normo-albuminuria, de 30-300 mg/L/24 h micro-albuminuria y mas

de 300 mg/L / 24 h macro-albuminuria. 6

Hemoglobina (Hb): cuantitativa continua. Se defini6 como la concentracion de Hb

determinada en sangre por el método colorimétrico de la cianometahemoglobinas® y
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se utilizo kits diagndsticos Helfa (EPB Carlos J. Finlay, Habana, Cuba). Se determiné

automaticamente en Analizador de Hematologia y se expresé en g/L.

Plaquetas: cuantitativa discreta. Se definié como la cantidad de plaquetas determinada
en sangre por conteo diferencial.’®® Se determiné automaticamente en Contador

Electrénico de Células (CEC) y se expres6 en células x 109/L.

Leucocitos: cuantitativa discreta. Se definié como la cantidad de leucocitos determinada
en sangre por conteo diferencial.’®® Se determiné automaticamente en Contador

Electrénico de Células (CEC) y se expres6 en células x 109/L.

Linfocitos: cuantitativa discreta. Se defini6 como la concentracion de linfocitos
determinada en sangre por conteo diferencial.’® Se determiné automaticamente en

Contador Electrénico de Células (CEC) y se expresé en células/L.

Segmentados: cuantitativa discreta. Se defini6 como la cantidad de segmentados
determinada en sangre por conteo diferencial.’® Se determiné automaticamente en

Contador Electrénico de Células (CEC) y se expresé en células/L.

Variables histolégicas 1522%4

Descripcidn histolégica de higado, aorta abdominal, rindn, corazon, tejido adiposo y
pancreas endocrino: Cualitativa nominal politdmica. Se definié como la identificacion,
por observacion microscépica, de cambios grasos en los tejidos evaluados, necrosis,
inflamacion, atrofia e hipertrofia de las células. Se emple6 microscopio optico binocular
OPTECH (Optical Technology Japan), con ocular 10x y objetivo 4x, 10x y 40x. La
captacion de imagenes se efectu6 con una camara digital Cannon Power Shot G11
(Japon), acoplada a dicho microscopio.

Variables marcadoras de inflamacién

Actividad de la enzima MPO (EC 1.11.2.2): cuantitativa continua. Se definid una unidad
de actividad de MPO como la cantidad de enzima necesaria para catalizar un
incremento en la absorbancia de 0,1 a 460 nm por minuto a 25°C.1% Se determiné en

espectrofotometro (Photolab 6100 vis) y se expres6 en U/mL.
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Concentracion de Fracciones del complemento C3 y C4: cuantitativa continua. Se
definié como la concentracion de las fracciones proteicas del complemento C3 y C4 en
suero. Se determind por formacién de compuestos insolubles al mezclar el suero
sanguineo con anticuerpos anti-C3 (Tina-quantComplement C3c ver.2 Roche®), y anti-
C4 (Tina-quantComplement C4 ver.2 Roche®) y comparar por espectrofotometria con
un calibrador C3 y C4 de concentracion conocida (Calibratorf.a.s).’%6 Se determiné en

autoanalizador quimico Roche/Hitachi — cobas ¢ 311 y se expresaron en g/L.
Variables para evaluar disfunciéon endotelial2®’
Histolégicas: Se clasifican como cualitativas ordinales dicotémicas

Tumefaccion endotelial. Se utilizaron las laminas tefildas con hematoxilina-eosina para
identificar la presencia o no de la alteracion del protoplasma celular.
Si: se aprecia aumento de volumen y aspecto opaco del citoplasma y nucleo de la
célula endotelial, la cual protruye hacia la luz vascular.

No: la célula endotelial muestra un aspecto normal, no protruye hacia la luz vascular.

Denudacion endotelial. Se utilizaron las laminas tefiidas con hematoxilina-eosina para
observar la presencia o no del dafio endotelial.
Si: se observan zonas desprovistas de células que indican pérdida de la continuidad
del endotelio.

No: se observa el endotelio conservado sin pérdida de la continuidad.

Proliferacion subendotelial. Se utilizaron las laminas tefiidas con la técnica de van

Gieson para determinar la presencia o no de engrosamiento de la matriz subendotelial.

Si: se observan zonas engrosadas del subendotelio, positivas para fibras colagenas
con la técnica de van Gieson.

No: no se observa engrosamiento subendotelial.

Integridad de la lamina elastica interna. Se utilizaron las laminas tefidas con Verhoeff
para observar el aspecto de esta lamina.
Conservada: la lamina elastica interna se observa bien definida, continua,
coloreada de forma intensa y homogénea.
Fragmentada: la lamina elastica interna se observa disgregada, discontinua, con
fibras elasticas dispersas.
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Organizacion de las fibras elasticas de la media. Se utilizaron las laminas tefiidas con
Verhoeff para observar la orientacion de las fibras elasticas de la media.
Organizadas: se observan bien definidas y cumplen con el patrén circunferencial
del vaso.
Desorganizadas: se observan dispersas, sin mantener el patron circunferencial del

vaso.

Tumefaccion de la célula muscular lisa vascular: se utilizaron las laminas tefidas con
hematoxilina-eosina para identificar la presencia o no de la alteracion del protoplasma
celular.
Si: se aprecia aumento de volumen y aspecto opaco del citoplasma y nucleo de la
célula muscular lisa vascular.

No: la célula muscular lisa muestra un aspecto normal.
Morfométricas: se clasifican como variables cuantitativas continuas.

Grosor de la pared vascular (GPV): se utilizaron las laminas tefiidas con la técnica de
Verhoeff y objetivo de 40x. Se defini6 como la distancia, expresada en micrometros
(um), delimitada por la lamina elastica externa y la lamina elastica interna. Se realizaron

40 mediciones para cada anillo adrtico.

Area del lumen del vaso (ALV): se utilizaron las laminas tefiidas con hematoxilina-
eosina o con la técnica de Verhoeff y objetivo de 4x. Se definié como el area expresada
en milimetros cuadrados (mm?2), delimitada por el contorno endotelial. Se realizaron 15

mediciones para cada anillo aodrtico.

Area total del vaso (ATV): se utilizaron las laminas tefiidas con hematoxilina-eosina o
con la técnica de Verhoeff y objetivo de 4x. Se defini6 como el area, expresada en
milimetros cuadrados (mm?2), delimitada por el contorno de la Idamina elastica externa.

Se realizaron 15 mediciones para cada anillo adrtico.

Area de la pared vascular (APV): parametro obtenido mediante la diferencia del area
total y del area del lumen del vaso, expresado en mm2 (APV= ATV- ALV).
Variables morfolégicas en estudio de reproduccion 57.2%

Peso corporal materno: cuantitativa continua. Se defini6 como el peso de la rata

gestada en gramos, medido en el dia 0 y 20 de la prefiez y con ayuno de 12 h. Se
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determiné en balanza analitica digital Sartorius BP160P (Gottingen, Alemania) con
sensibilidad 0,001 g.

Peso del utero gravido: cuantitativa continua. Se defini6 como el peso del utero en
gramos inmediatamente después de su extraccion por cesarea (dia 20 de la gestacion),
posterior lavado con SSF 0,9 % y eliminacién solo del tejido graso adherido. Se
determiné en balanza analitica digital Sartorius BP160P (Gottingen, Alemania) con
sensibilidad 0,001 g.

Ganancia ajustada de peso materno: cuantitativa continua. Se defini6 como la
diferencia entre el peso corporal en gramos de la rata gestada el dia 20 antes de la
cesarea y el peso del utero gravido. Se determind en balanza analitica digital Sartorius
BP160P (Gottingen, Alemania) con sensibilidad 0,001 g.

Numero de cuerpos luteos (CL): cuantitativa discreta. Se definié como la cantidad total
de CL en ovarios derecho e izquierdo. Un CL se identificé como una hinchazon discreta,

redonda, ligeramente rosada en la superficie del ovario.

Total de sitios de implantacion: cuantitativa discreta. Se defini6 como la cantidad total de

sitios de implantacion en los cuernos uterinos derecho e izquierdo.

Numero de reabsorciones: cuantitativa discreta. Se defini6 como la cantidad total de
reabsorciones tempranas (ausencia de estructuras embrionarias reconocibles al
microscopio) y tardias (presencia de restos o tejidos fetales) en los cuernos uterinos
derecho e izquierdo.

Numero de sacos gestacionales: cuantitativa discreta. Se definié como la cantidad total
de sacos gestacionales en cuernos derecho e izquierdo, se incluyé las estructuras que

portaban fetos vivos 0 muertos y las reabsorciones tempranas o tardias.

Numero total de fetos: cuantitativa discreta. Se defini6 como la cantidad total de fetos

vivos (presencia de latidos cardiacos o respuesta a estimulos tactiles) y muertos.

Peso fetal: cuantitativa continua. Se definié6 como el peso del feto en gramos medido
después de ser extraido mediante cesarea. Se determin6 en balanza analitica digital
Sartorius BP160P (Gottingen, Alemania) con sensibilidad 0,001 g.
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Talla fetal: cuantitativa continua. Se definié como la longitud en centimetros desde la
punta del hocico del feto hasta la insercion de la cola al cuerpo. Se determind con el

empleo de pie de rey al concluir el estudio.

Sexo: cualitativa nominal. Se definié como la condicion organica que distingue y clasifica a
ratas hembras de machos, segun el examen fisico de la zona perianal del feto. Se evalu6
la distancia entre la papila genital y la apertura anal (en la hembra es aproximadamente la

mitad que en el macho).

Anomalias externas: cualitativa nominal politbmica. Se definieron como malformaciones o

variaciones externas identificadas por observacion macroscépica.

Anomalias Oseas del craneo: cualitativa nominal politbmica. Se definieron como
malformaciones o variaciones observadas en los huesos de la cabeza, en cuanto al
tamano, forma, adicidon o ausencia 6sea. Se determinaron por observacion macroscoépica

con estéreo microscopio (MGC-1-Russia).

Anomalias o6seas del tronco: cualitativa nominal politdmica. Se definieron como
malformaciones o variaciones observadas en vértebras, costillas, esternebras y xifoide,
en cuanto a numero, tamano, localizacion, fusion, omision, adicion y calcificacion
incompleta. Se determinaron por observacion macroscopica con estéreo microscopio
(MGC-1-Russia).

Anomalias 6seas de extremidades: cualitativa nominal politdmica. Se definieron como
malformaciones o variaciones observadas en extremidades anteriores y posteriores, en
cuanto al tamano, forma, adicidn o ausencia 6sea. Se determinaron por observacion

macroscoépica con estéreo microscopio (MGC-1-Russia).

Anomalias del tejido blando: cualitativa nominal politdmica. Se definieron como
malformaciones o variaciones observadas en cortes de 6rganos internos (segun la técnica
de Wilson), en cuanto a presencia o ausencia de estructuras, tamario y localizacion. Se

determinaron por observacién con estéreo microscopio (MGC-1-Russia).
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Anexo 2. Certificado de la calidad genética y sanitaria de los animales de laboratorio
empleados
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Anexo 3. Procedimientos Normalizados de Operacion (PNO) utilizados en la

© N O O K WD~

9.

investigacion y establecidos por la UTEX como parte de su sistema integrado

de gestion de la calidad.

PNO/ANI/0001. Recepcion de los animales provenientes del centro suministrador
PNO/ANI/0004. Condiciones de alojamiento para los animales de laboratorio
PNO/ANI/0005. Marcaje de roedores

PNO/ANI/0007. Observacion de roedores

PNO/ANI/0008. Realizacion de la palpacion e inspeccion clinica.

PNO/ANI/0009. Seleccion al azar de los animales

PNO/ANI/00010. Suministro de agua para los animales de laboratorio
PNO/ANI/0011. Suministro de Alimentos para los Animales de Laboratorio
PNO/ANI/0012. Sacrificio de los animales

10. PNO/ANI/0016. Método de extraccion de sangre por senos orbitales

11.PNO/ANI/0017. Método de extraccion de sangre por la cola

12. PNO/ANI/0019. Método de extraccion de sangre por la aorta abdominal

13.PNO/ LC 04. Determinacion de glucemia

14.PNO/ LC 07. Determinacion de Triacilglicéridos

15. PNO/REP/002. Estudio de embriotoxicidad y/o teratogénesis

16. PNO/REP/013. Apareamiento de las diferentes especies

17.PNO/REP/014. Confirmacion del dia cero de la prefez

18.PNO/REP/015. Sacrificio de las diferentes especies para estudios de

teratogénesis.

19.PNO/REP/016. Cesarea

20.PNO/REP/017. Examen del utero y extraccién de los fetos
21.PNO/REP/018. Conteo de los sitios de implantacion
22.PNO/REP/019. Conteo de cuerpos luteos
23.PNO/REP/020. Sexaje de los fetos

24 PNO/REP/021. Pesaje de los fetos

25.PNO/REP/024. Metodologia para el examen de las malformaciones externas

26.PNO/REP/029. Técnica para el procedimiento del examen de los tejidos blandos.

27.PNO/ ASI /001. Limpieza y desinfeccion del area protegida y la cuarentena.

28.PNO/ ASI / 003. Registro de variables ambientales (temperatura y humedad

relativa)
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29.PNO/ ASI / 004.Tarjeta de identificacion para las cajas.

30.PNO/ ASI /007. Limpieza de los pomos para agua.

31.PNO / ASI / 008. Limpieza de las cajas, fondo de rejillas y las bandejas.
32. PNO / ASI / 011. Fregado de cristaleria.
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Anexo 4. Certificados de autorizo de alimento animal expedidos por el centro
suministrador (Cenpalab) y recepcionado en la Unidad de Garantia de la
Calidad (UGC) de la UTEX ..
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Anexo 5. Aprobacion del Comité de Etica de la investigacion UTEX

UNIVERSIDAD DE CIENCIAS MEDICAS DE VILLA CLARA
UNIDAD DE TOXICOLOGIA EXPERIMENTAL (UTEX)
AVAL DE LA COMISION DE ETICA DE LAS INVESTIGACIONES (CEI)

La investigacion titulada: Cambios morfofuncionales en un biomodelo experimental
de Sindrome Metabdlico en diferentes etapas del desarrollo, de la MSc. Yisel
Gonzalez Madariaga, incluye una serie de investigaciones efectuadas en la Unidad de
Toxicologia Experimental desde el aino 2014. Todas estas investigaciones se han
articulado en proyectos de investigacion de alcance institucional y nacional, dirigidos
por la autora principal de la investigacion, que han respondido a demandas especificas
del sector salud a diferentes niveles y que se han realizado dentro de las lineas
aprobadas por la Universidad Médica de Villa Clara.

La CEIl de la UTEX declara que en todo momento las investigaciones fueron aprobadas
por el CEl de la unidad. Las investigaciones se realizaron con la observancia requerida
de las normas bioéticas para el trabajo con animales de experimentacion que se
encuentran recogidas en el Manual para el trabajo experimental de la UTEX y que se
rigen por la legislacion nacional y las recomendaciones internacionales sobre el tema.
Los protocolos que fueron presentados para cada una de los estudios efectuados,
cumplieron con las normas ARRIVE (Animal Research: Reporting of in Vivo
Experiments) y se constaté en sistematicas inspecciones efectuadas en la etapa
experimental y posteriormente de confeccidn del informe, el cumplimiento de los

principios éticos para la investigacion.

Los resultados obtenidos tienen un alto valor tedrico y practico. Permiten reproducir un
biomodelo experimental que aborda una problematica de salud de gran sensibilidad e
impacto y evaluar la calidad de la generacién del modelo. Esto permite interpretar con

mayor fidelidad los resultados y extrapolarlos a la medicina humana.

/‘,/” ' 5 Santa Clara, 17 de Enero, 2023
,“/ =

/[ )
7

e
MSc. Arelia Pizarro Espin
Presidenta del CEI

Unidad de Toxicologia Experimental.
Universidad de Ciencias Médicas de Villa Clara
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Anexo 6. Comparacidon de parametros de quimica sanguinea reportados para ratas
Wistar de 17 semanas o mas 2°° y humanos 300

PARAMETROS MACHOS HEMBRAS HOMBRES MUJERES
Glu (mmol/L) 5,88 - 10,22 4,94 - 9,05 4,33 -6,11 4,22 — 6,00
TAG (mmol/L) 0,30 -1,81 0,18 -1,97 0,62 — 3,01 0,59 — 2,34
Colesterol (mmol/L) 0,96 — 2,46 0,59 — 2,51 297 —6,57 3,02 — 6,52
TGP (U/L) 19,00 - 48,00 14,00 - 64,00 15,00— 74,00 10,00 — 37,00
Proteinas Totales (g/L) 56,00 — 76,00 63,00 — 5,00 68,00 — 85,00 67,00 — 85,00
Albumina (g/L) 36,00-47,00  37,00-58,00  34,00-54,00 34,00 — 50,00
Globulinas (g/L) 18,00 — 25,00 16,00- 23,00 23.00 — 35,00 23.00 — 35,00
Creatinina (umol/L) 33,9-56,5 33,9-67,9 61,95 — 106,19 53,10 — 79,65

Glu: glucosa, TAG: triacilglicéridos, TGO: transaminasa glutamico piruvica.
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Anexo 7. Determinacion de la MPQO.1%5

1-

Obtencién de las muestras de sangre por venopuncion.

Separacion del suero de las muestras a temperatura ambiente.

Centrifugacion durante 10 minutos a 4000 g y a 4 °C, y decantacion del suero.
Recoleccion de 1 mL de suero en microtubos de 1,5 mL y almacenamiento a -70
°C hasta posterior analisis.

Adicion de 100 pL de suero a 2.85 mL de buffer fosfato 0.05 M y pH= 6,0 que
contenia 0,65 mmol/L de cloruro de ortodianisidina.

Adicion a la mezcla en 5 de perdxido de hidrégeno a una concentracion final de
0,14 mM.

Registro de la absorbancia de la muestra a 460 nm durante 3 minutos a intervalos
de 1 minuto. Se utilizé como blanco al buffer fosfato de potasio.

Construccién de una curva patrdn de peroxidasa de rabano (HRP) liofilizada para
el calculo de la actividad enzimatica. La actividad de la enzima se expreso6 en
U/mL.
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Anexo 8. Examen del tejido esquelético. Huesos examinados

I. Craneo

Il.Tronco

Extremidades anteriores y posteriores

Nasal
Frontal
Parietal

Interparietal

Supra-occipital.

Pre-Maxilar
Maxilar
Zigomatico
Escamoso

Exoccipital

Vértebras

Costillas
esternebras

Xifoides

Clavicula
Humero
Radio
Tibia

Fémur
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Anexo 9. Examen del tejido blando. Cortes realizados segun la técnica de Wilson y las
estructuras que se inspeccionaron en cada uno.

Descripcion del corte

Estructuras y 6rganos observados

Corte efectuado en la regién
cefalica en linea recta por dentro
de la boca y a través de las
orejas

Paladar

Boveda platina
Canales palatinos
Orofaringe
Cerebelo

Corte sobre el hocico
dos o tres milimetros después
del corte anterior

Canales nasales
Puente palatino
Septum nasal
Conchas nasales

Corte delante y detras del ojo

Bulbo olfatorio
Parpados
Cristalinos
Retina

Cuerpo vitreo
Camara anterior
Tracto nasal
Maxilar

Centro de la cabeza

Seno sagital superior
Ventriculos laterales

Tercer ventriculo

Indicacion de los oidos internos

Sobre el cuello - Timo
- Traquea
- Vasos que irrigan esa region
Encima de las extremidades - Esofago
anteriores - Traquea
- Corazén
- Parte de los pulmones
- Médula 6sea
Debajo de las extremidades - Corazén
anteriores - Pulmones
- Bronquios
Cortes efectuados en la region - Higado con los cuatro l6bulos
abdominal - Estébmago
- Bazo
- Rinones

Glandulas suprarrenales

Asas intestinales

Sistema reproductor (Utero y ovarios o
testiculos y conductos deferentes )
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Anexo 10 Tabla 7. Parametros determinados a las 18 semanas de vida postnatal para
verificar la instauracion del biomodelo de SM en experimento 3.2

Glu TAG CA
Grupos (n=20) mmol/L mmol/L cm
Sanos 5,84 £ 0,51 0,62 £0,17 14,95 £ 0,23
SME 7,67 + 1,55 1,33+0,29 17,07 £ 0,33
p < 0,001 < 0,001 < 0,001

SME: sindrome metabdlico experimental, Glu: glucosa, TAG: triacilglicéridos, CA: circunferencia
abdominal. La comparacion se realizé con el test T de Student. Los datos se expresan como la media y
la desviacién estandar. Fuente: registro de recogida de datos.
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Anexo 11 Tabla 13. Registro de la observacion macroscopica de la region toraco-

abdominal al término de la induccién del SME en la semana 22 postnatales

GRUPO SME
Cav. Abdominal | CORAZON PANCREAS | RINONES HIGADO
1 Exceso GAb AN AN AN AN
2 Exceso GAb AN AN AN CP
3 Exceso GAb GE AN AN CP
4 Exceso GAb GE AN AN CP
5 Exceso GAb AN AN AN AN
6 Exceso GAb GE AN AN AN
7 Exceso GAb AN AN AN CP
8 Exceso GAb AN AN AN CP
9 Exceso GAb AN AN AN AN
10 Exceso GAb GE AN AN AN
11 Exceso GAb AN AN AN AN
12 Exceso GAb AN AN AN AN
13 Exceso GAb GE AN AN CP
14 Exceso GAb GE AN AN CP
15 Exceso GAb GE AN AN CP
16 Exceso GAb AN AN AN AN
17 Exceso GAb GE AN AN AN
18 Exceso GAb AN AN AN CP
19 Exceso GAb GE AN AN AN
20 Exceso GAb GE AN AN CP
GRUPO Sanos
1 AN AN AN AN AN
2 AN AN AN AN AN
3 AN AN AN AN AN
4 AN AN AN AN AN
5 AN AN AN AN AN
6 AN AN AN AN AN
7 AN AN AN AN AN
8 AN AN AN AN AN
9 AN AN AN AN AN
10 AN AN AN AN AN
11 AN AN AN AN AN
12 AN AN AN AN AN
13 AN AN AN AN AN
14 AN AN AN AN AN
15 AN AN AN AN AN
16 AN AN AN AN AN
17 AN AN AN AN AN
18 AN AN AN AN AN
19 AN AN AN AN AN
20 AN AN AN AN AN

SME: sindrome metabdlico experimental, Cav. Abdominal: cavidad abdominal, AN: aspecto normal,

GADb: grasa abdominal, GE: grasa epicardica. Fuente: registro de recogida de datos.
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Anexo 12. Aspecto del nefroblastoma mixto o tumor de Wilms en un reporte de caso
del grupo de SME. Estudio: Parametros somatométricos, analiticos e
histolégicos en un biomodelo de sindrome metabdlico inducido por dieta rica
en sacarosa en ratas machos desde la etapa intrauterina hasta las 22
semanas

Fig. 3. Aspecto macroscopico i), Aspecto microscopico ii): a) clasica combinacion
trifasica, b) blastemal, mesenquimal y c) tubular. (40x, H/E).
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Anexo 13. Ficha de recogida de resultados de parametros histolégicos. Estudio: Parametros somatométricos, analiticos e
histolégicos en un biomodelo de sindrome metabdlico inducido por dieta rica en sacarosa en ratas machos desde la etapa intrauterina

hasta la adolescencia.

HIGADO RINON CORAZON ADIPOCITOS PANCREAS
Grupo | EMACRO EMICRO EEAR GA GH TA TH PGM HM PL AL 1A IH
SME S| NO S| NO S| NO S| NO S| NO SI NO SI NO S| NO SI NO SI NO S| NO S| NO SI NO
1 X X X X X X X X X X X X X
2 X X X X X X X X X X X X
3 X X X X X X X X X X X X
4 X X X X X X X X X X X X
5 X X X X X X X X X X X X X
6 X X X X X X X X X X X X X
7 X X X X X X X X X X X X
8 X X X X X X X X X X X X
9 X X X X X X X X X X X X X
10 X X X X X X X X X X X X X
11 X X X X X X X X X X X X X
12 X X X X X X X X X X X X X
13 X X X X X X X X X X X X X
14 X X X X X X X X X X X X X
15 X X X X X X X X X X X X X
16 X X X X X X X X X X X X
17 X X X X X X X X X X X X
18 X X X X X X X X X X X X
19 X X X X X X X X X X X X X
20 X X X X X X X X X X X X X
Grupo Sanos
1 X X X X X X X X X X X X X
2 X X X X X X X X X X X X X
3 X X X X X X X X X X X X X
4 X X X X X X X X X X X X X
5 X X X X X X X X X X X X X
6 X X X X X X X X X X X X X
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7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

20

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

EMAC: esteatosis macrovacuolar, EMIC: esteatosis microvacuolar, EEAR: engrosamiento endotelial de arteriolas renales, GA: glomérulos atréficos, GH:
glomérulos hipertréficos, TA: tubulis atréficos, TH: tubulis hipertréficos, PGM: penetracion grasa en miocitos, HM: hipertrofia de miocitos, PL: presencia de

lipoblastos, AL: acumulo de linfocitos, IA: islotes atréficos, IH: islotes hipertréficos
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Anexo 14 Tabla 17. Diagnostico de SME segun los criterios de NCEP-ATP Il ajustados al
modelo biolégico roedor. Estudio: Parametros somatométricos, analiticos e histolégicos en un
biomodelo de sindrome metabdlico inducido por dieta rica en sacarosa en ratas machos desde
la etapa intrauterina hasta las 22 semanas.

GRUPOS CASO Diagnoéstico
SME 159 1
SME 1521 1
SME 1543 1
SME 1545 1
SME 1546 1
SME 1549 0
SME 1652 1
SME 161 0
SME 162 0
SME 163 0
SME 165 0
SME 168 1
SME 169 1
SME 1610 1
SME 1645 1
SME 1621 1
SME 191 1
SME 194 1
SME 196 1
SME 1910 0

T. DE CASOS 20 14
% 70
Sanos 1501 0
Sanos 1502 0
Sanos 1503 0
Sanos 1504 0
Sanos 1505 0
Sanos 1506 0
Sanos 1507 1
Sanos 1508 1
Sanos 1509 0
Sanos 15010 0
Sanos 1902 0
Sanos 1907 0
Sanos 1909 0
Sanos 19010 0
Sanos 19026 0
Sanos 19027 0
Sanos 19034 0
Sanos 19041 0
Sanos 19043 0
Sanos 19013 0
T. DE CASOS 20 2
% 10

1- diagnéstico positivo de SM 0- diagnéstico negativo de SM
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Anexo 15. Modelos de regresion logistica obtenidos a partir de la re-codificacion de los

parametros seleccionados por su correlacién positiva con la grasa

abdominal.
Variables in the Equation
95% C.l.for EXP(B)
B S.E. Wald df Sig. Exp(B) Lower Upper
Step 12 FGLIC 2.140 .748| 8.196 1 .004 8.500 1.964 36.790
Constant -.531 399 1.773 1 .183 .588
a. Variable(s) entered on step 1: FGLIC.
Variables in the Equation
95% C.l.for EXP(B)
B S.E. Wald df Sig. Exp(B) Lower Upper
Step 12 FTAG 2.488 .759| 10.750 1 .001 12.042 2.721 53.296
Constant -.754 429 3.091 1 .079 471
a. Variable(s) entered on step 1: FTAG.
Variables in the Equation
95% C.l.for EXP(B)
B S.E. Wald df Sig. Exp(B) Lower Upper
Step 12 FAU 3.520( 1.107] 10.103 1 .001 33.778 3.855 295.949
Constant - 747 405| 3.410 1 .065 474
a. Variable(s) entered on step 1: FAU.
Variables in the Equation
95% C.l.for EXP(B)
B S.E. Wald df Sig. Exp(B) Lower Upper
Step 12 FCA 2.679 .768| 12.153 1 .000 14.571 3.231 65.711
Constant -.887 449 3.904 1 .048 412
a. Variable(s) entered on step 1: FCA.
Variables in the Equation
95% C.l.for EXP(B)
B S.E. Wald df Sig. Exp(B) Lower Upper
Step 12 FCREAT 10048. 3589944
P 22.001 242 .000 .998 095 225 .000
Constant -.799 401 3.958 .047 450
a. Variable(s) entered on step 1: FCREAT.
Variables in the Equation
95% C.l.for EXP(B)
B S.E. Wald df Sig. Exp(B) Lower Upper
Step 12 FPAS 9748.2 4038687
P 22.119 - .000 998|107 18 .000
Constant -.916 418 4.798 .028 400
a. Variable(s) entered on step 1: FPAS.
Variables in the Equation
95% C.l.for EXP(B)
B S.E. Wald df Sig. Exp(B) Lower Upper
Step 12 FPAD 10377. 3230949
P 21.896 780 .000 .998 685 702 .000
Constant -.693 .387 3.203 .074 .500

a. Variable(s) entered on step 1: FPAD.
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Variables in the Equation

95% C.l.for EXP(B)
B S.E. Wald df Sig. Exp(B) Lower Upper
Step 12 FAU 4644| 1.460( 10.121 1 .001| 104.002 5.948 1818.518
FCA 3.808| 1.218 9.780 1 .002| 45.055 4.143 489.970
Constant -2.811 1.030 7.452 1 .006 .060
a. Variable(s) entered on step 1: FAU, FCA.
Variables in the Equation
95% C.l.for EXP(B)
B S.E. Wald df Sig. Exp(B) Lower Upper
Step 12 FAU 4458 | 1.481 9.062 1 003| 86.328 4.737 1573.137
FCA 3.460( 1.252| 7.632 1 .006| 31.812 2.733 370.349
FTAG 1.120| 1.101 1.036 1 .309 3.066 .354 26.521
Constant -3.006| 1.071 7.879 1 .005 .050
a. Variable(s) entered on step 1: FAU, FCA, FTAG.
Variables in the Equation
95% C.l.for EXP(B)
B S.E. Wald df Sig. Exp(B) Lower Upper
Step 12 FAU 4576 1.575| 8.436 1 004| 97.088 4.428 2128.906
FCA 3.859| 1.345| 8.226 1 .004| 47.396 3.393 662.051
FGLIC 2128 | 1.252| 2.889 1 .089 8.397 722 97.655
Constant -3.561 1.266( 7.911 1 .005 .028

a. Variable(s) entered on step 1: FAU, FCA, FGLIC.
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Anexo 16. Tabla 20. Diagnéstico de SME segun el criterio declarado en el acapite
3.2.5 Estudio: Parametros de inflamacion en el sindrome metabdlico inducido por
dieta rica en sacarosa en ratas Wistar.

GRUPOS CASO Diagnéstico
SME 161 1
SME 162 1
SME 163 1
SME 165 1
SME 168 1
SME 169 1
SME 1610 1
SME 1645 1
SME 1621 1
SME 191 1
T. DE CASOS 10 10
% 100
Sanos 1902 0
Sanos 1907 0
Sanos 1909 0
Sanos 19010 0
Sanos 19026 0
Sanos 19027 0
Sanos 19034 0
Sanos 19041 0
Sanos 19043 0
Sanos 1905 0
T. DE CASOS 10 0
% 0

1- diagnéstico positivo de SM 0- diagnéstico negativo de SM
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Anexo 17. Tabla 24. Diagnostico de SME segun el criterio declarado en el acapite 3.2.5.
Estudio: Parametros de disfuncion endotelial en aorta abdominal en un biomodelo de
sindrome metabdlico inducido por dieta rica en sacarosa en ratas Wistar desde la etapa
intrauterina hasta las 22 semanas postnatales

GRUPOS CASO Diagnéstico
SME 159 1
SME 1521 1
SME 1543 1
SME 1545 1
SME 1546 1
SME 1549 1
SME 1562 1
SME 151 1
SME 152 1
SME 153 1
T. DE CASOS 10 10
% 100
Sanos 1501 0
Sanos 1502 0
Sanos 1503 0
Sanos 1504 0
Sanos 15012 0
Sanos 1507 0
Sanos 1509 0
Sanos 15010 0
Sanos 1506 0
Sanos 15011 0
T. DE CASOS 10 0
% 0

1- diagnéstico positivo de SM 0- diagnéstico negativo de SM
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Anexo 18. Ficha de recogida de resultados de parametros histolégicos. Estudio: Parametros de disfuncion endotelial en aorta

abdominal en un biomodelo de SME inducido por dieta rica en sacarosa en ratas Wistar desde la etapa intrauterina hasta la

adolescencia

TE DEnd PSE LEIF FEMD TCMLV
Si No Si No Si No Si No Si No Si No
Sanos
1 X X X X X X
2 X X X X X X
3 X X X X X X
4 X X X X X X
5 X X X X X X
6 X X X X X X
7 X X X X X X
8 X X X X X X
9 X X X X X X
10 X X X X X X
SME
20 Semanas ! X X X X X X
2 X X X X X X
3 X X X X X X
4 X X X X X X
5 X X X X X X
6 X X X X X X
7 X X X X X X
8 X X X X X X
9 X X X X X X
10 X X X X X X
Sanos

=
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2 X X X X X X
3 X X X X X X
4 X X X X X X
5 X X X X X X
6 X X X X X X
7 X X X X X X
8 X X X X X X
9 X X X X X X
10 X X X X X X
22 Semanas SME
1 X X X X X
2 X X X X X X
3 X X X X X X
4 X X X X X X
5 X X X X X X X
6 X X X X X X
7 X X X X X X
8 X X X X X X
9 X X X X X X
10 X X X X X X

TE: tumefaccion endotelial, DEnd: denudacion endotelial, PSE: proliferacién subendotelial, LEIF: lamina elastica interna fragmentada, FEMD: fibras elasticas
de la media desorganizada, VCML: tumefaccion de la célula muscular lisa vascular
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