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ANTECEDENTES HISTORICOS

El concepto de sindrome metabdlico (SM) se define como una agrupacion de
factores asociados a mayor riesgo en el desarrollo de diabetes mellitus tipo 2
(DM2) y riesgo cardiovascular. Alberti y cols., proporcionaron una de las primeras
descripciones conjuntamente con Kylin en 1923, cuando lo definieron como un
sindrome consistente en hipertension, hiperglicemia e hiperuricemia;
posteriormente a mediados del siglo XX, en 1956, Vague asoci6 por primera vez a
la hipertension arterial e hiperuricemia con las alteraciones metabdlicas, sin
embargo, fue hasta 1966 que Welborn en un estudio con pacientes que
presentaban hipertension arterial demostré concentraciones séricas de insulina
mayores que en el grupo control, sefialando la presencia de hiperinsulinemia y
describiéndose asi por primera vez las consecuencias de la resistencia a la

insulina en el desarrollo del sindrome metabdlico.[1]

Vague dentro de sus contribuciones ha subrayado la distribucion de obesidad en
trastornos metabdlicos, sin embargo, no fue hasta la década de los ochenta en
gue adquirio mayor interés. En 1988, Reaven describidé un sindrome que se basa
en un conjunto de anormalidades con mayor riesgo cardiovascular y propuso el
término de sindrome X [6], en el cual describié un cuadro caracterizado por la
agrupacion de factores de riesgo cardiovascular (aumento de triglicéridos con
disminucién de colesterol HDL, hipertensién arterial y obesidad abdominal)
asociado con resistencia a la insulina. En su hipotesis, la resistencia a la hormona
hipoglucemiante juega el papel principal conjuntamente a la obesidad como uno
de los factores predisponentes, con fuerte asociacion a estados de

hipercoagulabilidad, estados pro-inflamatorios y micro albuminuria.

A lo largo de los afios se han afiadido a la definicion otros componentes a la
definicion de este sindrome, a la vez que comenzé a recibir nuevas
denominaciones como fueron la de sindrome X plus, cuarteto mortifero, sindrome
plurimetabdlico, sindrome de insulinorresistencia, sindrome de OROP
(dislipidemia, resistencia a la insulina, obesidad e hipertension arterial, por sus
siglas en inglés) y otros. En 1998, el grupo de trabajo de diabetes de la
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Organizacion Mundial de la Salud (OMS) propuso un conjunto de criterios para el
diagnéstico de SM, el cual debia incluir evidencias clinicas de resistencia a la
insulina, dislipidemia, hipertension arterial, obesidad (definida por el indice de
masa corporal (IMC) o por la relacién cintura-cadera) y micro albuminuria. [2]

En el 2001 el panel de expertos sobre deteccion, evaluacion y tratamiento de la
hipercolesterolemia (ATPIII) determinaron los criterios de este sindrome,
finalmente en el afio 2003; la Asociacion Americana de Endocrinologia Clinica
(AACE) unificé y publicé una serie de criterios para establecer el diagnostico de
SM haciendo énfasis en la utilidad de la prueba de tolerancia a la glucosa, y estos
nuevos criterios se sumaron a los ya establecidos por la OMS y el ATPIII [3].

SINDROME METABOLICO

A nivel internacional, en la actualidad no existe un criterio Unico para definir el SM.
Desde la aparicion de su primera definicion oficial, hasta la actualidad, han surgido
diferentes propuestas con el objetivo de identificar a los individuos que lo
presentan y de estimar su prevalencia en diferentes poblaciones. Esos conceptos
muestran diferencias, no solo con relacion a los componentes que se proponen
para su diagnéstico, sino también con respecto a los puntos de corte fijados para
cada uno de ellos. En la literatura existen seis principales organismos
internacionales los cuales proporcionan sus criterios diagndsticos, propuestos por

sus paneles de expertos: [4]

World Health Organization (Organizacion Mundial de la Salud, OMS)
European Group for Study of Insulin Resistance (EGIR)

National Cholesterol Education Programme (NCEP-ATP llI)

International Diabetes Federation Consensus Panel (IDF)

American College of Endocrinology (ACE)

Asociacion Americana del Corazon (AHA) en conjunto con el Instituto
Nacional del Corazon, Pulmén y Sangre de los Estados Unidos (NLHBI)

oukhwbE

A continuacion se describen los diferentes criterios diagnosticos establecidos por

dichas organizaciones.



Tabla 1.- Criterios utilizados para el diagnéstico de SM.

NCEP-

AHA/NHLB
Criterios de OMS EGIR Ao | IDF
diagnéstico siguientes _(3 c_ie los
) siguientes)
GAA, TGA,
DM2 o Insulina
disminucio "
n de la plasmalltlca}J
Insulinorresistenci | sensibilida g]ea?:)osr\?al?)?e/; No lo No lo No lo
a dala considera | considera | considera
insulina | Shayunasen
mas de normodiabéticos
*
dos de los
siguientes
Cintura
IMC > 30 2del
ylo Cintura Cintura umbral
re_IaC|on Cintura = 94 cm 2120 94 >120 94 definido
cintura cmen para cada
Obesidad cadera > en varones y varones cm en rupo
80cmen Y | varones y grup
0.9en . =88 cm etnico
mujeres =88 cmen .
varones o en muieres mas dos
>0.85en mujeres ! de los
mujeres siguientes
TG=2150 | TG=2150 | TG=150
* *
;S/gcf/% TG 2 150 mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL
y/o HDL < 35 o HDL < o HDL <
HDL <35 mg/dL en a0 mgrdL | O HPL < 1 40 mgrdL
Pslpideria | mgo 0 | vaonesa<an | an | A |
<39 ma/dL mg/dL en varones o varones o
g . o0 <50
en mujeres Mujeres <50 mg/dL <50
g/dL en
mg/dL en . mg/dL en
) mujeres )
mujeres mujeres
L, . 2140/90 2130/85 2130/85 2130/85
Presién arterial mmHg 2140/90 mmHg mmHg mmHg* *mmHg*
Glucemia | Glucemia* | Glucemia*
Glucemia en GAA, TGA O en ayunas | en ayunas | en ayunas
ayunas DM2 >110 >100 >100
mg/dL mg/dL mg/dL
IMC <24.9 <26 <26.7 <27.1

*0 en tratamiento con farmacos: Se refiere a presentar valores normales de los lipidos en el momento del

estudio pero esta bajo tratamiento por diagndéstico previo; Microalbuminuria positiva se considera cuando la

excrecion de albimina 220 mg/min o la relacién albumina/creatinina en orina es 230 mg/g en 24 Hras.




AHA/NHLBI: Asociacién Americanca del Corazén/Instituto Nacional del Corazén, Sangre y Pulmén; DM 2:
Diabetes Mellitus tipo 2; GAA: glucemia alterada en ayunas; TGA: tolerancia a la glucosa alterada; TG:

triglicéridos.

Todas las definiciones, de los organismos anteriormente citados, tienen en comun
el agrupar una serie de anormalidades en un mismo individuo, que le otorgan un
mayor riesgo en el desarrollo de diabetes y de enfermedad cardiovascular,
teniendo como base la resistencia insulinica.

La insulinorresistencia es la incapacidad de la insulina tanto enddégena como
exogena para facilitar la captacion, entrada y utilizacion de la glucosa en los
tejidos periféricos, creando un estado constante de hiperinsulinemia, la cual a su
vez genera una serie de alteraciones asociadas. Es importante destacar que no
todo paciente con hiperinsulinemia e incluso con resistencia la insulina
desarrollarda SM ya que para el desarrollo del mismo se requiere defectos
metabolicos adicionales como obesidad, dieta hipercaldrica rica en grasas y

carbohidratos por mencionar algunos. [5]

FACTORES DE RIESGO

El sindrome metabdlico (SM) es una entidad compleja y heterogénea, con un
fuerte componente genético y cuya expresion esta influida por factores sociales,
ambientales, economicos y culturales. Engloba una serie de enfermedades cuya
prevalencia tanto en México como a nivel mundial son un problema de salud
publica y su impacto radica en que involucra un sin fin de factores de riesgo
cardiovascular y dentro de estos, la obesidad juega un papel central en la
fisiopatologia al ser uno de los factores desencadenante de otras alteraciones
metabolicas intimamente relacionadas con el SM, tales como intolerancia a la
glucosa, diabetes mellitus tipo 2 (DM2), hipertension arterial y dislipidemia

principalmente, aungue cabe mencionar que tampoco es un factor decisivo. [6]

Genética

La epidemia del sindrome metabdlico que esta ocurriendo a través de la sociedad

occidental se caracteriza por dos factores importantes. En primer lugar, se ha
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producido rdpidamente, la escala de tiempo es tan corta que los cambios a gran
escala en la estructura genética de la poblacién no puede ser una explicacién. Sin
embargo, el segundo punto es el hallazgo aparentemente contradictorio de que la
variacion individual en la obesidad y sus secuelas tienen un alto componente
genético. La conclusién inevitable es que la obesidad y las enfermedades crénicas
qgue vienen con él, es el resultado de una interaccion entre genes/ambiente
(Epigenética). Los individuos de ciertos grupos étnicos, sobre todo los latino,
mexico-americanos y afroamericanos, parecen tener una predisposicién genética
a la obesidad que se expresa especialmente en el entorno moderno, donde es el
resultado de una mala adaptacion al estilo de vida y al medio ambiente. [7]

Anteriormente varios investigadores han especulado acerca de la procesos
evolutivos que pueden generar esta predisposicion genética. Probablemente, la
primera exposicion de estas ideas fue propuesta por Neel, quien sugirid que la
diabetes y la obesidad se derivaron de la seleccion natural en nuestros ancestros
a favor de un "genotipo ahorrador" que permitié un almacenamiento altamente
eficiente de la grasa durante los periodos de abundancia de alimentos. Neel
argumenté que tal genotipo seria extremadamente ventajoso para el hombre
primitivo, que estaba expuesto a periodos de escasez de alimentos, que
autorizaba el depésito de las reservas de grasa de manera eficiente para
sobrevivir a periodos posteriores. En la sociedad moderna, sin embargo, donde el
suministro de alimentos es casi siempre hacer uso - poder, este genotipo
ahorrador es perjudicial, ya que promotoras de almacenamiento eficiente de la
grasa en la preparacion para un periodo de escasez dificiimente llega. El
desarrollo de resistencia a la insulina fue visto como parte de esta adaptacion
"genotipo ahorrador”, ayudando a los primeros seres humanos en el proceso de la

deposicion eficiente de la grasa. [8]
Condiciones nutrimentales

Otro de los factores de riesgo que ultimamente ha causado gran impacto sobre la
sociedad, es la parte nutricional, principalmente una dieta hiperglacida y/o

hipercalorica, ya que estudios epidemiolégicos recientes, demuestran que la
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ingesta del alimento con estas caracteristicas podria generar trastornos en el
metabolismo de lipidos y carbohidratos, ocasionando asi alteraciones que llevan al
desarrollo de SM. Las asociaciones enfocadas a la evaluacion de las dietas en
México, indican que una dieta caracterizada por el alto consumo de refrescos,
refinado de cereales, tortilas de maiz, pastas y bajo consumo de productos
lacteos, mariscos y granos integrales, se asocia con mayores probabilidades de
desarrollar SM en nifios, jovenes y adultos mexicanos. Las estadisticas recientes
muestran una prevalencia de la presencia de SM en un 60% en adultos y de un
10-30% de la poblacion infantil. [9]

Estudios epidemiolégicos han observado que una ingesta elevada de azucares
simples, de alimentos con alto indice glucémico y de dietas con alta carga
glucémica se asocian a resistencia insulinica, DM2, hipertrigliceridemia y cifras
bajas de la fraccion del colesterol- HDL. Un bajo consumo de grasa saturada a
favor de acidos grasos poli-insaturados y mono-insaturados se ha implicado en
una reduccion de la incidencia de dichas anormalidades, aunque aun continta el
debate. La fibra dietética de cereales no refinados ha mostrados ser beneficiosa
en la reduccion del riesgo para el desarrollo de problemas metabdlicos que
derivan en DM2. Entre los patrones dietéticos de mayor debate, la dieta
mediterranea se ha visto relacionada con una menor incidencia de diabetes y con
una reduccion del riesgo de muerte, sin embargo, cabe mencionar que el factor
genético es de suma importancia también. Estudios de intervencion para la
prevencion de DM2 han propuesto dietas hipolipidicas (reduciendo grasa saturada

y trans-), con alto aporte de fibra y con bajo indice glucémico [10].

Asi mismo, el consumo de azucares refinados no sélo incrementa las glicemias
prandiales y postprandiales, sino que también aumenta el depdsito de grasas,
principalmente en abdomen y tejido subcutaneo [11]. Se ha mostrado en diversas
investigaciones que el consumo elevado de hidratos de carbono favorece estados
de hipertrigliceridemia, y consecutivamente condiciona disminucion de colesterol
HDL, con aumento de la fraccibn VLDL. Este mecanismo se debe a que los

carbohidratos rapidamente digeribles en forma de monosacaridos que saturan las



rutas metabdlicas de transporte y metabolismo de los mismos, tienden a exacerbar

hiperlipidemia post pradial no quilomicrénica. [11].

Por otro lado, la intima asociacion de SM y RI en sujetos, han mostrado, que la
respuesta lipémica postprandial aumenta con las alteraciones metabdlicas en las
vias de carbohidratos sobre todo cuando se consumen alimentos con alto indice
glucémico (IG); en dichos sujetos la alteracion metabdlica es mas profunda,
alterando metabolismo de lipidos, aumentando lipogénesis hepatica y muscular,
con lipdlisis adipocitaria mediada por hormonas contrarreguladoras de las rutas
insulinicas, lo cual lleva al incremento de la liberacion y transporte de acidos

grasos libres a otros tejidos y con ello esteatosis [12].

Obesidad

La obesidad es una causa importante de morbilidad y mortalidad, asociada con un
mayor riesgo de enfermedades cardiovasculares (ECV), SM y ciertas formas de
cancer. La cual normalmente se evalua clinicamente con la medida sustitutiva de
cuerpo indice de masa corporal (IMC). Las personas con un IMC = 30 kg/m2 se

consideran con obesidad. [8]

La distribucion de la grasa corporal, en lugar de la adipocitaria es un factor de
riesgo importante para los trastornos relacionados con la obesidad. El exceso de
grasa intra abdominal en lugar de la grasa subcutanea (obesidad central vs
periférica) esta asociado con el SM y ECV. Los mecanismos responsables de
esta asociacién aun son desconocidos, pero se han formulado varias hipotesis. La
primera, propone un efecto directo de los depdsitos de tejido adiposo visceral (TA)
sobre la resistencia a la insulina, metabolismo de las lipoproteinas, y la presion
arterial. Productos metabdlicos de la grasa omental y mesentérica de los depdsitos
de TA se liberan en la vena porta, proporcionando su entrega directa al higado. La
lipdlisis generada a partir de la grasa omental y mesentérica liberan acidos grasos
libres (AGL) que pueden inducir resistencia hepética a la insulina y proporcionar

los sustratos para la sintesis de lipoproteinas y el almacenamiento de lipidos
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neutros en los hepatocitos. Ademas, las proteinas especificas y las hormonas
producidas por el TA omental y mesentérico, tales como moléculas inflamatorias,
angiotensinodgeno, y cortisol también pueden contribuir al SM y la ECV. Otra
hipotesis sugiere que el capacidad limitada de grasa para almacenar el exceso
de energia resulta en el desbordamiento de los &cidos grasos a la grasa intra-
abdominal y sitios "ectopicos", como higado, musculo, e islotes de Langerhans en
pancreas. En este paradigma, el exceso de la grasa intra-abdominal es
“simplemente” un marcador de desbordamiento de &cidos grasos a partir de los
depositos de grasa. [8]

Factores del medio ambiente

Diferentes factores ambientales pueden afectar el desarrollo de SM, uno de los
gue ha sido reconocido recientemente es el Cadmio (Cd). Este es un metal
pesado no esencial, toxico, que se encuentra ampliamente distribuido en el medio
ambiente. Las principales fuentes de exposicion incluyen la dieta, especialmente el
arroz, los cereales, las patatas y otros tubérculos; ademas el fumar, en donde el
Cd esta presente en el humo del tabaco pudiendo ser absorbido de manera
efectiva en los pulmones. El cadmio tiene efectos toxicos sobre varios tipos de
células y tejidos, ademas de ser un carcindgeno reconocido en el humano. Tiene
una vida media biolégica larga en tejidos, sin embargo se puede encontrar en
circulacion, ser filtrado en rifidn, por lo que la concentracion urinaria de cadmio es
marcador de exposicion. Existen reportes que una proporcion considerable de la
poblacién presenta concentraciones de Cd en la orina y sangre, lo que se ha
asociado con un mayor riesgo para el dafio renal, osteoporosis o fracturas,
enfermedad aterosclerética, mortalidad cardiovascular y actualmente diabetes y
SM [10]. En este sentido, estudios experimentales indican que la exposicion de Cd
conduce a una intolerancia a la glucosa. Uno de los mecanismos sugeridos es que
el Cd tiene un efecto toxico sobre las células betas pancreéticas lo que conduce a

la produccién reducida de insulina. [13]

Evaluacion en la concentracién de Cd en muestras biolégicas de pacientes con

DM2 ha demostrado que las concentraciones medias de Cd en la sangre de los no
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fumadores y fumadores de pacientes diabéticos varones fueron significativamente
mas altas que en sus respectivos controles. La investigacion epidemiolégica ha
indicado también que el aumento del nivel de glucosa en sangre y la disminucion
de los niveles de insulina en suero se mostraron en trabajadores expuestos a
cadmio en una fundidora, en comparacion con el control. Sin embargo, los efectos
y mecanismos detallados del xenobidtico en la secrecion de insulina, utilizacion y
regulacion de la glucosa en la sangre aln no estan claros. Hasta ahora, sélo hay
unos pocos informes que investigan la relacion entre la contaminacién por Cd y
diabetes. [14]

DINAMICA CELULAR Y BIOQUIMICA DE LA ALIMENTACION
NORMOCALORICA.

El organismo mantiene equilibrio de energia por medio de ciclos de alimentacion
diarios y a través de periodos en los que la demanda de energia aumenta debido
al esfuerzo fisico, y cuando el suministro de energia se agota debido a la privacion
de nutrientes. Durante un dia tipico, varias comidas son consumidas conduciendo
a periodos de tiempo de varias horas postprandiales, donde hay una ganancia
neta de energia. Esta situacion cambia durante el suefio y durante las
interrupciones en la ingesta de comida donde el balance neto de energia, es
negativo, es decir, sin ganancia energética por ingesta. Estos son estados rapidos
gue conducen a la realimentacion. La capacidad del cuerpo para mantener el
equilibrio de energia, se centra sobre un conjunto de 6rganos y tejidos periféricos

gue digieren, convierten, envian y almacenan nutrientes y energia:

Pancreas.

Higado.

El tejido adiposo.
Musculo.

Tracto gastrointestinal.

YVVVYVYVY

En el estado de alimentacién, nutrientes - hidratos de carbono, grasas y
aminoacidos - se absorben, son biotransformados, ocupados y el resto

almacenados. Por lo que, en respuesta al aumento de la circulacién de glucosa, el
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pancreas secreta insulina que sirve como una sefial de arranque para diferentes
rutas metabdlicas en tejidos periféricos. Por una parte mientras el higado recoge y
almacena la glucosa en forma de glucdégeno, el remanente de las rutas de
obtencidn energética entra a la biosintesis de triglicéridos que son empaquetados
en particulas grandes, transportables conocidas por sus siglas en inglés como
fracciones del colesterol VLDL que los conducen a tejido adiposo y musculo
principalmente. [15]

En el estado de ayuno, los nutrientes son tomados de fuentes energéticas que
residen en los tejidos periféricos primordialmente adipocitos, movilizandose para
mantener la homeostasis energética. Este estado se inicia mediante reguladores
hormonales dentro de los que de forma relevante juega un papel importante la
liberacion de glucagon del pancreas. Mientras que el higado libera su almacenaje
de glucosa/glucégeno e inicia rutas gluconeogénicas, oxidacion de acidos grasos,
con generacion de cuerpos cetdénicos como una alternativa y/o complemento del
suministro energético ante la diminucion de glucosa. Asi mismo, el balance
energético es complementado por tejido adiposo el cual degrada triglicéridos
proporcionando el suministro de acidos grasos y glicerol a tejidos periféricos como
el musculo, el cual utiliza y oxida a los acidos grasos, produciendo también

cuerpos cetdnicos, los cuales son utilizados por corazén, pulmones y cerebro. [15]

Para gestionar adecuadamente la alimentacion y el balance de energia, el sistema
nervioso central y los tejidos periféricos mantienen una comunicacion continua.
Sefiales locales son enviadas y recibidas por las células que residen en el
estbmago, intestino, pancreas, higado, tejido adiposo y muasculo. Ya que las
seflales que se envian a través de la circulacibn neuronal y circulatoria
(plasmatica) llegan a regiones especificas en el cerebro, este responde con
sefiales reguladoras retroalimentadoras. El cerebro ejerce una influencia
considerable sobre la alimentacion (estados orexigénico y anorexigénico) por
medio de mensajeros celulares como lo son las hormonas secretadas al torrente

sanguineo por pancreas, tejido adiposo, estbmago e intestino, las cuales pasan a
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través de la barrera hemato-encefélica hacia la region del ndcleo arqueado (giro
dentado) que es parte del hipotalamo. [15]

En condiciones clinicamente sanas en el organismo, la mayoria de estas sefiales
orexigénicas y anorexigénicas son coordinadas por insulina y leptina, pero como
se discutir4 posteriormente a detalle, estas se pueden descoordinar en patologias
como el sindrome metabdlico. Las alteraciones evocadas en el metabolismo
varian con cambios a corto, mediano y largo plazo vinculandose a estados
alimentarios rapidos y de sobreingesta, pero también en periodos de larga
duracioén, inicialmente como parte de la estrategia metabdlica asociada a estados
de salud y enfermedad. [15]

Respuesta hepatica ante las sefiales pancreéaticas.

En estado de ayuno, cuando existe una disminucion en la concentracion de
glucosa en sangre, lo cual es censado por las células pancreaticas a lo que
responden con secrecion glucagon el cual instruye al higado para liberar glucosa
almacenada hacia el torrente sanguineo. Esto se logra mediante la conversion de
glucégeno a glucosa (glucogendlisis), o por la novosintesis de glucosa a partir de
fuentes diferentes a carbohidratos (gluconeogénesis), ademas se inhibe tanto
glicélisis como glucogénesis. Por el contrario, ante el incremento de glucosa
sanguinea, pancreas responde liberando al medio la hormona insulina, lo cual
implica una contra respuesta hepatica, similar pero en menor grado a estados de
consumo, en los cuales de forma similar a momentos en donde la alimentacion es
constante, se conduce a una elevacion de la glucosa circulante e insulina dirige
acciones para la reabsorcion hepatica de glucosa su correspondiente almacenaje,

de esta manera se puede definir el ciclo homeostético de la glucosa. [15]

Un breve esquema en la cadena de eventos que conducen a la conversion y
almacenamiento de glucosa como glucégeno en el higado se presenta en la
siguiente figura. Como se muestra, la glucosa se convierte secuencialmente a
glucosa-6-fosfato (por una fosforilasa) y de alli a glucosa-1-fosfato (por una

enzima mutasa). Dos enzimas controlan las interconversiones entre la glucosa-1-
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fosfato y glucdégeno. Una de éstas, es la glucégeno sintasa (GS), la cual cataliza la
formacion de glucogeno a partir de glucosa-1-fosfato. Esta enzima se inactiva
cuando se fosforila y se activa cuando se desfosforila. Otra enzima, la glucogeno
fosforilasa (GP) cuando esta fosforilada cataliza la conversion de glucégeno en
glucosa-1-fosfato. La insulina y glucégeno ejercen sus influencias reguladoras
sirviendo como “switchs bioquimicos” sobre la GS y GP en el momento adecuado.
[15] Se ha establecido que ante el consumo de Cd durante 45 dias se perturba la
homeostasis de glucosa en la rata, en donde se reducen los niveles de glucogeno
de higado, estas respuestas incrementan la concentracion de glucosa en sangre y
aumenta el potencial de la gluconeogénesis de tejido hepatico, resultando en
hiperglucemias a consecuencia de la toxicidad de Cd en tejido hepético, asi como
la probable inhibicion de alguna de las enzimas fundamentales para estas rutas

energeéticas. [16]

a) Glucosa b)  Glucagon/GR InsuIlna/IR
Glucosa—6-P Proteinacinasa A Proteinacinasa A

[owesgen || vl ! J

Glucosa—1-P

R GTICH I o

Glucdgeno P s

Tomado y modificado de Martin Beckerman, Cellular Signaling in Health and Disease,
biological and medical physics

Metabolismo y catabolismo de lipoproteinas.

Una vez saturado el sistema de reguardo de glucdégeno, insulina en higado
promueve la lipogénesis de novo. En donde el higado sintetiza continuamente
TAG, a partir de 2 fuentes:1) Reesterificando los AGL tomados del plasma con
glicerol y 2) A partir de Acetil-CoA proveniente principalmente de hidratos de

carbono. Estos TAG se secretan en forma de VLDL nacientes (VLDLnN), impidiendo
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asi la esteatosis hepética. Esta lipoproteina esta constituida por la fraccion Apo-
B100, Apo-C y Apo-E estas moléculas apo-proteicas son sintetizadas por los
ribosomas del RER de la célula. En el plasma esta lipoproteina recibe mas Apo-C
(en especial Apo-Cll) cedida por las HDL, conviertendose en VLDL “maduras” y de
esta forma se transforma en el sustrato ideal para interaccionar con la lipropotein
lipasa (LPL) en la superficie del endotelio capilar. Enzima que hidroliza TAG (en
presencia de la triada de activacion) produciendo los remanentes de VLDL

(VLDLr) que se dirigen al higado para su catabolismo. [18]

Como es el mismo caso de los Quilimicrones (QM) a medida que va actuando la
enzima LPL se pierden algunos lipidos y apoproteinas y otros son transferidos a
las HDL por medio de la proteina transportadora de ésteres de colesterol (CETP) y
la proteina transferidora de fosfolipidos (PLTP). Al igual que en el metabolismo de
los QMr, las VLDLr conservan a Apo-E, que posteriormente puede ser depurada a
nivel renal e incluso promover severos trastornos en tejido cerebral. Las VLDLr
pueden proseguir 2 caminos: 1) Ser endocitados por las células hepaticas tras
unirse a los receptores especificos por medio de la Apo-E, con la posterior
degradacion de sus componentes. 2) Permanecer en el plasma continuando su
catabolismo por acciones sucesivas de las LPL1, perdiendo mas TAG vy
consecutivamente contenido de Apo-C, dando como resultado a las Intermediate
Low density lipoprotein (IDL). Posteriormente, sobre las IDL actua la isoforma
LPL2 sobre el resto de los TAG. La LPL2 o LH no precisa de Apo-Cll como
cofactor, por lo que el resultado de esta reaccion enzimatica es la formaciéon de la
fracciones de baja densidad (LDL) o B-lipoproteina, de menor tamafio que la
VLDL, con alto contenido en colesterol y bajo en TAG, y con un contenido

apoproteico casi exclusivo en Apo B100. [17]

Mientras las VLDL se catabolizan en pocas horas las LDL lo hacen lentamente a lo
largo de 1 o 2 dias. Estas ultimas se forman en el plasma como producto de la
degradacion de la VLDL, carece de Apo-C, por lo tanto permite la actividad de la

LPL2, cuya accion es independiente del cofactor Apo-Cll. En el postprandio
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aumenta progresivamente la concentracion de IDL en el plasma después de un
ayuno de 12 a 14 hrs. Y secundariamente se forman LDL’s, ésta se encarga de
acarrear el colesterol a los tejidos periféricos donde es requerido, para ello es
reconocida por diversas células del organismo por medio de receptores
especificos que permiten regular el equilibrio intracelular del colesterol. [18]

Los estudios realizados por Goldstein y Brown en cultivos de fibroblastos
humanos, permitieron conocer el tipo degradacion que sufren las LDL y explicar el
defecto de la hipercolesterolemia familiar. Estos investigadores comprobaron que
el catabolismo de la LDL es mediado por receptores de membrana sensibles a la
Apo-B. Estos receptores extra hepaticos se ligan a la LDL por intermedio de las
Apo-B pero también son aptos para unirse a la Apo-E; es por eso que se los
denomina receptores B/E (receptores duales). Una prueba de ello es la capacidad
de union a estos receptores de la fraccion de HDL rica en Apo-E. Después de
unirse al receptor, la LDL es internalizada incorporandose a las células por
endocitosis. La vesicula endocitica es atacada por las enzimas hidroliticas de los
lisosomas. El componente proteico es degradado a aminoacidos y los ésteres de
colesterol son hidrolizados por una lipasa acida, la colesterol éster hidrolasa que
actia a pH 4, generando colesterol libre. Este es utilizado para la sintesis de
membranas celulares, pero principalmente tiene tres funciones reguladoras: 1)
Inhibe la Enzima 3-hidroxi-3metil-Glutaril-CoA-Reductasa, que es la enzima clave
en la sintesis del colesterol. 2) Activa a la Enzima Acil-CoA-Aciltransferasa (ACAT)
gue reesterifica el colesterol para su almacenamiento en forma de ésteres de
colesterol. 3) Inhibe la sintesis de mas receptores para la LDL, frenando asi la
toma de mas LDL. Estas acciones reguladoras previenen la sobrecarga de
colesterol en las células. Para ser liberado de la célula el colesterol esterificado es
hidrolizado por la colesterol éster hidrolasa que actia a pH 7. En los ultimos afios
cobré mucha importancia el camino “scavenger” o via alternativa de degradacion
de LDL, por la cual la lipoproteina es tomada por los macrofagos por medio de
receptores diferentes; no especificos B/E. Estos macrofagos toman la LDL, la

digieren y aproximadamente la mitad del colesterol queda depositado en el
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espacio citoplasmético apreciandose en el microscopio electronico como células
espumosas. Este camino constituye el 15 % de la degradacién de las LDL, siendo
la via predominante en el caso de la hipercolesterolemia familiar homocigota. [18]

Por su parte las HDL que son sintetizadas y secretadas por el higado y en una
menor proporcion por el intestino, representa un grupo heterogéneo de particulas,
constituidas por las HDL2 que son las de mayor tamafio en comparacion a las
HDL3 que son mas pequefas. También se conoce otra subfraccion: la HDL1 o
HDLc o Apo-E HDLc, que por su tamafio y densidad es similar a la subfraccion
HDL?2 difiriendo con esta solo en la afinidad por los receptores de la LDL, debido a
gue las particulas de HDL carecen de Apo-E. La HDLc se encuentra tanto en
animales con alto contenido en colesterol y grasas saturadas. Las HDL tienen
como funcién: 1) constituir el reservorio de Apo-C y Apo-E, necesarias en el
metabolismo de las proteinas ricas en triglicéridos (PRTG). 2) Transportar el
colesterol de los tejidos periféricos al higado, esto se conoce como “Transporte

Reverso de Colesterol”. [17]

Finalmente, se puede mencionar que estas lipoproteinas que son secretadas en
forma de HDL nacientes (HDLn), son particulas discoidales compuestas por una
bicapa de fosfolipidos y colesterol libre rodeada de Apo-A (en especial de Al y II),
Apo-E y Apo-C. Cabe aclarar que las HDLn de origen intestinal no contienen Apo-
C y Apo-E. La Apo-C es sintetizada en el higado y transferida a las HDL
intestinales cuando éstas entran al plasma. Son lipoproteinas de suma importancia
e impacto metabdlico ya que actuan como “capacitadoras” de las VLDL, ademas
juegan un rol cooperativo en la induccion de 6xido nitrico endotelial, compartiendo
rutas de actividad con insulina. Y en situaciones de sobre induccién de formacion
de las fracciones de muy baja densidad, las apoproteinas que las conforman
disminuyen en produccion y sintesis, por lo que su concentracion plasmatica
tiende a decrecer, por lo que al mismo tiempo las proteinas de alto transporte en
TAG permanecen por mas tiempo, lo cual constituye uno de los principales

marcadores de disfuncién metabdlica o SM. [18]
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Respecto al intercambio lipidico en el cual también participan activamente, una
vez que se encuentran en el plasma, sobre las HDLn actia la lecitin colesterol acil
transferasa (LCAT). Esta enzima para poder actuar, se incorpora a una fraccion de
las HDL y en presencia de Apo-Al como cofactor, esterifica el colesterol libre de la
superficie de la lipoproteina y el proveniente de las células de los tejidos. Este
colesterol esterificado se ubica en el centro de la particula convirtiendo su forma
discoidal o naciente en esférica o madura representado por las HDL2 (mas
grandes, menos densas y ricas en colesterol esterificado). El colesterol recién
esterificado es distribuido hacia las PRTG y recibiendo a cambio TAG, todo esto
es mediado por la CETP, este proceso tiene por objeto enriquecer levemente a las
HDL en TAG permitiendo asi la accion de la LH (que ataca los TAG del interior de
las HDL) esto induce el remodelado de las HDL; las HDL2 se transforman en
HDL3. Las HDL3, por su tamafio mas pequefio, son mas aptas para atravesar la
pared de los capilares sanguineos y recaptar el colesterol excedente desde los
tejidos periféricos que nuevamente por accion de la LCAT se forma colesterol
esterificado que se localizara en el centro de la particula y formandose
nuevamente la HDL2. De este proceso dinamico resulta un continuo intercambio
de colesterol, desde las HDL a las PRTG, promoviendo el desplazamiento de ese
colesterol al higado para que pueda hidrolizarse y excretarse como acidos biliares
0 incorporarse a otras lipoproteinas hepaticas. De esto se deduce el rol
antiaterogénico de las HDL. Por ultimo, no puede dejarse de mencionar otra
fraccion de HDL que solo contiene Apo-E o HDLc. Se origina inducida por dietas
ricas en colesterol. Esta HDLc tiene como funcion redistribuir el colesterol a los
tejidos periféricos que posean receptores B/E o llevar el colesterol directamente al
higado para su excrecion [17]. Estudios de modelos con intoxicaciones con
Cadmio proponen desregulaciones lipidicas, en la elevacion de la concentracion
de triglicéridos relacionado con la disminucién de la actividad de LPL,
simultdneamente la elevacion de Colesterol a expensas de la fraccion VLDL +
LDL, evento resultado de disminucién en la removocion de VLDL por la poca

actividad de LPL, aunado a esto se han reportado disturbios en las rutas
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lipogenicas asi como incrementos en la activad de enzimas clave para estas rutas
metabolicas. [19-20]

PATOLOGIAS SECUNDARIAS

Riesgo cardiovascular e hipertension

El aumento del riesgo cardiovascular asociado al SM puede deberse a la suma de

los componentes que constituyen factores de riesgo independientes:

« Consumo de dietas hipercaloricas
» Disglucemia.

+ Dislipemia.

* Obesidad.

* Resistencia a la insulina.

» Exposicion a Cd.

El perfil arterogénico, con aumento de VLDL, disminucién de HDL y presencia de
LDL con particulas pequefias y densas se asocia a un aumento en el riesgo de
enfermedad coronaria cardiaca. El evento inicial de la ateroesclerosis lo constituye
la disfuncion endotelial; como consecuencia de ello aumenta la permeabilidad a
monocitos circulantes y a LDL nativas, los que ingresan a la pared vascular. Una
vez en el interior, el monocito se transforma en macréfago y la LDL nativa es
oxidada. El macrofago expresa receptores scanvenger que capta con alta afinidad
las LDL oxidadas y acumula colesterol en forma no regulada, conduciendo a la
formacion de células espumosas, que van a constituir la estria lipidica. La estria,
impregnada en células espumosas secreta gran cantidad de proteinas
proinflamatorias que van a desencadenar un estado inflamatorio cronico. Las LDL,
gue ingresan por el aumento en la permeabilidad vascular, se oxidan y son
captadas por los macréfagos. EI macrofago activado libera TNF alfa e
interleucinas, lo que desencadenara un estado proinflamatorio. Finalmente se
activara el proceso de coagulacion, la produccién de factores de crecimiento y la

proliferacién de células musculares lisas. La hipertensién ha sido incluida como
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criterio diagnostico en todas las definiciones de SM, desde que a este Ultimo se
ha relacionado significativamente con riesgo cardiovascular el evento final; el

rompimiento de una placa inestable desencadenaria el evento coronario. [21]

Cadmio (Cd) ha demostrado serr un potencial factor de riesgo en el desarrollo de
enfermedades cardio vasculares (ECV), El Cd que puede provocar aterosclerosis
a consecuencia de la desregulacion lipidica mostrada por la intoxicacién con Cd
siendo la arterosclerosis la base de la mayoria de las ECV [22].

Diabetes mellitus tipo 2

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es el tipo mas comun de diabetes, y es la
conclusion mas frecuente de la cronicidad del sindrome metabdlico. Por lo general
se presenta en adultos, pero cada vez mas se observa en nifios y adolescentes.
En la DM2, el organismo es capaz de producir insulina, sin embargo, la cantidad o
la calidad de ésta no es suficiente, por lo que no hay una respuesta eficiente a sus
efectos (también conocidos como resistencia a la insulina), estas condiciones
conducen a una acumulacién de glucosa en la sangre. Muchos individuos con
diabetes tipo 2 no son conscientes de su enfermedad y los sintomas pueden
tardar afios en aparecer o ser reconocidos, durante este tiempo el organismo esta
siendo dafado por el exceso glucosa en la sangre, y suelen manifestarse soélo
cuando complicaciones de la diabetes ya se han desarrollado. Aunque las razones
para el desarrollo de la DM2, todavia no se conocen completamente, existen
factores importantes de riesgo para su desarrollo, estos incluyen:

* Sindrome metabdlico.

* Resistencia a Insulina.

* Obesidad.

* Mala alimentacion.

* Inactividad fisica.

* Edad avanzada.

* Antecedentes familiares de diabetes.
* Etnia.

* Exposicion a metales pesados.

* Entre otros.
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Un grupo de pacientes son capaces de gestionar su condicion a través de una
dieta sana y una mayor actividad fisica o medicacién oral. Sin embargo, si no son
capaces de regular sus niveles de glucosa en la sangre, se requiere prescribir
insulina. El nimero de personas con DM2 va creciendo rapidamente en todo el
mundo, este aumento se asocia con el desarrollo econdmico, el envejecimiento de
las poblaciones, la creciente urbanizacion, cambios en la dieta, la reduccion de la

actividad fisica y los cambios en el estilo de vida. [23 -24]

TRATAMIENTO

El diagnéstico del SM a menudo se retrasa, y 20 % a 50 % de las personas
desarrollan DM2 por lo que a corto, mediano o largo plazo presentan
complicaciones microvasculares y/o macrovasculares en el momento del
diagnostico. Cuando las intervenciones en el estilo de vida no logran controlar los
niveles de glucosa en sangre de manera adecuada, el tratamiento farmacolégico

se vuelve necesario. [25]

Debido a que la poblacion que padece SM lo conforman un grupo heterogéneo,
los regimenes de tratamiento y los objetivos terapéuticos deben ser
individualizados. Ya que el SM se caracteriza por resistencia a la insulina y la
continua disminucion de la funcién de las células beta, es probable que los niveles
de glucosa empeoren con el tiempo, por lo que el tratamiento debe ser dinamico.
El principal tratamiento para el SM es por medio de agentes hipoglucemiantes los
cuales son estan mas disponibles y en numero amplio, lo que requiere que el
clinico considere muchos de los siguientes factores al elegir: los medicamentos, el
grado de hiperglucemia, el riesgo de hipoglucemia, efectividad de los
medicamentos en la reduccion de las complicaciones microvasculares de la
diabetes (y/o macrovasculares), efectos secundarios de medicamentos,
condiciones médicas concomitantes, capacidad de adherirse a régimen y las
preferencias del paciente. Se debe seguir haciendo hincapié en la modificacion del

estilo de vida, incluyendo la terapia nutricional y la actividad fisica. Mientras que la
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en farmacoterapia se utilizan, muchas clases de agentes terapéuticos, estos
pueden causar aumento de peso como efecto secundario. [25]

Tratamiento hipoglucemiante.

Muchos pacientes en monoterapia con la adicibn tardia de otro agente
antihiperglucémico no pueden alcanzar facilmente los niveles de glucosa en
sangre adecuados, utilizando otras clases de agentes que tienen diferentes
mecanismos de accién haciendo uso simultdneo de agentes dentro de la misma
clase y/o de diferentes clases, pero con mecanismos de accidén similares (por
ejemplo, sulfonilureas, biguanidas, inhibidores de la a-glucosidasa, activadores de
hormona o péptido similar a insulina-1 y tiazolidinas). Existe un debate sobre cual
es el agente antidiabético (incluyendo insulina) que debe ser utilizado inicialmente
y cuales agentes deben ser empleados posteriormente. También existe debate
sobre qué agentes dentro de un determinado tiempo pueden ocasionar efectos
secundarios. [25]

METFORMINA

La recomendacion de utilizar la Metformina como el agente inicial en la mayoria de
los pacientes se basa en su eficacia en la reduccidon de glucosa sérica, su perfil
relativamente nulo de efectos secundarios, su historial de seguridad a largo plazo,
su riesgo insignificante de la hipoglucemia y nulo efecto en el aumento de peso.
El beneficio cardiovascular demostrado en pacientes con sobrepeso también es
citado como una razon para seleccionar Metformina como tratamiento de primera
linea, pero las evidencias mas recientes han sido contradictorias al respecto.
Mientras que la monoterapia con la tiazolidinadiona (TZD) rosiglitazona produce el
control glucémico mas duradero en comparacion con la Metformina o la terapia
gliburida, producen edema, aumento de peso, el riesgo de insuficiencia cardiaca
congestiva (CHF), aumento del riesgo de fracturas y datos inconsistentes en
relacion con el de riesgo de infarto de miocardio limitan significativamente la

utilidad clinica de esta clase de farmacos. [25]

23



Mecanismo accion Metformina

La Metformina se ha utilizado clinicamente durante mas de 50 afios, pero su
mecanismo molecular de accidon no se entiende bien. Su accion hipoglucemiante
se debe en gran parte a la mejora en la resistencia a la insulina hepatica que
conduce a una reduccion en hepatica de la salida de glucosa, principalmente
como resultado de la reduccion en la gluconeogénesis. La Metformina también
aumenta la captacion de glucosa en el masculo, sin la produccion de lactato extra,
y aumenta la unién de la insulina a sus receptores (IR), mientras que el aumento
de la fosforilacion vy la actividad tirosina quinasa de la IR. En células hepéticas, la
Metformina aumenta la activacion del receptor de insulina independientemente de
la insulina, actuando principalmente a través del sustrato del receptor de insulina
2 (IRS2). [26]

Un posible mecanismo importante desarrollado por la Metformina es la activacion
del AMP proteina quinasa (AMPK), un sensor de energia celular activado en
estrés metabdlico. La activacion de AMPK inhibe la produccion de glucosa por el
higado, mejora la sensibilidad a la insulina y la glucosa, favorece la captacion por
el musculo e induce la oxidacion de acidos grasos. La fosforilacion de treonina
172 es necesaria para esta activacion y el gen LKB1 supresor de tumores es la
principal quinasa. El objetivo principal en la cascada de sefializacion rio abajo del
AMPK es la proteina blanco o diana de ripamicina en células de mamifero
(mTOR), una quinasa cuya actividad es muy importante en los procesos de
crecimiento celular y que es inhibida por AMPK, conduciendo a la reduccion de la
sintesis de proteinas. AMPK puede ser activado por el ejercicio, hormonas,
citoquinas y algunos farmacos. La Metformina activa al AMPK en dosis
dependiente, lo que resulta en la inhibicion de la hepatica la produccion de
glucosa, el aumento de la captacion de glucosa por el musculo, ademas propicia
la inhibicion de la acetil-CoA carboxilasa, trayendo como consecuencia una
disminucién de la expresién de la sintasa de acidos grasos libres en hepatocitos
de rata y posiblemente, aumento de la utilizacion de glucosa en el higado a través

de rutas insulinodependientes. [26]
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Ya que el farmaco no influye en la fosforilacion directa del AMPK por LKB1 como
se ha mostrado en ensayos libres de células, hay pruebas de que la activacion de
AMPK por la Metformina es secundaria a su efecto en la mitocondria, el objetivo
principal de la droga. Uno de los avances mas significativos en la comprension de
los mecanismos celulares de la Metformina fue el realizado en la década de los
2000 por dos grupos de investigacion independientes que informaron por primera
vez que este miembro de la familia de las biguanidas indujo inhibicion suave y
especifica de la cadena respiratoria mitocondrial complejo 1 [27]. La primera
observacion se hizo hepatocitos de roedores, pero luego se expandié a otros
tejidos, incluyendo el musculo esquelético, células endoteliales, células beta del
pancreas, y neuronas. Aunque el mecanismo exacto por el cual la Metformina
inhibe el complejo de cadena respiratoria 1 sigue siendo desconocida. Ademas se
sugiere que, debido a diferentes propiedades fisico-quimicas, su respectivo sitio
de accion difiere en una o varias de las subunidades de los complejos de la
cadena respiratoria 1. Por ejemplo, la carga positiva de la Metformina se propuso
para dar cuenta de su acumulacion dentro de la matriz de la mitocondria
energizado, impulsada por el potencial de membrana (Ay) [26]. Ademas, el
hidrocarburo de cadena lateral apolar de la droga también podria promover su
unién a estructuras hidrofobicas, especialmente los fosfolipidos de las membranas

mitocondriales. [27]

Curiosamente, se ha demostrado recientemente que la Metformina, también ejerce
un efecto inhibidor sobre la produccion de ROS mitocondrial bloqueando
selectivamente el flujo inverso de electrones a través del complejo de cadena
respiratoria 1. Aln se requieren mas investigaciones para aclarar el mecanismo (s)
por el cual la Metformina modula el complejo respiratorio de cadena 1 de una
manera Unica. También vale la pena mencionar que la Metformina ejerce
probablemente también algunos efectos no mitocondriales ya que se ha

demostrado que afectan el metabolismo de los eritrocitos, una célula

25



amitocondrial, por lo que en estas ha mostrado ejercer una modulacion de la

fluidez de membrana [27].

TRATAMIENTOS ALTERNATIVOS

En la dltima mitad del siglo 20, varios metalo-farmacos clinicamente Utiles, tales
como, el cisplatino contra el cancer, la auranofina, medicamento para la artritis que
contiene oro, el aluminio y el zinc medicamentos empleados contra la Ulcera,
scralfate y polaplezinc, respectivamente, han sido desarrollados. En este
contexto, el papel esencial de los iones metalicos y sus compuestos
biomoleculares en el desarrollo y funcionamiento de los seres vivos ha estimulado
un creciente interés en el campo de los metalo-farmacos con actividad
antidiabética. [28]

Desde 1899 se ha incrementado el interés en los valores nutritivos de los
elementos traza y su correlacién con la DM, se ha estudiado con un enfoque en
micronutrientes de los pacientes con DM y los efectos terapéuticos de los
oligoelementos. Muchos estudios han puesto de manifiesto los cambios en el
estado de oligoelementos en pacientes con DM. Se han encontrado deficiencias
en algunos elementos que se correlaciona con el desarrollo de la patologia, asi

como la presencia de complicaciones diabéticas. [29]

Sin embargo, el hallazgo mas interesante ha sido el tratamiento o la mejora de los
sintomas de ambos tipos de DM por iones metalicos y sus complejos. Desde
1899, lones metalicos, incluyendo vanadio (V), cromo (Cr), manganeso (Mn),
cobalto (Co), zinc (Zn), selenio (Se), molibdeno (Mo), y el tungsteno (W), Yy sus
complejos han sido reportados que muestran actividad insulino-mimética en
experimentos in vitro, y que ejercen efectos positivos en el tratamiento de
animales de experimentacion y en sujetos con DM. Las formas quimicas eficaces
de los iones metalicos y complejos con actividad antidiabética se resumen en la
Tabla 2. [28]
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Tabla 2. lones metalicos y complejos con actividad antidiabética en animales
experimentales y sujetos con DM.

Metal Formaidnica Complejo
Vv Vanadil sulfato (VOSOQO.) Bis (metil cisteinato) oxovanadio (1V)
Vanadato de sodio (NaVOs) Bis (malato) oxovanadio (IV)

Bis (picolinato) oxovanaio (IV)

Cr Bis (picolinato) cromo (Ill)
Polinicotianato de cromo

Mn Cloruro de manganeso (MnCly) --

Co Cloruro de cobalto (CoCly) --

Zn Cloruro de Zinc (ZnCly) Bis (picolinato) Zinc (Il)
Bis (maltolato) Zinc (Il)

Se Selenito de sodio (NaSeOs) -

Mo Molibdato de sodio (NazMoO,) ==

W Selenito de sodio (Na,WOs) -

VANADIO

El vanadio es un oligoelemento que posee una amplia variedad de funciones
bioquimicas vy fisiolégicas. Tanto el vanadil (VO ?*, el estado de oxidacién +4) y
vanadato (VO. % y VO3 complejos, estado de oxidacién +5) han sido reportado
como efectores tipo insulina y farmacos candidatos para el tratamiento de la
diabetes tipo 2 en modelos animales y seres humanos. Los mecanismos
funcionales de los complejos de vanadio han demostrado que estimulan la
captacion de glucosa, la sintesis de glucogeno, y la lipogénesis, asi como la
inhibicién de la lipdlisis y la gluconeogénesis. La administracion oral de complejos
de vanadio han recuperado la expresion del gen y proteina GLUT4 en el musculo
esquelético, suprimiendo la expresion de la G6Pasa y genes PEPCK en el higado

de modelos animales con estreptozotocina (STZ), diabetes tipo - 1 inducida. [30]

Los compuestos de vanadio se pueden utilizar como medicamentos disponibles
por via oral, para mejorar la mayoria de los sintomas de la diabetes: nivel alto de
azlcar en la sangre, niveles elevados de lipidos, y las complicaciones secundarias
gue cada vez son mas perjudiciales, incluyendo enfermedades del corazon,

cataratas, enfermedad renal, y neuropatias periféricas. Algunos complejos de
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vanadio han demostrado actividad tanto in vivo y/o en ensayos in vitro. Aunque los
efectos miméticos de insulina de vanadio estan bien establecidos, todavia hay
diferencias de opinién entre los investigadores con relaciéon al mecanismo de
accion que conduce a estos efectos. Posibles modos de accién para la actividad
potenciadora de la insulina de los compuestos de vanadio estan involucrados en la

accion de multiples mecanismos intracelulares. [31]

Mecanismo de accion

Aunque actualmente existe un debate en el mecanismo de accion de Vanadio, los
estudios realizados al respecto muestra que la mayor actividad mostrada ha sido
sobre las proteinas tirosina fosfatasa (PTPasa), fosfatidil inositol-3-quinasa (PIP3),
transportador de glucosa (GLUT), proteina kinase B (PKB), y la fosfodiesterasa de
nucleotidos ciclicos (PDE) [31]. Siendo el primero en el que se centra todo el peso

hacia la funcién biolégica del metal.

Debido a que las sales de vanadio son potentes inhibidores de proteina tirosina
fosfatasas (PTPasas) y aumentan la fosforilacion de la tirosina del IR-B-
subunidad, se ha segerido que el vanadio causa la activacion de IR-PTK mediante
la prevencion de la desfosforilacion de la IR-B-subunidad. De hecho, un estudio ha
demostrado que el vanadato estimula la fosforilacion de tirosina del IR-B-
subunidad en adipocitos de rata y también se ha demostrado que el tratamiento
con orto-vanadato de sodio revirtié parcialmente la disminucion de la fosforilacion
de la tirosina del IR-B- subunidad en ratas diabéticas por estreptozotocina (STZ)
sin afectar significativamente la actividad de PTK-IR en el higado. Estos
resultados indican que la fosforilacion de tirosina del IR-B-subunidad y la
activacion IR-PTK puede no ser los primeros eventos que conducen a los efectos

similares a la insulina de sales de vanadio [32]

En la basqueda de un posible mecanismo de accién de Vanadio asi como de sus

sales, se ha llevado la investigacion hasta estudios en subdganelos como
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mitocondria que es el centro metabdlico energético, siendo el mas importante
productor de especies reactivas de oxigeno (ROS). Estos estudios han
demostrado la asociacion de Vanadio con la produccion de ROS mitocondrial. El
complejo I, Il y lll se consideran los sitios de mayor produccién de estas especies.
Zhe Shi y su grupo de estudio en 2011 describe que concentraciones bajas de V
inducen la produccion de ROS, pero el aumento de las concentraciones de el
metal se ve inhibida esta produccién, sus resultados concluyen que compuestos
de vanadio como NaVOsz inhiben la actividad de los complejos | y Il
mitocondriales [33].

Modelos de estudio

Los estudios en modelos animales constituyen una valiosa herramienta para
comprender los procesos fisiopatologicos asociados a diversas enfermedades
metabolicas. Una gran parte de las investigaciones se desarrollan en roedores
(ratones y ratas principalmente), dada su similitud bioldgica con el hombre; y el

conocimiento que se tiene en el campo genético, molecular y enzimatico [34].

Uno de los recursos cientificos con los que se ha podido establecer el impacto de
las dietas hipercaldricas en humanos son los modelos murinos, ya que estos son
utiles en el entendimiento de las rutas bioquimicas y el comportamiento celular de
diversos 6rganos afectados. Dentro de dichos modelos, se han creado diversas
mutaciones, las cuales conllevan a la disminucidén o sobre expresion de elementos
claves en el desarrollo de SM, incluso modificaciones las dietas proporcionan
datos fidedignos y con poca variabilidad lo que ha ayudado a la compresion del
proceso en el cual se establecen dichas entidades. En cuanto a las dietas
existentes para la induccién de las patologias, se tienen dietas con alto contenido
lipidico que conducen a la manifestacion de los signos y sintomas reconocidos por
los organismos internacionales como SM y DM2. Sin embargo, este tipo de dietas
no son reflejo fiel de lo que sucede en la poblacion mundial, ya que son los

carbohidratos los que se consumen mayoritariamente, y un sobre consumo de los
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mismos provoca alteraciones fenotipicas caracteristico de las enfermedades en
estudio. [35]

Por otro lado, estudios previos han demostrado que la exposicion en el agua de
beber ad libitum en animales de laboratorio a compuestos de cadmio (65.5 mg/L)
aumentd la concentracibn de glucosa en la sangre ademas de establecer un
estatus dislipidémico. Asi mismo, varios estudios han demostrado que la
hiperglucemia inducida por cadmio esta asociada con un aumento de la
peroxidacion de lipidos, disminucion de la liberacién de insulina, aumento de la
activacion de las enzimas de la gluconeogénesis y receptores deficientes de
insulina [10]. Ademas, Murugavel y Pari informaron de un aumento significativo de
los lipidos plasmaticos, incluyendo el colesterol total, colesterol de baja densidad
(c-LDL), triglicéridos (TAG), acidos grasos libres y fosfolipidos después de la
administracion subcutanea de 3.0 mg Cd/kg de peso corporal a ratas durante un
periodo de 3 semanas, ademas de una reduccion significativa de colesterol de
alta densidad (c-HDLC). [36]

Como estos ejemplos se encuentran innumerables investigaciones vy
descubrimientos que se podrian mencionar en este apartado, sin embargo, con
ello se justifica la importancia del uso de modelos animales para la investigacion
clinica y médica, que ayuda al estudio de enfermedades o de los posibles

tratamientos o terapias e incluso el desarrollo de curas para las enfermedades
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La prevalencia del SM es variable dependiendo de los criterios diagndsticos
empleados, en general los datos estadisticos muestran su presencia en el 23.7%
de la poblacion mundial; esta puede variar ampliamente en diferentes poblaciones
siendo de hasta 58.3% en poblaciones México-Americanas, siendo su principal
consecuencia el desarrollo de patologias secundarias en las cuales se encuentran
alteraciones cardiovasculares y DM2. Se han asociado diversos factores de riesgo
en el curso temporal del desarrollo de SM, estando entre los principales el
consumo de dietas hipercal6ricas y la exposicidn a contaminantes ambientales
como el Cd, que se encuentra ampliamente distribuido en agua de consumo, de
riego y por lo tanto en los alimentos. El tratamiento farmacologico utilizado
actualmente para el tratamiento de dichas patologias se asocia a menudo con
efectos secundarios o disminucién en la respuesta tras su uso prolongado, lo que
ha llevado a plantear alternativas para el control de SM, como lo son

micronutrientes como el Vanadio.
Por lo que se plantea la siguiente pregunta cientifica:
¢,Cudl es el efecto del meta-vanadato de sodio en la regulacion del metabolismo

de carbohidratos y lipidos en el sindrome metabdlico inducido por diferentes

factores?
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JUSTIFICACION

El encontrar nuevos tratamientos que coadyuven o complementen las terapias
para el control de patologias con impacto socio-econémicos, como lo es la
pandemia del SM se ha convertido una tarea esencial, ya que esta afecta a un alto
porcentaje de la poblacion mundial, siendo México uno de los paises que lo
presenta en mayor cantidad.

Vanadio, un elemento del grupo de metales de transicién de la tabla periédica,
encontrado como elemento traza en animales y humanos en concentraciones de
10 a 20 mmol y sus compuestos derivados, han demostrado efectos en el control
glicémico y sus caracteristicas insulinomimeticas, las cuales recientemente han
mostrado potencial accidon en la regulacion del metabolismo en modelos animales
de diabetes tipo | y Il, asi como en personas diabéticas. Por lo que es de suma
importancia investigar cuales pueden ser los efectos de su administracion, a nivel
sérico, como tisular en modelos establecidos previamente con sindrome

metabdlico inducido por dietas hipercaldricas y exposiciones cronicas a Cd.
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OBJETIVO GENERAL

Conocer el papel del meta-vanadato como regulador del metabolismo de
carbohidratos y lipidos en 2 modelos de sindrome metabdlico inducido en ratas.

OBJETIVOS PARTICULARES:

¢ Inducir modelos de sindrome metabdlico en ratas Wistar, uno por consumo
de una dieta hipercalérica-hipergllcida, y otro por exposicion cronica de Cd.

e Monitorear el comportamiento sérico de carbohidratos y lipidos durante la
administracién de meta-vanadato de sodio.

e Caracterizar el comportamiento tisular de glucégeno y triglicéridos durante

la administracion de meta-vanadato de sodio.
HIPOTESIS
Hipotesis nula

El meta-vanadato de sodio no regula el metabolismo de carbohidratos y lipidos en

modelos con sindrome metabdlico.
Hipotesis alternativa

El meta-vanadato de sodio regula el metabolismo de carbohidratos y lipidos en

modelos con sindrome metabdlico.
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DISENO DE LA INVESTIGACION

Tipo de estudio

Prospectivo, analitico, observacional, de cohorte, transversal y experimental.

Definicién del universo
90 ratas macho Wistar
Tamafo de la muestra
90 ratas macho Wistar

Criterios de seleccion

Criterios de inclusion

Ratas macho sanas (normotolerancia, normolipémicas y de zoometria dentro de
los parametros referenciados para cada una de las cepas), de entre 3y 4

semanas de edad.
Criterios de exclusion

Ratas machos que presenten alguna enfermedad (hiperglicemias o dislipidemias
y de zoometria fuera de los parametros referenciados para cada una de las cepas)

antes del proceso de induccion.
Criterios de eliminacion

Ratas macho que presenten alguna malformacion fisica o enfermedades no
metabdlicas previas o durante el proceso de induccidn con la dieta hiperglucida-

hipercaldrica.
Definicion del grupo control

Grupo control conformado por 15 ratas macho de la cepa Wistar las cuales seran
alimentadas durante todo el curso experimental con dieta balanceada (Harlan
5001).

2.5 Variables y definicion de variables
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Independientes: Edad y sexo.

Dependientes: Valores de glucosa basal y durante la administracion de una carga
del carbohidrato, lipidos totales, triglicéridos, colesterol total, colesterol HDL,
colesterol LDL, AGL, Lactato, peso, IMC, perimetro de abdomen y talla.

2.6 Manejo estadistico de los datos y pruebas estadisticas

Se utilizara andlisis estadistico de t de student.

35



DISENO EXPERIMENTAL

Ratas Wistar machos de 1 mes de edad (n=85)

[

|

Dieta normo caldrica
(3 meses) n=15

Dieta hiper caldrica inductora
de sindrome metabdlico
(3 meses) n=35

Exposicion de CdCl, en agua y
Dieta normo caldrica (3
meses) n= 35

|

Determinaciones
zoometricas
Peso, perimetro

Determinaciones
Séricas
Tolerancia oral a

Determinaciones

(n=5/grupo)
Determinacion

Tisulares

de abdomen , la glucosa, LT, de TAG y
IMCy % de TAG, AGL, CT Glucégeno en
grasa. VLDL, LDL, HLDL Higado, Musculo,
y Lactato. Corazon, Rifién y
Adiposo
Seleccion de grupos con SM
| Formacion de grupos con tratamientos |
{ { { { { \
Grupo Grupo G:rupo (:?rupo Grupo Grupo Cd+ Grupo
control dieta + dieta + X Cd +
control . . control Cd Metfotmina
=10 dieta Metformina NaVvO,3 h=10 n=10 NaVvo,
- n=10 n=10 n=10 - n=10

l

l

l

l

l

[

|

Determinaciones Determinaciones Determinaciones
zoometricas séricas Tisulares

Valoracién de Biopsia de tejidos

Valoracion Semanal | | 1ierancia oral a Ia (Higado, Musculo,

O e | [ e || o, Roen

o o AGL, CT, VLDL, LDL, detzrminac?én de
abdomen, IMC vy || pp| y Lactato y a )

% de grasa durante | | |, 30 y 60 dias de TAG, y Glucdgeno a

2 meses tratamiento los 30 y 60 dias de
: tratamiento.

|

NaVO; - 5uM Cada 3 dias
Metformina - 200 mg/Kg/dia
Durante 2 meses

Interpretaciéon de resultados |

36



METODOLOGIA

Animales y Caracterizacion Zoométrica.

Se emplearon ratas macho de la cepa Wistar provenientes del bioterio Claude
Bernard de la BUAP, los animales fueron alojados en el mismo con condiciones de
temperatura de 24+2 °C y porcentaje de humedad de 50+10%, con cliclos de
luz/obscuridad de 12/12 horas. Los animales se acondicionaron con dieta
normocaldrica hasta los 100 g, aproximadamente 15 dias post-destete.

Al alcanzar el peso de inicio del estudio se separaron aleatoriamente en los grupos
dieta NC, dieta HC y la exposicion a CdCl, Los tres grupos, se sometieron a
diferentes condiciones de alimentacion, es decir, al grupo control se mantuvo con
una dieta a base de pellet balanceada (LabDiet 5001) y agua a libre consumo “Ad
libitum”. El grupo HC, fue sometida con la dieta Hipergliacida — Hipercaldrica y
agua “Ad libitum”y el Tercer grupo fue sometido a una dieta balanceada (LabDiet
5001) “Normo caldrica” y agua con 2 mg/L de CdCl, “Ad libitum”, este
acondicionamiento para todos los grupos fue por el tiempo de 3 meses. Una vez
transcurrido ese periodo, se les midié peso, perimetro del abdomen y talla desde
la punta de la nariz a la base de la cola con ayuda de una cinta métrica; con los

datos obtenidos se calcul6 el IMC y % de grasa corporal (indice de Lee).

Los grupos experimentales (grupo HC y grupo Cd) se subdividieron en 3 grupos,
el grupo metformina (administracion diaria durante 2 meses de metformina por via
oral en concentracion 200 mg/kg en un volumen de 10ml/kg), el grupo NavO3
(administracion cada 3 dias de metavanadato de sodio durante 3 meses por via

oral en una concentracion de 5uM) y los grupos controles positivo (HC y Cd).

Determinaciones séricas

Para la obtencién de las muestras sanguineas se suspendi6 el consumo de agua y

alimento de 4 a 5 horas antes de realizarse el procedimiento. Se anestesiaron a
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los animales (en una dosis de ketamina+xilazina 0.2 ml/100 g. via intraperitoneal).
Las muestras se tomaron mediante puncion intracardiaca y se les extrajo 700 pL
de sangre (aproximadamente) se recogid en tubos sin anticoagulante para la
separacion de suero. Asi mismo, se procedio a realizar curvas de tolerancia oral a
la glucosa en ayuno. Se recolectaron la muestra en un tubo eppendorf, a los O,
30, 60 y 90 minutos después de una carga de gluosa de 75g/100mL/70kg de
peso.Las muestras se centrifugaron a 8000 r.p.m. durante 10 minutos, se separo
el suero y se congel6 a -70°C hasta su analisis.

El suero de los tiempos 30, 60 y 90 min, se les cuantificé la concentracion de
glucosa, mientras que el suero de la condicion basal (ayuno), se utilizé para la
medicion de glucosa, triglicéridos, lipidos y colesterol total, HDL-col, LDL-col y
VLDL-col; por medio de el kit comercial de SPINREACT vy cuantificadas por
espectrofotometria en un analizador BTS-350 de BioSystems. El lactato fue
medido por el método de Slide VITROS DT LAC vy el Kit de VITROS Chemistry
Products DT calibrador de sistemas de quimica VITROS DT60/DT60 Il y
cuantificado en un analizador VITROS DT-60 de ABBOT por reflectrometria.
Finalmente, los acidos grasos libres (AGL) fueron extraidos con cloroformo y
evidenciados por reactivo de cobre — cuprizona y revelados por una fuente
amoniacal, la concentracion fue determinada en un espectrofotometro PerkinElmer

modelo Lambda EZ150 a una longitud de onda de 620 nm.

Determinaciones tisulares

Las biopsias de tejidos (higado, musculo, corazén, rifion, y adiposo) fueron
extraidas, finalizada la puncion cardiaca y per fundidos con solucion salina
isotonica fria y se almacenaron a -70°C para la posterior determinacion de
triglicéridos y glucogeno. 100 mg de tejido fueron homogenizados en 800 ul de
SSI se resuspendio el homogenizado y se procedid a realizar el protocolo para la
determinacién de glucégeno mediante la técnica descrita por Bennett en el 2007.

Asi mismo, del homogenado se hizo una dilucion 1:2 antes estandarizada para

38



optimizar los valores de la linealidad de la reacciobn y se siguio el protocolo
descrito por el fabricante para el kit de SPINREACT de triglicéridos.

Andlisis estadistico.

Los resultados fueron expresados como la media + el error estandar de la media
(EEM) y evaluados e interpretados por una prueba estadistica de T de Student a
un nivel de significancia de P<0.05.
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RESULTADOS
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Fig’ura 1.- Determinaciones zoométricas post-acondicionamiento. A) Pesos. B) Perimetros de abdomen
C) Indice de masa corporal (IMC) D) Porcentaje de grasa. Los resultados mostrados son el promedio de 5
experimentos + EEM. (*) Indica diferencia significativa con respecto al grupo control con dieta
normocalorica p < 0.05 por unat de student.

Se ha reconocido que tanto la alteracion en las condiciones zoometricas (como
antropométricas en el hombre) son causa importante de desarrollo de sindrome
metabolico, dentro de las que se destacan el peso, el indice de masa corporal
(IMC), perimetro de abdomen en modelos animales (acumulacion grasa central), y
el porcentaje de grasa corporal, como los mas citados. El peso de los grupos
expuestos al consumo de dieta hiper calorica y CdCl, se presentan en la Figura
1A, los cuales muestran un incremento del 18 y 28% respectivamente respecto al
grupo con dieta normo caldrica; este parametro es un factor de riesgo para el
desarrollo de sobrepeso y obesidad central, delimitado por el perimetro de
abdomen. En este sentido, el perimetro de abdomen se muestra en la Figura 1B,
la cual incrementd 6% en el grupo con dieta hiper calérica y 21% el grupo con
exposicion a CdCl, respectivamente frente al grupo con dieta normo calérica.
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Otro parametro derivado del peso respecto de la talla de un individuo es el IMC,
siempre asociado a un mayor riesgo de desarrollo de SM y DM2. En la Figura 1C,
se muestra el IMC del grupo dieta hiper calorica y el grupo CdCl,, los cuales
muestran un incremento del 31 y 44% respectivamente. El incremento del IMC
puede deberse a masa magra proteica o lipidica, por lo que se decidio investigar la
dependencia del mismo mediante el indice de Lee (especifico y validado en
modelos murinos). Los resultados (Fig. 1D) muestran una dependencia directa del
incremento de IMC, con el % de grasa del 11.4% y del 15% respectivamente. Los
resultados zoométricos mostraron un claro desbalance del resguardo energético
(Lipidicos), en los animales de exposicion a carbohidratos, en los cuales
presentaron una distribucion con menos dependencia del tejido adiposo central a
diferencia de los animales con dieta normo-caldrica y exposicion al xenobiotico
gue el resguardo pudo observarse principalmente en esta zona de resguardo. Sin
embargo, en ambos casos pudo observarse las alteraciones clasicas de la

problematica metabdlica.

Los paneles de expertos para el estudio de alteraciones metabdlicas, mencionan
gue ante la presencia de parametros antropométricos o zoomeétricos alterados o
sobre expresados como en este caso, coexisten alteraciones metabdlicas de
algunas macromoléculas plasmaticas involucradas en el balance y distribucion
energético en el organismo; tal es el caso de Lipidos Totales (LT), Triglicéridos
(TAG), Colesterol Total (CT), asi como de sus fracciones de lipoproteinas
transportadoras; las cuales en conjunto llevan al diagndstico preciso de fenotipos

bioquimicos como el SM.

Metabolito (mg/dL) Grupo NC Grupo HC Grupo NC+ Cd
Panel lipidico:
Lipidos Totales 184 £ 12 216.1+9.8* 243.6 £5.1*
AGL 2.18 £ 0.03 5.02 £ 0.07* 11.2+1.1*
Triglicéridos 64.4+2.5 98.2 + 3.5 106.78 £ 3.1*
Colesterol total 103.1+7.5 98.75 +10.5 106.84 £ 6
Fracciones de Colesterol
VLDL-col 13.5+15 19.65 + 3.5* 37.65 £ 1.2*
LDL-col 2424 44.7 +2.8* 47.85 +3.1*
HDL-col 65.4+2 34.4+4.3% 21.34 +1.5*
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Panel Carbohidratos:

Glucosa basal 98.7 +4.5 150.3 £9.3* 165 + 5.3*
Lactato (mmol/L) 120.6 £ 12 155.7 £ 19* 197.3 £ 20*
TOG (Figura 2)

Tabla 1.- Determinaciones séricas post-acondicionamiento. Los resultados mostrados son el promedio
de 5 experimentos + EEM. (*) Indica diferencia significativa con respecto al grupo control con dieta
normocalorica p < 0.05 por una t de Student.

En la tabla 1 se muestran los niveles de diferentes metabolitos séricos analizados
en los grupos de experimentacion a 3 meses de acondicionamiento, en donde se
observa un incremento significativo en el grupo de exposicion hipercalérica en los
niveles de LT, AGL, TAG, VLDL-col, LDL-col, Glucosa basal y Lactato de 17, 130,
52, 45, 84, 208 y 29% respectivamente y disminuida la fraccion HDL-col (colesterol
bueno) en un 47 % frente al grupo control dieta normo caldrica. Asi mismo, el
grupo dieta normo-calérica y cadmio evidencid el mismo comportamiento
metabolico, encontrandose elevadas significativamente las concentraciones de
LT, AGL, TAG, VLDL-col, LDL-col, Glucosa basal y Lactato en un 32, 413, 65,
178, 97, 238 y 63% respectivamente y disminuida la fraccion HDL-col, en un
67% frente al grupo dieta normo caldrica. Cabe destacar que los animales
expuestos a Cd, presentan una mayor alteracidon metabdlica que los inducidos por
dieta hipercalorica. El colesterol total no mostré diferencias de los grupos

experimentales respecto al control NC.
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Para completar el panel de carbohidratos se realizaron pruebas de tolerancia a
glucosa (TOG), para evidenciar el comportamiento del manejo de glucosa en el
consumo (post-prandio) con una carga administrada por via oral de
759/100mL/70kg de peso del animal. La figura 2, muestra la capacidad de utilizar
la glucosa por diferentes tejidos tanto dependientes como independientes de
insulina. El grupo hiper calorico presentd un pobre manejo del carbohidrato con
incremento de glucosa en condiciones basales y post carga a los 30, 60 y 90 min
presentando concentraciones mayores que el grupo normocalorico de 73, 50 y 58
% respectivamente, siendo el punto de 30 min el de mayor concentracion con una
media de 209.3 mg/dL. Por su parte, el grupo de exposicibn a Cd mostré un
incremento de la concentracion de glucosa de tanto basal como post carga a los
30, 60 y 90 min. del 99, 129 y 138 % respectivamente, siendo el punto de 90 min
el de mayor concentracion con un promedio de 251.5 mg/dL, por lo que estos
resultados indican que los modelos de desregulacion de carbohidratos en

animales se pudo establecer.

Los resultados observados en los grupos experimentales, tanto en la zoometria
como en el comportamiento metabdlico pudieron evidenciar el fenotipo reconocido
como sindrome metabdlico, siendo el grupo de exposicién al metal el que muestra

una mayor desregulacion en todos los rubros. En condiciones metabdlicamente
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sanas debe existir una fina regulacion entre el balance lipidico y de carbohidratos.
El incremento plasméatico de cualquiera de ellos repercute reciprocamente en el
otro. En este sentido, el manejo, distribucién y resguardo de triglicéridos exdgenos
o enddgenos es llevado hacia tejido adiposo y minimamente a tejido no adiposo,
como miocardio, higado y péncreas. Las condiciones de hiperlipidemia por
triglicéridos, han sido reportadas como una limitante de la absorcion de glucosa y
por consiguiente de sus rutas de manejo intracelular, esto sucede posterior o
concomitante a la desregulaciébn en la sefalizacibn de insulina, hormona
importante en el manejo de lipidos y gldcidos intracelulares. Al presenciar la
desregulacion en el manejo plasmatico de ambos componentes (triglicéridos y
glucosa) en los animales de experimentacion, fue sugerente de modificaciones
metabolicas en rutas energéticas o de resguardo en tejidos dependientes o
independientes de la accion de la hormona; por lo que se investigo el resguardo
de glucosa (glucégeno) y de lipidos (triglicéridos), tanto en tejidos especializados
para ello, como en tejidos que no lo fuesen, musculo, corazon, rindn e higado,

estos dos ultimos si presentan cierto manejo y resguardo.

La figura 3 muestra las concentraciones de TAG en los tejidos ya mencionados
como una medida para establecer la severidad de la desregulacion metabdlica. El
grupo con exposicion a la dieta hipercalérica mostré6 un incremento en el
resguardo de TAG significativo respecto al grupo control NC, fendmeno conocido
como esteatosis. Esta se presentd en higado, masculo, corazén, corteza y medula
renal, con un porcentaje de incremento del 19, 104, 78, 62 y 87%
respectivamente; mientras que el aumento en tejido adiposo apenas fue del 12%.
De forma similar, el grupo expuesto a Cd mostré un incremento significativo en la
acumulacién de TAG respecto al grupo NC en higado, musculo, corazon, corteza 'y
medula renal, ademas del tejido adiposo del 39, 198, 78, 112, 53 y 26%. Estos
resultados confirman el compromiso metabdlico de desregulacion lipidica

observada séricamente.

Asi mismo, el glucégeno principal fuente de resguardo de glucosa en diferentes de

tejidos, mostré alteracion divergente en los grupos de induccion. La concentracion
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de este, fue medida en los diferentes tejidos de estudio (Figura 4). Por su parte, el
grupo de exposicion hipercalérica, el cual se encontr0 expuesto a altas
concentraciones de carbohidrato y a partir de ello mostré6 sus complicaciones
metabdlicas, observando incrementos significativos en higado, musculo, corazon,
corteza renal y medula renal de 169, 183, 41, 45 y 154% respectivamente, sin
cambio en tejido adiposo. Por su parte, el grupo expuesto a Cd presenté una
dindmica diferente en el contenido de glucégeno, disminuyendo significativamente
con respecto al grupo normo calérico en tejidos como higado, musculo, corazén y
corteza renal del 30, 104, 36 y 52% respectivamente, sin embargo no mostraron
cambios la médula renal y el tejido adiposo. Por lo que con este resultado
podemos inferir que las vias por las cuales se llega a desregular el metabolismo
son diferentes y dependientes del inductor, sin embargo presentan coincidencias

metabodlicas caracteristicas del sindrome metabdlico.
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Figura 3. - Concentracion de triglicéridos en diferentes tejidos post-acondicionamiento. Los resultados
mostrados son el promedio de 5 experimentos + EEM. (*) Indica diferencia significativa con respecto al grupo
control con dieta normocalorica p < 0.05 por una t de Student.
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Figura 4. - Concentracién de Glucégeno en diferentes tejidos post-acondicionamiento. Los resultados
mostrados son el promedio de 5 experimentos * EEM. (*) Indica diferencia significativa con respecto al grupo
control con dieta normo calérica p < 0.05 por unat de Student.

Una vez establecidos los modelos animales con fenotipo similar a SM por
exposicion a una dieta hipercalérica y a CdCI2 en agua de beber a libre consumo,
fueron separados de manera aleatoria en sub-grupos, los cuales fueron divididos

de la siguiente manera segun

El protocolo experimental 2: grupos dieta normocaldrica (NC), grupos dieta
hipercalorica (HC), grupo exposicién a cadmio (Cd), grupo dieta hipercalérica —
Metformina (HC-Met), grupo exposicion a cadmio — Metformina (Cd-Met), grupo
dieta hipercaldrica — NaVOs (HC-NaVOs) y grupo cadmio — NaVO3 (Cd-NaVOs).
Dado que el estudio estd enmarcado en el potencial de vanadio como un
restablecedor metabdlico, se decidio utilizar uno de los farmacos méas usados en
estos menesteres como lo es Metformina, que al ser administrado, se espera

presente condiciones similares al Control Normocalorico, por lo que los grupos con
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el farmaco serviran como control de la accién del meta vanadato de sodio. Por su
parte, los grupos de exposicion a los desreguladores fungiran como un control de
los animales que entraran al protocolo con el tratamiento farmacol6gico y de

suplementacion con el bioelemento.

A los grupos que se les administro Metformina y NaVOs durante 2 meses, fueron
monitoreados en cuanto a sus caracteristicas zoométricas. Los resultados del
grupo expuesto a la dieta HC y con protocolos de tratamiento se muestran en la
figura 5. El incremento de peso del grupo control normocalérico y del grupo control
hipercal6rico se muestran en la Figura 5A, los cuales presentan un
comportamiento similar, sin embargo, el control HC presenta una tendencia a
incrementar de peso en promedio 11% con respecto al grupo NC; El grupo
administrado con Metformina, presentan una disminucion significativa con
respecto al control HC durante el curso de la administracion del farmaco, asi
mismo, disminuye entre el 5 al 13% con respecto al grupo NC. Por su parte, los
animales administrados con NaVOg3s, también presentan dicho comportamiento con
respecto al grupo HC, sin embargo, son similares al control NC (sin diferencia
significativa). Respecto a este rubro se logré disminuir uno de los factores de
riesgo de SM, tanto con el farmaco como con el biometal a pesar del consumo de
la dieta HC.

De la misma forma se presentd una reduccion en el perimetro de abdomen (Figura
5B), donde el grupo HC muestra un incremento este parametro en promedio 8%
por semana comparado contra el grupo NC. El tratamiento con Metformina
impacta sobre este pardmetro ya que reduce entre el 6 al 12% con respecto al
grupo NC. Los animales administrados con NaVOs, presentaron disminucion
respecto al grupo HC, sin embargo, respecto al control NC no tuvo diferencias
significativas en la mayor parte del tratamiento. Un segundo factor de riesgo

mostré regulacién ante la suplementacién con vanadio.

El IMC, otro parametro importante en la zoometria caracteristica del SM, fue
evaluado durante la administracion de los tratamientos (Figura 5C). Los animales

tratados con Metformina reducen su IMC por debajo del control NC en un 15 al
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32%. Mientras el grupo NaVOs no presento diferencias significativas con respecto
al grupo NC. El grupo HC se mantuvo con un IMC incrementado significativamente
durante el transcurso del estudio. Los datos mostrados evidencian la regulacién de

uno de los factores mas relevantes en la desregulacion metabdlica.

Finalmente, el dltimo pardmetro zoométrico evaluado correspondié al porcentaje
de grasa corporal, el cual mostré dependencia directa del peso de los animales y
secundariamente al IMC. ElI grupo HC permanecié significativamente
incrementado respecto al control NC durante las 8 semanas de monitoreo.
Mientras que el grupo administrado con Metformina logré regular dicho parametro,
no mostrando diferencias significativas con respecto al grupo NC. Por su parte el
grupo administrado con NaVO3s, mostro mejoras en el indicador respecto al grupo
HC (9%), pero no alcanzé los parametros mostrados por el grupo NC,

manteniéndose significativamente incrementado (P<0.05) a lo largo del estudio.
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Figura 5.- Determinaciones zoométricas del Grupo Control HC durante 8 semanas de
tratamiento. A) Pesos. B) Perimetros de abdomen C) indice de masa corporal (IMC) D) Porcentaje
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diferencia significativa con respecto al grupo control con dieta normocalérica p < 0.05 por una t de
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La evaluacion de la zoometria a lo largo de los dos meses de tratamiento en el
grupo expuesto a CdCl, se muestra en la Figura 6, El grupo control Cd mostré un
incremento concomitante a la desregulaciéon metabdlica en la etapa de pre-
acondicionamiento en cuanto al peso, perimetro de abdomen, IMC y porcentaje de
grasa en promedio del 18, 19, 33 y 11% respectivamente respecto al grupo NC. La
evaluacion del peso en el curso temporal del tratamiento con Metformina y NaVOs
se muestra en la Figura 6A, en donde se observan disminuciones significativas en
los grupos con los tratamientos designados con respecto al grupo Cd, sin
embargo, el grupo NaVOs no recuperd completamente el peso respecto al grupo
NC, mostrando a lo largo del tratamiento un peso mayor significativamente en un
4%. Mientras el grupo tratado con Metformina pudo recuperar el peso de los
animales aun con la exposicion a Cd. Los resultados en este rubro sugieren que el
suplemento con vanadio, no es del todo eficiente, si la via por la cual se desarrollo

SM es a través de la exposicion a un metal pesado como lo es Cd.
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En lo que respecta al perimetro de abdomen (Figura 6B) tanto el grupo con
Metformina y el grupo NaVOs tuvieron cambios significativos con respecto al grupo
Cd. Al respecto el grupo administrado con el farmaco mostré la mejor recuperacién
de este parametro, sin embargo, se mantuvo en promedio 1.6% mas alto que el
grupo NC; por su parte, el promedio de las diferencias significativas del grupo
suministrado con NaVOs fue de 6.24% en este rubro también mostré mejora, pero
no alcanza la completa regulacién, como en los animales del grupo Cd-Metf o los
animales del grupo HC- NaVOs.

El IMC mostrado en la figura 6C, presentd en los diferentes tratamientos
regulacion de este parametro con respecto al grupo Cd. En promedio, el grupo
tratado con NaVOs mantuvo un exceso del IMC del 9% respecto al grupo NC, el
cual fue significativamente elevado. Mientras que, el grupo administrado con
Metformina regul6é adecuadamente el indicador. Por ultimo, en lo que se refiere al
porcentaje de grasa mostrado en la Figura 6D, ambos tratamientos mostraron
mejoras significativas respecto al grupo Cd. Sin embargo, ninguno de los
tratamientos fue del todo eficiente en la regulacion del parametro, ya que
permanecieron significativamente incrementados (Cd-Metf, 2 y Cd - NaVOs, 6%)
con respecto al grupo NC. Resumiendo la eficacia del tratamiento con Metformina
mostré una buena regulacion zoométrica, sin embargo no logré regular el
porcentaje graso lo cual refiere la importancia de la via de induccion del SM.
Evidencia que resalta con el suplemento con NaVOs, ya que con la dosis que logro

regular al grupo HC, no fue tan eficiente para el grupo Cd.

Una vez analizada la zoometria como factores relevantes del SM y observando
gue los tratamientos tanto farmacologico como con el suplemento con el biometal
presentan diferentes comportamientos en cuanto al porcentaje de mejora en los
diferentes parametros, se procedio a revisar el efecto en los indicadores séricos,
gue caracterizan al SM. En la Tabla 2, se muestran los niveles de diferentes
metabolitos séricos analizados en los grupo HC a 4 semanas de tratamiento, en
donde se puede observar que el grupo HC se mantuvo desregulado y mostro

incrementos significativos en los niveles de LT, AGL, TAG, VLDL-col, LDL-col,
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glucosa basal y lactato correspondientes al 28, 109, 97, 96, 30, 132 y 17%
respectivamente, y permanentemente disminuida la concentracion fraccion HDL-
col (colesterol bueno) en un 47%, esto fue analizado respecto al grupo control con
dieta NC.

En cuanto a los grupos con tratamientos, la administracion de Metformina refirié
disminucion significativa en la mayoria de los metabolitos desregulados incluso por
debajo de los valores mostrados por el grupo NC (LT 24%, TAG 33%, CT 22% y
sus fracciones VLDL 33% y LDL20%), la fraccibn HDL-col recuperé 21% en
relacion al grupo HC, pero no llega los valores referentes por el grupo NC. Los
niveles de AGL no mostraron cambios, a pesar de la regulacion de lipidica
mostrada. La glucosa basal mejor6 notablemente con el farmaco hasta
condiciones similares a la del control NC, sin embargo el lactato un indicador de
glicdlisis en anaerobiosis o afeccion mitocondrial severa, se vio un incremento del
26% respecto al grupo HC y 48% respecto al grupo NC. El farmaco muestra
mejoras en los parametros bioquimicos mas comunes, pero también presenta
consecuencias bioquimicas secundarias como la progresion a acidosis metabdlica

evidenciada por el lactato.

Mientras que el grupo suplementado con NaVOsz mostré mejor regulacion en
algunos parametros bioquimicos que el grupo HC-Metf. Las concentraciones de
LT, TAG, CT, VLDL-col y LDL-col disminuyeron significativamente en un 36, 45,
29, 46 y 32% respecto al grupo NC. La fracciéon de HDL-col también mejord, sin
embargo no recuperé al 100% respecto a la concentracién observada en el grupo
NC. La concentracién de glucosa mostré una mejoria del 23%, pero no alcanzé
valores similares al grupo NC. Mientras que los AGL permanecieron
incrementados significativamente (92%) respecto al grupo NC. Por su parte el
lactato incremento significativamente 26% versus el grupo HC y un 47% respecto
al grupo NC. La suplementacion con vanadio dos veces por semana 600 veces
menor a la dosis de Metformina, mostré una regulacion positiva de los parametros
bioquimicos, sin embargo mantiene elevadas las concentraciones de AGL y

lactato, lo que esta intimamente relacionado con la presencia de acidosis
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metabodlica. Ademas los datos sugieren que el modo de accion del metal esta

intimamente relacionado con el del farmaco de primera eleccion.

Tabla 2. Comportamiento metabdlico de los animales con diferentes tratamientos y dieta

HC (primer mes de tratamiento)

Metabolito (mg/dL) Control NC Control HC HC - Metformina HC - NavO3
Panel lipidico:
Lipidos Totales 187.2+9.6 240.1 +7.3* 140.76 + 12.4%* 118.3 + 10.6 4*
AGL 2.85+0.2 5.96 £ 0.09* 5.75 +0.29* 5.48 +0.07*
Triglicéridos 33.6+6 66.3 +5.3* 22.3+2* 18.4 + 4*
Colesterol total 113.62+5.6 103.7£8.1 88.46 + 6.3* 80.3 + 8.4*
Fracciones de Colesterol
VLDL-col 6.72+1.6 13.2 £2.3* 4.46 +1* 3.6 +0.4*
LDL-col 36 +3.5 47 £2.5* 28.5 +2.5* 24.2 £4.5*
HDL-col 709 = 4.6 43.5 + 8* 55.5 + 8* 52.5 + 4.5*
Panel Carbohidratos:
Glucosa basal 80.9+ 3.6 123 + 2.3* 86+ 4.1 94+ 2.1*
Lactato (mmol/L) 131.4+7 153.9 £ 3* 195.3 + 5.15* 194.4 + 6.2*
TOG (Figura 7)

Los resultados mostrados son el promedio de 5 experimentos + EEM. (*) Indica diferencia significativa con
respecto al grupo control con dieta nhormocalorica p < 0.05 por unat de Student.

La figura 7 muestra el comportamiento del manejo de glucosa post-carga de 75 gr
de glucosa/100mL/70 kg de peso del animal, con los diferentes tratamientos ante
la exposicion las dietas NC y HC. Los resultados muestran que el grupo control
HC present6 un incremento de glucosa en condiciones basales y post carga a los
30, 60 y 90 min con respecto al control NC del 34, 25, 42 y 58% respectivamente,
mostrando combinacion en alteraciones reconocidas sobre el metabolismo de la
glucosa, conocidas como intolerancia a glucosa (post-carga) y alteracion en la
glucosa basal. Por su parte, el grupo administrado con Metformina por 4 semanas
mostré una importante mejoria en la respuesta al carbohidrato en ayuno y
presentando Unicamente intolerancia a la glucosa, manteniendo como diferencias
con respecto al NC de 6, 13, 22y 45% a los 0, 30. 60 y 90 min respectivamente. El
tratamiento con NaVO3z mostré6 un comportamiento similar, sin embargo el manejo

de glucosa post-carga fue pobre mostrando diferencias significativas de 20, 16 y
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54% con respecto al grupo NC a los tiempos de 30, 60 y 90 min, siendo este

ultimo en donde se presenta la mayor concentracion de glucosa (178mg/dL).
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Tabla 3. Comportamiento metabdlico de los animales con diferentes tratamientos

expuestos a Cd. (Primer mes de tratamiento)

Metabolito (mg/dL) Control NC Control Cd Cd - Metformina Cd - NavO3
Panel lipidico:
Lipidos Totales 187.2+£9.6 253.6 £ 4.5* 232+6.1%* 231+ 5.2*
AGL 2.85+0.2 10.96 + 0.14* 7.1+0.08* 7.48 £ 2%
Triglicéridos 33.6+6 112.3 + 4.5*% 83.13 +3.3* 111.75 +4.3*
Colesterol total 113.62 +5.6 111.3 £ 6.7 103.3+5 114.66.9+5
Fracciones de Colesterol
VLDL-col 6.72+1.6 22.46 +2.3* 16.6 + 1* 22.36 £ 0.4*
LDL-col 36 +3.5 54.8+ 1.7* 46 £ 2.1* 56.1 +1.5*
HDL-col 709 = 4.6 34.1 + 2.5* 40.7 £ 2.6* 36.2 +1.8*
Panel Carbohidratos:
Glucosa basal 80t 3.6 135 +2.1%* 80.7 £4.3 112.7 +3.5%
Lactato (mmol/L) 131.4+7 216 + 7* 189 + 10* 203.4 + 4*
TOG (Figura 8)

Los resultados mostrados son el promedio de 5 experimentos + EEM. (*) Indica diferencia significativa con
respecto al grupo sin exposicion a Cd P< 0.05 por una t de Student.
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En la tabla 3 se muestran los niveles de diferentes metabolitos séricos después de
tratamiento de los grupos expuestos a Cd y administrados con Metformina y meta
vanadato de sodio. Se pudo observar un incremento significativo en el grupo de
exposicion crénica a 65.5 mg/L de Cd en los niveles de LT, AGL y TAG
correspondiendo a 35, 284, 234% respectivamente. Mientras que la cuantificacién
de CT no presentdé cambios respecto al control sin Cd, sus fracciones si la
evidenciaron el VLDL-col y LDL-col incrementaron significativamente en un 96 y
52%, en dependencia a decremento de la fraccion HDL-col (51%). Por su parte, la
glucosa basal y lactato incrementaron respecto al control sin Cd en 155 y 64%.
Los resultados muestran una profunda desregulacion metabdlica ante la

exposicion a Cd a pesar de consumir dieta normocalérica.

En cuanto a los grupos con tratamiento, el grupo Cd-Metf mostré mejorias al grupo
Cd, pero no asi respecto a su grupo control. LT, AGL y TAG permanecieron
significativamente incrementados en un 23, 149, 147%. EI CT no mostro cambios
significativos respecto al grupo sin Cd, no asi sus fracciones VLDL-col y LDL-col
gue siguen aumentadas en un 147 y 27% respectivamente respecto al control,
mientras que HDL-col recupero un 42% respecto al grupo control. Glucosa basal
regulé hasta valores similares a los del control, mientras lactato mostré el mismo
comportamiento que en la dieta HC manteniéndose incrementado

significativamente en un 43%.

El grupo NaVOz mostro un comportamiento similar al grupo Metformina
manteniéndose la desregulacion metabdlica en los niveles de LT, AGL, y TAG,
gue correspondieron a 23.4, 162.5, 232.7 respectivamente versus el grupo sin Cd.
El colesterol total no mostro cambios significativos (p<0.05). Y las fracciones de
este se comportaron divergentemente, es decir, la fraccién LDL incrementd en un
55.8%, mientras que las fracciones de alta y muy baja densidad disminuyeron
significativamente en un 48.9 y 46.5%. Estos resultados sugieren fuertemente que
los triglicéridos estan siendo transportados mayormente en las fracciones de baja
y alta densidad, lo cual es condicionante a la formacién de estructuras pequefias,

densas y oxidadas propias de condiciones aterogénicas. En lo que respecta a
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glucosa mostrd cierto grado de recuperacion pero se mantuvo significativamente
mas alta que el grupo ausente de Cd en un 40.9%, lo mismo que el lactato con
33%, sugiriendo estados metabdlicamente 4cidos.
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Completando el entorno del manejo de glucosa en las ratas expuestas al
xenobidtico, en la Figura 8 se muestran las curvas resultantes al analisis de
tolerancia oral a la glucosa. Observandose que el grupo control Cd, present6 un
incremento de glucosa en condiciones basales y post carga a los 30, 60 y 90 min
con respecto al control sin exposicién de 68, 162, 198 y 191% respectivamente. El
grupo Cd-Metf mostré una regulacién de la concentracion de glucosa basal, pero
en el postprandio permanecio incrementada significativamente en 58, 86, y 76% a
los tiempos 30, 60 y 90 min respectivamente, con lo que se elimina el estado de
glucosa en ayuno alterada, pero permanece la intolerancia al carbohidrato.
Mientras que los animales con suplementacion de NaVOs, mostraron una pobre
mejoria manteniendo incrementada la concentracion plasmatica en 40, 95, 120 y
107% con respecto al grupo sin Cd, presentando tanto alteracion en la glucosa de
ayuno, como alteracion a la tolerancia del carbohidrato. Los datos muestran que
en presencia de Cd, el vanadio no mejora las condiciones metabdlicas ni de

lipidos, ni de glucidos.
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Figura 9 - Concentracion de TAG y Glucdgeno en diferentes tejidos a 1 mes de tratamiento. A)
Concentracion de TAG, grupo dieta HC. B) Concentracion de TAG, grupo exposicion a Cd C)
Concentracion de glucdgeno, grupo dieta HC D) Concentracion de Glucdgeno, grupo exposicion a Cd.
Los resultados mostrados son el promedio de 5 experimentos + EEM. (*) Indica diferencia significativa
con respecto al grupo control de cada uno de los modelos de SM con una P< 0.05 por unat de Student.

En la figura 9 se muestran las concentraciones de TAG y Glucdgeno en los tejidos
analizados de ambas desregulaciones metabdlicas con tratamiento de Metformina
y NaVOs después de 1 mes tratamiento. Se pudo observar que los TAG en
ambos casos incrementaron significativamente. ElI consumo de la dieta HC (9A)
respecto al grupo NC, presentd acumulacién en higado, musculo, corazon,
corteza renal, medula renal y tejido adiposo, con un porcentaje de incremento del
56, 186, 101, 146,111 y 45%, mostrando la continuidad de la severidad de la
desregulacion metabdlica ante el consumo de una dieta HC. El tratamiento en el
grupo HC-Metf mostré6 mejorias respecto al grupo HC, no siendo asi respecto al
grupo NC. Los niveles de TAG en higado, musculo, corazoén, corteza y medula

renal permanecieron incrementados significativamente en un 28, 133, 30, 93 y
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102% respectivamente, observandose una movilizacion de TAG hacia tejido
adiposo donde su concentracion se increment6 en 196% respecto al grupo. Por su
parte el grupo HC - NaVOs, no mostré cambios respecto al grupo de exposicion a
Cd y sin tratamiento alguno correspondiendo a 68, 331, 54, 290, 140 y 200%. Sin
embargo, moviliz6 TAG a tejido adiposo donde este valor se ve incrementado en
un 200%. Lo cual confirma lo observado en la caracterizacion bioquimica en
donde a 30 dias de la administracion de vanadio no existieron cambios
importantes, por lo que su efecto de regulador metabdlico en periodos cortos no es
eficiente del todo.

De forma similar, el grupo intoxicado con Cd mostré un incremento significativo en
la acumulacion de TAG respecto al grupo sin exposicion a Cd (9B) en higado,
musculo, corazon, corteza y medula renal, ademas del tejido adiposo del 64, 283,
151, 188, 134 y 40% mostrando la continua desregulacion metabdlica ante la
exposicion al metal. En lo que se refiere al grupo Cd — Metf, este mostro
recuperacion en el resguardo mejoras comparado con el grupo Cd sobre todo en
higado, sin embargo respecto al grupo control sin cadmio mantuvo
concentraciones incrementadas del lipido en higado, musculo, corazon, corteza
renal, medula renal y adiposo correspondientes al 17, 200, 86, 89, 110 y 114%
respectivamente. En cuanto al tratamiento con la sal de vanadio el grupo Cd -
NaVOs, no mostro mejoras significativas con respecto al grupo Cd, manteniendo
incrementos del 55, 285, 136, 200, 143 y 87% en higado, musculo, corazon,
corteza renal, medula renal y adiposo respectivamente. Estos resultados
evidencian el papel en la regulacién metabodlica de TAG en tejidos topicos como
ectopicos con el consumo de Metformina en ambos modelos de regulacion siendo
mas evidente en el sobre consumo calérico; por otro lado, el tratamiento con
NaVOz muestra un efecto lento en la regulaciéon metabdlica y practicamente nulo

cuando esta es por exposiciéon a Cd.

Respecto a la regulacion del glucégeno ante la administracion de ambos
tratamientos durante la exposicion a dieta hipercalérica se muestra en la Figura

9C, donde se observa que el grupo HC mantiene incrementos significativos en

57



higado, musculo, corazon, corteza renal y medula renal de 231, 502, 327, 160 y
300 % respectivamente. En lo que concierne al grupo HC — Metf, este mostré
disminucion significativa con respecto al grupo HC, pero aun asi mantuvo
incrementada su concentraciéon de glucégeno en un 100, 388, 63, 122y 270% en
el orden tisular descrito. Por su parte, el grupo HC — NaVOs presentd mejoras
significativas en higado, corazén y rifion del 59, 152 y 171%, con cantidades
similares al grupo NC en corteza renal y tejido adiposo; mientras que en musculo
incrementd aun mas que el grupo HC (571.5%). Fue de resaltar que el tejido
adiposo retroventral de todos los grupos con y sin tratamiento no mostré cambios

importantes en la concentracién de glucogeno.

En cuanto a la dinamica en el contenido de glucégeno (Figura 9D) ante la
exposicion a CdClz, mostro valores disminuidos significativamente con respecto al
grupo sin exposicién al metal en los tejidos analizados (higado, corazon medula y
corteza renal), correspondiendo al 42, 35, 39 y 29% respectivamente, sin embargo
no mostraron cambios en musculo ni en tejido adiposo; estos resultados sugieren
fuertemente que la exposicion a Cd interviene directamente en el resguardo de
glucosa, y por lo tanto también en la dinamica sérica, como se pudo observar en el
grafico de la Figura 8. Después de un mes de recibir tratamiento con Metformina el
grupo Cd — Metf mostré recuperacion en la concentracion de la molécula en
higado respecto al grupo control sin exposicion; Mientras que exhibié un sobre
resguardo en muasculo, corazon, corteza y medula renal con valores
incrementados en un 133, 60, 31y 92% respectivamente. En cuanto al tratamiento
con NaVOs se pudo observar un sobre resguardo en todos los tejidos
monitoreados, mostrando un 65, 192, 91, 46 y 115% respectivamente. Mientras
gue el tejido adiposo se manejo en forma similar a lo observado en el modelo de
desregulacion por carbohidratos. Por lo que el vanadio mostré ser un regulador de
la ruta de sintesis de glucégeno, al corregir sobre manera su concentracion
acumulada en los tejidos, esto también pone de manifiesto que injiere
directamente sobre los lipidos acumulados, deteniendo la vias de

sobreacumulacién, sin embargo, esta readecuacion mostrada en el sistema
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parece no ser tan eficiente a nivel sérico, en cuanto al manejo del carbohidrato
(Fig. 8).

Tabla 4. Comportamiento metabdlico de los animales con diferentes tratamientos
expuestos a HC. (Segundo mes de tratamiento)

Metabolito (mg/dL) Control NC Control HC HC - Metformina HC - NavO3
Panel lipidico:
Lipidos Totales 192.19 +13 290.87 = 14.9* 199 £6.5 194.78 £ 4.5
AGL 3.49+0.12 6.27 + 0.16* 6.33 £ 0.1* 5.76 + 0.08*
Triglicéridos 50.5+5.8 126 £ 5* 51.1+£12 35.1+£10
Colesterol total 98.2 +10.8 122.6 £ 8.1* 119.5+6.2 123.9 + 14.5*
Fracciones de Colesterol
VLDL-col 10.1+1.8 25.2+0.8* 10.2+1.2 7.02+1.3
LDL-col 397 60.8 + 3.5* 29.2+4 46.2 +4.4
HDL-col 4912 36.6 + 4.2* 80.1 +1* 70.7 + 8.4*
Panel Carbohidratos:
Glucosa basal 72975 106.1 + 4.4* 61 + 3.8* 85.8+55
Lactato 166.68 + 12 193.5 £9.4* 241.2 +10.4* 203.4 £ 11*

TOG (Figura 10)

Los resultados mostrados son el promedio de 5 experimentos + EEM. (*) Indica diferencia significativa con
respecto al grupo control con dieta normocalorica p < 0.05 por unat de Student.

La progresion en regulacion de metabolitos séricos se siguié hasta el segundo
mes con ambos tratamientos ante el consumo de una dieta HC, valores que se
muestran en la tabla 4, en donde se observa al grupo HC sigue incrementado la
desregulacion y manteniendo incrementados los niveles de LT, AGL, TAG, CT,
VLDL-col, LDL-col, glucosa basal y lactato con respecto al grupo NC en 51, 79,
149, 24, 149, 55, 45 y 16% respectivamente con una caida permanente de HDL-
col en un 25%; cabe mencionar que aunque la concentracion de glucosa es mayor
gue la del control NC, esta se encuentra dentro de los valores de referencia para
la cepa. El grupo administrado con Metformina evidencio regulacién casi completa
de las condiciones séricas en los diferentes metabolitos como LT, TAG, VLDL-col,
LDL-col y HDL-col (este ultimo regulandolo positivamente hasta un 63%, por
encima del control NC), incluso mostrando valores en la glucosa basal por debajo

de los valores mostrados por el grupo NC, sin embargo, los niveles de AGL no

59



mostraron cambios con respecto al grupo HC, manteniendo valores por encima
del grupo NC en un 81%. Por otro lado, el lactato mantuvo incrementada su
concentracion sérica del 24% respecto al grupo HC y 44% respecto al grupo NC.
La accién de Metformina muestra mejoras en los parametros bioquimicos mas
comunes, pero también presenta consecuencias bioquimicas secundarias como la
elevacion de AGL vy lactato, lo cual implica por un lado que se hallan favorecidas
las rutas oxidativas de glucidos y lipidos, y por otro lado, que se encuentre activa
la novosintesis de triglicéridos y su resguardo en diferentes tejidos.

Por el otra parte el grupo administrado con NaVOz mostré a dos meses de
administracion de una dosis 24,000 veces menor a la de Metformina una
regulacion contundente, la cual se pudo evidenciar por una completa recuperacion
en las concentraciones de LT, TAG, VLDL-col, LDL-col y glucosa basal con
respecto al grupo NC. Los niveles de CT se encontraron incrementados con
respecto al grupo NC, esto gracias a la mejora que tiene hacia el incremento de
los niveles de HDL-col (colesterol bueno) donde muestra mejoras significativas
(44%). Interesante fue encontrar que la concentraciéon de AGL y lactato, siguen
incrementados significativamente en un 65% y 22% respectivamente comparados
contra el grupo NC, sin embargo, la concentracion del segundo muestra que el
estatus oxidativo se halla finamente regulado y posiblemente ocupe rutas similares

a las descritas para Metformina.

Corroborando esta hipotesis, en la Figura 10 se muestra el comportamiento del
manejo de glucosa post carga con ambos tratamientos a lo largo de 8 semanas y
ante la exposicion a la dieta HC. Donde se puede observar un incremento de
glucosa tanto basal como postcarga del grupo HC a los 0, 30, 60 y 90 min con
respecto al grupo NC de 45, 51, 103 y 48% respectivamente. El grupo HC — Metfor
mostro mejoria en la regulacion de la glucosa basal incluso por debajo de los
valores de grupo NC, presentando Unicamente intolerancia a la glucosa mostrando
una minima diferencia entre la concentracion valuada a los 30, 60 y 90 min de 24,
21 y 21%, respectivamente. El tratamiento con NaVO3z mostré un comportamiento

similar, sin embargo el manejo de glucosa basal como post-carga fue menor
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mostrando diferencias significativas del 96, 37 y 31% con respecto al grupo NC a
los tiempos 30, 60 y 90 min, siendo al minuto 30 donde se muestra la mayor
concentracion de glucosa (183mg/dL), lo cual sugiere que las rutas glucogénicas
se hallan aun fomentadas o consecuentemente la regulacién gluconeogénica no

esta del todo coordinada en los tejidos independientes de la accidén de insulina.
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Mientras que en el grupo con evidencias bioquimicas de SM por exposicién a Cd,
mostré6 en la tabla 5 que permanecidé cronicamente desregulado en su
comportamiento metabdlico de los niveles de LT, AGL y TAG correspondiendo a
23, 215, 141% respectivamente. La concentracion de CT no presentd cambios
respecto al control NC, pero las fracciones VLDL-col y LDL-col muestran
incrementos del 140 y 29% con decrementos en la fraccion HDL-col (39%), lo que
sugiere modificaciones en cuanto al trasporte de colesterol esterificado y no
esterificado, cambiando este tipo de transporte por triglicéridos principalmente y
por lo tanto también modificando el tamafio de particula. En lo que se refiere a la
desregulacion de carbohidratos, la glucosa basal y lactato incrementaron respecto
al control sin exposicion al metal en un 63 y 61%. En lo que se refiere al grupo
con tratamiento con Metformina, el grupo Cd-Metf, permanecié sin mejorias

significativas respecto al grupo Cd en LT, VLDL-col, LDL-col y Lactato, pero si
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minimas mejorias en AGL, TAG, HDL-col y glucosa basal. Las diferencias con
respecto al grupo sin exposicién al xenobiético son en LT, AGL, TAG, VLDL-col y
lactato permaneciendo incrementados en un 16, 49, 124, 124 y 57%. Mostrando
el decremento en la concentracién de la fraccibn HDL-col en un 53%. El grupo
administrado con NaVO3 corrobor6 o mostrado a un mes de tratamiento en el cual
no existieron mejoras en las concentraciones de los metabolitos analizados;
después de dos meses de tratamiento se mantuvo esta tendencia metabdlica e
incluso incrementan los niveles de estos parametros tanto para el grupo expuesto
a Cd y por consecuencia para el control sin exposicion. Las concentraciones de
LT, AGL, TAG, VLDL-col, LDL-col, glucosa basal y lactato presentaron un 35, 163,
171, 167, 40, 40 y 114% respectivamente y en comparacion al control sin cadmio.
Mientras que la fraccion buena de colesterol (HDL-col) mantuvo su decremento en
un 35%. Estos resultados evidencian que el Cd afecta a la bioquimica celular en
puntos claves en los cuales actia el farmaco para efectuar condiciones de
regulacion metabdlica; y también pone de manifiesto que el vanadio esta vinculado
con las rutas metabdlicas que regula el farmaco, y que en presencia de otro metal,

puede coadyuvar en la alteraciéon metabdlica celular.

Tabla 5. Comportamiento metabdlico de los animales con diferentes tratamientos

expuestos a Cd. (Segundo mes de tratamiento)

Metabolito (mg/dL) Control NC Control Cd Cd - Metformina Cd - NavO3
Panel lipidico:
Lipidos Totales 192,19 +13  237.07 + 8.5* 223.69 + 5.3* 250.675 + 6*
AGL 3.49 £ 0.12 11 +0.16* 8.99 + 0.7* 9.2 £0.7*
Triglicéridos 50.5+5.8 121.75 + 2.1* 113.6 + 4.5* 137.25 +5*
Colesterol total 98.2+10.8 104.32 5.2 101.1+7.1 113.2 + 4.3*
Fracciones de Colesterol
VLDL-col 10.1+1.8 243+ 1.2% 22.72 £ 2.5* 27+ 2.5
LDL-col 39+7 50.5 +2.7* 4352+ 4.7 54.6 +1.77%
HDL-col 49.1+2 29.525 + 2.4* 34.86 + 1.4* 31.6 + 0.5*
Panel Carbohidratos:
Glucosa basal 72.9+7 119.5 + 5.9* 85+55 102.5 + 7*
Lactato 166.68 * 12 270 + 9.3* 255.6 + 11* 358.2 + 10.3*

TOG (Figura 11)

Los resultados mostrados son el promedio de 5 experimentos + EEM. (*) Indica diferencia significativa con

respecto al grupo control sin exposicién a Cd P<0.05 por una t de Student.
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La accion farmacolégica de ambos tratamientos sometidos a la intoxicacion
cronica con el metal (Cd), ante una post-carga de glucosa se muestra en la figura
11. En la cual se pudo observar la permanente alteracion del grupo Cd alos 0, 30,
60 y 90 min con respecto al grupo sin tratamiento de 63, 47, 59 y 82%,
manteniendo tanto alteracion de glucosa basal como intolerancia a la glucosa. Por
su parte el grupo Cd — Metf mostré6 mejora en la TOG, en la concentracion basal
de glucosa menos eficiente en la post-carga con valores incrementados del 16, 19
y 29% a los 30,60 y 90 min, mejorando la regulacién y manejo de la glucosa tanto
por tejidos dependientes como no dependientes de insulina. El tratamiento con el
suplemento con V mostré un comportamiento similar al observado por Metformina,
sin embargo la regulacion de la glucosa es menos eficiente ya que permanecieron
concentraciones elevadas a lo largo de la prueba del 40, 33, 33y 42% a los 0, 30
60 y 90% con respecto al grupo sin exposicion a Cd. El analisis de datos en
cuanto al comportamiento de las curvas, sugieren que el farmaco logra mejorar el
manejo de glucosa en tejidos dependientes de insulina, mismo efecto que la

parecer promueve el Vanadio.
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Figura 12 - Concentracion de TAG y Glucégeno en diferentes tejidos a 2 meses de
tratamientos. A) Concentracion de TAG, grupo dieta HC. B) Concentracion de TAG, grupo
exposicion a Cd C) Concentracion de glucogeno, grupo dieta HC D) Concentracion de Glucdgeno,
grupo exposicion a Cd. Los resultados mostrados son el promedio de 5 experimentos + EEM. (*)
Indica diferencia significativa con respecto al grupo control de cada uno de los modelos de SM con
una P< 0.05 por unat de Student.

Para concluir el andlisis de las acciones farmacoldgicas de ambos tratamientos
ante los modelos de desregulacion se muestran los niveles de TAG y glucégeno
en los diferentes tejidos analizados en la figura 12. En el panel 12A se muestran
las concentraciones de TAG en los tejidos de estudio ante el consumo de la dieta
hiper calérica observandose incrementos del 61, 229, 121, 189, 149 y 50% en el
grupo HC comparado con el grupo NC en higado, muasculo, corazén, corteza,
medula renal y adiposo respectivamente pudiéndose notar una continua
desregulacion metabdlica y el aumento en el resguardo de TAG a 5 meses de
consumo de la dieta. En lo que respecta al grupo administrado con Metformina por
8 semanas de tratamiento mostrando un efecto dual en el resguardo de TAG, ya

gue ante una administracién crénica en higado, masculo y corazén fomenta el
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incremento del lipido 177, 406, 220%, inversamente a lo observado en el primer
mes de la administracion efecto adverso observado al primer mes de tratamiento.
Por otro lado, en medula y corteza renal, asi como en tejido adiposo exhibié una
disminuciéon importante respecto al grupo HC, aunque no alcanz6 valores similares
a los del grupo NC, manteniendo incrementos del 67, 36 y 37% respectivamente.
Por su parte el grupo HC - NaVO3z mostré una notable regulacion del reguardo de
TAG en tejido hepatico, donde solo se presentan diferencias del 22% respecto al
grupo NC. Mientras que se observd un incremento en el resguardo de TAG en
muasculo, corazén, medula y corteza renal del 316, 228, 100 y 127%
respectivamente contra el grupo NC. Tanto la administracion con Metformina como
con vanadio fomento la redistribucion del contenido lipidico a su tejido de
resguardo natural, siendo el que observa mayor resguardo, el tratamiento con el

biometal.

En el modelo de desregulacion por la exposicion a cadmio mostré alteraciones en
el resguardo de TAG (Figura 12B), en el cual el segundo mes de exposicion
presentd las siguientes condiciones en el grupo cronicamente expuesto a 65.5
mg/L de CdCl2 en el agua de consumo, 136% mas lipidos en higado, 360% en
musculo, 103% en corazon, en rifion 320 y 275%, respetivamente en corteza y
médula renal y 36% en tejido adiposo. El grupo administrado con Metformina
mostré una ligera reduccion del lipido en el tejido hepatico respecto al grupo
administrado con Cd, sin embargo no recuperd favorablemente en respecto al
grupo sin exposicion, permaneciendo incrementado significativamente en un 90%.
Sin embargo, en los otros tejidos fomentd el resguardo en musculo 385%, en
corazon 175.5%, en corteza renal 451%, mientras que en médula incremento
369%, y el tejido adiposo del 36% pas6 a un 61.6%. El grupo NaVO3 ante la
administraciéon por 60 dias presentd estatus esteatdtico en todos los tejidos
evaluados en el orden presentado, 116, 370, 120, 376, 247 y 44%,
respectivamente higado, musculo, corazon, corazén y médula renal, ademas de

tejido adiposo.
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La figura 12C muestra el efecto de ambos tratamientos durante el consumo de la
dieta hiper caldrica hacia la regulacion de glucégeno en los tejidos de estudio
pudiéndose observar incrementos del grupo HC con respecto al grupo NC de 249,
339, 186, 71 y 369% en higado, musculo, corazén, corteza y medula renal. El
tejido adiposo no muestra cambios significativos. Estos incrementos mantuvieron
conservados y continuamente aumentados hasta el final de la exposicion a la
dieta. Por otra parte el grupo HC — Metf mostré una disminucion con respecto al
grupo HC, efecto que evidencia la profunda desregulacion entre la glucogénesis y
gluconeogénesis. Sin embargo, promovié el resguardo de la molécula en musculo
y corazdn en concentraciones por encima incluso del grupo HC, con incrementos
del 339 y del 186% respectivamente comparado con el grupo NC. Tanto la corteza
como la medula renal no muestran cambios significativos respecto al grupo HC,
pero respecto al grupo NC presentaron 81 y 455% incrementado la acumulacion.
En lo que respecta el grupo HC — NaVOs presenté un comportamiento similar al
grupo tratado con Metformina en cuanto a la regulacion de la concentracion de
glucégeno hepatico incrementando la concentracion del glucido en un 135%;
mientras que en musculo y corazén disminuyd su concentracion comparada con el
grupo HC, mientras que respecto al grupo NC presento niveles incrementados en
un 261 y 118%. Mientras que el rifion observo el efecto dual en el resguardo del
glacido ante el tratamiento con vanadio, mientras la corteza apenas presenté un
57% mas que el control NC, disminuyendo de forma sustancial respecto al grupo
HC, la medula renal increment6 el resguardo de glucogeno en 1349% respecto al
grupo NC. El tejido adiposo no mostré cambios significativos durante los diferentes
tratamientos. Por lo que podemos decir que el vanadio, mostré6 efectos
reguladores del imbalance metabdlico por la dieta HC, de forma eficiente si lo
observamos desde el punto de vista sérico, y al cercar el entorno celular de los
tejidos que participan en la homeostasis, la eficiencia no es la esperada, sin

embargo es mejor que la mostrada por Metformina.

Por otra parte los resultados de la intoxicacion crénica con Cd, asi como sus
tratamientos se muestran en la Figura 12D. Mostrando que el grupo Cd, sigue

manteniendo la disminucion de esta molécula en tejidos de manera significativa
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respecto al grupo NC, en tejidos como higado, musculo, corazdn, corteza y
medula renal, ademas de tejido adiposo del 41, 32, 69, 60 y 15.5%
respectivamente, mientras que el tejido muscular incrementé el contenido de
glucégeno significativamente en un 42%. Al segundo mes de tratamiento el grupo
Cd — Metf, no muestra diferencias significativas en el almacenamiento de
glucogeno en tejido hepético, medula renal ni tejido adiposo, pero si incrementos
del 289 y 42% en musculo y corazon respecto al grupo NC, mientras que corteza
renal disminuyé 36% respecto al grupo de control. El tratamiento con NaVOs3
mostro una regulaciéon de glucogeno tisular hacia el incremento en higado,
musculo, corazén y médula renal de un 45, 289, 42 y 129 respectivamente,
mientras que la corteza renal disminuyo un 15% y el tejido adiposo permanecio sin
cambios. Los resultados confirman que el vanadio ante la presencia de cadmio,
puede parar los efectos esteatéticos, fomentando el resguardo glucogénico, por lo
gue su regulaciéon en estas condiciones es limitada por el efecto del xenobidtico.

Mientras que Metformina fomenta ambos estados de resguardo.
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Discusién de Resultados.

Induccion de SM por los dos modelos de desrequlacion: Ingesta de una dieta

hiper — calérica e Intoxicacion crénica con CdCl»

Las desregulaciones metabodlicas se han caracterizado por la asociacion de
diferentes parametros especificos como son: antropométricos y bioquimicos,
citados por diversas organizaciones como a la ATPIIl. Los cuales se les ha
caracterizado por la influencia de diferentes factores ambientales que influyen en
el trascurso temporal de la aparicion de dichas patologias, Como son el consumo
de dietas hipercaloricas e intoxicaciones con CdCl..[Fermin., et al 2006; Anca et
al.,2000; Trevifio et al., 2009, 2011] Por un lado, se ha reconocido que la
alteracion en las condiciones zoométricas de los modelos animales para su
estudio es parte importante del desarrollo de un fenotipo similar al sindrome
metabdlico, dentro de las que se destacan el peso, el indice de masa corporal
(IMC), perimetro de abdomen en animales (acumulacion grasa central), y el
porcentaje de grasa corporal, como los mas citados [Paredes et al., 2009; Lifshitz
et al., 2012; Dirks and Leeuwenburgh, 2006].

Nuestros resultados muestran incremento del peso de los grupos expuestos al
consumo de dieta hipercaldrica durante 3 meses, resultados que coinciden con lo
reportado por otros autores siempre en asociacion a incremento lipidico derivado
por el consumo alto en grasas o carbohidratos [Fermin et al., 2006; Michael et al.,
1985]. ElI mismo efecto fue mostrado ante la exposicion de CdClz en agua de
consumo, presentando este incremento en mayor proporcién que al mostrado por
el consumo de la dieta. Esta caracteristica solo es observada en intoxicaciones
cronicas con el metal que presentan del mismo modo que la dieta dislipidemia, ya
gue dicho parametro diferentes autores en protocolos de intoxicaciones agudas

mencionan un descenso importante [Ethel et al., 2008; Milton et al., 2013].

La ganancia de peso es un parametro importante en el desarrollo de sobrepeso y
obesidad, ambos relacionados intimamente con el desarrollo de obesidad central,

en el caso de los modelos murinos esta caracteristica es medida por el incremento
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en el perimetro de abdomen; Dicha correlacion fue observada en ambos modelos,
en los animales expuestos a la dieta hipercalorica, dicho efecto es atribuible a la
respuesta natural al incremento en el consumo de carbohidratos presentes en la
dieta, los cuales son controlados por secreciones de insulina, estimulando su
absorcion a diferentes tejidos, jugando un rol preponderante el tejido hepético y
adiposo, en este ultimo se ha reportado que diferentes rutas metabdlicas
incrementan el resguardo de triglicéridos, ademas de que la hormona promueve
adipogénesis, diferenciacion y proliferacion [Vickers et al., 2000, 2001, 2002];
mientras que en el caso de la intoxicacion con Cd, estos efectos son observados
probablemente por el incremento de la lipogénesis hepatica ante el desvio,
desregulacion o inhibicion de vias metabolica relacionadas con la biosintesis de
dichas macromoléculas, por lo que es observable un continuo trasporte de TAG
hacia tejido adiposo central [Kawakami et al., 2010].

Otro parametro de suma importancia siempre asociado con un mayor riesgo de
desarrollo DM2 y SM es el IMC (indice de masa corporal), el cual deriva de la
relacion entre el peso respecto de la talla de un individuo, nuestros resultados
mostraron incremento de este parametro en ambos modelos de desregulacion. El
incremento en el IMC no solo pueden deberse a la acumulacion lipidica en tejido
adiposo sino también al incremento de masa muscular proteica, por lo que se
investigd la dependencia del mismo mediante el porcentaje de grasa o indice de
Lee (especifico y validado en modelos murinos). Los resultados para ambos
grupos mostraron dependencia directa del IMC en correlacion con el resguardo en
tejido adiposo aumentando el indice de Lee en los grupos de experimentacion,
siendo siempre en mayor porcentaje el aumento de estos paramentos el grupo
intoxicado con Cd respecto el grupo con la dieta hipercalorica [Johan et al., 2011,
Lifshitz et al., 2012]. En conjunto, los resultados zoométricos sugieren desbalance
en resguardo energético probablemente lipidico en los grupos de exposicidon
lograndose alterar su conducta metabdlica y en consecuencia sus caracteristicas

corporales.
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Dentro de las condiciones bioquimicas las cuales son parte de la caracterizacion
de la patofisiologia del SM, es bien conocida la dependencia de las respuestas
neuroenddcrinas en el metabolismo celular, en cuyo caso al presentar alteraciones
en sus vias de sefializacion impactan sobre la homeostasis de macromoléculas
como glucosa vy lipidos a nivel sérico, y viceversa. Por lo que, los paneles de
expertos contemplan dichas alteraciones de algunas macromoléculas plasmaticas
involucradas en el balance y distribucién energético en el organismo; tal es el caso
de lipidos totales (LT), triglicéridos (TAG), acidos grasos libre (AGL) colesterol total
(CT), asi como de sus fracciones de lipoproteinas transportadoras, glucosa y
lactato; las cuales en conjunto llevan al diagnéstico preciso de fenotipos
bioquimicos como el SM .[ATPIIl, OMS, FDI, AHA]

En este sentido, en ambos modelos de desregulacion metabdlica, presentaron
fenotipos bioquimicos caracteristicos del sindrome metabdlico con incremento
plasmatico en los mesurandos LT, AGL TAG y CT, evidenciando dislipidemias y
definiéndose la severidad de las mismas por incremento de las fracciones LDL y
VLDL-col con disminucion de la fraccion HDL-col. Asi como alteracion en la
glucosa basal; a pesar que ambos modelos presentaron los fenotipos de SM, la
mayor alteracion de los componentes plasmaticos fue observada en la intoxicacion
con el metal. Por lo que los resultados mostrados son consistentes con lo
reportado tanto para el consumo de dietas hipercaloricas [Jan et al., 2013; Anca et
al., 2000], como para la intoxicacién con Cd en el cual se ha descrito la presencia
de dislipidemias, y desarrollo de DM2, [GUmUslU et al., 1996; Ethel et al., 2008;
Milton et al., 2013; Olisekodiaka et al., 2013]. Los cuales relacionan la interferencia
del metal con el funcionamiento de enzimas clave en las rutas metabdlicas en la

produccion y el resguardo de lipidos.

En los modelos con fenotipo bioquimico de sindrome metabdlico se han descrito
dos alteraciones esenciales: la disminucién en la captacion de glucosa e
incremento en la absorcion y metabolismo de AGL en el misculo, ademas de la
pérdida en la supresiéon para la liberacion de AGL vy glicerol desde los adipocitos
[Lelliot and Vidal Puig, 2004; Olefsky, 1976; Molina et al., 1989; Carnie et al.,
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1979]. El aumento de AGL en suero conlleva al higado a sintetizar mayor cantidad
de triglicéridos, evento coadyuvado por la mayor cantidad de glacidos de
consumo, por lo que mas fracciones de VLDL son vertidas al plasma; algunas sub
fracciones de VLDL tardan mayor tiempo en ser eliminadas de plasma lo que
fomenta el incremento de la fraccién LDL y disminucién hepética de la produccion
de HDL, [Guerin et al 1996]. La lipogénesis y la oxidacién de los AGL son
procesos con una alta integracion y se consideran sefales permisibles que ante
un aumento de las grasas, también se eleve fisiolégicamente la actividad de la
maquinaria oxidativa, por lo que los AGL intervienen en el fendmeno de
insulinorresistencia tanto a nivel muscular como hepatico, lo que conlleva a una
menor absorcion de glucosa y también a alteracion en la biosintesis de glucdgeno,
asi como inhibicion en la supresion de la glucogenolisis, lo cual afecta la

tolerancia a la glucosa [Boden, 2003].

Por esta razon la necesidad de realizar una prueba de tolerancia a glucosa (TOG),
donde se puede evidenciar el comportamiento del manejo del carbohidrato en el
consumo (post-prandio). Los grupos expuestos a ambos modelos de regulacion
presentan alteracion combinada de glucosa en ayuno alterada y post-carga
evidenciando una intolerancia al manejo de glucosa; ambas alteraciones se han
descrito como estados pre-diabéticos, caracterizados por insulino resistencia.
[DeFronzo, 2004].

Para el caso del grupo alimentado con la dieta hipér-calérica, se ha descrito que
una de las primeras causas de insulino resistencia es el exceso en el aporte
caldrico, esta se deriva de la sobre compensacion pancreética que censa niveles
incrementados del carbohidrato circulante y compensa con hiperinsulinémias, que
repercuten en la dinamica muscular, el cual en el feedback de respuesta causa
desregulacion en higado [DeFronzo, 2004]. En el caso del grupo expuesto al
consumo de CdCl, se ha descrito el disturbio en la homeostasis de glucosa
ocasionada por la desregulacién en la produccion de las concentraciones de
insulina o una produccién disfuncional de dicha hormona. Tanto la desregulaciéon

lipidica genera resistencia a insulina, como la resistencia a insulina genera
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alteracion lipidica, por lo que se convierte en un circuito redundante y progresivo

gue manifiesta tanto alteraciones séricas como tisulares (Shanik et al., 2008).

Una gran parte de la preocupacion por el vinculo entre la disfuncion adipocitaria y
el SM se refiere a que existe evidencia de que las grasas se sitlan en 6rganos y
tejidos no preparados para su depdésito, en lugar de hacerlo en su sitio natural: el
tejido adiposo. Esos depdsitos grasos se ubican en dérganos magros como los
musculos esqueléticos, el miocardio, los vasos sanguineos, el higado, el rifion y el
pancreas. Asi, por ejemplo se ha descrito que se encuentra aumentado el
contenido de triglicéridos dentro del masculo esquelético de obesos y diabéticos,
constituyendo un fortisimo predictor de insulino resistencia [Kelley and
Goodpaster, 2001].

Por ello se analizé el resguardo ectopico de triglicéridos y su el impacto sobre la
regulacion en el balance glucogénico. En condiciones metabdlicamente sanas
debe existir una fina regulacion entre el balance lipidico y de carbohidratos, se ha
observado que el incremento plasmatico de cualquiera de ellos repercute
reciprocamente en el otro. En este sentido, el manejo, distribucién y resguardo de
triglicéridos exdgenos o enddgenos es llevado hacia tejido adiposo y minimamente
a tejido no adiposo, como miocardio, higado y pancreas. [Danno H et al., 1992] Al
presenciar la desregulacion en el manejo plasmatico de ambos componentes
(triglicéridos y glucosa) en los animales de experimentacion, fue sugerente de
modificaciones metabdlicas en rutas energéticas o de resguardo en tejidos
dependientes o independientes de la accion de la hormona, tanto en tejidos
especializados para ello, como en tejidos que no lo fuesen, musculo, corazon,

rifidn e higado, estos dos Ultimos si presentan cierto manejo y resguardo.

Los resultados mostraron evidencia del acimulo de TAG de resguardo en todos
los 6rganos de estudio en ambos modelos de desregulacion; el modelo del
consumo de CdCl> lo presentd con mayor severidad, esta evidencia permiten
establecer la presencia de esteatosis en diversos tejidos periféricos, siendo el

tejido de mayor alteracién el masculo, seguido del corazén vy rifién, lo cual puede
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traer consecuencias graves de funcidbn multiorganica. La esteatosis conlleva a
lipotoxicosis por lo que se afecta rutas de obtencion energética naturales como la
del glucdgeno, principal fuente de resguardo de glucosa en diferentes de tejidos.
Por otro lado, también se ha descrito que durante el SM y DM2 se deteriora el
metabolismo hepético de glucosa y se ha relacionado fuertemente con resistencia
a insulina [Mitrakou et al., 1992; Rossetti et al., 1993]. Por lo que también se

investigo las condiciones glucogénicas en los tejidos antes mencionados.

El contenido de glucégeno ante el consumo de la dieta hipercaldrica mostro
incrementos y por lo tanto se pudo evidenciar resguardo de esta molécula, este
grupo mostro desregulacion en el carbohidrato circulante y acidos grasos libres,
complicaciones en el resguardo tanto de lipidos como de glucidos, mostrandose
incrementos significativos de glucogeno a consecuencia del incremento de la via
glucogénica y probablemente gluconeogénica. Por su parte el grupo expuesto a
Cd mostro el efecto contrario, en donde los niveles de glucogeno se ven
disminuidos respecto al grupo control. Este efecto sugiere que el efecto del metal
esta involucrado en el desvio de las rutas metabdlicas, probablemente como
consecuencia de la modificacion o inhibicion de enzimas clave en la ruta
glucogenogénicas, asi como de las lipogénicas, lo cual se empata con lo mostrado
en los estudios de Merali y Shingal en 1980, donde encuentran decrementos en
los niveles de glucégeno de hepatico ante la exposicién cronica a Cd, lo que
conlleva al incremento de la concentracion de glucosa en sangre y aumentando el
potencial de la gluconeogénesis de tejido hepatico, esto debido al aumento en la
concentracion de AMPc, el cual juega un papel importante en el control del
metabolismo de hidratos de carbono, promueve rutas metabdlicas por las cuales
se eleva la glicemia, asi como potencia las rutas gluconeogénicas vy

glucogenoliticas en higado.

En resumen, la ingesta elevada de glucosa en la dieta, asi como la intoxicaciéon
con CdCl> en consumo de agua, presentan estados progresivos con alteracion en
la tolerancia a glucosa (observada en las curvas de respuesta al carbohidrato),

asociadas a dislipidemias en los individuos lo cual es reconocido como sindrome
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metabdlico. Particularmente, estas alteraciones indican que en los individuos
existen defectos en el resguardo que se vinculan a estatus de glucotoxicidad y
lipotoxicidad especialmente en higado y musculo, aunque otros tejidos también se
hallan involucrados [DeFronzo, 2004].

Tanto las teorias de la glucotoxicidad y lipotoxicidad han sido soportadas bajo la
observacion que existen mejoras en el control lipo-glicémico ante la administracion
de hipoglucemiantes [Vague and Moulin, 1982; Kosaka et al.,, 1980]. La
Metformina una de las biguanidinas con potencial antidiabético mas utilizadas en
el mundo, aunque alternativas son biometales se han indo implementando ya que
la posologia es menor, como lo han demostrado los compuestos con base
vanadio, los cuales también han mostrado su eficacia en el control metabolico
[Sakurai et al., 2008; Chatkon et al., 2014]. Por lo que una vez obtenidos y
caracterizados los modelo de desregulaciéon metabolica por medio del consumo de
la dieta HC y la intoxicacion cronica con Cd, se procedié a conformar los grupos
de trabajo considerando este el tiempo cero administracion y a los cuales se
procedio a aplicar las condiciones de tratamientos descritos en la seccion de
metodologia, y a los cuales se monitored de la misma manera que en el apartado

de desregulacion a los tiempo de corte de 1 y 2 meses.
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Figura 13 - Propuesta de la desregulacion metabdlica de Carbohidratos y lipidos. A) Intoxicacion
crénica con CdCl; en agua de consumo con dieta normo-calérica. B) Consumo de una dieta hiper-calérica.

Tratamiento con Metformina y Meta-vanadato de sodio de ambos modelos de

desrequlacion durante el primer mes.

Durante las 8 semanas de administracion con ambos tratamiento se evidencio la
mejora en la reduccién en la zoometria del grupo alimentado con la dieta hipér-
caldrica, esta mejora se encuentra fuertemente asociada a una mejora sistémica y
metabodlica. La zoometria por la administracion de Metformina en la dosis
recomendada de 0.12 molar/kg/dia presenté una sobre regulacion en todos los
parametros, a diferencia del efecto mostrado por el NaVO3 en dosis 24,000 veces
menores a Metformina (5uM/kg/3®" dia) lo cual mostrd valores mas semejantes a
los observados en el grupo control normocal6rico, cabe resaltar que para ambos

tratamientos se mantuvo el consumo de dieta hipercalérica. Comparado con el
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modelo de la dieta HC, en la intoxicacidén crénica por Cd la accion farmacoldgica
de la Metformina fue menos eficaz, y por ende la actividad del metavanadato de
sodio.

La reduccion mejora en la zoometria corporal se encuentra fuertemente asociada
a una mejora sistémica y metabdlica. El consumo de Metformina estd ampliamente
relacionado con estas caracteristicas de reduccion de peso, talla, mejora del
indice de masa corporal, y poco menos asociada con la mejora del tejido adiposo
abdominal [Harborne et al., 2005; Srinivasan et al., 2006; Wilson et al., 2010;
Ibafez et al., 2008; Yanovski et al., 2011]. Mientras que las sales de vanadio
siendo la mas estudiada la sal (NaVvOs), presentan caracteristicas
insulinomimeéticas, también han mostrado mejoras considerables en la zoometria o
antropometria de los sujetos que las consumen, sin embargo poseen
particularidades que no permiten un completo restablecimiento del sistema
[Srivastava, 2000; Goldwaser et al., 2000]. Lee y Morley (1998), reportan que la
asociacion de pérdida de peso y disminucion en el perimetro de abdomen ante la
administracion de Metformina se encuentran intimamente relacionados con
mecanismos asociados a la disminucion del consumo alimenticio por mecanismos

en los cuales se involucra la regulacion de la saciedad.

Considerando la regulacion en las caracteristicas zoométrica, y tomando en
cuenta que dicha regulacion estuvo asociada a la pérdida de peso, y este a su vez
a la pérdida de masa adipocitaria, la cual presenta un alto contenido de
triglicéridos, se puede deducir que la pérdida del metabolito presenta un indicio de
regulacion en el balance energético. Por lo que se procedio al analisis sérico de
los pardmetros asociados con la desregulacion metabodlica de las primeras 4
semanas post-tratamientos. En donde Metformina mostr6 una mejora eficaz de las
condiciones metabdlicas del sistema reflejadas a nivel sérico ante el consumo de
una dieta hipercaldrica, esto es asociado a los efectos hipoglucemiantes y anti-
lipémicos que posee el farmaco. Metformina, tiene como mecanismo de accion la
reduccion de sintesis de glucosa hepatica, asi como disminucion en la lipogénesis,

aumentando la beta oxidacion asi como la glucolisis en tejidos periféricos [Benoit
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et al., 2012], Nuestros resultados concuerdan en la disminucion de la glucosa en
ayuno, asi como en la disminucion de lipidos séricos, los cuales mediante el
mecanismo de accién del farmaco pueden ser oxidados a nivel mitocondrial,
siendo esta la principal caracteristica observada en el modelo de la dieta
hipercalérica

Por otro lado, las condiciones de beta oxidacion mitocondrial involucran la quema
de &cidos grasos libres en regulacion y produccion de acetil-CoA que incrementa
su flujo en el ciclo de Krebs y por lo tanto en la cadena respiratoria puede existir
un incremento en el flujo de NADH y FADH [Nagle et al., 2009], esto trae como
consecuencia que el piruvato obtenido de la ruta glicolitica y tomando en cuenta
gue esta ruta se encuentra sumamente favorecida tanto por la dieta hipercalorica
como por el consumo de Metformina [Harborne et al., 2005], por lo que al
saturarse las rutas de obtencion energética, existe un desvio de la rutas
metabdlicas y el piruvato se puede biotransformar por accién del NADH a lactato,
el cual es vertido a plasma incrementando sus niveles y al mismo tiempo
ingresando a rutas novositéticas de triglicérido [Sondermeijer et al., 2013]. Como
pudo observarse en los grupos expuestos al farmaco. Asi mismo, se ha
relacionado la sobre produccién de lactato en condiciones tisulares de hipoxia y
con la que Metformina se ha asociado controversialmente ya que los pacientes
gue la consumen reportan este hecho en menos del 1% de los casos [Salpeter et
al., 2003; Mahmood et al., 2013].

Otro parametro que se vio influenciado por el consumo del farmaco fueron los
AGL, estas moléculas potencialmente energéticas provienen tanto de la dieta
como del procesos metabdlicos relacionados con la lipdlisis de células
adipocitarias, en las cuales este modelo permanecen sin cambios séricos, sin
embargo, de acuerdo a los resultados zoométricos la actividad lipolitica fue la que
condujo a la disminucién de dichos parametros. Por lo que los AGL aparentemente
se encuentra ingresando a ciclos de beta oxidacion y quema caldrica, efecto
relacionado con la actividad de leptina en relacion a la sefalética celular a nivel

mitocondrial. Se ha asociado que uno de los efectos en el consumo de Metformina
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es la regulacion en la sensibilidad a leptina por la accién del farmaco y
consecutivamente insulina, adiponectina y resistina, hormonas involucradas en el
control, distribucién, quema y resguardo lipidico a diferentes niveles [Kim et al.,
2006]. La reduccién de los niveles lipidicos trae como consecuencia la regulacion
hepética y sérica directa de las fracciones lipoproteicas transportadoras como se
pudo observar en el grupo administrado con el farmaco, estos efectos han sido
ampliamente reportados [Harborne et al., 2005; Srinivasan et al., 2006; Wilson et
al., 2010; Ibafez et al., 2008; Yanovski et al., 2011]

Por otro lado en la desregulacion inducida por la intoxicacién con CdCl», la cual
mostré complicaciones mas severas que la inducida por la dieta HC, el efecto de
la administracion con Metformina presentd0 una recuperacion porcentualmente
menor a la de su grupo de comparacion con SM por dieta, sin embargo este
comportamiento lo podemos atribuir a que estos animales presentaban
complicaciones de mayor severidad por lo que el tiempo de recuperacion en las
condiciones energéticas y homeostaticas presumiblemente se pueden hallar
prolongadas. Sin embargo, confirmé que el farmaco como control positivo de la
regulacion metabolica es eficiente, ya que disminuye las concentraciones de
lipidos y glucosa hasta valores casi normales correspondientes a su grupo NC.
Por otro lado, se debe considerar que la intoxicacion créonica con Cd presenta
disturbios metabolicos ya que altera fundamentalmente estructuras, funciones y
rutas metabolicas celulares, inhibiendo la accidén de diferentes enzimas de las vias
de homeostasis de lipidos y glucosa, ademas de incrementar sobremanera la
cantidad de pro-oxidantes y especies reactivas de oxigeno, y mantener ocupado
el sistema antioxidante [Prabu et al., 2013], por lo que la Metformina también

reduciria los sitios blanco en donde podria actuar el xenobiético.

En cuanto a la actividad del vanadato, los animales del grupo HC - NaVOs
presento un efecto similar en la mejora de estos parametros bioquimicos
comparado con el efecto de Metformina, por lo que probablemente presenten
acciones celulares sobre blancos especificos similares. En este sentido y a

diferencia de metformina, Vanadio inhibe el complejo Il mitocondrial, En este se
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llevan a cabo acciones finas obre la oxidacion y obtencion energética, pero no
interfiere en la oxidacién del NADH o FADH, sino en la ocupacion de electrones
donados a los dioxigenos que son los aceptores finales, por lo que su mecanismo
de accion a diferencia de la Metformina que impide la méxima obtencion
energética ya que NADH no puede ser oxidado, y por lo tanto las células se
encuentran requirentes energéticamente y con esto aceleran la quema de
componentes metabdlicamente activos, Vanadio regula a los precursores de la
formacién de superédxidos por los citocromos, permitiendo un paso lento en la
oxidacién mitocondrial, pero mas seguro hablando celularmente, siempre que se
mantengan dosis bajas de consumo, ya que al incrementarlas presenta acciones

contrarias incrementando el dafio celular [Hossein et al., 2013].

Por lo que el tratamiento con vanadio al primer mes de administracion no mostré
los efectos esperados respecto a la administracion de Metformina, sin embargo es
destacable que impacta sobre la zoometria de los animales expuestos a Cd y por
lo tanto se debe considerar las consecuencias metabdlicas favorables. En
contexto, el Cd puede desestabilizar a un sistema biolégico por varias vias
dependientes del tiempo de exposicion y de la cantidad del xenobidtico
acumulado, por lo que es bien reconocido que a diferentes niveles es un inductor
de estrés oxidante, se ha establecido que puede depletar al sistema enzimatico
por cambios conformacionales de las proteinas o por sustitucién de los cofactores
metélicos que poseen [Latinwo et al., 2006]. Las enzimas involucradas en la
detoxificacion de radicales libres se encuentran en diferentes organelos sub-
celulares, sin embargo la reduccion de oxigénica sucede en la mitocondria, lo cual
genera especies reactivas de oxigeno como ion superoxido y peréxido de
hidrogeno (este Ultimo es Unicamente un precursor), la acumulacion de estos
agentes en la mitocondria lleva a la inhibiciobn de la cadena respiratoria
mitocondrial, por inhibicién de la transferencia electrénica [Wang et al., 2004]. En
este sentido, el vanadio contenido en las especies vanadato puede interactuar en
los complejos mitocondriales | y Il, pero sobre todo con el complejo Ill, también
conocido como citocromo c, el cual presenta tres componentes principales

polipétidos, protoporfirina y fierro, este ultimo ligado al grupo hémico por cuatro
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enlaces mientras que el quinto y sexto enlace que presenta el hierro se halla
asociado a residuos de histidinas de los polipéptidos citocromales, y por lo tanto
se puede establecer como ligando del oxigeno [Davison et al, 1994]. En este
sentido el vanadio ha mostrado que acelera la reactividad de la torre molecular del
ferrocitocromo hacia el oxigeno inhibiendo la generacién de especies reactivas de
oxigeno (ROS), aunque también presenta grados de inhibicion en los complejos | y
[l [Shi et al., 2011], por lo que con esto en pequefias cantidades disminuye la
produccién de ROS, generando un ambiente celular regulado en los proceso
redox, sin necesidad de la actividad de la bateria enzimatica, por lo que en este
sentido, la accion reguladora del metabolismo es mas lenta como se pudo
observar en el modelo de SM por consumo de Cd.

La inhibicion de los complejos mitocondriales, mostrados por los efectos tanto de
Metformina como de los complejos a base de vanadio han sido descrito
ampliamente; en el caso de Metformina, la deprivacion de obtencién energética
mitocondrial trae como consecuencia el incremento en la formacion de AMPK
estimula a diferentes tejidos a captar de mejor manera a la glucosa como es el
caso de mduasculo (sin afectar directamente el ndmero de trasportadores
[Goldwaser et al., 2000]) e higado [Bailey, 1992; Hundal et al., 1992; Zhou et al.,
2001], por lo que en ambos modelos se observé al primer mes de tratamiento
mejoras en el manejo del carbohidrato y por lo tanto en la tolerancia del mismo al
ser retada con una carga de glucosa, en los animales tratados con el farmaco
tanto en el modelo de exposicion a la dieta como a Cd. Los mecanismos
relacionados con este comportamiento que se han descrito son la inhibicion de
gluconeogénesis hepatica [Owen et al., 2000], y el estimulo de la recaptura de
glucosa en muasculo con dos vias predominantes en dicha accion como lo son
glucdlisis y glucogénesis, en esta ultima la dieta per se induce la acumulacion de
glucégeno muscular, sin en cambio la exposicion a Cd inhibe dicha formacion y al
administrar el farmaco se presenta una recuperacion importante de la via [Musi,
2006]. En cuanto a la primera via de estimulacién glucolitica, y la inhibicion del
complejo | mitocondrial tanto por la Metformina como por lo descrito para vanadio,

el ambiente celular provee un exceso en la concentracibn de NADH, vy
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secundariamente del piruvato, ya que este es reducido a lactato por medio de la
enzima lactato deshidrogenasa favorecida por el incremento de NADH propiciado
por la inhibicién del complejo | mitocondrial, como se pudo observar en el modelo
de SM por dieta HC; de forma interesante se ha descrito que el Cd puede
interactuar tanto con el complejo | como con el complejo I, por lo que la formacién
de lactato se puedo observar como una ruta asociativa de las acciones de la
intoxicacion propia del xenobidtico [Belyaeva et al., 2012].

Al observarse inhibidas rutas de adquisicion energética, tanto por la dieta como
por la exposicion a Cd, otras rutas de obtencion de ATP son fomentadas, por
ejemplo, la beta oxidacion, esta ruta accesoria se halla en tejidos musculares
como hepaticos, siendo uno de los mas regulados en este ultimo. En este caso se
presenta formacion de graso acil-CoA, la cual es rapidamente convertida a acil
carnitina la cual entra en la ruta oxidativa a nivel mitocondrial, siendo
metabolizadas por deshidrogenasas que son relativamente especificas
dependiendo del tamafio de cadena y que finalmente tienen como producto la
formacion de acetil-CoA el cual entra a la ruta de los acidos tricarboxilicos para su
completa oxidacion formando NADH y FADH que entran a la cadena respiratoria
[Nagle et al., 2009]. Como se ha podido observar en el la caracterizacion sérica,
tanto la exposiciéon a la dieta HC como al Cd, provocaron desregularizacion
lipidica, sin embargo al administrar Metformina, se pudo observar quema de grasa
tanto por las condiciones zoométricas como por la cuantificacion de lipidos, ya que
los niveles de TAG disminuyeron considerablemente, lo cual esta en relacion a la
oxidacion mitocondrial de los mismos [Mahmood et al., 2013]. Mientras que en el
SM por dieta la accion de Metformina mostré una regulacién a la baja en la
concentracion de esta biomolécula, en el grupo de SM por Cd no fue asi, de hecho
el incremento del marcador biolégico de SM fue acentuado, hecho que se
encuentra en relacion a los efectos mitocondriales que mantiene el xenobidtico, el
sustento de este hecho estd en relacion a la saturacion de la ruta del ciclo de
Krebs, ya que el exceso de formacion de acetil-CoA, lleva al desvio de la ruta en el
punto del citrato que al incrementarse sirve como sustrato de la acetil-CoA

carboxilasa fomentando la rutas de sintesis de acido grasos libres y por lo tanto de
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la formacién de TAG y su empaquetamiento en VLDL, tal y como se pudo
observar en dicho modelo [Gibbons et al., 2004; Coleman and Lee, 2004]. Asi
mismo, efectos similares en los animales administrados con vanadio fueron
observados, por lo que la correlacién en las vias de ocupacién de Metformina

parece ser similares a las que ocupa el biometal.

Hasta este punto se puede mencionar dadas las caracteristicas zoométricas,
séricas y de respuesta a la tolerancia oral de la glucosa de ambos modelos de
desregulacion, y que nuestros datos sugieren que el tratamiento con NaVOs
puede tener efecto directo sobre los tejidos de manejo y resguardo energético, el
conocer la concetracion de glucogeno y de triglicéridos (esteatosis) en ambos
modelos de SM, podria esclarecer el modo de accion de ambos tratamientos, ya
gue se ha observado que los mecanismos funcionales de complejos a base de
vanadio han demostrado la mejora y estimulacion de la captacién de glucosa en
tejidos periféricos asi como la inhibicion de la lipdlisis y la gluconeogénesis
[Hiromura et al., 2007], lo cual es sugerente que el vanadio ocupa rutas similares a
las de Metformina para lograr este control, y por las cuales se le atribuye

caracteristicas insulino-cooperadoras o insulino-miméticas.

Se ha descrito que ante un aumento en la concentracion de glucosa sérica existe
incremento importante en los depdsitos de glucogeno, mientras que ante el
resguardo incrementado la oxidacion de los carbohidratos es insuficiente, por lo
gue dicho exceso se convierte a grasa, es decir, existe lipogénesis de novo
[Acheson K et al., 1988; Essén-Gustavsson and Tesch, 1990]. Dada la conversion
de glucosa a TAG, se investigé la probable acumulacion en los diferentes tejidos.
Al primer mes de tratamiento con Metformina nuestros resultados muestran
tendencia hacia la disminucion en el resguardo de TAG en la mayoria de los
tejidos no propios para ello, por lo que se limitan las condiciones esteatéticas, sin
embargo, a este punto cohorte el farmaco no logré a las mismas concentraciones

gue el control negativo normocalérico.

En ambos modelos de desregulacion se presenta esta caracteristica ante la

administracién de Metformina, sin embargo, muestran disminucién con respecto a
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los grupos HC y Cd, estos efectos podrian ser resultado de la quema lipidica por
beta oxidacion mitocondrial antes descrita primordialmente en musculo e higado,
asi como del incremento de glucolisis, inhibiendo el paso de lipogénesis hepética,
lipolisis con incremento circulante de AGL por tejido adiposo, condiciones
observadas en ambos modelos de SM; en este sentido, algunos autores han
puesto de manifiesto la regulacién positiva hacia la activacion del receptor de
activadores proliferantes de peroxisomas tipo alpha, PPARa (por sus siglas en
inglés de peroxisome proliferator-activated receptors) [Jalving et al., 2010;
Hutchinson et al., 2008; Barnea a et al., 2012; Benoit et al., 2012]. Observandose
una movilizacién de TAG hacia tejido adiposo, evento favorable, ya que el tejido

adiposo es el érgano por excelencia de resguardo de esta molécula.

Por su parte la administracion de NaVOs no presenta una respuesta adecuada
“aparentemente” respecto al nivel mostrado por el farmaco, ya que las condiciones
tisulares no tienen diferencia respecto a los grupos positivos en el modelo de
desregulacion por la intoxicacion cronica con Cd, sin embargo, la regulacion en la
zoometria indica que se esta llevando a cabo la regulacion de forma gradual, por
lo que se vuelve preponderante realizar un analisis completo del sistema biologico
y no resultados aislados. Asi mismo, ante la induccién por el consumo de la dieta
hiper-caldrica el efecto de la sal de vanadio mostro tendencias hacia el incremento
en el resguardo lipidico en mdasculo, riidn y en menor grado higado, este
comportamiento pareceria adverso ya gue los tejidos se mantienen esteatoéticos, lo
gue puede conllevar a lipotoxicosis [Listenberger et al.,, 2003], la cual esta
intimamente relacionado con el desarrollo de DM2. Estas evidencias son
sugerentes de fendmenos de redistribucion lipidica, los cuales estan intimamente
relacionados a la beta oxidacion que al primer mes de administracion de vanadio,
muestra ser mas lenta que la observada por Metformina, lo cual propicia un
“‘embotellamiento” del lipido y por lo tanto resguardo del mismo, por lo que la
homeostasis lipidica a pesar de la dislipidemia, sugiere estar en coordinacién con
fendbmenos de resguardo y produccién energética; los resultados también

muestran que esta redistribucién se presenta en direccion a tejido adiposo que
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aunque disminuyé en cantidad (evidenciado por la zoometria), presenta maxima

saturacion en el resguardo de TAG.

Asi mismo y como ya se ha discutido, los excesos de glucosa sérica llevaran a un
incremento en la formacion de glucdgeno, lo cual fue confirmado en el modelo SM
con la dieta HC; el efecto bioquimico de Metformina evidencié decrementos en el
depésito de esta molécula, confirmando que el principal motivo de control
farmacolégico se encuentra asociado a su oxidacion. Mismo caso por lo
encontrado en los efectos con el tratamiento con vanadio, sin embargo para este
caso, la promocion de la glucogendlisis con oxidacién lenta de la glucosa como
resultado presenta condiciones de gluconeogénesis, lo que puede explicar los
resultados de las glucosas basales incrementadas asi como el comportamiento de

los niveles de glucosa en el resto de la tolerancia oral a la glucosa.

En el modelo de SM por intoxicacion con cadmio se encontré disminuida la
concentracion de glucégeno, resultado de la disminucion de la glucogénesis vy el
aumento de la neo formacion de glucosa tomando como base lo reportado por
Merali & Singhal en 1980, y el incremento de AMPc incrementado segun sus
propios estudios; por lo que la accién de Metformina se centra en la reduccion de
las concentraciones de AMPc [Ida Pernicova & Marta Korbonits 2014] el cual tiene
como efectos principales la regulacion de las vias glucogénicas, llevandose a cabo
la disminucion de la produccion de glucosa hepatica, asi como el aumento en la
glucogénesis, resultando en el regreso de la concentracion de glucogeno tisular.
Datos que se pueden extrapolar a lo ocurrido en la TOG, donde la respuesta
hepatica ante el consumo de la carga de glucosa disminuye la glucosa basal para
la formacién de glucégeno, no asi el resto de la curva en la TOG. Por su parte la
administracién de Vanadio en este modelo de SM propone un mecanismo similar
al de metformina elevando los depdsitos de glucogeno tisular lo cual también
puede ser observado en la TOG. Se ha reportado que vanadio en combinacion
con la mejora en la actividad de insulina mejora la actividad de la glucogeno
sintasa (GS), la cinasa de esta proteina (GSK) también mejora su actividad

ademas de la protein fosfatasa tipo 1 (PP1) en modelos diabéticos inducidos por
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estreptozotocina, en donde dicha efectos se reportaron en musculo e higado, por
lo que se ha reportado que el vanadio presenta actividad glucoreguladora [Semiz.,
et al., 2002].
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Figura 14 - Propuesta de la regulacién metabdlica de Metformina y Vanadio en Carbohidratos y lipidos en
ambos modelos de induccién de SM. A) Tratamientos ante la Intoxicacion cronica con CdCl; en agua de
consumo con dieta normo-caldrica, debido ambiente desfavorable celular y al dafio mitocondrial promovido por Cd,
el blanco farmacolégico de ambos tratamientos se ve inhibido por lo tanto sus acciones regulatorias principalmente
de lipidos. B) Tratamientos ante el Consumo de una dieta hiper-caldrica, ambos tratamientos son favorables para
la regulacion tanto de carbohidratos como de lipidos. Sin embargo en ambos modelos de SM, el tratamiento con
Metformina fue mas répido y agresivo hacia la oxidacion de carbohidratos y lipidos al mostrado por vandio donde
su accion fue mas lenta fina y favorable.

desregulacion hacia el sequndo mes.

Para la segunda mitad del seguimiento zoométrico (de la semana 4 — 8) de los
modelos de desregulacion metabdlica se evidencio una consistente estabilizacion
de los parametros evaluados (peso, perimetro de abdomen, IMC y porcentaje de
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grasa), y que en las primeras 4 semanas de administracidbn ya mostraban
recuperacion, y en el caso de los animales administrados con Metformina, se pudo
observar un mayor efecto farmacoldgico. Esto sugiere la hipétesis de que los
tratamientos al segundo mes de administracion mantienen dichos efectos y que
probablemente estos permiten la estabilizacion de los modelos ahora en
regulacion, sin embargo no se debe descartar la idea que puede existir saturacion
farmacolégica la cual lleve en consecuencia la disminucion del efecto regulatorio.
Ya que se ha puesto de manifiesto y evidenciado que el mecanismo de accion de
Metformina asi como del vanadio, se basan primordialmente en inhibicion de la
actividad de los complejos respiratorios mitocondriales, la cronicidad en la
administracion podria causar una disminucion del numero disponibles de
mitocondrias, de la viabilidad o de una limitacion biolégica — bioquimica para llevar

a cabo la regulacion del sistema en cuanto a la oxidacion lipidica.

La administracion cronica con Metformina en modelos de desregulacion
metabdlica es poco estudiada, sin embargo en afos recientes se ha puesto de
manifiesto que parte de mecanismo farmacolégico a periodos largos de consumo
del farmaco puede repercutir sobre incretinas endogenas, tal es el caso de la
hormona péptido tipo glucagén 1 (GLP-1), la cual incrementa su concentracion
plasmatica en presencia de monoterapia farmacolégica, lo cual regularia
consecuentemente a la hormona grelina un potente inductor orexigénico el
resultado de dicha accion es limitar el apetito y con ello el consumo calérico, lo
cual conllevaria a formar parte del mecanismo de accién en el mantenimiento del
peso corporal, lo cual se ha observado tanto en modelos animales como en
humanos [Thondam et al., 2012]. El incremento de GLP-1 en modelos animales se
ha correlacionado con la plus-regulacion del receptor del PPAR-a, lo cual esta
intimamente ligado al incremento de la beta oxidacioén y el control lipidico [Maida et
al., 2011]. GLP-1 también se ha vinculado localmente a nivel intestinal con sefales
neuroreguladoras a nivel hipotalamico, las cuales traen como consecuencia

secrecion insulinica [Holst and Deacon., 2005].
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La regulacion insulinica aunque no fue medida en este modelo, puede verse
reflejada en la mejoria de la actividad bioquimica del sistema; claro ejemplo de ello
esta en la evidencia de lipdlisis continua, observada por la regulacion y estabilidad
en las mediciones del perimetro de abdomen y porcentaje de grasa corporal,
ademds a nivel circulatorio puede evidenciarse por la cuantificacion de AGL en
relacion de la concentracién TAG, los cuales se hallan en equilibrio a pesar del
consumo continuo de la dieta HC, sugiriendo que la hidrdlisis de triglicéridos y
liberacién de AGL por los adipocitos, presenta retorno hepatico y sintesis de novo
de TAG, asi como redistribucién a diferentes tejidos de ambos componentes (TAG
y AGL) para continuar con la beta oxidaciéon de los mismos, por lo que la
activacion de PPAR-a es indispensable para los sistemas hepaticos, musculares,
cardiaco y renal, ya que la regulacion mencionada hacia este componente
molecular activa la expresion de genes involucrados en la recaptura de los AGL,
ademas de las proteinas de transporte a peroxisomas para Su posterior
catabolismo por medio B-oxidacion [Shulman et al., 2005; Yki, 2004]. Inicialmente
este ambiente es ideal ya que en el puede observarse el regreso practicamente al
100% a la tolerancia de la glucosa y el manejo de la misma, con incremento en el
resguardo glucogénico, sin embargo en medio de este proceso, se pudo observar
también la sobre saturacion de la via glucolitica, con incremento importante de
lactato. En la cronicidad del tratamiento con Metformina, sin embargo, esto
conlleva a deplecién del sistema ya que en el contexto del continuo consumo
hipercalorico los PPAR-a coordinan la maquinaria metabdlica de resguardo lipidico
descentralizado de los adipocitos [Ip et al., 2003, 2004]. Dichos efectos pudieron
observarse precisamente en el modelo de SM por dieta HC, ya que el resguardo
en higado, muasculo y corazén regresé a condiciones esteatdticas ya que su
concentracion fue mas alta que la del mismo control positivo sin previo

tratamiento.

El vanadio por su parte parece tomar causes diferentes para el control sisteméatico
del metabolismo, siempre aunado a la mejora en la sensibilidad a insulina por lo
gue mantiene efectos similares y de acuerdo a ello se le ha propuesto como

insulino-mimético [Shechter, 1990]. Respecto a la mejoria en la sensibilidad se ha
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observado que uno de los efectos mas contundentes es en muasculo potenciando
las acciones de la hormona sin presentar cambios en el ndamero de
transportadores [Brichard et al., 1992]. Asi mismo, otro de los efectos en tejidos
dependientes pero también independientes de la accion insulinica mostrados por
el vanadio, es la inhibicién de las protein fosfotirosin fosfatasas (PTPasa), la cual
se encarga de la desfosforlizacion de los residuos tirosinicos del receptor de
insulina, inicialmente el mecanismo de accién estaba enfocado al bloque de la
enzima por parte del bioelemento actuando de manera independiente a la insulina,
sin embargo, diferentes modelos de desregulacion metabdlica han mostrado el
incremento de la enzima sin actividad de la misma sobre el receptor de insulina
[Shechter, 1990]. En ese sentido, pero de manera inversa la protein tirosin cinasa
encargada de la fosforilacion sobre el receptor de tirosinico de insulina es activada
por vanadio [Goldwaser et al., 2000]. Por lo que podemos observar, tanto en
musculo como en higado presenta mejoria en el manejo metabdlico de la glucosa
datos respaldados por la mejora en la glucosa de ayuno, asi como de la tolerancia
a la misma en respuesta a la carga de 75g, aunque cabe mencionar que el punto

30 min es caracteristico de la baja sensibilidad a la insulina.

Mientras que la glucosa en los grupos administrados con vanadio presentd con
dosis muy por debajo a las administradas con Metformina (en total 96,000 veces
menos en 60 dias de tratamiento) una mejoria considerable, el impacto sobre los
lipidos es completamente evidente no sélo por presentar valores similares a los
animales del grupo normocalérico en cuestion de lipidos totales, triglicéridos y
colesterol, sino incluso la fraccion de HDL se encuentran por encima del valor del
grupo de comparacion, lo cual no sélo disminuye el riesgo de la complicaciones
propias del SM, también disminuye dicho parametro para el desarrollo de
enfermedades crénico degenerativas, diabetes mellitus tipo 2, alteraciones
cardiovasculares, complicaciones aterogénicas [Brown et al., 1993; Ohta et al.,
1993; Pascot et al., 2002; Despres et al., 2000]. Mientras este parametro pudo
observase en mejoria, del mismo modo las fracciones VLDL y LDL también
corrigieron de manera simultdnea, por esta razon se observd abatimiento casi

completo de la acumulacion en higado vy rifion de triglicéridos respecto al grupo
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tiempo cero y a un mes de tratamientos. La regulacion de lipidos por parte del
vanadio estd en relacion a la estimulacién de hexosas en tejido adiposo, con
posterior oxidacién, fomentacion de adipogénesis y translocacion de factores
reguladores de caracteristicas proliferadoras y metabélicas como lo es el factor de
crecimiento similar a insulina, influjos calcicos y otros mas en tejido adiposo y
musculo [Shechter, 1990].

Por su parte, en los animales del modelo desregulacion por la intoxicacion con
CdCI2 y tratados Metformina, muestran una marcada disminucion en la regulacion
de la oxidacion de lipidos mostrados la que habia sido eficiente durante el primer
mes del tratamiento, a consecuencia de la exacerbada oxidacion de carbohidratos.
Al respecto, la caracterizacion metabdlica de carbohidratos presenta continua
regulacion tanto en plasma como en tejidos con una recuperacion incluso por
encima del control no expuesto al metal, lo cual es indicativo de la mejora de las
vias glucogénicas que ya se han discutido y del incremento en el estatus
glicolitico, lo cual mejora también la respuesta prostprandio en el manejo del
carbohidrato, sin embargo, a pesar de ya que desde el primer mes de
administracion en este modelo de SM existia un control glicémico progresivamente
se pudo observar un incremento en la concentracion de lactato, lo cual indica una
sobre saturacion del ciclo de Krebs [Veeravenkata and Ochs, 2013], y derivado de
esto se puede dar incrementos en la concentracién de intermediarios como citrato
en mitocondria, el cual al combinarse con acetil-CoA en presencia de acetil
coenzima A carboxilasa genera flujos de malonil-CoA, actividad de la sintasa de
acidos grasos y de la enzimas mono y diacilglicerol aciltransferasas y con ello se
crea un ambiente novoformador de triglicéridos por lo que se ve favorecida la
formacion hepatica de la fraccion VLDL y desfavorecida la sintesis de HDL,
ademas de que este tipo de microambientes hepéaticos inhiben la actividad de
PPAR-a, fomentando redistribucion a otros tejidos pero con la caracteristica de
gue Metformina redujo presuntivamente el nimero de adipocitos, por lo que el
resguardo se da a nivel de masculo, corazén y riidbn como se pudo observar en
dicho modelo [Nagle et al., 2009; Coleman and Lee, 2004; Grefhorst et al., 2002;
Guerre-Millo et al 2001].
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Por su parte el tratamiento con vanadio en este modelo de SM por exposicion a
Cd, exhibié un patron similar al mostrado por la administracion del farmaco, en el
cual su actividad sobre la inhibicion mitocondrial y fomentacién de la beta
oxidacién sigue siendo evidente, ya que la ruta de saturacién de piruvato antes
discutida es recurrente y fomentada hacia la derivacién del exceso de lactato,
probablemente en musculo y tejido hepatico como principales productores,
indicando que el ambiente glucolitico es de tipo anaerébico, lo cual estd en
regulaciéon en la coordinacion de la ruta glicolitica y la oxidacion a nivel
mitocondrial a nivel de la cadena respiratoria como ya se ha discutido
anteriormente donde vanadio ha mostrado el mayor efecto, sin embargo no se
debe descartar la idea que dicho defecto (hoperlactacidemia), en aerobiosis es
resultado de la sobre actividad de las bombas Na+/K+-ATPasa. Para explicar esta
caracteristica, se ha propuesto que los grupos de enzimas que consisten en la
cascada de glicolitica completa pueden estar asociados con las membranas en la
proximidad de transportadores de iones, ya que las bombas reciben ATP
preferencialmente derivado de las reacciones glicoliticas, por lo que generan
incrementos de ADP que aumentan la actividad de enzimas como las
fosfofructocinasas acelerando la glicolisis aerdbica, evidencias mostradas tanto en
musculo, como en corazon, asi como en eritrocitos [Parker et al., 1967, Paul et al.,
1989; Luchette et al., 1998]. A pesar de estas condiciones las rutas de generacion
de glucégeno se perciben evidentemente glucogénicas ya que la concentracion de
glucégeno no sélo es recupera sino que incrementa en su resguardo. Y las el
resguardo de lipidos con vanadio siguen fomentandose, lo cual también es
indicativo que la oxidacion mitocondrial esta inhibida y muy probablemente la que

se halle favorecida es la oxidacion de tipo peroxisomal.

90



o ‘o)
(w3
METFORMINA
Perdidadepeso aumento de la Hiperglicemias
capacidad de Oxidacion
almacenamiento lipidica

de tejido adiposo

&

Fracaso en la Incremento Falla de las células B
Balance del fluio Lipotoxicidad
positivo expansion deli 'dJ — en o6rganos T
de enereia del tejido adiposo €llpidos a
& otros organos
Compensacion

Resistencia a insulina ~ delas células B

Inflamacidn local
Incrementa demanda
deinsulina

Figura 15 - Propuesta de laregulacion metabdlica de Metformina hacia el segundo mes de tratamiento. La
accion de Metformina en la regulaciéon de carbohidratos y lipidos séricos como tisulares es favorable en el primer
de tratamiento, sin embargo hacia el segundo mes se observan efectos no deseados a nivel tisular donde se
presenta incremento en el acumulo de Triglicéridos (esteatosis) debido probablemente al fracaso de la expansién
del tejido adiposo presentado en el primes de tratamiento y su posterior redistribucion de TAG hacia tejidos no
propios para su resguardo. La figura fue tomada y modificada de Sam Virtue., 2010.

91



Conclusiones:

Los resultados mostrados a lo largo de nuestro trabajo de investigacion, nos
llevan a concluir que las rutas por las cuales se lleva a cabo la desregulacion
metabdlica con implicacién hacia SM por la ingesta de una dieta hipercalorica y
por la intoxicacién crénica con Cd son mecanisticamente diferentes en cuanto a
sus vias de induccion. De acuerdo a lo anterior, se pudo evidenciar que el
mecanismo regulatorio del metabolismo tanto sérico como tisular por la
administracion de metavanadato de sodio, es similar al mostrado por Metformina,
sin embargo la accién mostrada por la administracion 24,000 veces menor de
Vanadio al dia y 84,000 veces menor al mes y segundo mes, es mas fina,
regulada y lenta por lo que las rutas homeostaticas celularmente hablando

permiten que el tejido se adapte a las sefiales de respuesta mas adecuadamente.

Por lo que, se debe considerar que la respuesta al tratamiento de los modelos de
SM va a depender fundamentalmente a la via de desregulacion efectuada por las
condiciones de induccion (dieta hipercalorica y Cd), asi como el tipo de respuesta
y regulacion observada en este sentido, lo cual permite sugerir que pacientes que
presentan esta alteracion metabolica, se debe conocer la via o vias de adquisicion
y progresion de las mismas, ya que dependiendo de ello el tratamiento permitira
mejorar la condicion metabdlica celular y por lo tanto el reflejo sérico sera mas

fidedigno a la interpretacion de eficacia y eficiencia del tratamiento.

En cuanto al metavanadato de sodio como regulador metabdlico podemos concluir

que:

Influye directamente en la regulacion de las condiciones zoométricas de ambos
modelos que se indujeron a SM, mostrando condiciones similares a la de los

controles intactos.

Actla como un estimulador de la absorcion de glucosa y sus rutas metabolicas
(independientemente del inductor), conduciendo a estados totales o parciales de
normoglicemia en ayuno o post absorcion.Restaur6 las respuestas tisulares de las

vias glucogénicas, particularmente depletadas por la accién de Cd.
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Incremento la quema lipidica, mejorando con ello el funcionamiento multiorganico
en cuanto a sintesis, distribucion y resguardo de la macromoléculas. Este efecto
es de suma importancia ya que al tener esta caracteristica mejora las condiciones
séricas de las fracciones lipoproteicas del colesterol que son fundamentales en el

diagnostico, prondstico y seguimiento del sindrome metabalico.
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ANEXO “A”
Determinacion de la concentracién de triglicéridos.
Fundamento

La concentraciébn sérica de triglicéridos, se realiza por quimica liquida mediante
reacciones acopladas que corresponde a una reaccion coloreada que se evalla por
espectrofotometria, en la cual los triglicéridos se hidratan mediante una lipasa, en la cual
se obtienen glicerol y acidos grasos libres, el glicerol reacciona con ATP contenido en el
reactivo reaccion propiciada por la enzima glicerol cinasa, resultando glicerol-3-fosfato y
ADP, el glicerol-3-fosfato se oxida por una reaccidon acoplada por una G-3-P-oxidasa
dicha reaccién tiene por productos dihidroxiacetona-P y peroxido de hidrégeno, este
reacciona a su vez con 4-aminoantipirina y 4- clorofenol mediante una peroxidasa
obteniéndose una reaccion coloreada de quinonaimina que es mediada a una longitud de
onda de 505 nm.

L LFL .
Trigliceridos + H20 ——— Glicerol + Acidos grasos libres
licerolguinasa
Glicerol + ATP W\'GSP +ADP

GAP + 02 — DAP + H202
HZ202 + 4AF + pClorofenol % Quinona + HZ0

Método (Glicerolfosfato deshidrogenasa- Peroxidasa)
Atemperar el reactivo a temperatura ambiente.

1. Pipetear en un tubo de ensayo:
BLANCO PATRON MUESTRA

Patrén 10 pL

(S)

Muestra 10 uL
Reactivo 1.0 mL 1.0 mL 10 pL
(A)

2. Agitar bien e incubar los tubos durante 10 min. a temperatura ambiente o durante
5 min. a 37°C.
3. Leer la absorbancia (A) del patréon y de la muestra a 505 nm frente al blanco. El
color es estable como minimo 30min.
CALCULOS
La concentracion de triglicéridos en la muestra se calcula a partir de la siguiente
formula.
A muestra x C patron = C muestra
A patrén
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ANEXO “B”

Determinacion de la concentracion de glucosa sérica
Fundamento

La glucosa presente en la muestra origina un complejo coloreado que se cuantifica por
espectrofotometria.

Glucosa oxidasa

Glucosa + ¥ 02 +H20 » Gluconico + H202

Peroxidasa

2 H202 + 4 Aminoantipirina + Fenol » Quinonaimina + 4 H20

Método (Glucosa Oxidasa/Peroxidasa)
1. Atemperar el reactivo a temperatura ambiente.
2. Pipetear en un tubo de ensayo:

BLANCO PATRON MUESTRA

Patrén 10 uL

(S)

Muestra 10 uL
Reactivo 1.0 mL 1.0 mL 10 pL
(A)

3. Agitar bien e incubar los tubos durante 10 min. a temperatura ambiente o durante
5 min. a 37°C.

4. Leer la absorbancia (A) del patrén y de la muestra a 500 nm frente al blanco. El
color es estable durante al menos 2 hrs.

CALCULOS

La concentracion de glucosa en la muestra se calcula a partir de la siguiente formula.

A muestra x C patrén = C muestra
A patron
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ANEXO “C”

Determinacion de Colesterol LDL reactivo precipitante

Fundamento

Las lipoproteinas de baja densidad (LDL) presentes en la muestra, precipitan en
presencia de polivinil. La concentracion de colesterol LDL se calcula por diferencia entre
los valores de colesterol en el suero y el sobrenadante obtenido tras la precipitacion. El
colesterol se cuantifica espectrofotométricamente mediante las reacciones acopladas

descritas a continuacion,

Método (Polivinil Sulfato/ Polietilenglicol)

col esterasa

Colesterol esterificado + H2O —> Calesterol + Acido graso
col. oxidasa

Calestero| + 142 02 + H202 —— Colestenona + HZ02
peroxdasa

2 HO2 +4-Aminoantipiridina+fenol ———— Quinonaimina + 4 H20
Precipitacion

1.- Pipetear en un tubo

Muestra 0.4 ml
Reactivo (Col LDL) 0.2 ml

2.- Agitar bien y dejar durante 15 minutos a temperatura ambiente.
3.- Centrifugar durante 15 min. a 4,000 r.p.m.

4.- Recoger con cuidado el sobrenadante

Colorimetria

5.- Atemperar el reactivo a temperatura ambiente.

6.- Pipetear en un tubo de ensayo:

BLANCO PATRON MUESTRA

Agua destilada 20 pL
Patrén Colesterol (S) 20 pL
Sobrenadante Muestra 20 pL
Reactivo de colesterol(A) 1.0 mL 1.0mL 10 pL

7.- Agitar bien e incubar los tubos durante 10 min. a temperatura ambiente o durante 5

min. a 37°C.
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8.- Leer la absorbancia (A) del patron y de la muestra a 505 nm frente al blanco. El color
es estable como minimo 30min.

Calculos

La concentracion de colesterol en el sobrenadante se calcula a partir de la siguiente
formula.

A muestra x C patron x Factor de dilucion de muestra = C Sobrenadante
A patron

La concentracion de colesterol LDL en la muestra se calcula

Colesterol LDL = colesterol total — colesterol en sobrenadante
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ANEXO “D”
Determinacion del Colesterol HDL reactivo precipitante

Fundamento

El colesterol de las proteinas de baja densidad (LDL), las de muy baja densidad (VLDL) y
los quilomicrones es hidrolizado por una colesterol oxidasa mediante una reaccion
enzimatica acelerada no formadora de color. El detergente presente en el reactivo
solubiliza el colesterol de las lipoproteinas de alta densidad (HDL) de la muestra. El
colesterol de HDL se cuantifica espectrofotométricamente mediante las reacciones
acopladas descritas a continuacion. El colesterol esterificado se hidrata mediante una
colesterol esteras, dando como resultado colesterol y acidos grasos libres, el colesterol
resultante sufre una semioxidacién e hidratacién por una colesterol oxidasa, dando como
resultado colestenona y peréxido de hidrégeno, este se acopla a una reaccion coordinada
por una peroxidasa con 4-aminoantipirina y una solucién buffer DSBmT obteniéndose
como producto final quinonaimina, que presenta color y este es detectado por
espectrofotometria a una longitud de onda de 505 nm.

Método
Precipitacion

1.- Pipetear en un tubo
Muestra 0.2ml
Reactivo (Col HDL) 0.5 ml

2.- Agitar bien y dejar durante 15 minutos a temperatura ambiente.
3.- Centrifugar durante 15 min. a 4,000 r.p.m.

4.- Recoger con cuidado el sobrenadante

Colorimetria

5.- Atemperar el reactivo a temperatura ambiente.

6.- Pipetear en un tubo de ensayo:

BLANCO PATRON MUESTRA
Agua destilada 100 pL
Patrén Colesterol HDL (S) 100 pL
Sobrenadante Muestra 100 pL
Reactivo de colesterol(A) 1.0 mL 1.0 mL 1.0mL

7.- Agitar bien e incubar los tubos durante 30 min. a temperatura ambiente o durante 10
min. a 37°C.
8.- Leer la absorbancia (A) del patron y de la muestra a 505 nm frente al blanco. El color
es estable como minimo 30min.

CALCULOS
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La concentraciéon de colesterol HDL en la muestra se calcula a partir de la siguiente
formula.

A muestra x C patrén x Factor de dilucion de muestra = C Muestra

A patrén
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ANEXO “E”
Determinacion de Lipidos totales

La concentracion de lipidos totales existentes en el suero o plasma de las muestras
colectadas, pueden ser medidas por espectrofotometria, posterior a la extraccién de la
fraccion lipidica por medio de una semidigestion acida con H2SO4, la cual libera a lipidos
unidos a proteinas y por medio de un gradiente de densidad se encuentran en la fase
superior del homogenado (colesterol total, triglicéridos, fosfolipidos y acidos grasos libres
principalmente), esta fase se hace reaccionar con acido vainillinico, el cual por reacciones
acopladas genera un compuesto coloreado, que de acuerdo a su absorbencia
proporcionan la concentracion contenida en el espécimen primario.

Método (Sulfo-fosfo vainillina. Colorimétrico)
1. Atemperar el reactivo a temperatura ambiente.
2. Pipetear en un tubo de ensayo:

BLANCO PATRON MUESTRA

SO4H2 (mL) 2.5 2.5 puL 2.5
Patrén (ul) 100
Muestra (uL) 100

3. Mezclar energéticamente con ayuda de un agitador mecanico.
4. Incubar 10 min en un bafio de agua hirviendo (100°C).
5. Enfriar en bafio de agua frio y dosificar en cubetas.

BLANCO PATRON MUESTRA

Fosfovainillina (mL) 1.0 1.0 1.0
Hidrolizado muestra (uL) 50
Hidrolizado  calibrador 50

(uL)

6. Mezclar energéticamente con ayuda de un agitador mecanico.

Incubar 15 min. a 37°C.

8. Leer la absorbancia (A) del patrén y de la muestra a 520 nm frente al blanco. El
color es estable como minimo 1 hora.

N

CALCULOS
A muestra x 750 (Conc, del calibrador) = mg/DlI de lipidos tot de la muestra
A patron
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ANEXO “F”

Determinacion de Lactato

El lactato es el producto final del metabolismo anaerébico de la glucosa. La concentracion
de lactato en la sangre depende de la tasa de produccién en las células musculares y los
eritrocitos y la tasa de metabolismo en el higado. La acidosis lactica generalmente resulta
de la sobreproduccion o la subutilizaciéon de lactato. Niveles de lactato elevados pueden
ocurrir como un resultado de la hipoxia tisular; diabetes mellitus; terapia fenformina,;
malignidades; glucogenosis; etanol, metanol, o la ingestion de salicilato; y acidosis
metabdlica.

Condiciones
Tipo de Maodulo Tiempo Longitud Muestra
prueba VITROS incubacion Temperatura de onda volumen
Colorimétrica DT60|/|DT6O 5 minutos 37°C 555 nm 10 pl

Fundamento y Procedimiento

El método Slide VITROS DT LAC se realiza utilizando la Slide VITROS DT LAC y el Kit de
VITROS Chemistry Products DT calibrador de sistemas de quimica VITROS DT60/DT60
Il. El Slide VITROS DT LAC es un elemento de multiples capas, analitico revestido sobre
un soporte de poliéster. Una gota de muestra del paciente se deposita sobre el
portaobjetos y se distribuye de manera uniforme por la capa de extension de las capas
subyacentes. Lactato en la muestra se oxida por lactato oxidasa para piruvato y peréxido
de hidrégeno. El peréxido de hidrégeno generado oxida la 4-aminoantipirina, sistema de
colorante 1,7-dihidroxi-naftaleno en una reacciéon de peroxidasa de rabano picante-
catalizada y los resultados en un complejo de colorante. El portaobjetos se incub6 y la
intensidad del complejo de colorante se mide espectrofotométricamente.

actale oxidase

L-{+)-lactic acid + O, » pyruvate + HoO»

peroxidass

2H20- + 4-aminoantipyrine + 1. 7-dihydroxynaphthalene » ed dye

107




ANEXO “G”

Determinacion de Acidos grasos libres
Reactivos

- Cloroformo

- Reactivo de cobre: Consiste en Cu(N03)2e3H20, 40,0 g/litro; trietanolamina 99%,
120,0 ml/litro (135,0 g/litro). Se disuelve el nitrato cuprico en 500 ml de agua
destilada, agregue la trietanolamina, y diluir a 1 litro con agua destilada.

- Reactivo cuprizona. Este consiste de acido oxalico-bis (cyclohexylidenehydrazide),
0.40 gl/litro de isopropanol. Disolver el cuprizone en 10 ml de cloroformo y se diluye
con isopropanol para 1 litro. esta solucion es estable durante al menos tres meses
a temperatura ambiente.

- Reactivo amoniaco. 100 ml de una solucion al 58% de NH4OH (concentrado) se
diluye hasta 1 litro con agua destilada agua.

Procedimiento

. Anadir 50 uL de suero en un tubo de ensayo

. A un tubo semejante, se afiaden 50 pul de estandar de acido oleico.

. Para otro tubo de ensayo afadir 100 ul de agua, este sera el blanco de reactivo.

. Para todos los tubos de afiadir 150 pl de reactivo de cobre y 1 ml de cloroformo.

. Coloque los tubos verticalmente en un vortex y agite por 10 min.

. Centrifugar los tubos 10 minutos a 1500 rpm.

. Extraer las fases de cloroformo en otros tubos de ensaye cuidando el no extraer la fase
acuosa de color azul.

8. De cada tubo, pipetear 500 ul de extracto de cloroformo y colocar en un nuevo tubo, la
evaporacion debe mantenerse a un minimo.

9. A cada tubo, afadir 450 pl de reactivo cuprizona, tapar y agitar suavemente.

10. A cada tubo, afiadir 50 pde solucion de amoniaco, tapar y agite suavemente.

11. Lea la absorbancia a 620 nm (frente a un blanco a cero de absorbancia) 10 mm
después de agitar con la soluciéon de amoniaco.

Si aparece un precipitado azul, agitar la cubeta enérgicamente para redispersarlo y leer la
absorbancia.

~No o~ WN PR

Célculo
El acido graso libre (FFA) contenido se calcula:

Concentracién en mg/dl = (Abs muestra / Abs estandar) x 8.6 mg/dl
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ANEXO “H”
Determinacion de Triglicéridos en tejidos

Homogenizar 100 mg de tejido en 800 ul de SSI se re suspendi6é el homogenizado y se
procedi6 al seguimiento del protocolo utilizado para las determinaciones sanguineas. Para
el caso de tejido adiposo una vez realizado el homogenizado se hizo una dilucién 1:2 del
mismo y se sigui6é el mismo protocolo.

ANEXO “I”

Determinacion de Glucdgeno en tejidos

Reactivos
- Acido perclérico al 10 %
- Etanol concentrado
- Agua destilada
- Fenolal5%
- Acido sulfarico concentrado

Procedimiento

1.- Homogenizar 125 mg de tejido con 1 ml de HCIOA4.

2.- Centrifugar a 1450 rpm durante 15 minutos.

3.- Extraer el sobrenadante y guardar. (Sobrenadante 1)

4.- Re suspender el pellet de tejido con 1 ml de HCIOA4.

5.- Centrifugar a 1450 rpm durante 15 minutos.

6.- Extraer el sobrenadante y guardar. (Sobrenadante 2)

7.- Combinar el sobrenadante 1y 2. (Sobrenadante 3)

8.- Agregar 2.5 ml de etanol al sobrenadante 3, agitar fuertemente.

9.- Centrifugar a 3000 rpm durante 10 minutos.

10.- Extraer el sobrenadante (Sobrenadante 4)* y guardar, en el fondo del tubo se
observara un precipitado blanco.

11.- Re suspender el precipitado blanco con 1 ml de agua destilada.

12.- Tomar una alicuota de la disolucion de glucégeno (no. 11) de 100 pL

13.- Anadir 200 pL de fenol y agitar.

14.- Agregar 1 ml de acido sulfarico y agitar.

15.- Leer la absorbancia a 490 nm (frente a un blanco a cero de absorbancia) 30 min
después de agitar con el 4cido sulfurico.

*En caso de Higado se puede realizar determinacién la concentracion de glucosa en el
sobrenadante 4 y sumarse a la concentracion total de glucégeno.

Célculos
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0.800
0.700
0.600
0.500
0.400 *
0.300
0.200
0.100
0.000

Absorbance

*

50 100 150 200 250
Glycogen or glucose (ppm)

Regresion lineal de absorbancia contra glucégeno y estandar concentraciones de 10, 25,
50, 75, 100, 125, and 150 ppm de conejo (y =0.0074x + 0.0347; R2=0.9874)

Se ocupod la ecuacion de la recta para calcular la concentracién de glucégeno elaborada
por L. W. Bennett en 2007.
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