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1. MARCO TEORICO

1.1 INTRODUCCION

El sindrome metabdlico (SM) es una entidad compleja y heterogénea, con un
fuerte componente genético y cuya expresion esta influida por factores sociales,
ambientales, econdmicos 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
metabdlicas las cuales estan intimamente relacionadas con el SM, tales como
intolerancia a la glucosa, diabetes mellitus tipo 2 (DMZ2), hipertension arterial y
dislipidemia principalmente, aunque cabe mencionar que tampoco es un factor

decisivo.[ Mariel E. Lopez, et. al, 2007]

Por otra parte, otro de los factores de riesgo que Ultimamente ha causado gran
impacto sobre la sociedad, es la parte nutricional, principalmente una dieta
hiperglicida y/o hipercalérica, ya que recientes estudios epidemioldgicos,
demuestran que la ingesta del alimento con estas caracteristicas podria generar
trastornos en el metabolismo de lipidos y carbohidratos, ocasionando asi
alteraciones que conlleven 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, tortillas 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,
ya que estadisticas muestran una prevalencia de un 20-50% en adultos y de un
10-20% de la poblacion infantil ya presentan SM. [Niels Wacher-Rodarte, 2009]; a
nivel global que ofrecen datos de prevalencia del sindrome metabolico, oscilando
entre 13 y 42 %, segun la poblacién de origen y los criterios utilizados [Quirdz
Cortés, 2014]. A diferencia de los paises latinoamericanos y de forma global, el

sindrome metabolico segun criterios del National Cholesterol Education Program
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(modificado segun los valores de cintura conforme la Federacion Internacional de
Diabetes) manejan una prevalencia del 42.3% en los adultos mexicanos mayores
de 20 afos. [Carranza Madrigal et al., 2008]

Uno de los recursos cientificos con los que se ha podido establecer el impacto de
las dietas hipercaléricas 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 disminucion o sobre expresion de elementos
claves en el desarrollo de SM, incluso modificaciones en las dietas proporcionan
datos fidedignos y con poca variabilidad ayudan a la compresion del proceso en el
cual se establecen dichas entidades. En cuanto a las dietas existentes para la
induccion de las patologias, se hallan 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
mismos provoca alteraciones fenotipicas caracteristico de las enfermedades en
estudio. [André F. Nascimento, 2008].

1.2. ANTECEDENTES HISTORICOS DEL SINDROME METABOLICO

El concepto de SM o agrupacion de factores asociados a mayor riesgo
cardiovascular viene gestdndose desde hace mucho tiempo. Alberti y
cols., proporcionaron una de las primeras descripciones conjuntamente con Kylin
en 1923, cuando definieron un sindrome consistente en hipertension,
hiperglicemia e hiperuricemia; posteriormente, en 1956, Vague asocié por primera
vez hipertension arterial e hiperuricemia en un grupo de pacientes, sin embargo
fue hasta 1966 que Welborn en un estudio de pacientes con hipertension arterial

demostré concentraciones séricas de insulina mayores que en el grupo control,
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seflalando hiperinsulinemia y describiéndose asi por primera vez las
consecuencias de la resistencia a la insulina y el desarrollo del Sindrome
Metabolico. [Alberto Campos, 2012]

Vague dentro de sus contribuciones ha subrayado la distribucién de obesidad en
trastornos metabolicos, sin embargo, no fue hasta la década de los ochenta en
que adquiri6 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 [Reaven GM. Banting, 1988], en el cual describié un
cuadro caracterizado por la agrupacion de factores de riesgo cardiovascular
(aumento de triglicéridos con disminucion de colesterol HDL, hipertension arterial y
obesidad adbominal) asociado con resistencia a la insulina. En su hipétesis la
resistencia a la hormona hipoglucemiante juega el papel principal y la obesidad es
un factor predisponente, asi como a la hipercoagubilidad, los estados

proinflamatorios y la microalbuminuria. [Horacio Carbajal y Martin R. Salazar]

A lo largo de los afios se han afiadido otros componentes a la definicion de este
sindrome, a la vez que comenzo a recibir nuevas denominaciones como fueron la
de Sindrome X plus, cuarteto mortifero, Sindrome plurimetabélico, Sindrome de
insulinorresistencia, Sindrome de OROP (dislipidemia, resistencia a la insulina,
obesidad e hipertension arterial, por sus siglas en inglés) y otros.[ Horacio Carbajal
y Martin R. Salazar] En 1998, el grupo de trabajo de diabetes de la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) propuso un conjunto de criterios para el diagnostico de
SM, el cual debia incluir evidencias clinicas de resistencia a la insulina,
dislipidemias, hipertensién arterial, obesidad (definida por el indice de masa
corporal (IMC) o por la relacion cintura-cadera) y microalbuminuria. [Horacio
Carbajal y Martin R. Salazar]

En el 2001 el panel de expertos sobre deteccion, evaluacion y tratamiento de la
Hipercolesterolemia (ATPIIl) determinaron los criterios de este sindrome,
finalmente en el afio 2003; la Asociacion Americana de Endocrinologia Clinica

(AACE) unificé y publico una serie de criterios para establecer el diagndéstico de
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sindrome metabolico 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 .[ Reaven GM. Banting, 1988].

1.3 DEFINICION DE 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
disimiles 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 relaciébn a los componentes que se proponen para su
diagndstico, 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 diagndésticos, propuestos por sus paneles de
expertos: [Alberti KG, Zimmet, 1988]

1. World Health Organization (Organizacion Mundial de la Salud, OMS)
[Balkau B, et.al. 2002]

2. European Group for Study of Insulin Resistance (EGIR) [Grundy SM, et. al.
2011]

3. National Cholesterol Education Programme (NCEP-ATP III) [Zimmet P,
2005]

4. International Diabetes Federation Consensus Panel (IDF) [Einhorn D, 2003]

5. American College of Endocrinology (ACE)[ Jiménez-Gémez y col.]

6. Asociacion Americana del Corazén (AHA) en conjunto con el Instituto
Nacional del Corazén, Pulmoén y Sangre de los Estados Unidos (NLHBI)[
Horacio Carbajal y Martin R. Salazar]

7. NORMA Oficial Mexicana para la prevencion, tratamiento y control de la
diabetes mellitus.( 3.62.- Sindrome metabolico) [NOM-015-SSA2-2010].
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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 enddgena como exdgena para facilitar la
captacion, entrada y utilizacién 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 desarrollara SM ya que el
desarrollo del mismo se requiere defectos metabdlicos adicionales como obesidad,
dieta hipercaldrica rica en grasas y carbohidratos por mencionar algunos. La teoria
metabdlica sostiene que la hiperinsulinemia compensatoria resultante es el factor
que determina un estado proinflamatorio crénico que genera a su vez mayor
namero de alteraciones del receptor y por lo tanto defectos intracelulales.
[AlbertoCampos, 2012]

A continuacion se describen los diferentes criterios diagnosticos establecidos por

dichas organizaciones.
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TABLA 1.- Resumen de criterios utilizados para el diagnéstico de SM

Criterios de
diagnostico

Insulino-
resistencia

Obesidad

Dislipidemia

Presion arterial
Glucemia en

ayunas

IMC
otros

OMS

GAA, TGA, DM2
o disminucién de
la sensibilidad a
la insulina mas
de dos de los
siguientes

IMC > 30 ylo
relacién cintura
cadera > 0.9 en
varones o > 0.85
en mujeres

TG = 150 mg/dL
ylo HDL < 35
mg/dL en
varones o <39
mg/dL en
mujeres

2140/90 mmHg

microalbuminuri
a

EGIR

Insulina
plasmatica
mayor al 25% de
los valores en
ayunas en
normodiabéticos
*

Cintura 2 94 cm
en varones y 2
80 cm en
mujeres

TG 2 150 mg/dL
ylo HDL < 35

mg/dL en
varones 0 <39
mg/dL en
mujeres

2140/90 mmHg

GAA, TGA O
DM2

NCEP-ATP Il
(3 de los
siguientes)
No lo
considera

Cintura 2120

94 cm en
varones y = 88
cm en mujeres

TG =2 150
mg/dL
o HDL < 40
mg/dL en
varones o <50
mg/dL en
mujeres
>130/85
mmHg

Glucemia en
ayunas >110
mg/dL

AHA/NHLBI
(3 de los
siguientes)
No lo
considera

Cintura

2120 94 cm
en varones
y = 88 cm
en mujeres

TG =2
mg/dL*

150

0 HDL* < 40
mg/dL  en
varones 0
<50 mg/dL
en mujeres

2130/85
mmHg*
Glucemia*
en ayunas
>100 mg/dL

IDF

No lo
considera

Cintura
2del
umbral
definido
para cada
grupo
étnico
méas dos
de los
siguientes

TG 2 150
mg/dL*

o HDL <
40 mg/dL
en
varones o
<50
mg/dL en
mujeres
>130/85
*mmHg*
Glucemia*
en ayunas
>100
mg/dL

NOM-015-SSA2-
2010

Disminucion de la
efectividad de
esta hormona ya
sea exogena o
endogena, en los
tejidos muscular,
hepético y
adiposo.

Puede estar o no
presente
obesidad
abdominal

Hipertrigliceridem
ia y/o HDL bajo.

presion  arterial

fronteriza

> a 25 Kg/m*

*0 en tratamiento con farmacos: Se refiere a presentar valores normales de los lipidos en el momento del estudio pero esta bajo tratamiento
por diagndstico previo; Microalbuminuria positiva se considera cuando la excreciéon 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.
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1.4 EPIDEMIOLOGIA DE ENFERMEDADES METABOLICAS

Desde el punto de vista epidemiolégico se han publicado estudios, a nivel global
gue ofrecen datos de prevalencia del sindrome metabdlico, oscilando entre 13 y

42 %, segun la poblacion de origen y los criterios utilizados [Quirdéz Cortés, 2014].

A diferencia de los paises latinoamericanos y de forma global, el Sindrome
Metabolico segun criterios del National Cholesterol Education Program (modificado
segun los valores de cintura conforme la Federacion Internacional de Diabetes)
manejan una prevalencia del 42.3% en los adultos mexicanos mayores de 20
afos.[Carranza Madrigal et. al,. 2008] Estimando que cerca de una cuarta parte de
la poblacion mayor de 40 afios e incluso mas de la mitad de los individuos de 50

afos, presentan este sindrome.

Estas prevalencias publicadas varian, de acuerdo a las organizaciones que las
emiten; tal es el caso de los Criterios de la Organizaciéon Mundial de la Salud al
manejar una prevalencia en México de 13.6% y al aplicar los criterios ATP-III
asciende hasta los 26.6% [Montes de Oca et al., 2008] por lo tanto existen de 6.7
a 14.3 millones de Mexicanos afectados, conforme a los criterios de la
Organizacion Mundial de la Salud y los ATP-lll respectivamente [Hernandez
Prado et al. ., 2009]

La edad de diagndstico de personas con SM ha disminuido progresivamente a lo
largo de los ultimos afios. Hace unos 25 afios, cuando se empezaba a realizar
publicaciones sobre el sindrome, el mayor riesgo estaba en personas de 50 afios
0 mas. Sin embargo, en la actualidad se ha presentado un incremento en la
prevalencia y se esta considerando como grupos de riesgo a personas de entre 30
a 35 aflos en promedio. En la actualidad existe un incremento de obesidad y
sindrome metabdlico en jévenes, y que desde etapas tempranas de la vida hay
una tendencia hacia la mala alimentacion (alimentos rapidos, exceso de consumos
de harinas refinadas y bebidas azucaradas) y escasa actividad fisica en la

poblacién general. Lo que hace que estos factores disminuyen la expectativa de
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vida ya que un analisis a futuro de estos pacientes muestra que la disminucion en
afos de vida puede ser de 10 a 15, dependiendo de los indices de masa corporal
de cada individuo. [Comité IMSS, 2014; ENSANUT, 2012]

Sin embargo, el sobrepeso y la obesidad, marcadores relevantes para el
desarrollo del SM, ha tenido una prevalencia importante en los Ultimos afios, pues
de acuerdo con la Encuesta Nacional de Salud y Nutricibn 2012 el aumento en
la prevalencia de obesidad en nuestro pais se encuentra entre los mas rapidos del
mundo. Hoy en dia, 7 de cada 10 mexicanos mayores de 20 afios padecen esta
enfermedad y la mayoria son mujeres (73%) y uno de cada tres nifios cuyas
edades oscilan entre los 5 y los 19 afos (alrededor de 12 millones) presentan
sobrepeso u obesidad. La Secretaria de Salud capitalina indica que el 72% de
mujeres, el 66% de hombres mayores de 20 afios y el 26% de nifios en edad

escolar, padecen obesidad y sobrepeso. [Comité médica IMSS, 2014]

Segun datos de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), estos padecimientos
representan el 5° factor de riesgo de defuncion en el mundo. Cada afio fallecen
por lo menos 2.8 millones de personas adultas a consecuencia del sobrepeso o
la obesidad. Ademas, se asocian a ellos el 44 % de la carga de diabetes, el 23 %
de cardiopatias isquémicas y entre el 7% y el 41 % de algunos canceres. [Comité
IMSS, 2014; ENSANUT, 2012]

Por otro lado, no solo esta pandemia de desregulaciones metabdlicas tiene un
impacto sobre la salud, sino también a nivel econémico, ya que en el pais, la
Secretaria de Salud informé en 2012 que el pais invierte en la atencion de la
obesidad y sus complicaciones 42 mil millones de pesos anuales y las pérdidas
por productividad, por su parte, ascienden a 25 mil millones que pagan
directamente los contribuyentes. En suma, el afio pasado las pérdidas totales para
la nacion por este problema fueron de 67 mil millones de pesos. [Revista médica
IMSS, 2014; Lux médica, 2012]

En cuanto a la parte genética, en México, junto con la proclividad heredada de

nuestro tronco ancestral amerindio de padecer obesidad abdominal, sindrome
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metabdlico y DM2 (la teoria del genotipo ahorrador) los habitos de nutricién
malsanos tan extendidos en nuestra poblacion explican el aumento de la
incidencia de estas enfermedades en los ultimos tiempos. Un claro ejemplo es el
hecho de que el consumo promedio de frutas y vegetales se ha visto reducido en
29.3% vy, por el contrario, se incrementé en 37.2% el consumo de refrescos

embotellados [Garcia Alcala et al., 2011].

1.5 GENETICA DE LAS DESREGULACIONES METABOLICAS.

El comportamiento epidemiol6gico de la Obesidad, Diabetes Mellitus tipo 2 y el
Sindrome Metabdlico han ido en ascenso radical desde la ultima mitad del siglo
pasado. Varias teorias se han descrito para explicar esa anomalia, y una de ellas
es la teoria del Genotipo Ahorrador. Esta hipotesis fue propuesta en 1962 por
Neel, y ha provocado la aparicion de planteamientos subsiguientes a favor y en
contra de la misma. El concepto de un rearreglo génico adaptado para los factores
ambientales y antropologicos del Paleolitico aun activo en el Homo sapiens
sapiens es una idea innovadora e interesante la cual intenta explicar todas las
caracteristicas metabolicas observadas en las poblaciones afectadas. [Chacin
Maricarmen et. al. 2011]. Posterior a esta teoria, otros trabajos de investigacion
relevantes acentuaron argumentos de la predisposicion genética de ciertas
patologias como la obesidad. A pesar de que ésta es una epidemia mundial los
grupos Africo-Americano y el hispano tienen una tendencia mayor para
desarrollarla. Esto pone en evidencia que es necesaria una predisposicion
genética en donde interactien mdultiples genes con un medio ambiente
obesogénico, el cual es diferente entre los distintos grupos raciales. Se considera

a la obesidad poligénica como el tipo “comun” de la obesidad. [Lux médica, 2012]

Tal fue el descubrimiento del gen FTO (fat mass and obesity associated). Se han
encontrado multiples variantes para este gen, una de ellas asociada al IMC y a

diabetes tipo 2 en adultos y nifios. Este gen codifica para una proteina de la
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superfamilia de las dioxigenasas no hemicas y se expresa en numerosos tejidos.
[Tejero Ma. Elizabeth, 2008]. En otra variante (rs9939609) se encontré obesidad
en nifias, pero no en nifios, indicando que ciertos fenotipos de obesidad
corresponden a un determinado sexo. Esta relacionado con el control del gasto
energético. [Lux médica, 2012] Un estudio posterior examind la asociacion entre
variantes en los genes FTOy el gen KIAAOO5, que se encuentran localizados
cerca de FTO,y obesidad en nifios con obesidad severa y controles sin
sobrepeso. [Tejero Ma. Elizabeth, 2008]

Otros de los genes estudiados son el Gen INSIG2 (Insulin-induced gene) el cual
se ha relacionado contradictoriamente con el riesgo de obesidad en poblacion
caucasica y afroamericana. Una de sus variantes también se ha asociado a un
mayor IMC. El Gen GAD2 (Glutamate decarboxylase 2) que esta implicado en la
formacion del acido y aminobutirico (GABA), un neurotransmisor regulador de la
ingesta de alimentos. Sus polimorfismos se han asociado a obesidad en la
poblacién francesa. En el Quebec Family Study se encontr6 que no afecta a
hombres; en mujeres ocasion6 mayor susceptibilidad a tener hambre y también
desinhibicion a consumir mas cantidades de carbohidratos y lipidos. Esto sugiere
que este gen participa en la determinacion de la ingesta de alimentos, las
conductas alimentarias y el aumento de peso en las mujeres. El Gen PLIN codifica
para las perilipinas, las cuales son las proteinas mas abundantes en la superficie
de los lipidos dentro de los adipocitos; estudios recientes han demostrado que la
ausencia de perilipinas resulta en una notable disminucion de obesidad en
ratones, motivo por el cual se han considerado una diana farmacoldgica contra
esta anomalia. Son ya multiples las investigaciones que han mencionado que
polimorfismos de este gen brindan proteccion contra la obesidad; se han descrito
alrededor de 130 asociados con obesidad, la mayoria relacionados con las
sefales de hambre y saciedad, con el crecimiento y diferenciacién de adipocitos y

con la regulacion del gasto energético. [Lux médica, 2012]
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El eje leptina-melanocortina permite mantener un equilibrio entre el apetito y la
saciedad: la leptina es producida por los adipocitos con depositos lipidicos llenos
para informarle al hipotalamo que inicie la inhibicién del apetito. Cuando la leptina
llega al hipotalamo (nucleo arcuato), induce la produccion de proconvertasa 1
(PCSK1) que escinde la proopiomelanocortina (POMC) para producir
melanocortinas que, a su vez, activan a los receptores de melanocortina (MC) del
ndcleo paraventricular para generar saciedad; cualquier defecto en los genes que
regulan esta via tendrd como resultado la pérdida de homeostasis energética.
Cabe mencionar que estas alteraciones son independientes de factores
ambientales y la deficiencia de alguno de ellos provocan severos dafios
fisiolégicos; tal es el ejemplo de deficiencia de POMC la cual se describié en dos
nifos obesos con hiperfagia, pigmentacion rojiza del pelo y deficiencia de la
hormona adrenocorticotropa (ACTH), mostrando crisis adrenal durante la vida
neonatal por falta de ACTH, requiriendo tratamiento con corticosteroides. [Lux
médica, 2012]

A pesar de que la obesidad es una epidemia mundial los grupos Africo-Americano
y el hispano tienen una tendencia mayor para desarrollarla. Esto pone en
evidencia que es necesaria una predisposicion genética en donde interactlen
multiples genes con un medio ambiente obesogénico, el cual es diferente entre los
distintos grupos raciales. Se considera a la obesidad poligénica como el tipo
“‘comun” de la obesidad. Aun no han podido ser identificados todos los genes que
predisponen a padecerla, sin embargo actualmente ya se conocen mas de 100.
Los que mas se han estudiado son los que codifican a los receptores adrenérgicos
B2 y B3, la adiponectina (ACDC), el receptor de leptina (LEPR), el factor de
transcripcion receptor proliferador de peroxisomas activados gamma (PPARYy) y
las proteinas desacopladoras de la fosforilacion oxidativa 1, 2 y 3 (UCP-1, 2 y 3)
[Lux médica, 2012].
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1.6 NUTRICION Y SINDROME METABOLICO

Estudios epidemiolégicos han observado que una ingesta elevada de azlcares
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 colesterol- HDL. Un bajo consumo de grasa saturada a favor de acidos
grasos poliinsaturados y monoinsaturados se ha implicado en una reduccion de la
incidencia de dichas anormalidades, aunque aun continda 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 mediterrdnea 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 hipograsas (reduciendo grasa saturada y trans-), con alto aporte
de fibra y con bajo indice glucémico [Balkau B, et al. 2002]. Ensayos clinicos han
demostrado el beneficio de este tipo de dietas con baja cantidad de carbohidratos
y bajo indice glucémico.

Actualmente no existe contundencia en cuanto a la eleccion de dietas y el tipo de
carbohidratos a restringir. Por lo que, distintas guias recomiendan dietas
hipocaldricas con bajo contenido en grasas saturadas, grasas trans-, colesterol y
azucares, favoreciendo el consumo de frutas, verduras, cereales no refinados y
pescado [Edgar Denova-Gutiérrez, et al., 2012]. La elevada ingesta de
carbohidratos condiciona la funcién pancreatica por excesiva secrecion de insulina

o por glucotoxicidad a las células beta [Pilar Matia Martin, et al., 2007.].

Asi mismo, el consumo de azlcares refinados no solo incrementa las glicemias
prandiales y postprandiales, sino que también aumenta el depdésito de grasas,
principalmente en abdomen vy tejido subcutaneo [Jiménez Gémez, et al., .]. Se ha
mostrado en diveresas investigaciones que el consumo elevado de hidratos de

carbono favorece estados de hipertrigliceridemia, y consecutivamente condiciona
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disminucion de colesterol HDL, con aumento de VLDL. Este mecanismo se debe a
que los carbohidratos rapidamente digeribles en forma de monosacéridos que
saturan las rutas metabdlicas de transporte y metabolismo de los mismos, tienden
a exacerbar hiperlipidemia post pradial no quilomicrénica. En sujetos con Rl se ha
mostrado, que la respuesta lipémica post pradial aumenta con las alteraciones
metabodlicas en las vias de carbohidratos sobre todo cuando se consumen
alimentos con alto indice glucémico (IG); es dichos sujetos la alteracibn metabdlica
es mas profunda, alterando metabolismo de lipidos, aumentando lipogénesis
hepatica y muscular, con lipélisis adipocitaria mediada por hormonas
contrarreguladoras de las rutas insulinicas, incrementado el transporte de acidos

grasos libres a otros tejidos y con ello esteatosis [Gonzalez-Chavez et al., 2008].

1.7 VALORACION DIAGNOSTICA DEL SINDROME METABOLICO

En la practica clinica la principal evaluacion de los pacientes se basa en
pardmetros antropométricos como la somatometria, midiendo peso, talla y calculo
del indice de masa corporal de acuerdo a la ecuacion de Quetelet ( IMC= peso /
Talla?) con lo cual se establecen parametros de sobrepeso y obesidad, factores
importantes de riesgo cardiometabdlico, SM, DM entre otras enfermedades, sin
embargo, estudios epidemiolégicos de las dltimas dos décadas han demostrado
factores de riesgo mas puntuales como: la distribucion de grasa corporal y su
localizacion intraabdominal en exceso; es por ello que se incluye la medicion de
cintura-cadera; otro parametro importante de evaluacion es la de signos vitales
como lo es tension arterial, puesto que la deteccién de hipertension se le ha

relacionado con dichas patologias [Alberto Campos, 2012].

En cuanto a parametros bioguimicos y clinicos, se requiere la elaboracion de una
historia clinica detallada que incluya informacion sobre los antecedentes
familiares, personales patolégicos y no patolégicos con repunte en informacion

sobre alimentacion, desarrollo y tipo de actividad fisica; ademas de valoraciones
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serologicas de dislipidemias, estado aterogénico y caracterizacion de las
lipoproteinas (VLDL, HDL y LDL) y del estatus de oxidacién de las mismas;
particulas pequefias y densas que se asocian con el aumento de riesgo de
enfermedad endotelial derivada a patologia coronaria cardiaca. Otro de los
estudios bioquimicos importantes es la curva de tolerancia a la glucosa (TOG),
con cuantificacion de insulina en cada uno de los puntos cohorte, para busqueda
intencionada de insulinoresistencia, asi como su relacién con obesidad central,
acantosis nigricans, datos de hiperandrogenismo en mujeres con presencia de
acné o hirsutismo asi como de aquellos marcadores tempranos de SM, ya que los
efectos de una hiperinsulinemia o insulinoresistencia conducen a una disfuncion

endotelial y estrés oxidativo. [Horacio Carbajal y Martin R. Salazar, 2012]

Asi mismo existen diferentes métodos para medir la sensibilidad tisular a la accion
de la insulina, muchos de ellos requieren de condiciones controladas por lo que
son costosos y se utilizan solo en investigacién, por lo que existen ecuaciones a
partir de los niveles séricos de insulina y glucosa en ayuno o de resultados de una
TOG. Es comun encontrar contradicciones en cuanto marcadores genéticos, sin
embargo se han asociado diversas patologias inflamatorias, autoinmunes y
condicionantes de estrés oxidante; asi como mutaciones, deleciones,
translocaciones y polimorfismos, asociados a una prueba diagndstica especifica,
por lo que idealmente los criterios deben establecer el diagndstico base de SM
para identificar a la poblaciéon con alto riesgo e idealmente estos deben ser
aplicables a la practica clinica cotidiana [Mead, J.F., et al.,1986].

1.8 REGULACION 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

18 |



neta de energia. Donde la maquinaria molecular involucra ritmos circadianos
especificos que involucran la retroalimentacion transcripcion — traduccion, que en
el caso de componente alimenticio se halla en el nicleo supraquiasmatico (SCN)
del hipotadlamo, regulando la mayoria de las células en 6rganos y tejidos [Kohsaka
y Bass, 2007]. Cuando el SNC pierde el control de la coordinacion del proceso
alimenticio por falta o exceso de alimento o en este caso de calorias, estudios
recientes muestran una pérdida de la regulacion de genes que se hallan
intimamente involucrados en la lipogénesis, catabolismo lipidico, metabolismo de
esteroles y gluconeogénesis; lo cual sugiere una pérdida del reloj circadiano
celular [Oishi et al., 2003, Yang et al., 2006, Zvonic et al., 2006 and Panda et al.,
2002]. Estas caracteristicas que vinculan el estado nutrimental y las vias de
transcripcion circadiana estan intimamente ligadas a la cepa (o raza), género y
edad especifica en la que se presenta dichas alteraciones [Yanagihara et al.,
2006; Kohsaka et al., 2007]. Estos son estados rapidos que conducen a la
realimentacién. La capacidad del cuerpo para mantener el equilibrio de energia, se
centra sobre un conjunto de érganos y tejidos periféricos que digieren, convierten,
envian y almacenan nutrientes y energia en pancreas, higado, tejido adiposo,

musculo y tracto gastrointestinal.

En este sentido, el cerebro ejerce una influencia directa en el sobre consumo
caldrico, ya que las hormonas secretadas al torrente sanguineo por los diferentes
tejidos involucrados como resultado del proceso de absorcion y resguardo
energético llegan al hipotalamo directamente al ndcleo arcuato propiciandole
informacion de la cantidad de resguardo graso y del balance energético corporal,
en respuesta las neuronas del nucleo arcuato responden con la secrecion de
neuropéptidos con instrucciones hacia otros centros de control los cuales
estimulan o suprimen el apetito de los animales, lo que sugiere que el hipotalamo
puede actuar como un centro de regulacion del balance energético negativo, es
decir, sin ganancia energética por ingesta. Varias condiciones se deben cumplir
para este tipo de regulacion tenga lugar a la retroalimentacion negativa. Primero

las intensidades de sefial, medida por las cantidades de insulina y leptina
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liberadas a la circulacién, deben ser proporcionales a la cantidad de grasa y
carbohidratos absorbidos y resguardados. A continuacién, la cantidad de
hormonas que entra en el sistema nervioso central proveniente de la circulacion
debe reflejar la cantidad de grasa corporal, y el tercero en respuesta al aumento
de la sefalizacion que tiene que haber una respuesta de comportamiento
negativo, reduciendo el consumo de alimento [Wynne et al., 2005]. A través de la
secrecion de neuropéptidos tales como el transcripto regulador de cocaina y
anfetamina, la pro-opiomelanocortina, Yy positivo a través del neuropéptido Y
[Konturek et al., 2005; Wynne et al., 2005].

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

pulmones y cerebro. [Martin Beckerman, 2009].

Asi mismo, en respuesta al aumento de la circulacién de glucosa, el 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
amacena la glucosa en forma de glucégeno, el remanente de las rutas de
obtencién 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, tal como se detallara mas adelante [Martin Beckerman, 2009]. 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.
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Este estado se inicia mediante reguladores hormonales dentro de los que de
forma relevante juega un papel importante la liberacion de glucagén del pancreas.
Mientras que el higado libera su almacenaje de glucosa/glucégeno e inicia rutas
gluconeogénicas, oxidacion de &acidos grasos, con generacidon de cuerpos
cetdnicos como una alternativa y/o complemento del suministro energético ante la
disminucién de glucosa. 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 glicolisis
como glucogénesis. Por el contrario, ante el incremento de glucosa sanguinea, el
pancreas responde liberando al medio a 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 momento 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 homeostatico de la glucosa [Martin Beckerman, 2009]

En condiciones clinicamente sanas en el organismo, la mayoria de estas sefales
orexogénicas y anorexigénicas son coordinadas hormonalmente tal como se

mencionod anteriormente, éstas se pueden descoordinar en patologias como SM.

Las alteraciones evocadas en el metabolismo varian a corto, mediano y largo
plazo vinculandose a estados alimentarios rdpidos y de sobreingesta, pero
también en periodos de larga duracion, inicialmente como parte de la estrategia

metabdlica asociadas a estados de salud y enfermedad. [Martin Beckerman, 2009]

1.9 FISIOPATOLOGIA DEL SINDROME METABOLICO POR DESEQUILIBRIO
ENERGETICA.

La génesis de enfermedades metabdlicas como es sindrome metabdlico y DM2 no

puede atribuirse a un solo mecanismo fisiopatoldgico, ya que ademas de la
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combinacion de factores genéticos y ambientales que promueven la resistencia a
la insulina (que por si sola no es suficiente para inducir la aparicion de DM2), es
necesario la coexistencia de un efecto considerable de la funcién secretora de las

células beta del pancreas. [Garcia Alcala et al., 2011]

La insulina es una hormona con multiples funciones organicas. En la mayor parte
de las células, la insulina se une a un receptor transmembranal de la superfamilia
de la tirosina cinasa y facilita la entrada de la glucosa mediante la activacion de
una proteina transportadora (GLUT). También en ciertos tejidos estimula la
gluconeogénesis y la glucdlisis, la captacidbn de amino&cidos y la sintesis y
degradacion de proteinas. En el metabolismo de los lipidos, la insulina estimula en
el higado y en el tejido adiposo la sintesis de acidos grasos y TG, asi como la
lipdlisis. Cuyo mecanismo se mencionara a detalle mas adelante. [Garcia Alcala et
al., 2011]

En condiciones como del sindrome metabdlico estas regulaciones fallan, alterando
tanto la respuesta hormonal como la neuronal, y repercutiendo en el manejo de los
metabolitos energéticos los cuales después de ser absorbidos iniciaron la
respuesta neuro-enddcrina, estos son tanto los carbohidratos representados por la
glucosa, como los lipidos cuyos representantes energéticos estan dados por los
triglicéridos y los acidos grasos libres [Guilnerme et al., 2008; Schellong et al.,
2013; Denis et al., 2014].

El estado hiperinsulinemico compensatorio a incrementos en el consumo calérico
por glucosa es bien entendido, de hecho se ha referido que las alteraciones de la
fase tardia de la insulino secrecion, sin disminucion del carbohidrato, es decir,
trastorno de la tolerancia a la glucosa (IGT, por sus siglas en inglés), no solo son
predictores de la presencia de hiperinsulinemia, de hecho confirman la sobre
secrecion por las células beta pancreaticas, propiciando estados reconocidos de
resistencia a insulina hepato-muscular [DeFronzo, 2004; Abdul-Ghani et al., 2007].
Aungque estudios mas recientes confirman que la IGT, presenta una mayor

correlacion mas bien con la resistencia musculo-adipositaria, ya que estos tejidos
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dependen de la correcta secrecion y censo de la hormona para lograr una correcta
sefalizacion para la translocacion de GLUT4 y recaptura del carbohidrato, y por lo
tanto la resistencia a insulina muscular y adipocitaria conlleva a la pérdida del
consumo de glucosa por estos tejidos [Han et al., 2003]. Asi mismo, la insulino
resistencia muscular propicia una reduccion en la formacion de glucégeno y menor
oxidacion de glucosa [Shulman et al., 1990]. En este punto, también se sabe que
cuando los tejidos dependientes de insulina no son capaces de mantener la
homeostasis de la glucosa, asi que los tejidos dependientes de la hormona tratan
de compensarlo ya que primordialmente presentan GLUT2, transportadores
dependientes de la concentracion de glucosa y no de la actividad de insulina, por
lo que de inicio mantienen saturadas la vias de absorcidon generando lipogénesis

de novo.

Para ello el exceso de glucosa es metabolizada a acetil-CoA, que es el mayor
sustrato para la sintesis de acidos grasos, el primer paso para ello es la
carboxilacién acetil-CoA lo que conlleva a la sintesis de malonil-CoA y la enzima
que cataliza esta reaccion, la acetil-CoA carboxilasa [ACC, Tong and Harwood,
2006], es el sitio mas importante de la regulacion de la sintesis de acidos grasos.
Como otras enzimas que transfieren CO, a sustratos, la ACC requiere como co-
factor a la biotina. La tasa de sintesis de acidos grasos se controla por el equilibrio
entre la ACC monomeéricas y la ACC polimérica, por lo que la actividad de la
enzima requiere polimerizacion. Este cambio conformacional es incrementado por
el citrato que por medio de la ATP citrato-liasa forma mas acetil-CoA, esta enzima
es critica en el acople de las vias glicolitica y la sintesis de acidos grasos [Kim,
1997], e inhibido por los acidos grasos de cadena larga. El transportador de
grupos acetil (y grupos acilo para alargamiento) durante la sintesis de acidos
grasos es también un grupo prostético fosfopantoténico, sin embargo, esta unido a
un hidroxilo de serina en el complejo enzimatico de sintesis. La porcion
transportadora del complejo de sintesis se llama proteina transportadora de acilos
(ACP). La acetil-CoA y la malonil-CoA son transferidas a la ACP por accion de la
transacilasa acetil-CoA y la transacilasa malonil-CoA, respectivamente. La union

de estos atomos de carbono a la ACP permite que estos entren al ciclo de la
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sintesis de acidos grasos. La sintesis de acidos grasos a partir de la acetil-CoA y
de la malonil-CoA se hace por accion de la sintasa de acidos grasos [FAS; Chirala
and Wakil, 2004 ]. La enzima utiliza a la acetil-CoA como un cebador y al malonil-
CoA como un donante de un par de carbonos, en presencia de NADPH como
agente reductante, el acido graso resultante es el acido palmitico (C16:0), aunque
también puede sintetizarse acido estearico. En este punto se acopla la A9-
desaturasa o esteroil-CoA desaturasa que estd considerada como una enzima
lipogénica, cataliza la introduccion de un doble enlace A9 en la cadena acilada del
acido grasa saturado como lo es el acido palmitico (C16:1n-7) o acido oleico
(C18:1n-9), en el higado la actividad de esta enzima es bien documentada
[Heinemann and Ozols, 2003; Heinemann et al., 2003]. Cabe mencionar que este
paso se lleva a cabo en reticulo endoplasmico ya que la enzima se co-localiza con
el complejo NADH-citocromo b5 reductasa y citocromo b5, ambos requeridos para
la actividad de A9-desaturasa [Miyazaki and Ntambi., 2003; Chu et al., 2006;
Sampath et al., 2007]. Posterior a este paso entran en accién elongasas y acido
grasos poli-insaturados desaturasas (PUFA A6 desaturasa y PUFA A5
desaturasa), las cuales no son clasificadas usualmente como enzimas lipogénicas,
sin embargo, juegan un papel critico en la sintesis de una variedad de acidos
grasos o bien modificando los &cidos grasos producidos de forma enddgena
(lipogénesis) o exdgenamente (dietéticos). La elongacién ocurre también en el
reticulo endoplasmico en donde las elongasas adicionan 2 carbonos a los
sustratos de acil-CoA, usando para ello malonil-CoA, las elongasas son limitantes
en el proceso y actian dentro de un complejo miltiproteico que incluye a la 3-ceto
acil-CoA reductasa y la tras-2,3-enoil-CoA reductasa [Leonard et al., 2004],
aunque todas ellas pertenecen a la familia Elovl, en el higado se hallan las
isoformas de Elovl 1, 2, 5y 6, con papeles diferenciales en la biosintesis de acidos
grasos poli-insaturados (PUFA’s), saturaciones e insaturaciones, la isoforma 6
controla el balance entre acidos grasos de 16 o 18 carbonos jugando un rol muy
particular en la obesidad y la resistencia a insulina [Matsuzaka et al., 2007]. En
general, tanto las elongasas como las desaturasas son usadas en la ruta sintética

de glicerolipidos que resultan al final de cuentas en una sobre produccion de
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triacilgliceroles a partir de sobre consumo de carbohidratos de la dieta, que en

estas condiciones es ampliamente reconocida la presencia de hiperinsulinemia.

La formacién de los triglicéridos se produce a través de la acilacién secuencial
sobre un glicerol-3-fosfato que es previamente desfosforilado en la membrana del
reticulo endoplasmico. El glicerol-3-fosfato proviene de la ruta glucolitica que se
mantiene sobre saturada por el exceso del consumo de carbohidratos, por la
desregulacion insulinica promovida por la propia hiperinsulinemia y resistencia a la
hormona, y por el cambio de las sefiales intracelulares que se general al
desregular a familias factores de transcripcion como las proteinas de unién a
elementos reguladores de esteroles (SREBP’s) y las proteinas de union a
elementos reguladores de carbohidratos (ChREBP’s), ambos estimula las rutas
lipogénicas, SREBP por estimulos de exceso de &cidos grasos e insulina, y los
ChREBP por glucosa e hiperinsulinemia [Nagle et al., 2009]. El paso de formacién
de triglicéridos a partir del glicerol-3-fosfato esta dado por la glicerol-3-fosfato
aciltransferasa (GPAT), enzima que cataliza la adicion de la primera cadena de
acido graso para formar un acido lisofosféatidico (LPA). En seguida la acilglicerol-3-
fosfato aciltransferasa (AGPAT) o LPA aciltransferasa (LPAAT) que son enzimas
aciladoras de LPA forman &cido fosfatidico (PA), el cual es sustrato para la enzima
PA fosfohidrolasa (PAP) enzima comunmente conocida como lipin-proteina. La
remocion del grupo fosfato del PA por lipinas genera diacilglicerol (DAG), estas
son aciladas por la diacilglicerol aciltransferasa (DGAT) enzima formadora de
triglicéridos. Considerando que la desfosforilacion de PA es el principal camino
para general DAG en la mayoria de las células, aunque existen caminos
alternativos en la generacion de DAG, incluyendo la acilacion de
monoacilgliceroles (MAG), esta reaccion es llevada a cabo por la monoacilglicerol
aciltransferasa (MGAT) [Schweitzer and Finck, 2014].

Por otro lado, cabe mencionar que otras biomoléculas de importancia bioquimica
como los fosfolipidos, se encuentran presentes principalmente en las membranas
biol6gicas, cumplen funciones vitales en la célula regulando la permeabilidad

celular, interviniendo en la solubilizacion de compuestos poco polares, en el
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proceso de coagulacion sanguinea, formando parte de la vaina de mielina de
neuronas y de particulas transportadoras de electrones, etc. Son lipidos
compuestos por ésteres de acidos grasos, fosfato y en general de una base
nitrogenada. Se pueden consideran dos grupos diferentes: Los glicerofosfolipidos
y las esfingomielinas en donde interviene, como molécula base para la formacion
de los ésteres de acidos grasos, el glicerol o la esfingosina respectivamente.
Mead, J.F., et al., 1986

Estos componentes lipidicos, son el mayor constituyente de la lipoproteinas, a
nivel plasmaético la se pueden detectar por la hidroélisis del fosfolipido por medio de
la fosfolipasa D y la colina liberada es secuencialmente oxidada por la colina
oxidasa a betaina, con la simultanea produccion de peroxido de hidrégeno, que en
presencia de peroxidasa logra un acoplamiento oxidativo a la 4-Aminofenazona y
al diclorofenol formando una quinonamina coloreada, por lo que de la reaccion
podemos deducir que la fosfatidilcolina es el principal fosfolipido en circulacion, el
cual es el principal componente de las lipoproteinas, especialmente de VLDL y
HDL, en las que cumple primordialmente funciones estructurales en conjunto con
la esfingomielina (otro, fosfofolipido). En el reticulo endopldsmico de los
hepatocitos (aunque no es en la Unica célula que se sintetiza), se lleva a cabo la
sintesis de ambos fosfolipidos [Fisher and Ginsberg; 2002]. A pesar que la colina
no es sintetizada en las células animales, es adquirido de la dieta como un
nutriente esencial, y obtenido de los lipidos consumidos. Una vez que es
absorbida por las células la colina es inmediatamente fosforilada por una colina
cinasa presente en el citoplasma, por lo que la fosfocolina es un sustrato que
reacciona con la citidin trifosfato (CTP), formando citidin-difosfocolina. La
membrana del reticulo endoplasmico mantiene unida a la enzima CDP-colin 1, 2
diacilglicerol colinfosfotransferasa la cual cataliza la reaccion con el sn-1, 2 -
diacilglicerol para formar fostatidilcolina que puede formar parte esencial de
cualguier membrana o de los fosfolipidos de las lipoproteinas [Fisher et al., 2001].
Esta fusidon es importante ya que el sn-1, 2 — diacilglicerol es obtenido de la ruta de
sintesis de los triglicéridos cuando existe como antes se explicé un desvio en la

ruta glicolitica la cual genera un incremento de glicerol-3-fosfato, que
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consecutivamente se transformara a acido fosfatidico y triglicéridos: el precursor
sn-1, 2 — diacilglicerol, es acido fosfatidico que es transformado por la enzima
acido fosfatidico fosfatasa (también llamada: fosfatidato fosfatasa o lipido fosfato
fosfatasa o fosfatidato fosfohidrolasa). Esta enzima es importante en la produccién
de diacilgliceroles como intermediarios esenciales en la biosintesis de triglicéridos
[Carman and Han, 2009].

Como ya se ha mencionado convergentemente las vias lipogénicas coinciden con
las de degradacion de glucosa en un exceso de citrato vertido al citoplasma [Kim,
1997], este da paso a la formacién del acetil-CoA por medio de la ATP citrato-
liasa, el siguiente paso es el ataque de una acetoacetil-CoA tiolasa, lo que trae
como resultado la formacion de una acetoacetil-CoA, que finalmente por la accion
de 3-hidroxi-3-metilglutaril sintetasa da paso a una hidroxi-3-metilglutaril-CoA, el
sistema enzimatico que permite la formacién de la ultima molécula es conocido
como complejo AACT/HMGS [Weber y Bach, 1994]. En secuencia, la hidroxi-3-
metilglutaril-CoA en el reticulo endoplasmico de los hepatocitos es
biotransformada a mevalonato por una HMG-Co0A reductasa en presencia de dos
moléculas de NADPH como cofactor, el mevalonato es entonces activado por dos
fosforilaciones sucesivas (catalizada por la mevalonato cinasa, y fosfomevalonato
cinasa), produciendo 5-pirofosfomevalonato. En los seres humanos, mevalonato
quinasa reside en el citosol lo que indica que no todas las reacciones de la sintesis
de colesterol son catalizadas por enzimas asociadas a la membrana como
originalmente fue descrita [Wanders and Romeijn, 1998]. Después de la
fosforilacion, una descarboxilacion dependiente de ATP produce la isopentenil
pirofosfato (IPP), una molécula activa de isoprenoide conocida como Isopentenil
pirofosfato la cual estd en equilibrio con su isémero, el dimetil-alil pirofosfato
(DMPP) [Brown and Goldstein, 1980]. Una molécula de IPP se condensa con una
molécula de DMPP a geranil pirofosfato (GPP). GPP se condensa aun mas con
otra molécula de IPP para dar farnesil pirofosfato (FPP) [Case et al., 1995]. Por
altimo, la enzima que requiere NADPH, la escualeno sintetasa cataliza la cabeza a

la cola la condensacién de dos moléculas de FPP, determinando el rendimiento de
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la formacién de escualeno [Fukuchi et al., 2003]. Al igual que la HMGR, la
escualeno sintetasa esta estrechamente asociada con el reticulo endoplasmico, y
en ambos casos un inductor enzimético es la permanente sefial generada por
insulina, la cual es acentuada en estados de resistencia y sindrome metabdlico
[Do et al., 2009]. El escualeno experimenta una ciclizacion de dos etapas para
generar el lanosterol [Charlton-Menys and Durrington, 2007]. La primera reaccion
es catalizada por la escualeno monooxigenasa [Gils et al., 2011]. Esta enzima
utiliza NADPH como cofactor para introducir el oxigeno molecular como epoxido
en el 2,3 posicion de escualeno. A través de una serie de 19 reacciones
adicionales, lanosterol se convierte en colesterol [Bae et al., 1999; Miao et al.,
2002]. El colesterol obtenido de esta via de sintesis puede ser utilizado en tres
grandes rubros metabolicos, 1) como parte de la formacion y secrecion de sales
biliares, 2) como sustrato formador de esteroides y hormonas relacionadas y 3)
como intercambiador entre las lipoproteinas HDL hacia las VLDL, IDL y LDL que
finalmente lo distribuyen a otros tejidos.

Fig. 1.- Relacion de las rutas biosintéticas de lipidos a partir de la saturacion
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Las lipoproteinas son particulas esféricas, las cuales son paquetes circulantes
termodinamicamente estables. El core o nucleo de las particulas contiene lipidos
no polares hidrofébicos, triglicéridos y ésteres de colesterol, y en la superficie
presentan lipidos hidrofilicos, fosfolipidos y colesterol libre, asi como péptidos
llamados apolipoproteinas, en condiciones variables. Las apolipoproteinas
mantienen funciones realmente importantes en el ensamble secrecion y
metabolismo periférico de las particulas lipoproteicas, el higado secreta VLDL la
cuales se encargan del reparto a la periferia de los triglicéridos generados en el
higado, las grandes cantidades de VLDL son convertidas a lipoproteinas de baja
densidad (LDL), las cuales son el mayor transporte de colesterol esterificado hacia
diferentes tejidos. En contraste las HDL (High Density Lipoprotein) tienen como
una de sus primordiales funciones remover el colesterol de los tejidos periféricos y
regresarlo al higado lo que se conoce como transporte reverso del colesterol, y en
el que unas ves en el tejido se le confina a una actividad particular como las antes

mencionadas [Kozlitina et al., 2011; Choi and Ginsberg, 2011].

En el reticulo endoplasmico rugoso (RER) de los hepatocitos y enterocitos
(aunque nos centraremos en el primero), comienza el ensamble de las
lipoproteinas de transporte para redistribuir los lipidos hidrofébicos anteriormente
sintetizados, las VLDL son conformadas por una lipoproteina conocida como
apoB-100, la cual consiste en una proteina de 4,536 a.a. que requiere de un
proceso sincronizado para su maduracién en los compartimentos del RER en
donde las apoB-100 nacientes forman un complejo con la asistencia de la
proteina microsomal transferidora de triglicéridos (MTP), esta proteina aunque no
es una apolipoproteina juega un rol trascendental en el metabolismo de las apoB
[Hussain et al., 2003], ya que existe como un heterodimero a través de un enlace
no covalente con una protein-disulfuro isomerasa que es una proteina residente
del RER [Wetterau et al., 1991] la MTP es homologa con la apoB (20 — 40%,
dependiendo de la especie) lo que sugiere un origen evolutivo en conjunto;
ademas la MTP por dicha homologia une a la apoB a la membrana del RER,
mientras madura y al coadyuva al correcto plegamiento de la apoB, cabe

mencionar que en la resistencia a insulina y el sindrome metabdlico el cual es
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caracterizado por un incremento de VLDL, existe inhibicion del represor de la MTP
por lo que incrementa no solo en concentracion, sino también en actividad, lo que
en conjunto lleva a una mayor sintesis de VLDL ya que las rutas de produccion de
triglicéridos también se encuentran incrementadas [Lin et al., 1995; Allister et al.,
2005; Kamagate and Dong, 2008]. En este sentido, varios factores de
transcripcion positivos para apoB se hallan incrementados dentro de los que se
encuentran los factores nucleares hepaticos (HNF), C/EBP (CCAAT/enhancer
binding protein), y los SREBP1-c, los cuales se hallan incrementados en el
sindrome metabdlico [Shimomura et al., 1998; Oral and Chan, 2010; Garg, 2011].
Cabe mencionar en este punto del ensamble de las VLDL, que existen dos
diferentes tipos de apolipoproteinas, las que son intercambiables y las que no lo
son, las ApoB pertenecen al grupo de las apolipoproteinas no intercambiables, las
qgue si se pueden intercambiar son las apoA, apoC y apoE [Narayanaswami and
Ryan; 2000]. La caracteristica dominante en las apolipoproteinas intercambiables
es su estructura secundaria, estas proteinas contienen 11 — 22 secuencias de a.a.
repetidas que permiten que su plegamiento sea de tipo a-hélices con
caracteristicas anfipaticas, esta propiedad biofisica de fases polares y no polares
orientadas a lo largo del eje de las hélices, permite una estructura organizacional
que se asocia a los lipidos que transportan y a las proteinas plasmaticas de tipo
acuoso. Dentro de este grupo de apolipoproteinas se halla la apoC-lll, la cual es
una glicoproteina de 79 a.a. producida por el higado principalmente y ensamblada
a VLDL y HDL [Jiang et al., 2013]. En plasma la mayor cantidad de apoC-lll esta
fuertemente asociada a la cantidad de triglicéridos, y aunque en el plasma es un
inhibidor de la lipoprotein lipasa (enzima hidrolitica de triglicéridos para su
absorcion tisular), en el RER durante el ensamble de las VLDL coadyuva en el en
resguardo y estimula la secrecion hepatica de las VLDL ricas en triglicéridos
[Sundaram et al., 2010]; ademas estimula la incorporacion de triglicéridos
novosintetizados en compartimentos microsomales y facilita la expansién de las
VLDL, haciendo que estas puedan coexistir como subfracciones de la 1 — 6
[Sundaram et al., 2010]. Esta apolipoproteina es estimulada por los influjos de

glucosa a pesar de la coexistencia de inhibidores transcripcionales, siendo un
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marcador ineludible en el diagndéstico de sindrome metabolico [Caron et al., 2011].
Otra de las apolipoproteinas importantes en el ensamble de las VLDL es la apoE,
esta es una proteina de 299 a.a. inicialmente descrita como una apoproteina
intercambiable que modula el metabolismo lipoproteico por Mahley en 1988, esta
se halla asociada tanto a las VLDL, como a las HDL, aunque el higado no es el
anico lugar de sintesis, también puede ser expresada en el cerebro, bazo,
pulmones, glandulas adrenales, ovario, rifiones y macrofagos, en tres isoformas
distintas [Hauser et al., 2011]. En circulacién su papel es contribuir al aclaramiento
de las lipoproteinas cuando los ligandos especificos fallan (apoB o apo A), sin
embargo en el proceso de ensamble es determinante su papel, ya que favorece la
maduracion de las apoB y el ensamble de las VLDL en los hepatocitos,
favoreciendo su excrecion [Mensenkamp et al., 2001; Gusarova et al., 2007].
Otras apoproteinas pueden ser incluidas en el ensamblaje de las VLDL, apoC-l y
apo C-Il, no son de relevancia en el ensamble de las VLDL y pueden de hecho ser
intercambiadas una vez que se hallan en torrente sanguineo, sin embargo, una
proteina que si es indispensable para la fusion completa de las VLDL, es la
triglicérido hidrolasa 1 (TGHL1), esta enzima que es adicionada en la Gltima porcion
del RER es determinante ya que en el paso de las cisternas del Golgi y después
de glicosilar, fosforilar y acilar a la apoB, la MTP y la TGH1 propician un paso
mediado por hidrolisis de triglicéridos y restos de microsomas del reticulo
endoplasmico liso (REL), hacia las vesiculas secretoras que re-empaquetan en el
trans-Golgi a las VLDL, proporcionando las condiciones de fosfolipidos y colesterol
no esterificado y del cual surgen las VLDL maduras y las cuales son vertidas al

torrente circulatorio [Gibbons, 1990].
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Fig. 2.- Sintesis y secrecion de VLDL.
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Fig. 2.- Sintesis y secrecion de VLDL. Tomado y modificado de . Zhenghui Gordon Jiang, Simon C. Robson,
Zemin Yao. Lipoprotein metabolism in nonalcoholic fatty liver disease. The Journal of Biomedical Research,
2013, 27(1):1-13.

Otra lipoproteina importante en la homeostasis de los triglicéridos y el colesterol es
la HDL, esta es sintetizada en el intestino e higado, siendo en este ultimo la fuente
de mayor produccion y vertimiento a nivel circulante. En general las HDL son
formadas y secretadas como particulas discoidales constituidas por una bicapa de
fosfolipidos y colesterol libre 0 no esterificado. Su mayor apolipoproteina es la
apoA-l, que actia como cofactor para la lecitin-colesterol-acil transferasa (LCAT),
la cual también se produce en el higado y cataliza la transferencia de un acido
graso proveniente de una lecitina al colesterol libre para producir esteres de
colesterol. Por lo que, las HDL pueden adquirir colesterol libre de los tejidos
periféricos, el cual es esterificado y conducido al core de la molécula modificando
su forma primaria helicoidal para convertirse en formas esféricas circulantes de
tamafo variable (8 — 10 nm) y de densidad variable 1.063-1.21 g/mL, asi como en

las VLDL coexisten subclases, las HDL también las presentan, las mas frecuentes
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las subclases 2 y 3 dentro de las cuales HDL3c son de 7.2—7.8 nm de diametro;
HDL3b, 7.8-8.2 nm; HDL3a, 8.2-8.8 nm; HDL2a, 8.8.— 9.7 nm; and HDL2b, 9.7—
12.0 nm. [Kontush et al., 2003, 2015; 2012; Chantepie et al., 2012].

Las proteinas que componen a las HDL pueden dividirse en algunos grupos
principales los cuales incluyen apolipoproteinas, enzimas, proteinas transferidoras
de lipidos, proteinas de respuesta de fase aguda, componentes del complemento,
inhibidor de proteinasas, dando un total de mas de 80 proteinas acopladas a las
HDL [Heinecke, 2009; Davidsson, 2010; Shah, 2013]. A pesar de contener o
transportar a todas estas proteinas, el estudio de las HDL es generalmente
centrado al estudio de las apolipoproteinas; la mas importante de ellas es la apoA-
| tanto estructuralmente como funcionalmente, correspondiendo al 70% del total de
proteinas presentes en las HDL [Asztalos and Schaefer 2003a, b; Schaefer et al.,
2010]. La funcién principal de la apoA-l es interaccionar y activar los receptores
celulares de LCAT, con lo cual se expresa la actividad anti-aterogénica de las
HDL. La apoA-I presenta la clésica caracteristica anfipatica y contiene 8 dominios
de a-hélices con estas caracteristicas de 22 a.a. y dos repeticiones de 11 a.a
también le dan la ambivalencia acuosa y ademas le dan propiedades tipo
detergente, sin ser fija ya que se ha encontrado incluso en quilomicrones y VLDL.
La apoA-ll es la segunda proteina mas abundante (15 — 20%), esta es mas
hidrofobica que la apoA-Il, circula como un homodimero compuesto por dos
cadenas polipeptidicas idénticas conectadas por un puente disulfuro en la posicion
6. La apoA-Il sirve como ancla para otras apolipoproteinas ricas en cisteinas y le
confiere estabilidad a las HDL [Shimano, 2009; Puppione et al. 2010]. La apoA-IV,
es una glicoproteina que posee la mayor caracteristica hidrofilica por lo que se
puede intercambiar facilmente a otras lipoproteinas, aunque también puede
coexistir libre en circulacion, esta apoproteina contiene 13 ciclos repeticiones de
22 a.a. nueve de las cuales son a-hélices con caracteristicas anfipaticas y pueden
servir como union entre dominios lipidicos, esta es Unicamente sintetizada en el
intestino, por lo que viaja en quilomicrones. ApoC-I por su parte es sintetizada en
el higado, es una de las que une fuertemente a los acidos grasos libres y

moléculas de tipo catidnico, ademas de ser la que activa a LCAT e inhibe a la

33 |



lipasa hepatica y a la CETP. ApoC-IlI también unida a las HDL es una activadora
de lipasas de triglicéridos como la lipoprotein lipasa (LPL). ApoC-Illl, por el
contrario en un inhibidor natural de LPL y lipasa hepatica disminuyendo la
recaptura de quilomicrones en el higado e [Allan and Taylor 1996; Kim et al. 2008].
La apo D por su parte, es una glicoproteina asociada a fuertemente a HDL,
aunque en muchos tejidos es expresada (primordialmente, higado e intestino).
Aunque la apo D no posee la estructura tipica de las apolipoproteinas ya que
pertenece a la familia de las lipocainas las cuales incluyen a las proteinas fijadores
de retinol, lactoglobulina y uteroglobulina. Las lipocainas son pequefias proteinas
transferidoras de lipidos con una limitada secuencia de aminoacidos idéntica pero
con una estructura terciaria en comun conservada un pliegue de barril beta el cual
funciona como ligando hidrofébico con alta afinidad por acido araquidénico. Las
apoD forman un heterodimero con las apoA-Il y sirven como fuente de anclaje de
la LCAT [Rassart et al., 2000]. Las apoE es clave en las estructura de las HDL al
ser un componente glicoproteico que sirve como ligando con los receptores
apoB/apoE y asegura la union a glicosaminoglicanos de la superficie celular de
lipoproteinas. De manera similar, la apoA-Il, apoE contiene 8 repeticiones de a-
hélices con caracteristicas anfipaticas y condiciones de detergente hacia
fosfolipidos [Lund-Katz and Phillips, 2010]. Una proteina que limita el paso de la
transferencia lipidica es la apoF la cual inhibe a la CETP [Lagor et al. 2009]. apoH,
se une a varios tipos de moléculas cargadas negativamente y previene activacion
de la cascada intrinseca de la coagulacion, ya que actla como carrofiera de
fosfolipidos de membranas celulares dafiadas, asi que también posee
caracteristicas de anti-agregante plaquetario, conjuntamente con apoJ puede
mediar la eliminacion de células en apoptosis [de Silva et al., 1990a, b]. Apol-L son
apolipoproteinas encargadas de regular apoptosis de forma intracelular
[Zhaorigetu et al., 2008]. apoM es el regulador del péptido sefial que determina la
secrecion de las HDL, aunque también ha mostrado union a esfingosina-1
fosfatasa, importante en el ensamble de las HDL [Axler et al., 2008; Christoffersen
et al., 2008; Dahlback and Nielsen, 2009; Christoffersen et al., 2011].
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La sintesis de las HDL comienza con la estimulacion de las proteinas reguladoras
de eflujo de colesterol codificadas en el gen ABCAL, las proteinas reguladoras que
emergen de la decodificacion genética se conocen como ABCALl cassette
transportador A1 de union a ATP, que sirven como ancla para las apolipoproteinas
antes enmarcadas logrando el ensamblaje de la lipidacion en las apolipoproteinas,
es decir, se unen de manera primaria a los fosfolipidos y regulan el crecimiento
gradual [Yokoyama, 2006]. Conjuntamente a esta sefial de generacion proteica, la
estimulacién o inhibicion de PKC modula el contenido de colesterol en las HDL, ya
qgue el colesterol compartamentado en lipoproteinas usado para la esterificacion
del acil-CoA por la colesterol aciltransferasa (ACAT) decrecen reciprocamente
respecto del incremento en el contenido de colesterol en las HDL [Li and
Yokoyama, 1995; Li et al., 1997].

La apoA-l que es una proteina de 28 kD y 243 a.a., también se une al cassette
ABCA1l y es el “switch” de la LCAT, dando como resultado la conversion discoidal
a esférica de las HDL [Frank and Marcel, 2000]. Tanto ABCA1 como apoA-I, se
afectan mutuamente en cuanto al eflujo de lipidos, en el paso limitante en el
aparato de Golgi, en este punto también cabe resaltar que debe haber una
regulacion fina de la expresion de caveolina 1, la cual coopera en la regulacién del
eflujo del colesterol [Lin et al., 2007]; aunque es claro que el eflujo via ABCAL no
es esencial para la formacién de las particulas pre- de HDL, sin embargo, estas
pre-B son el mejor sustrato para las ABCA1 con lo que pueden llenar
conjuntamente el contenido de fosfolipidos y colesterol, formando las HDL
discoidales [Arakawa et al., 2000]. En este punto existe la agregacion de la LCAT
a las HDL nacientes, esta enzima de 416 a.a. no solo funciona en el plasma para
formar la mayoria de los esteres de colesterol, por la transferencia de un acido
graso de la lecitina (fosfatidilcolina) al grupo 3-hidroxil del colesterol por
mecanismos facilitados por las proteinas de las familias ABC’s y SRBI, sino que
también funciona como la principal enzima que participa en el intercambio de las
HDL con las células de la periferia en el intercambio reverso del colesterol, asi que
con esta accién protege de la formacion de ateromas. La enzima es activada

mayormente por la apoA-l, aunque también puede ser activada por las apoA-IV,

35 |



apoC-l y apoE [Jonas et al., 1991; Steinmetz et al., 1985]. En este punto existe
una actividad concertada entre la LCAT y la LPL (que hidroliza el core de las
VLDL) y proporcionan mayor cantidad de fosfolipidos lo cual incrementa el tamafio
de las HDL transformando de a-3 a a-2 HDL, pero ademas es una sefal para la
adicion de apoA-Il. El siguiente punto critico es el eflujo de colesterol libre, el cual
es regulado por la expresion de las ABCG1, proteinas que tienen la habilidad de
enriquecer el pool de colesterol de la membrana, por lo que dicho incremento
conlleva a un mayor flujo de fosfolipidos a la superficie de la HDL en formacion
(generalmente, HDL3), las proteinas ABCG1 cobran relevancia en el crecimiento
de las HDL [Kennedy et al., 2000; Klucken et al., 2000; Sankaranarayanan et al.,
2009]. El ultimo paso determinante en la formacion de las HDL es la agregacion de
la CETP, la cual regula el intercambio de colesterol esterificado a las VLDL y en su
lugar se ganan triglicéridos (aunque cabe mencionar que no de forma
estequiométrica), y como resultado se pueden formar HDL pequefias y
enriquecidas con triglicéridos, las cuales son el mejor sustrato para la lipasa
hepatica (HL). La CETP puede mediar tanto el transporte de CE como de
triglicéridos y en menor medida el de fosfolipidos. Posteriormente es secretada por

via caveolinas a torrente circulatorio [Kingwell et al., 2014].

Cuando los niveles de VLDL son elevados, la CETP media la transferencia del
core lipidico de las HDL a las VLDL, lo cual excede el transporte de triglicéridos de
las VLDL a HDL, generando un incremento de colesterol esterificado en las VLDL
y una gran cantidad de triglicéridos en las HDL haciéndolas estructuralmente
labiles, por lo que las HDL deben perder tamafio para ganar estabilidad,

haciéndolas mas susceptibles a presentar aclaramiento renal [Rye et al., 1997].
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Fig. 3.- Regulacion de las HDL, del anabolismo al catabolismo.
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Fig. 3.- Regulacion de las HDL, del anabolismo al catabolismo. Tomado y modificado (hay que cambiarlo
al espafiol) de Kingwell et al., HDL-targeted therapies: progress, failures and future. Nature Reviews Drug
Discovery 13, 445-464.

De manera natural, un incremento en el consumo de carbohidratos estimula como
ya se ha explicado una mayor sintesis de acidos grasos, los cuales al seguir la via
secretoria en forma de triacilgliceroles, son eliminados del tejido hepatico en forma
de VLDL, estas VLDL son hidrolizadas por la LPL en diferentes tejidos lo que
provoca la liberacién de acidos grasos; los principales tejidos que llevan a cabo
estas acciones son el tejido adiposo que lo utiliza para su resguardo y el tejido
muscular que lo utiliza para la obtencion de energia [Holvoet et al., 2008]. La LPL
se halla unida a los lechos capilares del endotelio de diferentes tejidos,
primordialmente requiere de apoC-ll como cofactor para ser activada y finalmente

son extraidas cantidades limitadas segun el consumo celular de triglicéridos, para
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parar la hidrdlisis apoC-Ill juega un rol de suma importancia; una vez eliminados
triglicéridos de las VLDL estas se conocen como IDL (del inglés, Intermediate
density Lipoproteins), estas al seguir su trayecto en circulacibn contindan
perdiendo triglicéridos y ganado CE donado por las HDL, hasta convertirse en
LDL, las cuales son tomadas en diversos tejidos (primordialmente higado),

mediante el receptor de LDLR y catabolizadas.

En estado de Rl y SM, el rol de las VLDL es transportar el exceso de energia en
forma de triglicéridos fuera del higado, por lo que la produccion de los mismos en
aparente control glicémico es una sefial de hiperconsumo calorico, ya que el
ensamble y secrecion de las VLDL es un proceso sustrato dependiente que es
finamente regulado por la capacidad de sintesis de triglicéridos hepaticos [Fisher
and Gisnberg, 2002; Fisher et al., 2001, Olofsson et al., 2000]. La sintesis hepéatica
de triglicéridos es dependiente de la reabsorcibn de acidos grasos unidos a
albumina; recaptura de VLDL y quilomicrones e hidrolisis subsiguiente del centro
de triglicéridos, y de la tasa de lipogénesis de novo. En este sentido, la recaptura
de acidos grasos por el higado puede estimular la ruta de sefiales de sintesis para
las VLDL [Zang et al., 2004]. En este momento es de suma importancia considerar
la sefalizacion de insulina en la secrecion central regulada por el flujo de
nutrientes, el cual llega al higado y que en estados de resistencia a insulina pierde
la coordinacién de sefiales reguladores sobre el flujo de acidos grasos hacia el
higado, la novo sintesis lipidica, asi como la tasa de oxidacion hepética y la
sintesis de proteina transferidora de triglicéridos microsomal, todos ellos
favorecidos en estados de sindrome metabdlico. Asi mismo, se producen dos
alteraciones esenciales: la disminucion en la captacion de glucosa e incremento
en la absorcion y metabolismo de AGL por el musculo, ademas de la pérdida en la
supresion para la liberacion de AGL y glicerol desde los adipocitos [Lelliot and
Vidal Puig, 2004]. También es importante considerar que de manera normal, la
insulina estimula la actividad LPL por incremento de en la produccion en la
proteina y de los niveles de su mensajero, sin embargo, cuando existe RI la
actividad de la LPL disminuye en musculo esquelético, lo que sugiere un defecto

en su regulacion y consecutivamente presenta una cascada de anormalidades,
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resultando en una disminuciéon del aclaramiento de las VLDL [Miyashita, 2002].
Ademas, el aumento de AGL en suero conlleva al higado a sintetizar fracciones
mas grandes de VLDL que son vertidas al plasma; las fracciones de VLDL 3, 4,5y
6 tardan mayor tiempo en ser eliminadas de plasma lo que fomenta el incremento
de la fraccion LDL; [Boden, 2003]. Otro aspecto a considerar en el incremento de
las LDL, es que la accidon disminuida de insulina en diversos tejidos repercute
tanto en los receptores LDLR como en los LRP, y teGricamente pueden contribuir
al incremento de lipemia postprandial caracteristica del sindrome metabdlico, asi
mismo se pueden dar fendmenos de saturacion funcional de ambos receptores
[Routolo and Howard, 2002]. Como ya se ha mencionado, los estados de insulino
resistencia incrementan la concentracion y retardan la depuracion de las VLDL
induciendo un incremento en el intercambio entre ésteres de colesterol en LDL y
triglicéridos en las VLDL, mediado por CETP. Este intercambio promueve
particulas de LDL enriquecidas en triglicéridos, las cuales son lipolizadas por HL,
generando particulas pequefias y densas de LDL. Las actividades de HL y CETP
se hallan incrementadas en el SM, este proceso es altamente aterogénico, ya que
las LDL cortas y densas también son susceptibles de oxidacién y glicacién en
presencia de concentraciones elevadas de glucosa circulante, lo cual puede
conducir a un incremento en la produccion de anticuerpos contra apoB-100
modificadas, formando inmunocomplejos. Todas estas modificaciones pueden
resultar en un decremento de LDLR [Lund-Katz et al., 1998]. Las LDL modificadas
son preferencialmente adquiridas por los receptores carrofieros en los
macréfagos, aumentando la tasa de consumo normal y lo que puede conducir a
problemas aterosclerdticos. La relacion del incremento de LDL plasmaticas, sobre
todo de las subclases cortas, densas y oxidadas, asi como el incremento de
insulina circulante es una medida inequivoca de insulinorresistencia, que se ha
demostrado en diversas poblaciones, asi como la disminucion de HDL. Existen
varias situaciones por las cuales pueden disminuir las HDL en estados de insulino
resistencia y sindrome metabdlico. El mas aceptado es la formacién de particulas
pequefias y densas de LDL que conllevan a la formacién de particulas pequefias y

densas de HDL que como ya se ha explicado son mas inestables y depurables en
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rinon, por lo que el regreso de las diferentes apolipoproteinas que las conforman a
higado es limitado y disminuye la sintesis paulatinamente, ya que la diferentes
lipoproteinas circulantes se convierten todas ellas en lipoproteinas ricas en
triglicéridos (TRL). La mayoria de los estudios presenta datos de una correlacion
inversa entre concentraciones de VLDL y HDL, por disminucion de transferencia
de apolipoproteinas y fosfolipidos de las TRL a los compartimentos de HDL.
Adicionalmente, la depuracion retardada de TRL facilita el intercambio mediado
por CETP entre colesterol esterificado en las HDL vy triglicéridos de las VLDL, el
incremento de la actividad de HL en estados de insulino-resistencia, produce
pequefias particulas de HDL, de las cuales es favorecido su aclaramiento, que es
observado en pacientes pobremente controlados con diabetes mellitus tipo 2,
conjuntamente a esto se ha observado un incremento en la glicacion de la mayoria
de las apolipoproteinas presentes en las HDL, como lo es la apoA-I; evidencia
también mostrada por la reaccion de fructosamina que se hallé incrementada en
todas las cepas analizadas en el presente estudio [Routolo and Howard, 2002].
Finalmente, la insulina puede tener efectos directos sobre la produccion de la
apoA-l, incluso en la secrecién de las HDL nacientes, ya que las subclases
desfavorecidas en la insulino resistencia son las HDL, y se secretan las HDL
pequefias (HDL3), por lo que el contenido de apoA-I es menor y su actividad anti-

aterogénica es correspondiente [van’t Hooft et al., 2001].

Por otro lado, Los AGL también intervienen en el fenébmeno de insulino-resistencia
tanto a nivel periférico (muscular) como en el higado. Asimismo se vincula a la
elevacion de los AGL con otros factores de riesgo cardiovascular, como las
dislipidemias, la hipertension arterial y la hiperuricemia. En la actualidad también
se les relaciona con la declinacion funcional de las células . En los ultimos afios,
el criterio de que existe un fallo en la supresion de la lipdlisis y que
fisiol6gicamente deberia producirse por actividad de la insulina es cada vez mas
claro. Se ha encontrado una estrecha relacion entre la elevacion de los AGL
plasmaticos, el aumento en el musculo de las grasas intramiofibrilares y la
insulino-resistencia. Bajo el concepto de que la anormalidad de los acidos grasos

libres (AGL) es la causa en la etiopatogenia del SM e IR, bajo el hecho de que el
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“ciclo glucosa-acidos grasos" une a los metabolismos glucido y lipidico. Se ha
estimado que estas rutas anabdlicas y catabdlicas estan ubicadas en el centro de
la regulacién del uso energético corporal, ya que el aumento en la oxidacion de las
grasas en ayunas (que se acompafia de un bajo nivel de insulina) sirve para
aportar energia, pero ademas para disminuir la captaciéon de glucosa por el
musculo y preservar asi los niveles de la glucemia, especialmente para proveer de
energia al cerebro. En cambio, cuando se absorben nutrientes, la insulina se eleva
y estimula el depdsito de glucosa en el glucogeno e inhibe la lipélisis, promoviendo
el deposito de fuentes de energia por carbohidratos y no por lipidos [Randle et al.,
1963].

Se ha demostrado que la elevacion aguda de los AGL y su flujo hacia el musculo
frenan la utilizacion de glucosa estimulada por insulina, pues hay competicion de
sustratos energéticos entre el carbohidrato y los AGL. Tanto en pacientes
delgados como obesos, se ha mostrado que cuando se dan estas condiciones
existe falla en la actividad antilipolitica de la insulina en adipocitos, sobre todo en
enzimas como lipasa sensible a hormona (HSL), dando como resultado
alteraciones con grado variable agravadas por los disturbios en los AGL [Bays et
al., 2004; Reaven, 1995]. Los AGL contribuyen a la acumulacion ectépica en
musculo e higado como una constante que causa lipotoxicidad y alteraciones de la
actividad de las células B pancreaticas [DeFronzo, 2004]. Desde el punto de vista
metabdlico las dislipidemias se hallan asociadas a desordenes de transporte y
manejo celular, esencialmente la sobre ingesta calérica y la disminucion en la
guema energética condicionan dicha descompensacion evidenciada
hormonalmente por desregulaciones de insulina y leptina, la ruptura en la
comunicaciéon hormonal conlleva a la perdida de la homeostasis celular, lo que
provoca un “metabolismo viciado”, mayor consumo caldrico, mayor desorden
metabdlico, mayor resistencia a hormonas con hipersecrecion de las mismas, lo
que condiciona a tener una mayor cantidad de lipidos circulantes [Unger y Orci,
2001].
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1.10 DINAMICA BIOQUIMICA EN EL TEJIDO ADIPOSO

El tejido adiposo visceral presenta una ubicacion perimetral a los 6rganos de la
cavidad abdominal, al tejido adiposo visceral se le subdivide en omental y
mesentérico el cual se ha descrito que metabdlicamente es mas activo que el
tejido adiposo subcutaneo en relacion a los procesos de lipogénesis y de lipdlisis
[Kershaw and Flier, 2004]. Debido a su ubicacion y distribucion, se encuentra en
contacto con los tejidos metabdlicamente activos mas importantes del cuerpo,
ademas, su vascularidad esta sujeta a irrigacion portal, con lo cual los acidos
grasos liberados llegan facilmente al higado, constituyendo asi un aporte directo
de energia para el metabolismo general. Diversos estudios indican el papel
decisivo que juega la liberacion incrementada y desregulada de &cidos grasos
desde el tejido adiposo visceral a nivel sistémico, promoviendo el desarrollo de
insulinorresistencia hepatica, hiperinsulinemia, asociandose a su vez con la mayor
prevalencia de patologias cardiovasculares, dislipidemias, disglicemias e
hipertension arterial [Bakker et al., 2004].

El proceso de liberacion en el adipocito, involucra a la lipdlisis, un proceso durante
el cual los triglicéridos almacenados se hidrolizan hasta glicerol y acidos grasos,
efecto dirigido y limitado por lipasa hormona sensible (HSL). Esta enzima se
encarga de catalizar la hidrélisis a triacilglicéridos a monoacilglicéridos, para que
posteriormente la enzima monoacilglicerol lipasa produzca el ultimo acido graso
libre. La HSL se encuentra regulada por una cinasa dependiente de adenosi-
monofosfato ciclico (AMPc), razén por la que, todos los agentes que estimulen a la
enzima adenilato-cinasa y aumenten la formacién de AMPc, estimulan la lipdlisis.

Aungue no es la Unica via de inducir lipdlisis en el tejido adiposo [Langin, 2006].

La hidrolisis de los triglicéridos resguardos en las células grasas (en una gota de
lipidos fuertemente resguardada), su rompimiento es un fendmeno complejo. Un
mol de triglicéridos se rompen de forma gradual en diglicéridos y monoglicéridos,
hasta genera 3 moles de AGL y mol de glicerol. Se ha observado que este
fendmeno es llevado a cabo por la HSL, el primer paso a diglicéridos es 10 veces
mas lento el paso a monoglicéridos. La HSL es también responsable de la
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hidrolisis del colesterol y ésteres retinoicos, y aunque los modelos in vitro, han
mostrado que la HSL tiene la capacidad de hidrolizar monoglicéridos, in vivo, esta
actividad es casi exclusiva de la lipasa de monoglicéridos [Reis et al., 2008]. La
activacion de la HSL por su parte requiere la fosforilacion de la protrein cinasa A
(PKA), a través de modulaciéon de catecolaminas e insulina que regulan la cantidad
de AMPc [Tholon et al.,, 2002]. La fosforilacion de PKA inducida por las vias
adrenérgicas, resulta en la fosforilacion de HSL y su translocacion a las vesiculas
resguardadoras de lipidos en donde comienza la lipdlisis. A pesar de que la HSL
es tradicionalmente contemplada como la enzima hidrolitica por excelencia se han
encontrado otras enzimas capaces de promover la hidrdlisis de triglicéridos en el
adipocito. En los ultimos afios, las nuevas lipasas del tejido adiposo han sido
identificadas y caracterizadas. Todas son esterasas de serina que albergan un
elemento estructural comun de tipo plegable como la alfa/beta-hidrolasa, y una
triada catalitica conservada que se compone de el motivo pentapeptidico GXSXG,
asi como un aspartato o glutamato activa (D/E)GG tripéptido con una histidina
activa (H). Estudios para determinar la contribucién relativa de cada enzima para
la lipdlisis de los adipocitos estan en curso [Duncan et al., 2007]. Una de estas
enzimas es la desnutrina una proteina de 54 kD que presenta el dominio
pentapeptidico GXSXG conservando la serina caracteristica de las alfa/beta
hidrolasas, ademas conserva un aspartato que aparece en el motivo DX(G/A), y
una region rica en glicinas [Villena et al., 2004], esta proteina también ha sido
llamada lipasa adipocitaria de triglicéridos (ATGL). La regulacién nutrimental de
ATGL es soportada por el hecho de que esta enzima moviliza resguardos de
triglicéridos en respuesta a una demanda energética incrementada, indicando
alteracion en la regulacion de lipdlisis la cual no es compensada por otras lipasas
[Zimmermann et al., 2003]. Otras enzimas capaces de lograr la hidrolisis de
triglicéridos son las triacilglicerol hidrolasas (TGH); [Birner-Gruenberger et al.,
2005], esta es una proteina de 60 kD conocida por su actividad de lipasa
microsomal que contiene la triada catalitica y un sitio activo de serina, localizado
en el motivo GXSXG [Lehner and Vance, 1999]. La TGH muestra actividad sobre

triglicéridos de cadena larga, mediana y corta, y también se han mostrado
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actividad hidrolitica sobre ésteres neutrales de colesteril [Natarajan et al., 1996],
pero no presenta actividad de fosfolipasa o actividad de acil-CoA tioesterasa
[Lehner y Vance, 1997]. Adiponutrina es otra enzima de 45 kDa que contiene un
dominio patatina que es altamente expresado en proteinas del tejido adiposo
[Baulande et al.,, 2001]. Esta enzima mantiene una alta homologia con la
secuencia de desnutrina, incluyendo la serina en la posicion GXSXG y un motivo
sitio activo de DGG. En contraste a la desnutrina, la sobreexpresion de
adiponutrina no afecta la hidrdlisis de triglicéridos [Lake et al., 2005], lo que
sugiere que la proteina puede poseer actividades principales diferentes a la
hidrélisis, como por ejemplo la actividad de aciltransferasa [Jenkins et al., 2004],
por lo que se considera que su papel es mas importante en el anabolismo que en
el catabolismo. Por ultimo, se han podido reconocer otras lipasas de triglicéridos
reconocidas como GS2 y enzimas relacionadas, las cuales han mostrado actividad
de triolein hidrolasas [Jenkins et al., 2004; Lake et al., 2005].

Todas estas enzimas hidroliticas se enfrentan a un grupo proteico que limitan la
gota lipidica, estas son las perlipinas, las cuales proveen una barrera que restringe
el acceso a la lipasas de triglicéridos [Brasaemble, et al., 2000]. Los estimulos
mediados por la fosforilacion de PKA y la cinasa de AMPc generan en seis sitios
diferentes fosforilaciones secundarias. La isoforma A de perlipina es altamente
regulada por estimulos lipoliticos que actian a través de rutas del receptor beta
adrenérgico/adenilato ciclasa [Souza et al., 2002; Sztalryd et al., 2003; Tansey et
al. 2004]; la perlipina A también puede influenciar la lipdlisis por la regulacién en la
distribucion y arquitectura de las gotas lipidicas dentro de los adipocitos, evitando
la dispersion, esta es prevenida, por una expresién estable de perlipina A
permanece sin ser fosforilada en 6 diferentes sitios potenciales caracteristicos de
serinas [Marcinkiewicz et al., 2006]. La activacién de perlipina A, mediada por la
fosforilacion de PKA, puede incrementar la lipdlisis por el aumento del area de
superficie de gotas lipidicas neutrales accesibles para las lipasas, esto es
secundario a la fosforilacion en las serinas [Moore et al., 2005]. Otras proteinas
gue son determinantes en los eventos lipoliticos son las proteinas de union a

acidos grasos del tejido adiposo (aFABP/ALBP/aP2), estas son miembros de las
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proteinas citosodlicas de union a lipidos que acarrean &cidos grasos y acido
retinoico en adipocitos [Matarese and Bernlohr, 1988]. Las tasas méaximas de
lipdlisis requieren la remocion de &acidos grasos de los adipocitos en pro de
prevenir la acumulacion de productos de reacciéon y el correspondiente feedback
de inhibicion de lipasas. La aFABP/ALBP/aP2 se ha postulado que actia como
una chaperona molecular que facilita el movimiento de los acidos grasos fuera de
los adipocitos, acto seguido de su liberacion de los resguardos de triacilgliceroles

por lipasas [Coe et al., 1999].

Otra proteina asociada a la gota lipidica es la caveolina-1 [Robenek et al., 2004],
esta es regulada por el AMP ciclico, ya que la transduccion de las sefales
mediadas por este regulan los efectos de caveolina 1 en la lipdlisis [Razani et al.,
1999]. La caveolina 1 se ha demostrado en directa interaccion con las
subunidades cataliticas de PKA para inhibir las sefiales dependientes de AMPc en
vivo, lo que demuestra que la caveolina-1 puede facilitar la fosforilacion mediada

por PKA sobre la perlipina contribuyendo a la lipolisis [Cohen et al., 2004].

El fenotipo tipo obesidad que se crea a partir del consumo de la dieta hipercalérica
incrementa la lipolisis basal, pero con un decremento en la estimulacion por
catecolaminas [Reynisdottir et al., 1995; Klannemark et al., 1999]. Adicionalmente,
la alteracién en la sensibilidad a insulina en adipocitos causa cambios en la
sefalizacion, los cuales incluyen una potenciacion del estatus lipolitico. Los
cambios en dicha sefializacion incluyen disminucién de los supresores lipoliticos,
generalmente dados en tejido adiposo visceral; estos eventos también influyen
directamente en la regulacion de la homeostasis de la glucosa [Albu el al., 1999;
Howard et al., 1984]. Conjuntamente, se ha reportado que la leptina una hormona
secretada por adipocitos, la cual estimula la lipélisis en tejido adiposo.
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Fig.4.- Regulacion de la lipdlisis en el tejido adiposo blanco.
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Fig.4.- Regulacion de la lip6lisis en el tejido adiposo blanco. Tomado y modificado (hay que cambiarlo al
espafiol) de Duncan et al., Regulation of Lipolysis in Adipocytes. Annu Rev Nutr. 2007; 27: 79-101

1.11 CONSECUENCIAS DE DESBALANCE METABOLICO Y RESISTENCIA A
INSULINA

La glucosa alterada en ayunas (IFG, por sus siglas en inglés) fue definida por la
Asociacion Americana de Diabetes como un punto intermediario entre la
clasificacion de sujetos con niveles normales de glucosa y sujetos con diabetes
[ADA, 1997]. La prevalencia de IGT e IFG varia considerablemente de acuerdo a
los grupos étnicos (razas o cepas en el caso del presente estudio). También es
diferente entre edades y sexos; la prevalencia de ambos desordenes metabdlicos
incrementa conforme avanza la edad. IGT es mas frecuente en mujeres que en
varones aunque la mayoria de las publicaciones se basa en concentraciones de
entre 110 — 126 mg/dL, a partir del aflo 2013, esta caracteristica disminuyo a
rangos de ente 100 — 126 mg/dL [ADA, 2004]. En la mayoria de los estudios en

modelos animales y en humanos la IFG se caracteriza por severa insulino
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resistencia que a largo plazo desarrollan diabetes. En ambos casos la IFG y la IGT
se presentan con caracteristicas heterogéneas en cuanto a la clinica de los
pacientes, e incluso con alteraciones metabdlicas variables, sin embargo, hay
rasgos caracteristicos de complicaciones cardiovasculares en los sujetos de
estudio, por lo que la IFG y la IGT se han considerado como predictores de alto
riesgo para el desarrollo de estas patologias, ya que presentan fuerte asociacion
con hipertension e hipertrigliceridemia progresiva, asi como con disminucion de las
lipoproteinas HDL [Davies et al., 2000; Hetdgaard et al., 2004; Blake et al., 2004].
Caracteristicamente, la IFG muestra alteraciones en ayuno de la glucosa, sin
embargo al dar un carga de 759 de glucosa anhidra en 10 Oz, esta no es diferente
de un sujeto normotolerante e incluso pueden observarse concentraciones de
glucosa por debajo de los 140 mg/dL dentro de los primeros 30 — 60 min, y a los
120 min se hallan valores de glucosa por debajo de la concentracién de partida,
por lo que es establecido que este grupo de pacientes presenta una marcada
resistencia hepatica a la insulina, pero condiciones de normales a incrementados
en la sensibilidad muscular a la hormona. Lo cual es justificado ya que los
pacientes con IFG decrecen en la secrecioén insulinica de primera fase 0 — 10 min,
también de fase temprana antes de los 30 min y una secrecién normal en la
segunda fase de 60 — 120 min. La combinacién de la resistencia a insulina
hepatica primordialmente, con el defecto en la secrecidén de la hormona, resulta en
un exceso de la produccion de glucosa hepatica (gluconeogénicos, glucogénicos y
gluconenoliticos), y por lo tanto este tipo de defectos pseudo-hiperglicémicos. La
respuesta muscular normal a insulina compensa los defectos hepéticos [Nathan et
al., 2007].

1.12 RESISTENCIA A INSULINA Y SINDROME METABOLICO

El exceso de tejido adiposo esta asociado a disturbios metabdlicos y
enfermedades como el sindrome metabdlico. Paraddjicamente, el tejido adiposo
“alterado” se manifiesta de una manera similar al “normal”, sin embargo existen
profundas alteraciones tanto en la sefializacion como en el metabolismo [Rask-

Madsen and Khan, 2012]. Aunque los trastornos lipodistroficos representan una
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variedad de estados fisiopatologicos subyacentes, en los que convergen
complicaciones metabdlicas asociadas en comun a obesidad como: sindrome
metabdlico, resistencia a insulina, complicaciones cardiovasculares, alteraciones
pancreaticas, inflamacion, etc. La comprension de la fisiopatologia de estas
alteraciones en pacientes y modelos paralelos como lo es la lipodistrofia de
animales, apunta hacia el concepto de una masa de tejido adiposo que “cumple”
con las necesidades de energia del organismo, pero que ademas resguarda de
manera abundante los principales componentes que son triglicéridos [Bliher et al.,
2002]. El exceso de grasa abdominal, en particular de la perivisceral o
intraabdominal de alto dinamismo (o sea con intensa lipdlisis) produce una plétora
de AGL que llega al higado via porta. Cuando hay sobrecarga hepética de AGL
ocurren tres fendbmenos principales: aumenta la produccion de VLDL cargadas de
triglicéridos y de apolipoproteina B (aterogénicas); se incrementa la
gluconeogénesis hepética, y disminuye fuertemente la capacidad de aclaramiento
de la insulina, que llega también por via porta. Todos estos fendmenos que ya se
han ido describiendo, generan estados hipertroficos (ganancia en el tamafio del
adiposito) e hiperplasicos (incremento en el numero de células adipocitarias [Arner
et al., 2010]. Aunque esta bien establecido que aumenta el promedio el volumen
de las células grasas con el aumento de la masa grasa corporal, hay una gran
variacion interindividual en el tamafio de las células grasas, independientemente
de la cantidad absoluta de tejido adiposo. Las personas obesas pueden tener
muchas células de grasa mas pequefios (es decir, hiperplasia) 0 menos, pero mas
grande, los adipocitos (es decir, hipertrofia) [Krotkiewski et al., 1975]. En este
sentido se considera que la grasa visceral es la mas diabetogénica ya que evoca
una gran cantidad de sefales inflamatorias, niveles incrementados de proteina C
reactiva, TNF-a e IL-6 se han encontrado incrementados en modelos animales y
humanos con obesidad central, la cual al ser eliminada mediante dietas, ejercicio o
diferentes administraciones farmacéuticas, mejora la resistencia a insulina,
hipertension arterial y disglucemias asociadas [Trayhurn and Wood, 2005]. En
adultos y jévenes con sobre peso estos mismos factores inflamatorios han sido

detectados, y al eliminar el estimulo del sobre peso, también muestran mejoras
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importantes, sobre todo en los niveles de proteina C reactiva e IL-6 [Florez et al.,
2006].

El TNF-a de tejido adiposo produce una serie de otras adipocinas con efectos bien
descritos en el metabolismo y la inflamacion. La resistina, adiponectina, leptina, y
guimiotactica de monocitos proteina-1 (MCP-1) se encuentran entre un grupo de
proteinas secretadas a partir de tejido adiposo con funciones inmunomoduladoras
[Yu and Ginsberg, 2005]. La produccién y secrecion de estas adipoquinas se
alteran durante la obesidad, lo que resulta en un perfil de secrecién proinflamatoria
0 mas aterogénico. De hecho, mientras que la secrecion de MCP-1, resistina, y
otras citocinas proinflamatorias se incrementa por la obesidad, la secrecion de la
adiponectina adiposo proteina anti-inflamatorio se reduce [Kadowaki and
Yamauchi, 2005]. Aunque el aumento de los depodsitos de grasa visceral y la
hipertrofia de adipocitos se han relacionado con un mayor grado de inflamacion
del tejido adiposo, hasta hace poco se conocia sobre las vias exactas que
conducen a un estado proinflamatorio de tejido adiposo en los individuos obesos,
permaneciendo sin identificar. Sin embargo, recientemente mucha atencion se ha
desviado a la funcién de los macréfagos. Los Macrofagos infiltrados, que son parte
de la fraccién vascular del estroma de tejido adiposo, son posteriormente
responsables de la produccion de una amplia variedad de proteinas
proinflamatorias incluyendo MCP-1, TNF, y la interleucina-6 (IL-6). El desarrollo de
la resistencia a la insulina en los adipocitos estd reconocido que se encuentra
estrechamente vinculada a la infiltracibn de macréfagos. Sin embargo, como es
gue la entrada de los macrofagos en el tejido adiposo blanco (WAT) conduce a la
resistencia sistémica a la insulina ain no esta claro, aunque se cree cada vez mas
que la secrecion alterada de adipocinas por WAT durante la obesidad puede

representar una pieza importante del rompecabezas [Stienstra et al., 2007].

Uno de los tejidos que se ve afectada por la secrecion proinflamatoria del tejido
adiposo es el higado. La activacién cronica del regulador maestro de la
inflamacion factor nuclear-kB (NF-kB) por citoquinas ha estado directamente

relacionado con el desarrollo de la resistencia a la insulina en el higado [Arkan et
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al., 2005; Cai et al., 2005]. También se ha demostrado que la sobre expresion de
MCP-1 tejido adiposo especifico, aumenta el contenido de triglicéridos hepatica.
Aungue la esteatosis es una ocurrencia comun en personas obesas, el papel del
tejido adiposo inflamado en el desarrollo de esteatosis se sigue estudiando. Para
el propio tejido adiposo, una consecuencia del estado inflamatorio es elevada
resistencia a la insulina. Las citocinas proinflamatorias se han demostrado que
interfiere directamente con las vias de sefalizacion de insulina [Greenberg and
Obin, 2006]. Por ejemplo, TNF provoca resistencia a la insulina mediante la
inhibicion de la fosforilacion de tirosina del receptor de insulina sustrato-1 [IRS-1,
Hotamisligil, 2003]. Otros mecanismos de inhibicion de IRS-1 fosforilacion por
mediadores inflamatorios incluyen la activacion crénica de JNK, PKC, e IKK [Agirre
et al., 2002; Nguyen et al 2005; Gao et al., 2002].

El exceso de oferta de glucosa podria inhibir la oxidacién celular de grasas y
favorecer la acumulacion de lipidos ectopicos que deprimen el transporte de
glucosa y asi exacerban la resistencia a la insulina [Boden and Jadali, 1991;
Boden and Chen 1995].

Una gran parte de la preocupacion por el vinculo entre la disfuncién adipocitaria y
el SM y DM2 se refiere a que existe evidencia de que las grasas se sitlan en
organos Y tejidos no preparados para su depdsito, en lugar de hacerlo en su sitio
natural: el tejido adiposo. Esos depdsitos grasos se ubican en érganos magros
como los musculos esqueléticos, el miocardio, los vasos sanguineos, el higado, el
rifidn y el pancreas. Asi, por ejemplo se ha descrito que se encuentra aumentado
el contenido de triglicéridos dentro del musculo esquelético de obesos y
diabéticos, constituyendo un fortisimo predictor de insulino resistencia [Kelley and
Goodpaster, 2001].
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1.13 PATOLOGIAS SECUNDARIAS DEL SINDROME METABOLICO

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 hipercaléricas
* Disglucemia.

* Dislipemia.

* Obesidad.

» Resistencia a la insulina.

El perfil arterogénico, con aumento de VLDL, disminucion 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 macrofago y la LDL nativa es
oxidada. El macréfago 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,
que ingresan por el aumento en la permeabilidad vascular, se oxidan y son
captadas por los macréfagos. ElI macrofago activado libera TNF alfa e
interleucinas, lo que desencadenard un estado proinflamatorio. Finalmente se
activara el proceso de coagulacion, la produccion de factores de crecimiento y la
proliferacion de células musculares lisas. La hipertension ha sido incluida como
criterio diagndstico en todas las definiciones de SM, desde gque a este Ultimo se ha
relacionado significativamente con riesgo cardiovascular el evento final; el
rompimiento de una placa inestable desencadenaria el evento coronario. [Carlos
Calvo M, 2012].
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1.14 MODELOS ANIMALES PARA EL ESTUDIO DE ALTERACIONES
METABOLICAS.

Para el estudio de enfermedades que ya fueron mencionadas, se interponen
impedimentos para su entendimiento, desarrollo y tratamiento de cada una de
estas alteraciones metabdlicas, ya que se ve involucrada la heterogeneidad
genética, una esperanza de vida larga, una amplia diversidad de estilos de vida,
relativa inaccesibilidad a tejidos u Organos, y consideraciones de tipo ético [J.
Arias-Diaz y J. Balibrea, 2007]. Es por ello, que los estudios en modelos animales
constituyen una valiosa herramienta para comprender los procesos
fisiopatoldégicos asociados a diversas enfermedades metabdlicas. [Ayala I.,
Fernandez-Pardo J. et al. , 2008].

Aunque las técnicas de biologia molecular se han vuelto mas importantes para
aclarar los mecanismos de las enfermedades, la importancia de los modelos
animales no ha cambiado. Se necesitan modelos animales para revelas el
subyacente fisiopatoldégico de las enfermedades metabdlicas; este enfoque
proporciona informacion que es la clave para el desarrollo de nuevas terapias y
farmacos para tratar y gestionar estas enfermedades [Tomohiko Sasase, et al.,
2013].

Una gran parte de las investigaciones se desarrollan en roedores (ratones y ratas
principalmente), dada su similitud biolégica con el hombre; y el conocimiento que
se tiene en el campo genético, molecular, enzimatica por mencionar algunos de

estas especies [Ayala I., Fernandez-Pardo J. et al. , 2008].

Hoy en dia, se han reportado los ultimos modelos experimentales con informacion
actualizada sobre fisiopatologia. Entre los nuevos modelos animales dietéticos se
tienen la rata SDT y sus diversas cepas, por ejemplo, se tiene entre ellos a los
modelos de los no obesos, T2D, la cual muestra hiperglucemia severa e
hipoinsulinemia. Entre otros modelos se mencionan a la rata diabética Torii, que
es un murino ob(-), db (+), la cual desarrolla complicaciones diabéticas graves,

tales como retinopatia biabética, neuropatia diabética periférica y osteoporosis;
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otro modelos utilizado es la rata iINNIDDMofOLETF y inOLETF los cuales son los
responsables de la DM no dependiente. otros trabajos de investigacion ayu
[Tomohiko Sasase, et al., 2013].

La decision acerca del modelo a usar para un experimento en particular, es a
menudo multifactorial, por lo que seria ideal llevarlos a cabo en diversos modelos
animales, teniendo en cuenta que ninguno de ellos refleja por completo la
complejidad de las enfermedades metabdlicas en humanos. Sin embargo, si es
imprescindible el uso de estos roedores para poder entender, describir e
interpretar los procesos fisioldgicos y patologicos de diversas enfermedades que
se le puedan inducir a cada animal. Para ello, es comunmente el uso de diversas
cepas de las cuales se posee un previo conocimiento y estudio detallado de las

mismas.

Entre los modelos mas empleados, se pueden mencionar a las cepas de ratas
Wistar, Long Evans (LE), Sprague-Dawley (SD), Zucker, la rata Goto-Kakizaki,
NUD, la rata OLETF (Otsuka LETokushima) [J. Arias-Diaz y J. Balibrea, 2007],
entre otras, que son comunmente utilizadas para el desarrollo de enfermedades
como DM2, Obesidad, SM e intolerancia a la glucosa. Ejemplo del uso de los
modelos anteriores, la cepa SD tiene como caracteristica el desarrollo de obesidad
central pero no el de DM [Harlan Laboratories] y la cepa LE caracterizada por el
desarrollo de obesidad central, sobrepeso y desarrollo espontdneo de DM2
[Harlan Laboratories]. Asi mismo, el uso de ratones es frecuente para estudio de
estas alteraciones metabdlicas ya mencionadas, entre los cuales se tiene al raton
de la cepa db/db, raton ob/ob y el Agouti, como los mas reportados en la literatura
[J. Arias-Diaz y J. Balibrea, 2007].

No obstante, el uso de modelos animales soslaya algunos de estos problemas, sin
embargo, la extrapolacion de resultados de animales al hombre (y viceversa)
conlleva cierto riesgo [Ayala I., Fernandez-Pardo J. et al, 2008]. Las ventajas en la
experimentacion animal han permitido obtener gran cantidad de informacién

valiosa acerca de la patogénesis de la enfermedad desde décadas atras. Ejemplo
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de ello, es que en 1922, Banting, Best, Collip y sus colaboradores publicaron su
histérico articulo descubriendo la cura de DM en un perro [Ayala I., Fernandez-
Pardo J. et al. , 2008]. A partir de entonces, se utilizaron ampliamente tanto perros
como animales de otras especies para analizar diversos parametros bioldgicos y
fisiologicos de la diabetes y otras enfermedades. Otro de los ejemplos sobre el uso
de modelos animales es el estudio de las dietas que contiene alta cantidad de
sacarosa y fructosa que pueden conducir a una hipertrigliceridemia en ciertas
condiciones (Frayn y Kingman, 1955) [Am J Clin Nutr.,1995]. En ambos casos, la
fructosa promueve la sintesis hepética de triacilgliceroles y su liberacion en
plasma en forma de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL). Asi mismo dentro
de la misma linea de estudio del dafio producido por el consumo de ciertos
carbohidratos, las ratas macho Wistar han mostrado ser vulnerables al desarrollo
de higado graso inducido por la fructosa, y se les considera un modelo aceptado
para el estudio de sindrome metabdlico [Ayala I., FernAndez-Pardo J. et al. , 2008,
Am J Clin Nutr.,1995].

Como estos ejemplos se encuentran innumerables investigaciones vy
descubrimientos que se podrian mencionar en este apartado, sin en cambio, 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 ciertas enfermedades.

1.15 DIETAS UTILIZADAS PARA EL DESARROLLO DE ENFERMEDADES
PATOFISIOLOGICAS EN MODELOS MURINOS.

Como se ha venido mencionando, otros de los factores de riesgo que ultimamente
ha causado gran impacto sobre la sociedad, es la parte nutricional, principalmente
una dieta hiperglicida y/o hipercalérica, ya que recientes estudios
epidemioldgicos, demuestran que la ingesta del alimento con estas caracteristicas
podria generar trastornos en el metabolismo de lipidos y carbohidratos,

ocasionando asi alteraciones que conlleven al desarrollo de enfermedades
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metabdlicas como lo es SM y DM2. Es asi que, para poder entender fisiologica y
bioquimicamente estos desbalances, se han disefiado diversas dietas en las que
los efectos de su consumo se demostraran en modelos animales, cuyas

caracteristicas anatdmicas y metabdlicas se asemejen al humano.

Entre algunos trabajos importantes de investigacion en donde son utilizadas
ciertos tipos de dietas, se pueden mencionar algunos ejemplos, tal es el caso del
uso de fructosa como edulcorante en una dieta, cuyo proposito es demostrar a
través de la induccion excesiva de este sacarido (66% de fructosa en la dieta) en
modelos murinos, el origen de alteraciones patoldgicas como SM, o bien, conocer
especificamente alguna patologia que es componente de esta alteracién, como es
el caso de sobrepeso, hipertension arterial (HTA), resistencia a la insulina,
dislipidemias, por mencionar algunas [I S Hwang, et al., 1987]; cuyos resultados
son extrapolados al hombre con el sobreconsumo de bebidas edulcoradas con
fructosa y sustitutos de glucosa de uso de pacientes diabéticos [Havovi Chichger,
2011].

Otras dietas utilizadas son las de alto contenido cal6rico y lipidico, cuya finalidad
es de igual manera demostrar el desarrollo de enfermedades metabdlicas con el
sobreconsumo del alimento por diversos modelos animales (ratas o ratones)
segun su intencion de trabajo de investigacion, tal es el caso del estudio de
relacion de la obesidad inducida en ratas con una dieta alta en grasas con
cambios en la microbiota intestinal y la inflacién intestinal, la cual ha planteado la
hipétesis de que el aumento en el peso corporal se asocia con un aumento en la
capacidad de la microbiota para extraer los nutrientes de la dieta y en la induccién
de cambios metabdlicos en el huésped, tales como el aumento de la oxidacién de
acidos grasos en el masculo y el aumento de almacenamiento de triglicéridos en
el higado [Claire Barbier de La Serre et al., 2010].

Otro estudio importante cuyo objetivo principal fue el uso de una dieta grasa, es el

de la Influencia de la composicion de esta dieta en el desarrollo de la resistencia a
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la insulina en ratas, cuyo trabajo concluye que ciertos acidos grasos y el medio
ambiente en el que se presentan los lipidos de una dieta alta en grasa determina
la sensibilidad a la insulina en los roedores [Leonard H Storlien, 2010].

Estos son algunos ejemplos que se pueden citar en donde el uso de dietas
diversas son el componente principal de sus trabajos de investigacion. Sin
embargo, a pesar de que cada una de éstas sea disefiada por el investigador,
debe cumplir con los requisitos de acuerdo a las especificaciones de nutrientes
recomendados por laboratorios que se encargan de fabricar alimento para
roedores, tal es el caso del manual de alimento de ratas de laboratorios
recomendado por la Academia Nacional de Ciencias y laboratorios Harlan [André
F. Nascimento et al., 2008; Harlan Laboratories, 2009]. Este ultimo laboratorio, es
el de mas demanda por la investigacion, ya que su variado tipo de alimento,
cumple con los componentes globales nutricionales para los murinos, como
vitaminas, minerales, grasas, fibra, etc, y los cuales estan certificados por la
ISO9001-2000. [Harlan Laboratories, 2009].

Las dietas mas utilizadas con la 5001, cuyos ingredientes van de 23% de
proteinas, 5% de grasas y 3 kcal/g, siendo una dieta normocal6rica sin ninguin
efecto patoldgico en los roedores. Sin en cambio, otra dieta que es de componente
hiperlipidico, contiene 1.5% mas grasas que la dieta 5001 y frecuentemente
utilizada para induccion de alteraciones metabdlicas como dislipidemias. El resto
de las dietas varia el porcentanje de su composicién de algunos ingredientes y su
uso dependera de la cantidad de cada uno de estos y el efecto que podria causar

el consumo progresivo de ellos [Harlan Laboratories, 2009].

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 en la dieta, y un
sobre consumo de los mismos provoca alteraciones fenotipicas de las

enfermedades de estudio.
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Es por esto que se ha disefiado una dieta hiperglucida hipercarcalérica, capaz de
inducir dichos desordenes metabdlicos y que provea de informacion mas apegada
a lo que sucede en el humano, con lo que los grupos enfocados a la investigacion
de dichas patologias obtengan ventaja experimental sobre el comportamiento

bioquimico y celular de la patofisiologia de entes epidemioldgicos en estudio.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La pandemia del SM ha tomado tintes alarmantes a nivel mundial, considerando
que cuenta con un origen multifactorial, su estudio es considerado uno de los mas
complicados, ya que existe injerencia y efecto de uno o més trastornos adicionales
al desorden inicial (sus comorbilidades). Su prevalencia es variable dependiendo
de los criterios diagnodsticos empleados, en general los datos estadisticos
muestran su presencia en el 23.7% de la poblacibn mundial; esta puede variar
ampliamente en diferentes poblaciones siendo de hasta 58.3% en poblaciones
México-Americanas. a nivel global que ofrecen datos de prevalencia del sindrome
metabdlico, oscilando entre 13 y 42 %, segun la poblacion de origen y los criterios
utilizados [Quir6z Cortés, 2014], mismas que afectan a nivel mundial
aproximadamente 1,400 millones con caracteristicas de sobrepeso y 500 millones
con obesidad, segun la Encuesta Nacional de Salud (2012) [15] y expertos de la

Organizacion de Naciones Unidad para la agricultura y Alimentacion (FAO).

Por lo que en el mes de julio del 2013 fue declarado México en primer lugar en
obesidad nivel mundial dejando atras a paises mas desarrollados como Estados
Unidos, ya que 7 de cada 10 mexicanos presenta sobrepeso a causa de una mala
alimentacion, siendo esto, un problema alarmante econdémico y de salud publica
segun informe de la ONU [20]. Los principales condicionantes de obesidad son el
sedentarismo y alimentacién hipercaldrica, esta Ultima con indices altos de
carbohidratos, convirtiéndose asi en una dieta hiperglicida hipercal6rica, con
impacto epigenético en el desarrollo de patologias asociadas a sindrome

metabolico. Por lo que se plantea la siguiente pregunta:

¢ Es la dieta hiperglicida e hipercalérica uno de los factores determinantes para el

desarrollo de SM en modelos animales con diferente susceptibilidad genética?
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JUSTIFICACION

El SM es considerado como una constelacion de factores de riesgo lipidicos con
impacto en el comportamiento glicémico y viceversa, que pueden aparecer de
forma simultdnea o secuencial en un mismo individuo con manifestaciones de un
estado de resistencia a la insulina cuyo origen puede ser genético. No se trata de
una simple enfermedad, sino de un grupo de problemas de salud causados por la
combinacion de factores genéticos y factores asociados al estilo de vida,
mencionando entre ellos a una mala dieta, como lo es la sobrealimentacion y la
ausencia de actividad fisica; de forma que el exceso de grasa corporal y la

inactividad fisica favorecen al desarrollo de insulinorresistencia.

Sin embargo, se pueden encontrar innumerables estudios y experimentos en el
origen de enfermedades metabdlicas como lo es la obesidad y DM2, involucrando
factores como dietas solamente altas en grasas, o en carbohidratos; en cambio,
no hay reportes de estudios que involucren una dieta combinada alta en glacidos y
calorias, cuya consecuencia sea el desarrollo de SM a corto o mediano plazo; esta
combinacion de alimentos ha sido en los ultimos afos la mas comun en la
alimentacion de la poblacion de paises desarrollados y en vias de desarrollo como
en México, siendo esto un dato importante a nivel mundial, ya que no se ha puesto
atencion sobre el impacto de este tipo de dietas que puede tener sobre la salud
tanto en nifios como en adultos. Mediante modelos murinos con grados variables
de susceptibilidad genética es posible probar el impacto de dicha dieta, con lo que
se aportaria nuevo conocimiento, con mayor apego al proceso fisiopatoldgico en
humanos; creando un modelo de estudio adecuado para probar blancos
terapéuticos y estrategias de tratamiento, que conlleven a limitar el avance de

consecuencias naturales en la evolucion de la enfermedad.
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OBJETIVO GENERAL

Establecer mediante una dieta hiperglucida hipercalorica, un sindrome metabdlico

en cepas de ratas con diferente susceptibilidad genética.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

En las diferentes cepas de ratas (Wistar, Sprague Dawley y Long Evans)

expuestas a la dieta hiperglucida hipercalorica:

e Evaluar los cambios zoométricos relacionados con el desarrollo de SM.

e Determinar los cambios metabdlicos de carbohidratos asociados a SM.

e Determinar los cambios metabdlicos de lipidos asociados a SM.
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HIPOTESIS
Hipotesis nula

La alimentacién temporal con una dieta Hipergluicida Hipercalorica en cepas de

ratas con diferente susceptibilidad genénita no genera SM.

Hipotesis alternativa

La alimentacién temporal con una dieta Hipergluicida Hipercalo6rica en cepas de

ratas con diferente susceptibilidad genénita genera SM.
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2. DISENO DE LA INVESTIGACION

Tipo de estudio

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

2.1 Definicién del universo

60 ratas macho (20 ratas Wistar, 20 ratas Long-Evans y 20 ratas Sprague Dawley)

con un peso inicial de 100 g
2.2 Tamafo de la muestra
60 ratas macho de diferentes cepas.

2.3Definicién del grupo control

Grupo control conformado por 30 ratas macho de las cuales 10 perteneceran a la
cepa Wistar, 10 LE, 10 S-D, y las cuales seran alimentadas durante todo el curso

experimental con dieta balanceada (Harlan 5001).
2.4 Variables y definicion de variables
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, fructosamina sérica, peso, IMC, perimetro de abdomen vy talla.
2.5 Manejo estadistico de los datos y pruebas estadisticas
Los resultados fueron expresados como la media + el error estdndar 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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3. DIAGRAMA DE TRABAJO

Grupo Control

Grupo Experimental

Cepa Wistar Cepa Sprague Cepa Long Cepa Wistar Cepa Sprague
(n=10) Dawley Evans (n=10) Dawley
(n=10) (n=10) (n=10)

i
Cepa Long

Evans
(n=10)

Acondicionamiento hasta
alcanzar 100 g de peso.

Alimento LabDiet 5001,
Ad Libitum

Monitoreo semanal de Peso,
Perimetro de Abdomen e IMC

Monitoreo mensual de: TOG (75 g/100 mL/70 kg) a los 0,
30, 60. 90 min. Cuantificacion basal de: Glucosa,
Fructosamina, Lipidos  Totales, Colesterol  Total,
Triglicéridos, HDL-col y LDL-col, VLDL-col, Fosfolipidos y
Acidos grasos libres a los tiempos de: 0, 30 60 y 90 dias

Andlisis estadistico de los
Resultados

Conclusiones

Acondicionamiento hasta
alcanzar 100 g de peso.

Alimento inductor Hiperglucido
—Hipercalorico, Ad Libitum
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4. METODOLOGIA

Animales empleados en el proyecto.

Para este proyecto se emplearon ratas macho de diferentes cepas, divididas
aleatoriamente en dos grupos, el control y el grupo experimental. Teniendo asi en
el grupo experimental un total de 30 ratas: 10 ratas de la cepa Wistar, 10 ratas de
la cepa Sprague-Dawley y 10 ratas de la cepa Long Evans. Por otro lado, para el
grupo control se emplearon 30 ratas macho, con el mismo nimero de ratas para
cada una de las cepas mencionadas anteriormente.

Estos animales tuvieron la caracteristica de tener un peso inicial aproximado de
100 g; todas provenientes del Bioterio Claude Bernard de la Benemérita
Universidad Auténoma de Puebla, las cuales se mantuvieron bajo condiciones
controladas de acondicionamiento por un periodo de 15 dias, con ciclos de luz,
obscuridad de 12 horas y temperatura de 19 -26 °C. mantenidas en cajas de
policarbonato con una cama de serrin con disponibilidad de alimento y agua “Ad
libitum”. Los dos grupos divididos por cada cepa, se sometieron a diferentes
condiciones de alimentacion: el grupo control se mantuvo con una dieta a base de
pellets balanceados (LabDiet 5001) y agua a libre consumo. El grupo problema o
experimental, fue sometido a una dieta Hipergllucida — Hipercalérica y agua. Cada
procedimiento se siguid de acuerdo a la “Guia para el Ciudadano y uso de
animales de Laboratorio” de México y aprobados por el Comité Institucional para el

Ciudadano y Uso de Animales.

Composicion de las dietas empleadas para cada grupo utilizado en el

proyecto.

Dieta balanceada para el consumo de animales de laboratorio (LabDiet 5001):

10 g de dieta balanceada contiene:
4.87g de carbohidratos = 19.48 Kcal
2.39g de Proteinas = 9.56 Kcal
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0.5g de Lipidos= 4.5 Kcal
0.519g de fibra = 1.0 Kcal
0.7g de cenizas.

Total: 34.54 Kcal

Dieta HH, inductora de SM:

10 g de la dieta hiperglucida - hipercalorica contiene:
7.14 g de carbohidratos =28.6 Kcal

0.73 g de Proteinas = 2.92 Kcal

0.58 g de Lipidos=5.22 Kcal

0.0 g de fibra = 0 Kcal

0.35 g de cenizas.

Total= 36.74 Kcal.

Ambas dietas cumplen con las cantidades minimas necesarias de sustratos
energeéticos aprovechables, segun lo indicado por la Guia Internacional para el
Cuidado y Manejo de Animales de Laboratorio.

Ingredientes para preparar la dieta HH:

e 3.943 kg de harina de trigo San Blas.
e 1.96 kg de azucar refinada.

e 0.49 kg de azucar glass.

e 0.27 kg de polvo para merengue

e 0.7 kg de mantequilla.

e 0.28 kg de sales.

e 0.07 kg de salvado.
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Zoometria (Peso, talla, indice de masa corporal, didmetro de abdomen y

porcentaje de grasa).

A las 60 ratas de las cepas ya mencionadas se les monitore6 semanalmente con
diferentes medidas corporales. El peso fue medido con una balanza digital tarada
con una caja de policarbonato y serrin. La talla y el diametro del abdomen se
realizé con ayuda de una cinta métrica flexible. La medida de la talla fue tomada
de la base de la cola a la punta de la nariz, y la segunda se realiz6 tomando como
referencia la zona del diafragma como limite superior y el pliegue de piernas como
limite inferior (zona abdominal). El IMC se calcul6 con la formula de peso entre el
cuadrado de la talla. El porcentaje de grasa fue determinado con base al indice de
Lee, cuya formula consiste en la division de peso elevado a 0.33 entre la talla 'y a

Su vez este cociente es multiplicado por cien.

Obtencidn de la muestra sanguinea

Para la obtencion de las muestras sanguineas, cada rata fue sometida a un ayuno
de entre 4 y 5 horas. Posteriormente, se hizo uso del anestésico ketamina +
xilazina a una dosis de 0.2 mL/100 g a través de via intraperitoneal y asi obtener
asi las muestras sanguineas via cardiaca, utilizando una jeringa de 1 mL y una
aguja de 30 G por '2". Para dicho procedimiento, se colocé y fij6 a cada rata en
una charola de diseccién en posicién decubito dorsal y se procedid a realizar la

puncion cardiaca obteniendo aproximadamente 500 pL de su sangre total.

Una vez obtenida la sangre total, se coloc6 en tubos eppendorf y se centrifugé a
9000 r.p.m. por 10 minutos para separar el suero del paquete celular. Una vez
obtenidos los sueros, se prosiguid a la medicién de Glucosa, Fructosamina, y
lipidos como Triglicéridos, Colesterol total, Colesterol HDL, Colesterol LDL, Lipidos
totales, Acidos Grasos Libres y Fosfolipidos.

Determinacion de la concentraciéon de acidos grasos libres.

En el primer paso de la determinacion de acidos grasos libres, éstos fueron
activados por la acil-CoA sintetasa, en presencia de ATP y coenzima A,

produciendo acil-CoA, AMP vy pirofosfato inorganico. La acil-CoA formada es
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oxidada por un acil-CoA oxidasa a enoil-CoA con produccién simultanea de
peroxido de hidrogeno, el cual es acoplado a una reaccidon oxidativa con 4-
aminoantipirina y 2,4-dibromofenol en presencia de peroxidasa, formando un
cromoforo el cual tiene su maximo de absorbancia a 505 nm. Ya que la presencia
de coenzima A libre no reactante es un inhibidor de la reaccion de la peroxidasa,
los grupos sulfonilos de la coenzima son bloqueados con N-etilmaleimida después
del primer paso.

Determinacién de Colesterol total.

La concentracion sérica de colesterol total, se realizé por quimica liquida en la que
los ésteres de colesterol reaccionan con un colesterol esterasa dando como
resultado colesterol y acidos grasos libres, el colesterol resultante se oxida
mediante una colesterol oxidasa, esta reaccion tiene como productos colesterol-3-
ona y peroxido de hidrogeno, este Ultimo se acopla a una reaccion como 4-
aminoantipirina y fenol coordinada por una peroxidasa obteniendo como producto
final coloreado quinaimina el cual se detecta por espectofotometria a una longitud
de onda de 505 nm.

Determinacion del Colesterol HDL reactivo precipitante

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 HDL se cuantifica espectofotométricamente mediante las
reacciones acopladas descritas a continuacién. El colesterol esterificado se hidrata
mediante una colesterol esteras, dando como resultado colesterol y acidos grasos
libres, el colesterol resultante sufre una semioxidacion e hidratacion por una
colesterol oxidasa, dando como resultado colestenona y peroxido de hidrogeno,
este se acopla a una reaccién coordinada por una peroxidasa con 4-quinonaimina,
gue presenta color y este es detectado por espectofotometria a longitud de onda
de 505 nm.
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Determinacion de Colesterol LDL reactivo precipitante

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:
La determinacion se realiza en dos pasos:

1.- Eliminacion de lipoproteinas no-LDL

2.- Medicién de LDLc

La medicién de la reaccion fue realizada en suero y analizada por un cambio en la
absorbancia la cual fue medida por en el espectofotometro BT-330 de Byosistem a
600 nm.

Determinacion de fosfolipidos

La determinacion de la concentraciébn de estas moléculas lipidicas tiene como
principio en que los fosfolipidos son hidrolizadas por la fospolipasa D y la colina
liberada es secuentemente oxidada por la colina oxidasa (CHO) a betaina, con la
simultanea produccién de perdxido de hidrégeno acopla axidativamente a la 4-
Aminofenazona (4-AF) y al diclorofenol formando una quinonamina coloreada.
Estas determinaciones ayudarian para el diagnostico de posibles alteraciones
hepaticas, principalmente ictericias obstructivas.

La medicién de la reaccion fue realizada en suero y analizada por un cambio en la
absorbancia la cual fue medida por en el espectofotometro BT-330 de Byosistem a
505 nm.

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
extraccion de la fraccion lipidica por medio de una semidigestion acida con H,SOq,,

la cual libera a lipidos unidos a proteinas y por medio de un gradiente de densidad
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se encuentran en la fase superior del homogenado (colesterol total, triglicéridos,
fosfolipidos y &cidos 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.
Determinacion de la concentracion de Triglicéridos

Los niveles de triglicéridos séricos fue determinada por quimica liquida mediante
reacciones acopladas que corresponde a una reaccién coloreada que se evalla por
espectrofotometria, cuyo fundamento consiste en que los triglicéridos se hidratan
mediante una lipoproteinlipasa (LPL) liberando glicerol y &acidos grasos libres. El
glicerol es fosforilado por glicerolfosfato deshidrogenasa (GPO) y ATP en
presencia de glicerol quinasa (GK) para producir glicerol-3-fosfato (G3P) y

adenosina-5-difosfato (ADP) y peroxido de hidrégeno (H,O,) por GPO.

Al final, el peréxido de hidrégeno (H20,) reacciona con 4-aminofenazona (4-AF) y
p-clorofenol, reaccion catalizada por la peroxidasa (POD) dando una coloracion

roja que es mediada a una longitud de onda de 505 nm.
Determinacion de Glucosa sérica.

A los animales de experimentacion que conformaron los grupos control y
problema, se les monitored los niveles de glucosa en las condiciones ya antes
mencionadas, esto fue al inicio del experimento (tiempo basal) y posteriormente

cada 30 dias, hasta el tercer mes.

Posterior a la obtencién de la muestra, centrifugacion y separacion del suero, fue
analizado por el método de glucosa oxidasa peroxidasa en un espectofotometro

BT-330 de Byosistem, cuyo fundamento es el siguiente:

La glucosa presente en la muestra origina, segun las reacciones acopladas
descritas a continuacion, un complejo que se coloreado que se cuantifica por

espectofotometria.
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Determinacion de Fructosamina

La fructosamina es una prueba que determina la concentracion en mmol/L de
proteinas glicadas a partir de la reaccién con nitro blue de tetrasolium, siendo
consecuencia de la oxidacibn no enzimatica de la glucosa sobre algunas
proteinas, caracterizada por la formacion de bases de Schiff y finalizando con el
incremento de productos de Amadori. La medicion de la reaccion fue realizada en
suero y analizada por un cambio en la absorbancia la cual fue medida por en el

espectofotometro BT-330 de Byosistem.
Prueba de tolerancia oral a la Glucosa (TOG).

Este protocolo consistié en evaluar en cada rata la tolerancia oral a la glucosa con
una solucion de 75 g de glucosa en 100 mL por cada 70 kg de peso en los tiempos
0, 30, 60 y 90 minutos de igual manera realizada al inicio del experimento y
repetida cada 30 dias hasta el 3° mes. Posterior a la obtencion del suero, este fue
analizado por el método de glucosa oxidasa peroxidasa en un espectofotometro
BT-330 de Byosistem.

La finalidad de esta prueba fue conocer el comportamiento metabdlico de este
carbohidrato administrado, desde su adsorcion y distribucion a través de los
diferentes drganos involucrados dependientes e independientes a la insulina,
hormona encargada de la regulacion de la glucosa la cual es secretada por el

pancreas.
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5. RESULTADOS

TABLA 1.- Datos Zoométricos de las 3 cepas expuestas a la dieta HH durante

3 meses.
0 dias 30 dias
W SD LE W SD LE

Peso (Kg) 161.949 179.0£13 163.74 232.7+13.6 227.5£15 278.5+4
158.0£2.5 175.84 168.842.5 202.843.2% 212.0£7 213.045.5%

17.140.3 17.7+0.4 17.740.3 23.5£0.2 24.0£0.16 23.9£0.24

Talla (cm) 17.20.2 17.3+0.5 17.5+0.4 23.740.2 24.0£0.14 24.240.24

IMC (g/cm2) 0.5+0.06 0.620.06 0.5+0.03 0.4+0.03 0.4+0.03 0.5+0.01
0.540.02 0.620.04 0.5+0.03 0.4+0.01 0.4+0.01 0.4+0.01%

Didmetro de 10.4+0.2 11.1+0.3 11.5+0.3 11.940.2 12.640.3 13.5+0.4

abdomen (cm) 10.7£0.3 11.1+0.3 11.5+0.3 11.840.2 12.640.3 14.5£0.1

% de grasa 31.3+1.0 31.3+1.0 30.5£0.7 25.640.5 25.0£0.6 26.5%0.2
corporal 31.1+0.6 32.01.1 31.7+0.7 24.5£0.3 24.4£0.3 24.540.3%

60 dias 90 dias
W SD LE W sD LE

Peso (Kg) 310.711 302.149.8 339.4%9 364.6£9.7 347.247 390.1%6
245.149% 263.4%15% 282.949% 313.9411% 349.4+10 357.848%

24.7+0.16 25.0£0.14 2540.17 25.9+0.24 25.640.2 25.9£0.1

Talla (cm) 24.7+0.13 25.240.08 2540.18 25.740.19 25.5£0.16 25.7£0.2
IMC (g/cm2) 0.50.03 0.50.02 0.5%0.02 0.5£0.02 0.5£0.01 0.57+0.01
0.4%0.02% 0.4%0.02% 0.4%0.01% 0.5+0.01 0.5+0.02 0.5240.01%

Didmetro de 13.120.2 13.540.3 14.620.2 14.840.2 15.0£0.1 15.30.2
abdomen [em) 13.240.2 13.540.2 14.70.3 15.240.2 15.3+0.2 15.540.2
% de grasa 26.50.5 26.3+0.3 27.4%0.2 27.3£0.4 26.9£0.3 27.540.2
e 24.8+0.3% 25%0.5% 25.8+0.3% 25.4+0.3 26.5£0.6 27.70.2
GRUPO CONTROL D GRUPO EXPERIMENTAL D

Los resultados estan expresados como la media + el Error Estandar de la Media. (*)Significativamente diferentes (P<0.05).
IMC= Indice de masa corporal. W=Wistar. SD= Sprague Dawley. LE= Long Evans. HH= Hiperglucida-Hipercalérica.

De acuerdo a los criterios establecidos por la ATP Ill, para detectar una
desregulacion metabdlica en humanos; se toman parametros equiparables con la
antropometria humana como peso, talla, indice de masa corporal (IMC), vy
perimetro de cintura; que en su conjunto se han relacionado con alteraciones del
metabolismo lipidico y de carbohidratos. Es por ello, que con base en estos
criterios, se hicieron mediciones en animales con diferente “susceptibilidad
genética”, con la finalidad de detectar el impacto sobre su regulacién tanto

metabdlica como zoométrica, incorporando el porcentaje de grasa y diametro de
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abdomen (similar a perimetro de cintura), obteniéndose asi los resultados

arrojados en la Tabla 1.

El peso de las tres cepas de estudio, no mostraron diferencias significativas en la
conformacion de grupos (tiempo cero), al designarlos como controles y
experimentales; A los treinta dias de exposicion a la dieta HH, mostré un impacto
negativo sobre el peso y el IMC que lo correlaciona en dependencia,;
encontrdndose diferencias significativas en la cepa Wistar (W) del 12.85%
,mientras que la cepa Long Evans (LE) mostré una disminucion del 23.5% y del
28.8% respecto a sus controles; mientras que en el segundo mes, las tres cepas
presentaron una disminucion en ambos parametros en un 21.1% y 23.1% la cepa
W, 12.8% y 22.2% la cepa Sprague Dawley (SD) y del 16.7% en ambos casos
para la cepa LE. El comportamiento a los noventa dias mostré una completa
recuperacion tanto del peso, como del IMC para la cepa SD; y parcial en las cepas
W (13.9% vy 12.7%) y LE (8.3% y 6.9%). Por otro lado, en las mediciones de talla,
diametro de abdomen no mostraron diferencia significativa a lo largo del estudio
en ninguna de las tres cepas. El % de grasa tuvo impacto negativo en el segundo
mes en las tres cepas, mostrando diferencias de un 5.3% en W, 4.5% en SD y
5.8% en LE. La evidencia muestra que los animales consumen menor cantidad
del alimento hipercalérico, el cual satisface las necesidades energéticas de los
animales, pero no proporciona las suficientes macromoléculas para el desarrollo
de tejido no adiposo que impacte sobre el IMC (principalmente musculo), ya que
tanto el resguardo central como el porcentaje de grasa corporal se mantienen sin

diferencias a lo largo del estudio.
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TABLA 2.- Datos Bioquimicos de las 3 cepas expuestas a la dieta HH durante

3 meses.
0 dias 30 dias
W SD LE W SD LE

Triglicéridos 51.6%1.5 55.7+£0.9 53.5¢1.6 63.9%1.0 59.6%1.8 46.242.2

[mg/fdL) 50.1£2.9 55.143.0 50.7+1.1 120.4%11.3* 111*8.6* 45.843.7

Colesterol Total 78.0x0.7 70.3£0.9 60.4+0.5 83.8%1.0 70.5%1.4 56.8+1.2

Iml’dll 78.242.9 68.31+1.2 60.5%1.0 94.643.9% 92.242 7% 63.1%1 2%

Fosfolfpidos 19.644.0 23.7+1.7 31.6%1.7 11.4%2.3 23.9%56 37.9%6.4
(mg/dL] 18.7+3.4 30.315.9 31.7x2.4 38.9%5.5% 65.5%14.8% 95.8+14. 8%
pridos totales 146.6%1.2 146.6¢1.1 143.220.6 162.6%1.9 150.6%3.0 137.4%5.2
[mgfdL) 150.0+4.3 147+2.3 144.5+1.8 252.2%14 5% 252.2%11.3*% 204.2%10.3*

Fructosamina 43.320.9 40.810.8 41.8+0.8 47.9%0.4 43.5%0.9 46.511.8
[mmoolfL) 45.312.6 43.31£1.7 42.6%1.5 49,914 4% 49.613.8* 56.3%2.3%

Glucosa basal 90+2.2 102.841.1 82.8+2.0 92.8+0.5 99.243.0 98.4+0.9
[mg/dL) 86.7£1.5 101.6%1.8 84.4%2.2 101.2¢2.1 117.215.8% 100.2¢4.5

60 dias 90 dias
W SD LE W SD LE

Triglicéridos 65.3%1.0 61.8+1.2 56.2+1.2 66.611.5 63.7%1.2 63.2+1.3

d 109.117.9* 110.9%3.5* 54.3+2.6 149.4%5.2% 157.7145.7% 72.5%2.7%
[mg/dL)

Colesterol Total 89.1+1.2 71.1+15 57.0%1.3 92.9+1.9 69.0+1.4 58.2+1.0
[mgfdL) 84.5+2.6 88.8+1.2* 64.8%2 2% 94.943.1 91.7%1.3* 66.7%1.8%

Fosfolfpidos 31.8+9.0 16.713.0 30.0%7.4 45.617.2 219441 30.9%4.7
[mgfdL) 111.3%13.8* 55.9%16.9* 194.7+17.2* 261.5116.6% 57.7+13.0* 280.316.6%
Ll'pidos totales 188.0%7.6 148.6%2.3 142.5%7.5 205.749.6 155.0%2.3 153.2t16
[mg/dL) 323.013.3*% 255.0%14.5% 306.0+10.4*% 503.4%18.2% 308.519.7% 413.2+7.8%

Fructosamina 45.6%1.3 41.810.9 44.620.7 44.5%0.7 41.8%0.3 41.210.6
[mmolfL) 58.5%2.6* 68.5%2.0* 63.814.0% 77.3%5.3% 82.613.3% 72.3%1.9%
Glucosa basal 96.8%2.1 106.0%1.83 99.0+0.8 99.8+4.1 106.6%0.9 107.2¢1.5
[mg/dL) 123+3.0* 127.6%2.6* 105.645.5 168.7%2.5*% 135.7%6.3* 111.4+4.4
GRUPO CONTROL m GRUPO EXPERIMENTAL [

Los resultados estan expresados como la media + el Error Estandar de la Media. (*)Significativamente diferentes (P<0.05).
IMC= Indice de masa corporal. W=Wistar. SD= Sprague Dawley. LE= Long Evans. HH= Hipergllcida-Hipercaldrica.

En este sentido y de acuerdo con los paneles de expertos que emiten los criterios
gue caracterizan al sindrome metabdlico (SM), conjuntamente a las mediciones
zoométricas, se encuentran parametros séricos clave los cuales identifican
desdrdenes metabdlicos como dislipidemias y disglucemias, caracteristicas del
SM. Por lo que se realizo el perfil de lipidos séricos, los cuales se presentan en la
Tabla 2. Los lipidos son compuestos organicos cuya funcién mas importante es la
de actuar como componente energético, asi como de formar las membranas
celulares. Poseen un extraordinario rendimiento energético, por lo que su
almacenaje se ve favorecido en notables cantidades dentro del tejido adiposo.
Otras funciones: son constituyentes biol6gicos formando estructuras adiposas
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protectoras de los Organos internos, y proveen compuestos importantes en la
formacion de diversas hormonas. Gran parte del interés en el estudio de estos
compuestos se debe a la conexidn entre hiperlipemia y arteriosclerosis, diabetes y
enfermedad cardiaca. En conjunto los lipidos (Triglicéridos, Colesterol y
Fosfolipidos), se pueden agrupar y cuantificar en una determinacion sérica
conocida como lipidos totales séricos. En el presente estudio su determinacién
fue para destacar alteraciones metabdlicas en las tres diferentes cepas utilizadas,
teniendo como resultado el incremento de éste en el transcurso de los dias. A los
30 dias las tres cepas expuestas a la dieta HH mostraron diferencias significativas
al haberse elevando los niveles de lipidos totales, es decir, la cepa W tuvo un
55%, 67.5% en SD y 48.6% en LE. A los 60 dias se presenté en un 71.8% de
incremento en la cepa W, 71.6 % en la SD y un 114.7% en la LE; y al tercer mes
de exposicion, el incremento se presenté en un 144.6% en W, 99.03% en SD y
169.65% en LE. Este incremento puede estar relacionado con una o varias de las
fracciones que los componen, y que corresponden a triglicéridos, colesterol y

fosfolipidos. Por lo que estos fueron cuantificados.

El primero de los lipidos que se decidié analizar fue los triglicéridos, ya que estos
son novo-sintetizados tanto por el enterocito como por el higado (via exégena y
endodgena) ante el aumento en el consumo de glucosa; y su elevacion sérica
posterior al ayuno es considerada un biomarcador de desorden metabdlico
enddégeno. Las cepas W y SD expuestas a la dieta HH observaron una clara
hipertrigliceridemia durante el tiempo de exposicion que correspondié al 82.7 y
86.2% en el primer mes, para el segundo fue de 66.9y 79.4% y al tiempo cohorte
de 3 meses fue de 124.3 y 147.5%. Mientras que la cepa LE mostr6 diferencias
séricas en el biomarcador unicamente al tercer mes de exposicion a la dieta HH,
sin embargo este fue minimo aunque significativo con apenas un 14.7%. De
acuerdo a la caracteristica genética de cada cepa de ratas estudiadas se pudo
observar un comportamiento especifico del impacto en el consumo elevado de
carbohidratos, sobre otras macromoléculas; la cepa LE que per se presenta un
genotipo de obesidad (+) y diabetes (+), esta hasta cierto punto ésta capacitada

para el manejo de este tipo de moléculas altamente energéticas; mientras que la
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cepa SD con genotipo obesidad (+) y diabetes (-), presentd un resguardo
permanente el cual no afecté de manera su peso corporal, sin embargo, mostré
alteraciones séricas; finalmente la cepa W con genotipo obesidad (-) y diabetes (-),
fue la que mayores estragos presentd, disminuyendo su peso corporal con
incremento marcadamente progresivo de triglicéridos circulantes. Finalmente, las

tres cepas mostraron evidencias del incremento sérico del biomarcador.

Concomitante al incremento de triglicéridos plasmaticos se ha asociado el
incremento del colesterol total, por fendmenos de transporte que serdn detallados
mas adelante. Frecuentemente, esta asociacion forma parte del diagnéstico en
problemas metabdlicos y alteraciones cardiovasculares severas. La Tabla 2
muestra los resultados observados del metabolito a nivel plasmatico posterior al
consumo de la dieta hipercal6rica. A 30 dias de consumo, las 3 cepas de ratas
mostraron incrementos significativos respecto a sus controles, los cuales
correspondieron en la cepa W al 12.8%, en la cepa SD al 30.8% y en la cepa LE al
11.10%. Mientras que a los 60 y 90 dias de consumo continuo, las diferencias sélo
se presentaron en las cepas SD en un 24.9% y 32.9% respectivamente, y de
13.75 y 14.6% en cepa LE; mientras que la cepa W después del primer mes no
mostro diferencias significativas. Los datos muestran que las cepas con fenotipo
de obesidad positivo son los que se asocian al incremento del lipido, el cual se ha
involucrado frecuentemente en el SM y con la aceleracion sinérgica de estados
inflamatorios de alteracion en la fibrindlisis, ambos con repercusién y dafio

cardiovascular.

Otro biomarcador importante son los fosfolipidos en suero, ya que es un indicador
clinico importante para el diagnéstico de alteraciones hepaticas y es uno de los
principales componentes de las moléculas trasportadoras de lipidos, conocidas
como lipoproteinas. Los resultados mostraron cambios considerables conforme a
su grupo control en cada una de las tres cepas a partir del primer mes de
induccion de la dieta HH, con una diferencia significativa del 240.6% en W,
174.14% en SD y 152.9% en LE; 30 dias después, estos valores se elevaron aun
mas presentando un 250, 234.7 y 549% respectivamente (W, SD y LE); y para el
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tercer mes la dieta impactd significativamente permanenciendo la elevacion de

estos componentes en un 473.5% en W, 163.5% en la cepa SDy 806.9% en LE.

Los resultados sugieren estados de desregulacion metabdlica y resistencia a
insulina, los cuales ya han sido correlacionados con una asociacion moderada del
incremento de triglicéridos, pero fuertemente con el incremento de los &cidos

grasos libres.

Gréafico 1.- Comportamiento de las Fracciones de Colesterol y Acidos Grasos
Libres (AGL) en la Cepa Wistar durante el tiempo de exposicion a la Dieta
HH.
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Grafico 1.- Comportamiento de las Lipoproteinas y Acidos grasos libres de la cepa Wistar a diferentes tiempos de
exposicién de la dieta HH. En este grafico se tiene la variacion del comportamiento metabdlico en la cepa Wistar en dos
grupos utilizados, el experimental que fue inducido por la dieta HH marcados con color morado y el grupo control que se
mantuvo con dieta normal (LabDiet 5001) marcados de color naranja. En la imagen A muestra la comparacion metabdlica
del HDL-Col. En la imagen B se observa la comparacién de grupos del LDL-Col, mientras que la imagen C muestra el
comportamiento del VLDL-Col. En la imagen D se tiene la medicién de la concentracion de los Acidos grasos libres tanto del
grupo control, como experimental. Estos comportamientos fueron medidos desde el dia cero hasta los 90 dias y por lo
tanto, cada 30 dias. Los resultados estan expresados como la media + la desviacién estandar. *Significativamente
diferentes (p<0.05).
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El grafico 1 refleja el comportamiento de las fracciones de colesterol y la
cuantificacion de los é&cidos grasos libres parametros indispensables en la
caracterizacion bioquimica del SM y DM2 en la cepa Wistar. Las fracciones del
colesterol corresponden a: colesterol de alta densidad (HDL), colesterol de baja
densidad (LDL) y colesterol de muy baja densidad (VLDL). Dichas fracciones son
las encargadas de distribuir a los lipidos a diferentes tejidos blanco como el
musculo y tejido adipocitario, para el caso de los triglicéridos y en la ruta reversa
del colesterol las LDL y HDL reparte las fracciones esterificadas a diversas
glandulas y las no esterificadas a higado respectivamente. Los resultados
obtenidos muestran en el grafico 1A la concentracion sérica de HDL la cual fue
decayendo en el grupo experimental respecto a su grupo control conforme
avanzaban los dias de la induccién de la dieta, teniendo asi que a los 60 dias
hubo diferencias significativas en la disminucién de la concentracién de HDL en un
25.9% y a los 90 dias las diferencias fueron de 35%. En 1B, se representa la
concentracion sérica del LDL, cuyos niveles fueron aumentando a partir de los 30
dias de induccién (39.7%) y de un 35.64% a los 60 dias, sin mostrar diferencia al
dia 90. En 1C, se observa la concentracion de VLDL la cual fue aumentando
notoriamente, con una diferencia significativa del 82% a los 30 dias, de 66.9% a
los 60 dias y del 127.2% en los ultimos 30 de exposicion. Mientras que en el
gréfico 1D, se presentan los niveles de AGL, con una elevacién significativa desde
los 30 dias de induccion de la dieta, con un 239.1%, 247.9% a los 60 dias y 470%
a los 90 dias. Confirmando la susceptibilidad de la cepa.
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Gréfico 2.- Comportamiento de las Fracciones de Colesterol y Acidos Grasos
Libres (AGL) en la Cepa Sprague Dawley durante el tiempo de exposicion a
la Dieta HH.
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Gréafico 2.- Comportamiento de las Lipoproteinas y Acidos grasos libres de la cepa Sprague Dawley a diferentes
tiempos de exposicion de la dieta HH. En este gréafico se tiene la variacion del comportamiento metabdlico en la cepa SD
en dos grupos utilizados, el experimental que fue inducido por la dieta HH marcados con color azul y el grupo control que se
mantuvo con dieta normal (LabDiet 5001) marcados de color verde. En la imagen A muestra la comparacién metabdlica del
HDL-Col. En la imagen B se observa la comparacion de grupos del LDL-Col, mientras que la imagen C muestra el
comportamiento del VLDL-Col. En la imagen D se tiene la medicion de la concentracion de los Acidos grasos libres tanto del
grupo control, como experimental. Estos comportamientos fueron medidos desde el dia cero hasta los 90 dias y por lo
tanto, cada 30 dias. Los resultados estan expresados como la media + la desviacién estandar.

*Significativamente diferentes (p<0.05).

En este conjunto de graficos se pueden observar las cuatro determinaciones de
las diferentes lipoproteinas y AGL que se le realizaron a la cepa SD. En el grafico
2A se tiene que la determinacion sérica del HDL la cual decae paulatinamente en
el grupo experimental respecto a su grupo control, teniendo asi que a los 30 dias
tuvo una disminucion significativa del 17.04%, a los 60 dias la diferencia fue del

27.3% y finalmente a los 90 dias la diferencia fue del 42.6%. En el grafico 2B, se
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observa la determinacion sérica de las concentracion de LDL, esta fraccion
presentdé un aumento significativo a partir de los 30 dias del 325%, del 391.2% a
los 60 dias, y del 469.2% a los 90 dias. El grafico 2C, muestra que las
concentraciones de VLDL presentaron a los 30 dias de ingesta de la dieta una
elevacion del 92.7%, del 79.3% a los 30 dias posteriores y finalmente con una
diferencia significativa en el aumento de esta lipoproteina en los ultimos 30 dias
del 144.8%. Finalmente, en el grafico 4D en donde se muestran los niveles de los
AGL séricos, éstos aumentaron su concentracion a los 30 dias con una diferencia
del 172.9%, a los 60 dias aumentd su concentracion en un 235% y finalmente, a
los 90 dias, el nivel de AGL increment6 en un 168.4%. Los datos zoométricos en
conjunto con los bioquimicos de lipidos permite establecer un establecimiento del
dafio metabdlico ocasionado por la dieta, sin embargo también sugieren que esta
cepa es menos propensa a la desregulacion insulinica, ya que la producciéon de
AGL no es tan exacerbada como los mostré la cepa Wistar (Ob -), con lo que los
datos confirman la pontenciabilidad de resguardo confirmando la tendencia de Ob

(+)-

En el grafico 3A se presenta el comportamiento de HDL de la cepa LE, en la que
se pudo observar disminucidon en la concentracion dicha fraccion desde los
primeros 30 dias de exposicion en un 14.13% y progresivamente 28.7% y 36.36%
a los 60 y 90 dias del consumo. Mientras que en 3B, los niveles séricos de LDL
incrementan y se sostienen desde los 30 dias y hasta el final del estudio en 281,
270 y 352.8% respectivamente a sus grupos control. En el grafico 3C, la
determinacién de la fraccibn VLDL no mostrd diferencias significativas hasta 90
dias de exposicion con aumento sérico significativo de apenas un 14.6%,
confirmando la evidencia mostrada por los triglicéridos. Sin embargo, caso
contrario ocurrié con el metabolismo de los AGL, tal como se muestra en la Figura
3D, en donde los niveles séricos fueron aumentando significativamente ante la
induccion de la dieta ya que a los 30 dias de exposicion los AGL ascendieron
hasta un 152.2%, a los 30 dias siguientes su elevacion correspondi¢ a 548.3%, y

finalmente a los 90 dias mostr6 aumento significativo del 805.6%.
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Gréafico 3.- Comportamiento de las Fracciones de Colesterol y Acidos
Grasos Libres (AGL) en la Cepa Long Evans durante el tiempo de exposicion
a la Dieta HH.
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Gréfico 3.- Comportamiento de las Lipoproteinas y Acidos grasos libres de la cepa Long Evans a diferentes tiempos
de exposicion de la dieta HH. En este gréafico se tiene la variacion del comportamiento metabdlico en la cepa LE en dos
grupos utilizados, el experimental que fue inducido por la dieta HH marcados con color rojo y el grupo control que se
mantuvo con dieta normal (LabDiet 5001) marcados de color amarillo. En la imagen A muestra la comparacion metabélica
del HDL-Col. En la imagen B se observa la comparacion de grupos del LDL-Col, mientras que la imagen C muestra el
comportamiento del VLDL-Col. En la imagen D se tiene la medicion de la concentracion de los Acidos grasos libres tanto del
grupo control, como experimental. Estos comportamientos fueron medidos desde el dia cero hasta los 90 dias y por lo
tanto, cada 30 dias. Los resultados estan expresados como la media + la desviacién estandar.

*Significativamente diferentes (p<0.05).

Evidenciadas las alteraciones en la bioguimica lipidica caracteristicas del SM, y de
acuerdo con lo descrito por los paneles de expertos, también es factible el
desarrollo de disglucemias, que pueden mostrarse en situaciones de ayuno o en la
respuesta postprandial. Dicha alteracion puede ser cuantificada por una curva de
tolerancia oral a glucosa con una carga de 75 g de glucosa disuelta en 100 mL por

cada 70 Kg de peso del animal, en cada mes de duracion del protocolo. En el
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grafico 4A, se muestra el comportamiento de este metabolito en el tiempo cero en
el cual los grupos de la cepa Wistar fueron separados al azar entre controles y
expuestos a la dieta HH; observandose que al momento de la conformacion los
grupos mostraron similitud en el comportamiento del area mostrada por la
cuantificacion de glucosa a los diferentes tiempos de analisis (0, 30, 60 y 90
minutos) manifestando homogeneidad de absorcion y distribucién del
carbohidrato. Sin embargo, a los 30 dias de exposicion, aunque la glucosa basal
es ligeramente mas elevada en el grupo experimental, no es significativamente
diferente, a los 30 min post-carga se presenta una diferencia del 6.93% por debajo
de la curva del control, lo cual sugiere existencia de hiperinsulinemia. A los 60 y
90 minutos, por el contrario, mostraron incrementos significativos del 8.3 y 61.9%
respectivamente, mostrando alteracion en los tejidos dependientes de insulina. A
los 60 dias en el grafico 4C, el comportamiento de TOG presenta al minuto cero
una hiperglucemia significativa del 27.06%, sin cambios a los 30 min y un aumento
significativo del 19.8 y 45.2% a los 60 y 90 min respectivamente. Finalmente esta
cepa presentd a los 90 dias de la exposicion a la dieta un curva de respuesta
significativamente elevada respecto al grupo control, con niveles glicémicos a los
tiempos 0, 30, 60 y 90, correspondieron a 69, 33.4, 47.4 y 61.6% respectivamente.
Lo cual confirma la desregulacion metabdlica mostrada en los lipidos y zoometria

con relacion al consumo de la dieta hiperglucida.

Respecto a la cepa Sprague-Dawley, al seleccionar los grupos se pudo constatar
gue presentaron comportamientos similares en cuanto a la respuesta a la carga de
carbohidratos al momento de exponer a la dieta, lo cual se puede observar en el
grafico 5A. Mientras que al primer cohorte de 30 dias el grupo de exposicion
(Figura 5B) mostré con un aumento de glucosa en condiciones basales (18.14%
sin ser significativo) e hiperglucemias significativas a los 60 y 90 min que
correspondieron a un 34.8 y 30.6%. A los 60 dias de exposicion la Figura 5C,
exhibe hiperglicemia basal 20.37%, y a los 90 min del 32.8%. Finalmente, la
Figura 5D, presento hiperglicemias constantes a lo largo de la curva, con valores
significativamente elevados desde el minuto 0 hasta los 90 min de seguimiento

gue correspondieron a 27.3, 15, 33.5 y 31%, respectivamente.
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Gréfico 4.- Comportamiento de la curva de Tolerancia Oral a la Glucosa de la

cepa Wistar durante el tiempo de exposicion a la Dieta HH.
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Gréfico 4.- Comportamiento de la Curva de Tolerancia Oral a la glucosa de la cepa Wistar a diferente tiempo de
exposicién de la dieta HH. Se tiene en este grupo de gréficos la representacion de la concentracion de la glucosa tanto en
el grupo control (linea continua color azul) y el grupo experimental (linea interrumpida color rojo); la cual fue realizada con la
induccion de una dosis de Dextrosol a 75 g de glucosa en 100 mL por cada 70 Kg y posteriormente midiendo la
concentraciéon de la glucosa sérica cada 30 minutos, monitoreadas cada 30 dias hasta el 3° mes. En la imagen A la
comparacion entre ambos grupos de esta cepa muestran un comportamiento normal, y sin diferencias; en la imagen B, se
observan alteraciones en la curva y cuyas diferencias significativas se observaron a los 30 con un decremento de glucosa, y
una aumento de ello a los 60 y 90 minutos. En la imagen C, las hiperglucemias tuvieron as diferencias significativas en el
minuto 0, 60 y 90. Y finalmente en la imagen D fue notoria el aumento en los niveles glicémico desde el minuto 0 hasta el
90. Los resultados estan expresados como la media * la desviacion estandar.

*Significativamente diferentes (p<0.05).

Genéticamente, la cepa LE per se tiende a presentar elevaciéon en los niveles de
glucosa y obesidad, debido a la deficiencia de una hormona encargada de censar
la saciedad, por lo tanto, naturalmente ya presentan un dafio a la tolerancia la

glucosa.
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Gréfico 5.- Comportamiento de la curva de Tolerancia Oral a la Glucosa de la

cepa Sprague Dawley durante el tiempo de exposicion a la Dieta HH.
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Gréfico 5.- Comportamiento de la Curva de Tolerancia Oral a la glucosa de la cepa Sprague Dawley a diferente
tiempo de exposicion de la dieta HH. Se tiene en este grupo de graficos la representacion de la concentraciéon de la
glucosa tanto en el grupo control (linea continua color azul) y el grupo experimental (linea interrumpida color rojo); la cual
fue realizada con la induccién de una dosis de Dextrosol a 75 g de glucosa en 100 mL por cada 70 Kg y posteriormente
midiendo la concentracion de la glucosa sérica cada 30 minutos, monitoreadas cada 30 dias hasta el 3° mes. En la imagen
A la comparacion entre ambos grupos de esta cepa muestran un comportamiento homogéneo al grupo control; en la imagen
B, se observan alteraciones en la curva con la presencia de hiperglicemias y cuyas diferencias significativas se observaron
a los 0, 60 y 90 minutos . En la imagen C, las diferencias significativas fueron en el minuto 0 y 90. Y finalmente en la imagen
D fue notoria desde el minuto 0 hasta el 90 la desregulacion metabdlica de este carbohidrato, con elevaciones glicémicas
sostenidas. Los resultados estan expresados como la media * la desviacion estandar.

*Significativamente diferentes (p<0.05).

Al graficar los datos obtenidos en las curvas, se pudo observar que la exposicion a
la dieta HH presenta alteracion en la respuesta de manejo al carbohidrato como se
observa en la grafico 6. Teniendo que al tiempo cero dias de exposicion de la dieta

HH (grafico 6A) no existen diferencias entre los animales seleccionados para cada

grupo.
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Gréfico 6.- Comportamiento de la curva de Tolerancia Oral a la Glucosa de la

cepa Long Evans durante el tiempo de exposicién a la Dieta HH.
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Grafico 6.- Comportamiento de la Curva de Tolerancia Oral a la glucosa de la cepa Long Evans a diferente tiempo
de exposicion de la dieta HH. Se tiene en este grupo de gréficos la representacion de la concentracion de la glucosa tanto
en el grupo control (linea continua color azul) y el grupo experimental (linea interrumpida color rojo); la cual fue realizada
con la induccién de una dosis de Dextrosol a 75 g de glucosa en 100 mL por cada 70 Kg y porteriormente midiendo la
concentracion de la glucosa sérica cada 30 minutos, monitoreadas cada 30 dias hasta el 3° mes. En la imagen A la
comparacion entre ambos grupos de esta cepa muestran un comportamiento normal, y sin diferencias; en la imagen B, se
observan alteraciones en la curva y cuyas diferencias significativas se observaron hiperglicemias a los 60 y 90 minutos . En
la imagen C, las diferencias significativas fueron en el minuto 30 con un decremento del carbohidrato sin embargo una
elevacion significativa a los 90 min. Y finalmente en la imagen D hubo una elevacién de la glucosa en el minuto 30, aunque
por debajo de los niveles del grupo control; sin embargo, se observa un aumento significativo del metabolito a los 90 min.
Los resultados estan expresados como la media + la desviacién estandar.

*Significativamente diferentes (p<0.05).

Mientras que en el grafico 6B correspondiente a los primeros 30 dias de
exposicion, hay una desregulacion metabdlica de la glucosa en los tejidos
dependientes de la accion a insulina caracteristicos de la segunda fase de la

curva, es decir posterior al pico maximo observado a los 30 min; y a los tiempos
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de 60 y 90 minutos, permanece con hiperglicemias sostenidas, diferentes
significativamente respecto a su grupo control (20.3% y 26.41%). En el gréafico 6C
correspondiente a los 60 dias de exposicion a la dieta, el comportamiento
glicémico en el grupo experimental, tiene una disminucién en su nivel a los 30
minutos de la curva comparado con el grupo control, con una disminucién
significativa del 14.64% sugerente de estatus pancreaticos hiperreactivos en la
secrecion insulinica, seguidos de incremento en el carbohidrato el cual fue
significativo estadisticamente a los 90 minutos posteriores a la carga en un 16.4%;
finalmente, el tiempo cohorte de 90 dias representado en el grafico 6D, mantuvo
un comportamiento similar al de los 60 dias, resaltando la hiperglicemia al minuto
90 del monitoreo (18.04%), deduciendo con ello un incremento de insuficiencia del
control de la glucosa, ya que debe haber un aumento en la secrecion de la

hormona insulinica.

Asi mismo, se ha reportado que concentraciones elevadas tanto en el consumo
como en el manejo sérico de la glucosa, pueden promover la formacion de bases
de Shiff o azometinos y productos de Amadori en proteinas circulantes como la
albumina, produciendo metabolitos cominmente llamados fructosaminas; estos
productos son consecuencia de la glicacion proteica favorecida por la oxidacion no
enzimatica de la glucosa mediada por reacciones de Millard. La Tabla 2, muestra
que el incremento de fructosamina pudo evidenciarse en las tres cepas desde los
30 dias de induccion con la dieta 4.32%, 14% y 21.2% (W, SD y LE), respecto a
sus grupos control. Hecho que fue aln mas evidente en los tiempos cohorte
posteriores. Las tres cepas presenciaron de igual manera la elevacion significativa
de esta glicoproteina en 28.3% para la cepa W, 63.8% para la cepa SD y 43.05%
para la cepa LE a los 60 dias; y a los 90 dias, la elevacion de frutosamina fue del
73.7%, 97.6% y 75.5 %, respectivamente. Lo cual indica que a pesar de que la
concentracion de glucosa basal no presentase alteracidén severa, la desregulaciéon
postprandial condujo a la formacion de productos de glicacion no enziméatica de
proteinas séricas y que todas las cepas son susceptibles a este fenomeno
independientemente a la caracteristica genética, pero en dependencia del

consumo incrementado de carbohidratos.

85 |



6. DISCUSION.

Diferentes criterios de clasificacion de SM son tomados por las organizaciones y
asociaciones enfocadas al estudio especifico de los desordenes metabdlicos, en
ellos se enmarcan las condiciones ambientales en este caso aunadas a una dieta
hipercalorica hiperglucida, pero también las condiciones genéticas caracterizadas
por genotipos de ob(+) y db(-) para la cepa SD, en la cepa LE ob(+) y bd(+) y para
la cepa W ob(-) y db(-) segun lo descrito en las cartas del productor, Harlan
Laboratories.

Por un lado, se ha reconocido que la alteracion en las condiciones zoométricas de
los modelos animales, es parte importante del desarrollo de un fenotipo similar al
SM, dentro de las que se destacan el peso, que es la cantidad de masa total de un
individuo la cual se compone del total de musculos, 6rganos, huesos y tejido
graso, como los de mayor relevancia, que a su vez va de la mano con la talla, que
para nuestro estudio corresponde a lo largo en centimetros que tiene el sujeto
experimental, sin embargo, una indice que correlaciona ambas mediciones e
indica la proliferacién de la masa corporal en relacién a musculo o tejido adiposo,
es el indice de masa corporal (IMC), siendo indicador de estatus de sobrepeso o
bien obesidad; generalmente, la asociacion de alteraciones en el metabolismo se
relacionada con la acumulacién de grasa regularmente distribuida a nivel visceral
abdominal, lo cual su importancia radica en el desarrollo de obesidad central, que
en el caso de los modelos murinos es medida por el incremento en el perimetro de
abdomen y con ayuda del porcentaje de grasa corporal, dan un diagnéstico
zoométrico. El incremento de estos parametros es atribuible a la respuesta natural
al consumo incrementado de carbohidratos en la dieta [Fermin et al., 2006;

Michael et al., 1985]. Tal como se observa en la Tabla 1.

El comportamiento del peso de las diferentes cepas mostré6 que posterior al
acondicionamiento de 15 dias con alimento LabDiet 5001(dieta normoglucida
normocarldrica), los animales asignados como control y problema presentaron una
ganancia de peso y de talla, siendo la cepa W, que genéticamente no presenta

dicha predisposicion, present6 el menor peso, talla, IMC y perimetro de abdomen,
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respecto de las SD y LE; la cepa SD fue la de mayor ganancia en el peso, por lo
que generd un mayor IMC, debido a su predisposicion genética al desarrollo de
obesidad central, mismo que se observé incrementado. La cepa LE a pesar que
presenta genéticamente la mayor carga para el desarrollo de obesidad y diabetes,
no generd bajo las mismas condiciones de acondicionamiento un peso tan
relevante como la cepa SD, sin embargo, la talla no se desarroll6 de manera
importante, por lo que su IMC fue similar al observado en la SD pero mayor a la
cepa W. Por su parte el indice de Lee o porcentaje magro de grasa fue similar en
todas las cepa observadas. Los parametros medidos ponen de manifiesto que las
condiciones genéticas relevantes para cada cepa de Ratus Novergicus en la etapa

de desarrollo o acondicionamiento [Browning y Horton. 2004].

Posterior a la etapa de acondicionamiento a los sujetos designados como grupo
problema, se les expuso al consumo de la dieta HH por 30, 60 y 90 dias. Al primer
punto de cohorte (30 dias), la talla de los animales no mostro diferencias entre
grupos control y problema de las diferentes cepas, sin embargo, se observo
alteraciéon del peso de las 3 cepas, contrario a lo esperado este indicador
zoométrico disminuido puede relacionarse a factores de obtencion proteica o de
comportamiento calérico, con impacto directo sobre el IMC, como fue expuesto en
la seccion de resultados. Una de las causas principales en la disminucion de peso,
podria ser explicado por la disminucién en el consumo proteico (Rolland-Cachera
y cols, 1995), sin embargo la cantidad proteica del alimento disefiado cumple con
los requerimientos establecidos para estos nutrientes ya que la dieta tiene las
cantidades minimas necesarias de sustratos energéticos aprovechables, segun lo
indicado por la Guia Internacional para el Cuidado y Manejo de Animales de
Laboratorio [Institute for Laboratory Animal Research, 2001]. Otro reflejo de la
insuficiencia en la ingesta proteica esta relacionado con el pobre desarrollo de la
talla, pérdida de la actividad, caida del pelo, intolerancia al frio, dafio en piel,
hipoproteinemia acompafiada de hipoalbuminemia, asi como desarrollo de anemia
lo cual no sucedio en los animales de experimentacion, con excepcion de la
valoracion de la hemoglobina todos los parametros antes mencionados fueron

evaluados sin presentar alteraciones, sin embargo, cabe mencionar que aunque
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los resultados no se muestran, se pudo evaluar el hematocrito, el cual no present6
alteracion en los animales de estudio; ademas la coloracibn de mucosas Yy

tegumentos fue similar entre controles y problemas [Van Staveren et al., 1985].

Es de resaltar que la Unica cepa en la que se pudo observar disminucién de IMC
fue en la Long-Evans; la pérdida de IMC esta en relacion a alteraciones
metabdlicas severas en las cuales se involucran sefiales hormonales entre tejidos.
La homeostasis de nutrientes est4 coordinada por el ritmo hormonal diario, la
actividad intra-indivual, comportamiento de consumo alimenticio, utilizacién
energética y resguardo de la misma, dada por ciclos diarios de luz/oscuridad, tal
como se describid en el capitulo 1. 8 de este trabajo. Por lo que las caracteristicas
genéticas de la cepa Long-Evans propician que un incremento del consumo

caldrico repercuta en un indicador zoométrico tan importante como es el IMC.

Por otro lado, el alimento disefiado para el presente experimento contiene un 47%
mas carbohidratos en forma de almidones de facil digestion, esto quiere decir
que, presenta estructura de amilosa en su mayoria (glucosas unidas por enlaces
a-1,4 de cadena lineares), por lo que son accesibles para las a-amilasas
secretadas tanto en la saliva como a nivel pancreético. La posterior degradacion
es dada por glucoamilasa, sucrasa e isomaltasa (capaz de romper el enlace a-1,6
de algunos oligosacéaridos). Tanto la caracteristica del alimento, como las
caracteristicas del intestino hacen que incremente la absorcién de glucosa en
cada consumo que realicen los animales de cada una de las cepas analizadas,
respondiendo de acuerdo a la susceptibilidad o capacidad genética que posean
[Evans et al., 2005], y a las reacciones neurocerebrales que ejerce una influencia
directa en el sobre consumo caldrico, con respecto al control los cuales estimulan
o suprimen el apetito de los animales, tal como se menciono en el apartado 1.8
[Konturek et.al 2005; Wynne et al., 2005] lo que sugiere que el hipotalamo puede
actuar como un centro de regulacion del balance energético negativo, a través de

la secrecion de neuropéptidos [Konturek et al., 2005; Wynne et al., 2005].
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En cuanto al manejo de glucosa por las cepas evaluadas, pudimos observar que a
los 30 dias de consumo de la dieta H-H las cepas presentaron grados variables de
alteracion en la intolerancia a la glucosa (lo que pone de manifiesto la
susceptibilidad genética de cada individuo), y aunque la cepa SD mostré
diferencias en cuanto a la glucosa de ayuno respecto a su control, éste se halla
dentro de los pardmetros de referencia descritos para la cepa (60 — 130 mg/dL;
Harlan Laboratories Inc., 2008). La alteracién en la tolerancia a glucosa (IGT, por
sus siglas en inglés), es un estado pre-diabético reconocido el cual es un punto
intermedio entre un manejo homeostatico a una carga del carbohidrato y la entidad
clinica de la diabetes mellitus tipo 2. Asi como la cuantificacion de glucosa en una
prueba de TOG puede predecir el riesgo de desarrollo de la patologia, también la
glicacion de proteinas puede hacerlo, la prueba de mayor uso al respecto es la
fraccibn Alc de la hemoglobina, sin embargo, también es relevante el uso de
fructosamina, que en modelos murinos ha mostrado mejor eficiencia ya que se
pueden detectar a corto plazo la produccion de glicaciébn no enzimética, que por
medio de la reaccibn de Millard reduce azlucares que se hallan unidos
covalentemente a grupos amino libres (bases de Schiff) para formar productos
finales de glicosilaciobn avanzada, haciendo ineficientes a las proteinas tanto de
membranas, como séricas. Tanto la IGT, como la glicacion proteica son entidades
estdn especialmente asociadas con obesidad, especialmente con la de tipo
abdominal o visceral, dislipidemia y altas concentraciones de triglicéridos y/o bajos
niveles de HDL e hipertension [American Diabetes Association, 2014; Papaetis,
2014].

El estado hiperinsulinemico compensatorio a incrementos en el consumo caldrico
por glucosa es bien entendido, de hecho se ha referido que las alteraciones de la
fase tardia de la insulino secrecioén, sin disminucién del carbohidrato, es decir IGT,
no solo son predictores de la presencia de hiperinsulinemia, de hecho confirman la
sobre secrecion por las células beta pancreaticas, propiciando estados
reconocidos de resistencia a insulina hepato-muscular [DeFronzo, 2004; Abdul-
Ghani et al., 2007]. Aunque estudios mas recientes confirman que la IGT, presenta

una mayor correlacion mas bien con la resistencia musculo-adipositaria, ya que
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estos tejidos dependen de la correcta secrecion y censo de la hormona para lograr
una correcta sefializacion para la translocacion de GLUT4 y recaptura del
carbohidrato, y por lo tanto la resistencia a insulina muscular y adipocitaria
conlleva a la pérdida del consumo de glucosa por estos tejidos [Han et al., 2003].
Asi mismo, la insulino resistencia muscular propicia una reduccién en la formacion
de glucdégeno y menor oxidacion de glucosa [Shulman et al., 1990]. En este punto,
también se sabe que cuando los tejidos dependientes de insulina no son capaces
de mantener la homeostasis de la glucosa, asi que los tejidos dependientes de la
hormona tratan de compensarlo ya que primordialmente presentan GLUT2,
transportadores dependientes de la concentracion de glucosa y no de la actividad
de insulina, por lo que de inicio mantienen saturadas la vias de absorcion

generando lipogénesis de novo.

Para ello el exceso de glucosa es metabolizada a acetil-CoA, seguida de ella la
sintesis de los &cidos grasos, cuyas rutas metabdlicas estan explicitas en el
capitulo 1.9. La formacion de los triglicéridos se produce a través de la acilacion
secuencial sobre un glicerol-3-fosfato que es previamente desfosforilado en la
membrana del reticulo endoplasmico; de esta manera la desregulacion de
carbohidratos promueve la novosintesis de triglicéridos, lo cual sugiere no solo
una desregulacion del sistema nervioso central al periférico, sino también un
desorden neuro-enddécrino que repercute en el “feedback” energético entre tejidos,
generando un exceso de carga de trabajo a los hepatocitos, los cuales generan
caracteristicas propias de la insulinoresistencia hepatica y por lo tanto también del
fenotipo bioquimico de sindrome metabdlico a los 30 dias [Choi and Ginsberg;
2011]. Las cepas de mayor alteracion metabdlica fueron las de ob(-)/db(-) y
ob(+)/db(-), es decir, la Wistar y Sprague-Dawley, mientras la de condicion

genética para el desarrollo de ob(+)/db(+) no present6 dicho problema.

A pesar gue la cepa Long-Evans no desarrollé en los primeros 30 dias una mayor
cantidad de triglicéridos respecto de la su propio control ante el mayor consumo de
carbohidratos, si incremento fosfolipidos (~3 veces). Estos componentes lipidicos,

son el mayor constituyente de la lipoproteinas, a nivel plasmatico, lo cual se puede
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deducir que la fosfatidilcolina es el principal fosfolipido en circulacion, el cual es el
principal componente de las lipoproteinas, especialmente de VLDL y HDL, en las
que cumple primordialmente funciones estructurales en conjunto con la
esfingomielina. En el reticulo endoplasmico de los hepatocitos (aunque no es en la
Gnica célula que se sintetiza), se lleva a cabo la sintesis de ambos fosfolipidos
[Fisher and Ginsberg; 2002]. A pesar de que la colina no es sintetizada en las
células animales, es adquirido de la dieta como un nutriente esencial, y obtenido
de los lipidos consumidos. [Fisher et al., 2001]. Se puede hipotetizar entonces que
en la cepa Long-Evans al sintetizarse una mayor cantidad de fosfolipidos,
presentandose incrementados en el suero de los animales que conformaron el
grupo experimental, y ya que se encuentran unidos a las lipoproteinas, los
triglicéridos y por ende sus lipoproteinas de transporte deberian corresponder, sin
embargo, la cantidad de VLDL no fue diferente entre los grupos control y
experimental, e incluso las HDL fueron significativamente menores respecto al
control por lo que no se justifica el hecho del incremento, sin embargo, las LDL se
incrementaron proporcionalmente a los fosfolipidos, por lo que en conjunto estos
datos sugieren que la cepa Long-Evans presenta un transporte mas eficiente
propio de su genética ob(+)/db(+), para transportar triglicéridos a los diferentes
tejidos por medio de VLDL siendo los blancos principales el musculo y tejido
adiposo, y tejidos como corazon, pancreas y rifion entre otros los secundarios. Por
su parte las cepas Wistar y SD, también mostraron incremento de fosfolipidos
circulantes, sin embargo estos correlacionaron mejor con el incremento de VLDL y
LDL, ya que ambas cepas, pero la SD en mayor proporcion, muestran disminucion
en la concentracion de HDL, lo que apoya la hipétesis que existen diferencias en
cuanto a susceptibilidad genética a la respuesta metabdlica evocada por Unica

variante dietética a las que fueron expuestas.

Por otro lado, también la ruta del exceso en el consumo de carbohidratos puede
alterar la cantidad de colesterol total en circulacion. Las tres cepas en cuestion
presentaron incrementos en los primeros 30 dias de exposicion a la dieta HH,
como ya se ha mencionado convergentemente las vias lipogénicas coinciden con

las de degradacion de glucosa en un exceso de citrato vertido al citoplasma [Kim,
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1997], este da paso a la formaciéon del acetil-CoA por medio de la ATP citrato-
liasa, el siguiente paso es el ataque de una acetoacetil-CoA tiolasa, lo que trae
como resultado la formacion de una acetoacetil-CoA, que finalmente por la accion
de 3-hidroxi-3-metilglutaril sintetasa da paso a una hidroxi-3-metilglutaril-CoA, el
sistema enzimatico que permite la formacién de la ultima molécula es conocido
como complejo AACT/HMGS [Weber y Bach, 1994]. El incremento observado
entre fosfolipidos, triglicéridos y colesterol forman parte como fracciones de los
lipidos totales que como era de esperarse se presentaron incrementados en las

diferentes cepas, pero al parecer no con el mismo significado clinico.

Las apolipoproteinas mantienen funciones importantes en el ensamble, secrecién
y metabolismo periférico de las particulas lipoproteicas, el higado secreta VLDL la
cuales se encargan del reparto a la periferia de los triglicéridos generados en el
higado. Las grandes cantidades de VLDL son convertidas a lipoproteinas de baja
densidad (LDL), las cuales son el mayor transporte de colesterol esterificado hacia
diferentes tejidos. En contraste las HDL tienen como una de sus primordiales
funciones remover el colesterol de los tejidos periféricos y regresarlo al higado
[Kozlitina et al., 2011; Choi and Ginsberg, 2011].

En nuestros resultados se pudo evidenciar un incremento importante de estas
fracciones lipoproteicas en las cepas W y SD, la diferencia entre estas dos fueron
los fosfolipidos, que en la segunda se hallan en mayor cantidad por lo que los
datos sugieren que las VLDL secretadas pudieran haber sido de mayor tamafio, lo
que habla de transporte acelerado de resguardo y por lo que en la cepa SD no fue
significativa la disminucién del peso corporal. Asi mismo la evidencia observada
en LE de no hallar diferencia entre los controles y problemas, plantea la
perspectiva de que esta cepa puede tener una movilidad mucho mayor de VLDL y
mejor resguardo [Mensenkamp et al., 2001; Gusarova et al., 2007]

Otra lipoproteina importante en la homeostasis de los triglicéridos y el colesterol es
la HDL, por lo que pueden adquirir colesterol libre de los tejidos periféricos, el cual

es esterificado y conducido al core de la molécula modificando su forma primaria
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helicoidal para convertirse en formas esféricas circulantes de tamafo variable y de
densidad variable [Kontush et al., 2003, 2015; 2012; Chantepie et al., 2012].

Cuando los niveles de VLDL son elevados como es el caso de las cepas Wistar y
Sprague-Dawley, la CETP media la transferencia del core lipidico de las HDL a las
VLDL, lo cual excede el transporte de triglicéridos de las VLDL a HDL, generando
un incremento de colesterol esterificado en las VLDL y una gran cantidad de
triglicéridos en las HDL haciéndolas estructuralmente labiles, por lo que las HDL
deben perder tamafio para ganar estabilidad, haciéndolas mas susceptibles a
presentar aclaramiento renal [Rye et al., 1997], esta -caracteristica es
predominante en las tres cepas analizadas. El método utilizado para este trabajo
de tesis, en la determinacion de las HDL se basa en reaccion con el core de
esteres de colesterol, dado que este core presenta un alto contenido en
triglicéridos, la técnica muestra una aparente disminucion del contenido circulante
de HDL, cuando muy probablemente sea el mismo contenido de la lipoproteina
pero con un contenido de core diferente, es decir, con alto contenido en
triglicéridos [Voros et al., 2013] En este contexto, los resultados presentados
muestran en grados variables dependientes de las caracteristicas genéticas
propias de cada cepa, de lo que se conoce dislipidemia de la RI, SMy DM2, en la
cual coexisten tres anormalidades lipidicas: Incremento plasmatico de VLDL-
Triglicéridos, con incremento de apoB-100, bajos niveles de HDL y apoA-l y
niveles relativamente normales a francamente altos de LDL, con predominancia en
las particulas cortas y densas. Los dos ultimos anomalias se asocian con el
aumento de los niveles de VLDL en plasma a través de las acciones de la proteina
de transferencia de ésteres de colesterol (CETP), que median el intercambio de
lipidos de nucleo (TG y CE) entre las VLDL y HDL o LDL y VLDL [Barter et al.,

2003]. Tal como se indica en la Fig.3 del marco teérico .

De manera natural, un incremento en el consumo de carbohidratos estimula como
ya se ha explicado una mayor sintesis de acidos grasos, los cuales al seguir la via
secretoria en forma de triacilgliceroles, son eliminados del tejido hepatico en forma

de VLDL, estas VLDL son hidrolizadas por la LPL en diferentes tejidos lo que
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provoca la liberacion de acidos grasos; los principales tejidos que llevan a cabo
estas acciones son el tejido adiposo que lo utiliza para su resguardo y el tejido
muscular que lo utiliza para la obtencion de energia [Holvoet et al., 2008]; una vez
eliminados los triglicéridos de las VLDL estas se convierten en IDL, estas al seguir
su trayecto en circulacion, contindan perdiendo triglicéridos y ganado CE donado
por las HDL, hasta convertirse en LDL, las cuales son tomadas en diversos tejidos
como el higado.

En estado de Rl y SM, el rol de las VLDL es transportar el exceso de energia en
forma de triglicéridos fuera del higado, por lo que la produccién de los mismos en
aparente control glicémico es una sefial de hiperconsumo cal6rico, ya que el
ensamble y secrecion de las VLDL es un proceso sustrato dependiente que es
finamente regulado por la capacidad de sintesis de triglicéridos hepaticos [Fisher
and Gisnberg, 2002; Fisher et al.,, 2001, Olofsson et al., 2000]. También es
importante considerar que de manera normal, la insulina estimula la actividad LPL
por incremento en la produccion en la proteina y de los niveles de su mensajero,
sin embargo, cuando existe Rl la actividad de la LPL disminuye en musculo
esquelético, lo que sugiere un defecto en su regulaciébn y consecutivamente
presenta una cascada de anormalidades, resultando en una disminucion del
aclaramiento de las VLDL [Miyashita, 2002]. Ademas, el aumento de AGL en
suero conlleva al higado a sintetizar fracciones mas grandes de VLDL que son
vertidas al plasma; las fracciones de VLDL 3, 4, 5 y 6 tardan mayor tiempo en ser
eliminadas de plasma lo que fomenta el incremento de la fraccion LDL; este efecto
fue observado en las diferentes cepas expuestas a la dieta hipercaldrica [Boden,
2003]. Como ya se ha discutido los estados de IR incrementan la concentracién y
retardan la depuracion de las VLDL induciendo un incremento en el intercambio
entre ésteres de colesterol en LDL vy triglicéridos en las VLDL [Lund-Katz et al.,
1998].

Se ha demostrado que la elevacion aguda de los AGL y su flujo hacia el musculo
frenan la utilizacion de glucosa estimulada por insulina, pues hay competicién de

sustratos energéticos entre el carbohidrato y los AGL. Tanto en pacientes
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delgados como obesos, se ha mostrado que cuando se dan estas condiciones
existe falla en la actividad antilipolitica de la insulina en adipocitos, sobre todo en
enzimas como lipasa sensible a hormona (HSL), dando como resultado
alteraciones con grado variable agravadas por los disturbios en los AGL [Bays et
al., 2004; Reaven, 1995]. Nuestros resultados revelan que coexisten en las tres
cepas de estudio incrementos tanto en las LDL circulantes como en los AGL, con
alteracién y repercusion en la segunda fase de absorcion de los carbohidratos que
es derivativa de musculo y tejido adiposo, evidencia que nos permite sugerir y
argumentar la coexistencia de SM y RI en los animales de estudio desde los

primeros 30 dias de exposicion a los carbohidratos.

Comportamiento similar pudo observarse al siguiente punto de cohorte (60 dias)
en el IMC, en donde el grupo experimental permanece con el mismo
comportamiento del mes anterior (por debajo del control normocaldrico), sin
embargo estos resultados no afectaron el diametro de abdomen, aunque se pudo
observar un menor porcentaje de grasa y peso corporal, en todas las cepas. Los
resultados en la zoometria no mostraron tener efecto sobre el crecimiento y
desarrollo, o que de cierta manera confirma la hipétesis basada en el aspecto
calorico que conlleva la ingesta de dieta HH, alterando condiciones metabdlicas
celulares. Generalmente es asociado el IMC con eventos de sobrepeso y
obesidad, sin embargo los sujetos de experimentacion mostraron caida del
indicador, conjuntamente con el % de grasa corporal, sin pérdida de la grasa
visceral o adiposidad central que en este punto en relacidén es superior a la grasa
total, hecho que incrementa la probabilidad de desarrollo de diabetes,

hipertension, hiperlipemia y arterosclerosis [Wajchenberg, 2000].

El tejido adiposo visceral presenta una ubicacion perimetral a los 6rganos de la
cavidad abdominal [Kershaw and Flier, 2004]. Debido a su ubicacion y distribucion,
se encuentra en contacto con los tejidos metabdlicamente activos mas importantes
del cuerpo, ademas, su vascularidad esta sujeta a irrigacion portal, con lo cual los
acidos grasos liberados llegan facilmente al higado, constituyendo asi un aporte
directo de energia para el metabolismo general.
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Diversos estudios indican el papel decisivo que juega la liberacidon incrementada y
desregulada de &cidos grasos desde el tejido adiposo visceral a nivel sistémico,
promoviendo el desarrollo de insulinorresistencia hepética, hiperinsulinemia,
asociandose a su vez con la mayor prevalencia de diversas patologias [Bakker et
al., 2004].

Dados los resultados, estos sugieren que coexiste una severa hiperinsulinemia
con resistencia a la accion de la hormona que mantiene un estatus lipolitico, esto
confirmado por el exceso de &cidos grasos circulantes en los animales de las tres
cepas de estudio. EIl proceso de liberacion en el adipocito, involucra a la lipdlisis,
un proceso durante el cual los triglicéridos almacenados se hidrolizan hasta

glicerol y acidos grasos, efecto dirigido y limitado por la HSL [Langin, 2006].

Adicionalmente, la alteracion en la sensibilidad a insulina en adipositos causa
cambios en la sefalizacién, los cuales incluyen una potenciacion del estatus
lipolitico. Los cambios en dicha sefializacion incluyen disminucion de los
supresores lipoliticos, generalmente dados en tejido adipos visceral (el cual no
presenté diferencias respecto del control, lo que sugiere fuertemente su
desregulacion), estos eventos también influyen directamente en la regulacion de la
homeostasis de la glucosa [Albu el al., 1999; Howard et al., 1984]. Conjuntamente,
se ha reportado que la leptina, una hormona secretada por adipocitos, estimula la
lipdlisis en tejido adiposo. En este sentido la cepa LE se ha reconocido como una
cepa que se sobre estimula en la secrecion de dicha hormona, lo cual es evidente
en nuestros resultados ya que esta cepa fue la que mayor alteracibn mostro en

dicho rubro hasta los 60 dias de exposicion.

Lo observado en cuanto a la regulacion de glucidos por las tres cepas (aunque LE
en menor grado), fue una alteracién a la tolerancia de glucosa (IGT), sumada a
una alteracion en la glucosa de ayuno (IFG). [Davies et al., 2000; Hetdgaard et al.,
2004; Blake et al., 2004]. Caracteristicamente, la IFG muestra alteraciones en
ayuno de la glucosa, sin embargo al dar un carga de 75g de glucosa anhidra en
100 mL, esta no es diferente de un sujeto normotolerante he incluso hasta pueden

observarse concentraciones de glucosa por debajo de los 140 mg/dL dentro de los
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primeros 30 — 60 min, y a los 120 min se hallan valores de glucosa por debajo de
la concetracidén de partida, por lo que es establecido que este grupo de pacientes
presenta una marcada resistencia hepatica a la insulina, pero condiones de
normales a incrementados en la sensibilidad muscular a la hormona. Lo cual es
justificado ya que los pacientes con IFG disminuye en la secrecion insulinica de
primera fase 0 — 10 min, también de fase temprana antes de los 30 min y una
secrecion normal en la segunda fase de 60 — 120 min. La combinacion de la
resistencia a insulina hepatica primordialmente, con el defecto en la secrecion de
la hormona, resulta en un exceso de la produccidon de glucosa hepatica
(gluconeogénicos, glucogénicos y gluconenoliticos), y por lo tanto este tipo de
defectos pseudo hiperglicémicos. La respuesta muscular normal a insulina
compensa los defectos hepaticos [Nathan et al., 2007]. El reflejo del dafio
metabdlico se asentudé con la evidencia de glicacion proteica y dislipidemias
marcadas con incremento en triglicéridos las VLDL (aunque la cepa LE no mostré
ninguna de las dos carcteristicas), LDL y acidos grasos, asi como la caida en las
HDL, que dicho sea de paso en la cepa W fue tan grave que inclusive disminuyo el
colesterol circulante, manteniéndolo en niveles inferiores a lo mostrado por los

controles.

En los ultimos 30 dias de experimentacion, ya es evidente el impacto que tuvo la
dieta HH sobre el metabolismo de los murinos, principalmente de tipo lipidico, y
esto es porque tanto el peso como el IMC aumentaron significativamente, asi
como el incremento del diametro de abdomen y le porcentaje de grasa, resaltando
nuevamente la cepa LE, después la cepa SD y W finalmente, sin embargo, a
pesar de la tendencia natural del desarrollo de obesidad central de éstas primeras
dos cepas, y por consiguiente a la capacidad de almacenamiento de lipidos en
tejido, su metabolismo ya esta siendo alterado notoriamente con el incremento de
diametro abdominal, indicando ya con ello, una desregulacion en la lipogénesis, lo
cual conlleva a otras alteraciones en la sintesis de metabolitos (carbohidratos y
lipidos por resaltar algunos), por lo que, con ayuda de otros parametros de tipo
sérico, se determinara este proceso de desregulacién y todo gracias a la ingesta

de la dieta con un elevado indice calérico y glucémico,
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En los ultimos 30 dias de experimentacion, ya es evidente el impacto que tuvo la
dieta HH sobre el metabolismo de los murinos, principalmente de tipo lipidico, y
esto es porque tanto el peso como el IMC aumentaron significativamente, asi
como el incremento del diametro de abdomen y le porcentaje de grasa, resaltando
nuevamente la cepa LE, después la cepa SD y W finalmente, sin embargo, a
pesar de la tendencia natural del desarrollo de obesidad central de éstas primeras
dos cepas, y por consiguiente a la capacidad de almacenamiento de lipidos en
tejido, su metabolismo ya ha sido alterado notoriamente con incremento del
diametro abdominal, indicando ya con ello, una desregulacién en la lipogénesis
[Riccardi et al., 2004].

El exceso de grasa abdominal, en particular de la perivisceral o intraabdominal de
alto dinamismo (o0 sea con intensa lipdlisis) produce una plétora de AGL que llega
al higado via porta. Cuando hay sobrecarga hepatica de AGL ocurren tres
fendmenos principales: aumenta la produccion de VLDL cargadas de triglicéridos y
de apolipoproteina B (aterogénicas); se incrementa la gluconeogénesis hepatica, y
disminuye fuertemente la capacidad de aclaramiento de la insulina, que llega
también por via porta. Todos estos fendmenos que ya se ha ido describiendo,
generan estados hipertréficos (ganancia en el tamafio del adiposito) e
hiperplasicos (incremento en el nimero de células adipocitarias [Arner et al.,
2010].

Aunque esta bien establecido que aumenta el promedio el volumen de las células
grasas con el aumento de la masa grasa corporal, hay una gran variacion
interindividual en el tamafio de las células grasas, independientemente de la
cantidad absoluta de tejido adiposo. Las personas obesas pueden tener muchas
células de grasa mas pequeios (es decir, hiperplasia) o0 menos, pero mas grande,
los adipocitos (es decir, hipertrofia) [Krotkiewski et al., 1975]. En este sentido se
considera que la grasa visceral es la mas diabetogénica ya que evoca una gran
cantidad de sefales inflamatorias, niveles incrementados de proteina C reactiva,
TNF-a e IL-6 se han encontrado incrementados en modelos animales y humanos

con obesidad central, [Florez et al., 2006].
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Cabe mencionar que la Unica cepa que presentd recuperacion absoluta del peso
fue la cepa SD, sin embargo tanto la cepa W como la LE aunque permanecieron
bajas de peso, mostraron un incremento muy importante del porcentaje graso,
mientras que la cepa SD no lo mostrg, aunque a pesar de ello ninguna de las tres
cepas mostré mayor perimetro de abdomen. Es de resaltar que las cepas W y SD
presentaron alteraciones severas en la tolerancia de la glucosa, cayendo en
hiperglicemias severas, sobre todo la cepa W, mientras que la cepa LE mantuvo el
estatus de IGT hasta el final del estudio, por lo que se hace muy evidente que
cada cepa y su carga genética responden en algunos parametros de forma similar
y en otros de forma divergente, lo que concuerda con la presencia en grados
variables de IR. [De Fronzo, 2004].

Una gran parte de la preocupacion por el vinculo entre la disfuncion adipocitaria,
el SM y DM2 se refiere a que existe evidencia de que las grasas se sitlan en
organos y tejidos no preparados para su depésito, en lugar de hacerlo en su sitio
natural: el tejido adiposo [Kelley and Goodpaster, 2001]. Por lo que, los paneles de
expertos para el estudio de alteraciones metabdlicas, mencionan que ante la
presencia de parametros antropométricos o zoométricos, coexisten alteraciones
de algunas macromoléculas plasmaticas involucradas en el balance vy distribucién
energético en el organismo; tal es el caso de Lipidos Totales, triglicéridos,
colesterol total, asi como de sus fracciones de lipoproteinas transportadoras y
glucosa. Las tres cepas expuestas a la dieta HH, mostraron la mayor
desregulacion en cuanto a glicacion proteica y lipidica, mostrando incrementos
importantes en los lipidos totales y sus fraciones de triglicéridos, fosfolipidos y
colesterol (con excepcion de la cepa W en el dltimo rubro), con ello los datos
sugieren que en estados reconocidos bioquimicamente como SM se producen dos
alteraciones esenciales: la disminucion en la captacién de glucosa e incremento
en la absorcién y metabolismo de AGL en el masculo, ademas de la pérdida en la
supresion para la liberacion de AGL y glicerol desde los adipocitos [Lelliot and
Vidal Puig, 2004; Olefsky, 1976; Molina et al., 1989; Carnie et al., 1979].
Generando un metabolismo alterado que se repite ciclicamente y que incrementa

conforme al tiempo de exposicion de un sobre consumo caldrica, convirtiéndose
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en una espiral viciosa, lo que lleva también a que las lipoptroteinas
transportadoras también mostraran la mayor desregulacion, y de las cuales las
tres cepas mostraron a “los cuatro mosqueteros de Reaven” [Reaven, 1995],
hipertrigliceridemia con incremento de VLDL, lo que conllevo a presentar un mayor
numero de LDL circulantes, que a largo plazo condicionoé la disminucio de las HDL,
circunstancias creadas por el incremento incipiente de AGL; fenotipo bioquimico
caracteistico del sindrome X de Reaven, mejor conocido como SM.
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7. CONCLUSION

Se pudo establecer que bajo el consumo de una dieta hipercalérica — hipergltcida,
diferentes cepas de Ratus novergicus con caracteristicas genéticas diferentes
como lo es la cepa Wistas ob(-)/db(-), Sprague-Dawley ob(+)/db(-) y Long-Evans
ob(+)/db(+), la zoometria de las mismas observo cambios importantes, desde la
reduccion de peso en los primeros 30 dias de consumo, lo cual sugiere
fuertemente alteraciones en la sefalizacion en el ndcleo hipotalamico encargado
de la respuesta anorexigénica y que repercuti6 con mayor severidad en la cepa
Long-Evans causandole ademas disminucion tanto en el IMC y porcentaje graso.
A los 60 dias se puede concluir estados lipoliticos y de quema calérica
(primordialmente lipidica) severos que llevan a la caida del IMC y el porcentaje de
grasa en todas las cepas. Y a los 90 dias, los resultados son concluyentes en las
cepas Wistar y Long-Evans en las que se pudo observar que la consecuencia del
consumo de la dieta hipercalérica es el incremento del porcentaje de grasa. Todos
estos cambios se realizaron sin pérdida de la adiposidad abdominal visceral, que
es la grasa referida como inductora de diabetogénesis, por lo que se puede
concluir que la dieta HH, logra en un periodo de 90 dias de consumo establecer un

estatus zoométrico similar al propuesto para el sindrome metabdlico.

Los cambios bioquimicos en los carbohidratos son mas contundentes, ya que una
glicacion proteica fue establecida desde los primeros 30 dias de exposicion a la
dieta por la cepa Wistar y a partir de los 60 dias de consumo por todas las cepas
manejadas, lo que es condicionado por conductas hiperglicémicas sostenidas; asi
mismo, se puede concluir que existieron grados variables de alteraciones
metabdlicas reconocidas en el sindrome metabdlico, como lo son estados de
alteracion en la tolerancia a glucosa y alteracion de la glucosa basal (IGT e IFG,

respectivamente).
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Alteraciones lipidicas caracteristicas del fenotipo bioquimico reconocido como
sindrome metabdlico, aparecieron en todas las cepas en grados variables, de los
que se pueden mencionar incrementos séricos de lipidos totales, &cidos grasos
libres, fosfolipidos, triglicéridos y colesterol, asi como, fracciones de las
lipoproteinas VLDL y LDL, y la caida de la fraccion HDL. Concluyendo que el
incremento de &cidos grasos libres es el fendbmeno mas temprano y de mayor
agresion metabdlica y su presencia cronica condiciona al correcto funcionamiento
sistémico. También cabe mencionar, que al contrario de lo que se piensa de las
fracciones VLDL y LDL en principio se deben considerar como una respuesta
normal al tipo de metabolismo condicionado por el alto consumo de carbohidratos,
sin embargo a largo plazo este fenotipo es perjudicial, siempre y cuando coexista
la “caida” de las HDL, y que en éstas fracciones, en pacientes con VLDL y LDL
elevadas e hipertrigliceridemia, se debiese analizar el contenido de triacilgliceroles
para establecer como punto de alteracion metabodlica de HDL inestables, o como

se conocen comunmente: cortas y densas.

Finalmente, se puede concluir que la carga genética y la predisposicién a ciertos
fenotipos es de suma importancia, sin embargo, el consumo de la dieta
hiperclérica logré el mayor desbalance en la cepa menos predispuesta para ello
(Wistar), y contrariamente a lo esperado la cepa de mayor predispocién (Long-
Evans), fue en la que menos impacto bioquimico mostro el consumo de la misma,
lo que confirma que el “factor ambiental o epigenético” es de gran relevancia al
estudiar patologias en modelos animales, ya que dificilmente se comportaran

como el humano en el 100% de las caracteristicas a investigar.
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ANEXO 1.- ACIDOS GRASOS LIBRES
Reactivos

- Cloroformo

- Reactivo de cobre: Consiste en Cu(NO3),#3H,0, 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 g/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 wuna solucion al 58% de NH,OH
(concentrado) se diluye hasta 1 litro con agua destilada agua.

Procedimiento

1. Anadir 50 pL de suero en un tubo de ensayo

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

3. Para otro tubo de ensayo afadir 100 ul de agua, este sera el blanco de reactivo.
4. Para todos los tubos de afadir 150 ul de reactivo de cobrey 1 ml de
cloroformo.

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

6. Centrifugar los tubos 10 minutos a 1500 rpm.

7. 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 pl de extracto de cloroformo y colocar en un nuevo
tubo, la evaporacion debe mantenerse a un minimo.

9. A cada tubo, afadir 450 ul 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 solucion de amoniaco.

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

Célculo
El acido graso libre (FFA) contenido se calcula:
Concentracion en mg/dl = (Abs muestra / Abs estandar) x 8.6 mg/dl
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ANEXO 2. COLESTEROL TOTAL
FUNDAMENTO

El colesterol presente en la muestra origina un compuesto coloreado segun la
reaccion siguiente:

CHE
—_

4- Colestenona + H,O»

Esteres colesterol + H,O Colesterol + Acidos grasos

Colesterol + O, CHOD

_

2 H,O, + Fenol + 4-Aminofenazona L Quinomina + 4 H,O

La intensidad del color formado es proporcional a la concentracion de colesterol
presente en la muestra ensayada.

MATERIAL ADICIONAL

- Espectofotometro o analizador para lecturas a 505 nm (500 — 550).
- Cubetas de 1.0 cm de paso de luz.
- Equipamiento habitual de laboratorio.

MUESTRAS

Suero o plasma. Estabilidad de la muestra 7 dias a 2 — 8 C° y varios meses si se
mantiene la muestra congelada (-20 °C).

PROCEDIMIENTO

1.- Condiciones del ensayo:

Longitud de onda: .......... 505 nm (500 -550)

Cubeta: .... 1 cm paso de luz

Temperatura: ... 37 °C/15 -25°C

2.- Ajustar el espectofotémetro a cero frente a agua destilada.

3.- Pipetear en una cubeta:

BLANCO PATRON MUESTRA
RT (mL) 1.0 1.0 1.0
PATRON (pL) 1.0
MUESTRA (pL) 1.0

4.- Mezclar e incubar 5 minutos a 37°C 6 10 min. a temperatura ambiente.
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5.- Leer la absorbancia (A) del Patron y la muestra, frente al Blanco de reactivo. El
color es estable como minimo 60 minutos.

CALCULOS

(A)Muestra x 200 (Conc.Patron) = mg/dL de colesterol en la muestra
(B) Patrén

Factor de conversion: mg/dL x 0.0258= mmol/L.

VALORES REFERENCIA
Evaluacion del riesgo

Menos de 200 mg/dL Normal
200 -239 mg/dL Moderado
240 0 mas Alto

INTERFERENCIAS

No se han observado interferencias de hemoglobina hasta 5 g/L y bilirrubina hasta
10 mg/dL.

Se han descrito varias drogas y otras substancias que interfieren en la
determinacion del Colesterol.
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ANEXO 3. COLESTEROL HDL
FUNDAMENTO

Las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y baja densidad (LDL) del suero o
plasma, se precipitan con fosfotungstato en presencia de iones magnesio. Tras su
centrifugacion, el sobrenadante claro conteniendo las lipoproteinas de alta
densidad (HDL) se emplea para determinar el colesterol HDL.

Col esterasa

Colesterol esterificado + H,O Colesterol + Acidos grasos

P
Col.oxidasa
Colesterol + %0, H,O BColestenona + H-»0,
2 H,0, + 4-Aminoantipirina + Fenol Peroxidasa Quinonaimina + 4 H,O
_—

MATERIAL ADICIONAL

- Espectofotometro o analizador para lecturas a 505 nm (500-550).
- Cubetas de 1.0 cm de paso de luz.
- Equipamiento habitual de laboratorio.

MUESTRAS

Suero o plasma. No utilizar muestras hemolizadas. Separar el suero de los
hematies lo antes posible. Estabilidad de la muestra 7 dias a 2 — 8 C°.

PROCEDIMIENTO

1.- Dosificar en tubos de centrifuga:

R (UL) 100

Muestra (mL) 1.0

2.- Mezclar y dejar reposar 10 min. a temperatura ambiente.

3.- Centrifugar 20 min.a 4000 r.p.m. 6 2 min. a 12000 r.p.m.

4.- Recoger el sobrenadante y determinar el HDL Colesterol.
Colorimetria

5.- Atemperar el reactivo (kit de Colesterol) a temperatura ambiente.

6.- Pipetear en tubos de ensayo:

BLANCO PATRON MUESTRA

PATRON COL 100
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HDL(uL)

SOBRENADANTE 100
MUESTRA (uL)

REACTIVO  KIT | 1.0 1.0 1.0
COLESTEROL
(mL)

7.- Agitar bien e incubar los tubos durante 30 min. a temperatura ambiente (16-
25°C) o durante 10 min. a 37°C.

6.- Mezclar e incubar 5 min. a 37°C

7.- Leer la absorbancia (A) del Patron y la muestra a 500 nm frente al Blanco de
reactivo. El color es estable durante al menos 30 minutos.

CALCULOS

(A)Muestra x (Conc.Patron) = mg/dL de HDL colesterol en la muestra
(B ) Calibrador

Factor de conversion:
A505 nm Muestra x 320 = mg/dL HDLc en la muestra.
A546 nm Muestra x 475 = mg/dL HDLc en la muestra.

Célculo LDL-colesterol
Se calcula mediante la férmula de Friedewald

LDL col = Colesterol total — Triglicéridos HDL colesterol

5
VALORES REFERENCIA
HOMBRES MUJERES
RIESGO MENOR Mayor a 55 mg/dL Mayor a 65 mg/dL
RIESGO NORMAL 35-55 45-65
RIESGO ELEVADO Menor a 35 mg/dL Menor a 45 mg/dL

INTERFERENCIAS

No se han observado interferencias con triglicéridos hasta 4 g/L.

Se han descrito varias drogas y otras susbtancias que interfieren en la
determinacién del Colesterol HDL.
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ANEXO 4. COLESTEROL LDL
FUNDAMENTO

Determinacion directa del LDLc (colesterol de lipoproteinas de baja densidad) sin
necesidad de pre-tratamiento o centrifugado de la muestra.

La determinacion se realiza en dos pasos:

1.- Eliminacion de lipoproteinas no-LDL

CHE
—

Colesterol + O, CHOD 4- Colestenona + H,O»,
_—

2 HzOz Catalasa 4 Hzo + 02
_—

2.- Medicién de LDLc

Esteres colesterol + H,O Colesterol + Acidos grasos

CHE

Esteres colesterol + H,0O Colesterol + Acidos grasos

Colesterol + O, CHOD 4- Colestenona + H,0»
[
2 H,O, + TOOS + 4-AA  POD Quinonimina + 4 H,0O
R —

La intensidad del color formado es proporcional a la concentracion de colesterol
presente en la muestra ensayada.

MATERIAL ADICIONAL

- Espectofotometro o analizador para lecturas a 600 nm.
- Cubetas de 1.0 cm de paso de luz.
- Equipamiento habitual de laboratorio.

MUESTRAS

Suero. Procesar la muestra sin demora. Evitar la congelacion y descongelacion
repetida de la muestra. Estabilidad de la muestra 7 diasa 2 — 8 C°.

PROCEDIMIENTO
1.- Condiciones del ensayo:
Longitud de onda: .......... 600 (590 -700 )nm

Cubeta: .... 1 cm paso de luz
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Temperatura: ... 37 °C.
2.- Ajustar el espectofotdmetro a cero frente a agua destilada.

3.- Pipetear en tubos de ensayo:

BLANCO PATRON MUESTRA
R1 (uL) 300 300 300
PATRON (uL) 4
MUESTRA (ulL) 4

4 .- Mezclar e incubar 5 min, a 37°C.

5.- Afadir:

BLANCO PATRON MUESTRA

R2 (mL) 100 100 100

6.- Mezclar e incubar 5 min. a 37°C
7.- Leer la absorbancia (A) del Patrén y la muestra, frente al Blanco de reactivo.
CALCULOS

(A)Muestra x (Conc.Patron) = mg/dL de LDL colesterol en la muestra
(B) Patrén

Factor de conversion: mg/dL x 0.02586= mmol/L.
1g/L = 100 mg/dL

VALORES REFERENCIA

Menos de 100 mg/dL Optimo

100 -129 mg/dL Bueno

130-160 mg/dL Moderadamente alto
Mayor a 160 mg/dL Alto

INTERFERENCIAS

No interfieren concentraciones de acido ascoérbico hasta 50 mg/dL, hemoglobina
hasta 500 mg/dL, bilirrubina hasta 30 mg/dL, factores reumatoides hasta 1000
Ul/mL y muestras lipémicas hasta 1200 mg/dL.

Muestras lipémicas con concentracion de triglicéridos mayor a 1200 mg/dL, se
deben diluir 1/10 con CINa 9 g/L y multiplicar el resultado final por 10.
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ANEXO 5. FOSFOLIPIDOS

PRINCIPIO DEL METODO

Los fosfolipidos son utilizados por la fosfolipasa D y la colina liberada es
secuencialmente oxidada por la colina oxidasa (CHO) a betaina, con la simultdnea
produccion de peréxido de hidrégeno. En presencia de peroxidasa (POD) el
peroxido de hidrégeno acopla oxidativamente a la 4-aminofenazona (4-AF) y al
diclofenol formando una quinamina coloreada:

Fosfolipasa D
Fosfolipidos + H,O — > Colina+ 2H,0;
ColinaOxidasa
—_—

2H,0, + 4-AF +Diclorofenol POD Quinona + 4H,0
—

Colina+ 2 O, + H,O Betaina + 4 H,O

PREPARACION DE LOS REACTIVOS

Reactivo de trabajo (RT): Reconstituir (=) el contenido de un vial de R2 Enzimas
en 10 mL de R1 tampon.

Tapar y mezclar suavemente hasta disolver su contenido.

Estabilidad del reactivo reconstituido: 3 meses en nevera (2-8°C) o 7 dias a 15-
25°C.

EQUIPO ADICIONAL
- Analizador, espectofotdmetro para lecturas a 505 nm.
MUESTRAS
Suero, plasma.
PROCEDIMIENTO
1.- Atemperar los Reactivos a temperatura ambiente

2.- Pipetear en tubos de ensayo:
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BLANCO PATRON MUESTRA
Reactivo (A) 1.0 mL 1.0 mL 1.0 mL
PATRON (S) 10 pL
MUESTRA (uL) 10 pL

3.- Agitar bien e incubar los tubos durante 10 minutos a temperatura ambiente (16

-25°C) o durante 5 minutos a 37 °C.

5.- Leer la absorbancia (A) del Patrén y la muestra, frente al Blanco de reactivo a
505 nm. El color es estable como minimo 2 horas.

CALCULOS

(A)Muestra x 300(Conc.Patrén)= mg/dL

(B) Patrén

VALORES REFERENCIA
La concentracion normal de fosfolipidos en suero es similar a Is valores del
colesterol total. La relacion entre colesterol y fosfolipidos es 1/1.

Cualquier cambio en los valores del colesterol corresponde un cambio en lo0Os
valores de los fosfolipidos en la misma direccion.
Adulto: 125-275 mg/dL.
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ANEXO 6. LIPIDOS TOTALES
FUNDAMENTO

Los lipidos insaturados reaccionan con el acido sulfdrico en caliente con formacién
de iones carbonio.

En una segunda etapa, éstos, en presencia de fosfovainillina dan una coloracion
rosada. La intensidad de color es proporcional a la concentracion de lipidos totales
presente en la muestra ensayada.

MATERIAL ADICIONAL

- Espectofotometro o analizador para lecturas a 520 nm.
- Cubetas de 1.0 cm de paso de luz.
- Equipamiento habitual de laboratorio.

MUESTRAS

Suero o plasma. Estabilidad de la muestra 24 horas a temperatura ambiente (15 —
25°C) 6 3diasa2-8°C.

PROCEDIMIENTO

1.- Condiciones del ensayo:

Longitud de onda: .......... 520 (490 -550 )nm

Cubeta: .... 1 cm paso de luz

Temperatura: ... 37 °C.

2.- Se ajusto el espectofotbmetro a cero frente a agua destilada.

3.- Se pipeted en una cubeta:

Método (Sulfo-fosfo vainillina. Colorimétrico)

BLANCO | PATRON | MUESTRA
SO4H, (mL) |25 2.5 uL 2.5
Patrén (ul) 100
Muestra (uL) 100

4.- Se mezcld energéticamente con ayuda de un agitador mecanico.
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5.- Se incubd 10 min en un bafio de agua hirviendo (100°C).
6.- Se dejo enfriar en bafio de agua frio y se dosificé en cubetas.

BLANCO | PATRON | MUESTRA
Fosfovainillina (mL) 1.0 1.0 1.0
Hidrolizado  muestra 50
(uL)
Hidrolizado calibrador 50
(uL)

7.- Se mezcld energéticamente con ayuda de un agitador mecanico.

8.- Se incubd 15 min. a 37°C.

9.- Se ley6 la absorbancia (A) del patron y de la muestra a 520 nm frente al
blanco. El color es estable como minimo 1 hora.

CALCULOS

A muestra x 750 (Conc, del calibrador) = mg/Dl de lipidos tot de la muestra

A patrén

VALORES DE REFERENCIA
Suero o plasma:

450 — 900 mg/dL

132 |



ANEXO 7. TRIGLICERIDOS
FUNDAMENTO

Los triglicéridos incubados con lipoproteinlipasa (LPL) liberan glicerol y acidos
grasos libres. El glicerol es fosforilado por glicerolfosfato deshidrogenasa (GPO) y
ATP en presencia de glicerol quinasa (GK) para producir glicerol-3-fosfato (G3P) y
adenosina-5-difosfato (ADP) y peroxido de hidrégeno (H202) por GPO.

Al final, el peréxido de hidrogeno (H20;) reacciona con 4-aminofenazona (4-AF) y
p-clorofenol, reaccion catalizada por la peroxidasa (POD) dando una coloracion
roja:

LPL
Triglicéridos + H,0O > Glicerol + Acidos grasos libres
i Glicerol quinasa
Glicerol +ATP -~ G3P+ADP
GPO
G3P + 0O, _ DAP + H>0O,

H,O; + 4-AF + p-Clorofenol Pob 5 Quinona + H,0

La intensidad del color formado es proporcional a la concentracion de triglicéridos
presentes en la muestra ensayada.

MATERIAL ADICIONAL

- Espectofotémetro o analizador para lecturas a 505 nm (500 — 550 ).
- Cubetas de 1.0 cm de paso de luz.
- Equipamiento habitual de laboratorio.

MUESTRAS

Suero o plasma heparinizado o EDTA.. Estabilidad de la muestra 5 dias a 2 — 8
Ce.

PROCEDIMIENTO

1.- Condiciones del ensayo:

Longitud de onda: .......... 505 nm (490 -550)

Cubeta: .... 1 cm paso de luz

Temperatura: ... 37 °C/15 -25°C

2.- Ajustar el espectofotrometro a cero frente a agua destilada.

3.- Pipetear en una cubeta:
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BLANCO PATRON MUESTRA
RT (mL) 1.0 1.0 1.0
PATRON (pL) 1.0
MUESTRA (uL) 1.0

4.- Mezclar e incubar 5 minutos a 37°C 6 10 min. a temperatura ambiente.

5.- Leer la absorbancia (A) del Patron y la muestra, frente al Blanco de reactivo. El
color es estable como minimo 30 minutos.

CALCULOS

(A)Muestra x 200 (Conc.Patron) = mg/dL de colesterol en la muestra
(B) Patrén

Factor de conversion: mg/dL x 0.0113= mmol/L.

VALORES REFERENCIA
Hombres: 40 — 160 mg/dL
Mujeres: 35 — 165 mg/dL

INTERFERENCIAS

No se han observado interferencias de hemoglobina hasta 5 g/L y bilirrubina hasta
10 mg/dL.

Se han descrito varias drogas y otras substancias que interfieren en la
determinacion del Colesterol.
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ANEXO 8. FRUCTOSAMINA
PRINCIPIO DEL METODO

Las proteinas glicadas séricas reducen a las sales de tetrazolio (NBT) en medio
alcalino. La velocidad de formacion del formazan a una temperatura determinada
es proporcional a la concentracion sérica de proteinas glicadas.

MATERIAL ADICIONAL

- Espectofotometro o analizador para lecturas a 530 nm £ 20 nm.
- Cubetas de 1.0 cm de paso de luz.
- Equipamiento habitual de laboratorio.

MUESTRAS

Suero sin hemdlisis. Estabilidad de la fructosamina es de 7 dias a 2-8 °C.
PROCEDIMIENTO

1.- Condiciones del ensayo:

Longitud de onda: .......... 530 nm + 20 nm

Cubeta: .... 1 cm paso de luz

Temperatura: ... 15 -25°C

2.- Ajustar el espectofotdmetro a cero frente a agua destilada.

3.- Pipetear en una cubeta:

PATRON MUESTRA
RT (mL) 1.0 1.0
PATRON (uL) 50
MUESTRA (pL) 50

4 .- Mezclar e incubar inmediatamente a 37 °C. Poner en marca el cronémetro.

5.- Leer la absorbancia (A) del Patrén y la muestra, exactamente a los 10 minutos
(A1), y alos 15 minutos (A;) de incubacion, frente a agua destilada.

CALCULOS

(A2 — A; )Muestra x (Conc.Patron) = mmol/L de fructosamina en la muestra
(A2 — Ap) Patron
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VALORES REFERENCIA

Suero: 1.9 - 2.9 mmol/L (DMF) 205-285 pmol/L (albumina glicada). Las
concentraciones son ligeramente inferiores (5%) en nifios. Los valores de
referencia de la fructoamina dependen de la concentracién de albumina. Los
valores en el plasma son inferiores a los hallados en el suero.
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ANEXO 9. GLUCOSA

FUNDAMENTO DEL METODO:

La glucosa presente en la muestra origina, segun las reacciones acopladas
descritas a continuacion, un complejo que se coloreado que se cuantifica por

espectofotometria.

Glucosa + % O, + H,O s gluconico + H20>

Glucosa oxidasa

peroxidasa

2 H,0, 4-aminoantipirina + Fenol 5 wuinonaimina + 4 H,O

MUESTRAS

Suero o plasma recogidos mediante procedimientos estandar. El suero o plasma
deben separarse de los elementos celulares lo antes posible para evitar la

glucdlisis.

PROCEDIMIENTO

1.- Condiciones del ensayo:

Longitud de onda: ......... 505 nm (490 — 550)

2.- Ajustar el espectofotdmetro a cero frente a agua destilada.

3.- Pipetear en una cubeta:

GLUCOSA OXIDASA/PEROXIDASA

BLANCO PATRON MUESTRA
RT (mL) 1.0 1.0 1.0
Patrén (uL) 10
Muestra (uL) 10

4.- Mezclar e incubar 10 min. a 37°C 6 30 min. a temperatura ambiente (15 — 25

°C).

5.- Leer la absorbancia (A) del patron y la muestra, frente al Blanco de reactivo. El
color es estable como minimo 30 min.

CALCULOS

(A) Muestra x 100 (Conc.Patrén) = mg/dL de glucosa en la muestra
Factor de conversion: mg/dL x 0.0555= mmol/L.
VALORES DE REFERENCIA

Suero y plasma

Nifios, adultos

70 — 105 mg/dL = 3.89 — 5.83 mmol/L
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