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IV. RESUMEN

Introduccion: El sindrome metabdlico (SM) se define como un conjunto de alteraciones que incluyen dislipidemia,
hipertension, hiperglucemia, asi como obesidad y resistencia a la insulina. Estilos de vida poco saludables se
asocian con el desarrollo del SM. La restriccion del contenido de carbohidratos de la dieta ha atraido interés
creciente debido a su eficacia en la pérdida de peso, el control glucémico, la sensibilidad a la insulina y el manejo
de los factores de riesgo cardiovascular. Sin embargo, las dietas libres en carbohidratos han sido menos estudiadas,

particularmente, su efecto sobre el SM.

Obijetivo: Evaluar el efecto de una dieta libre de hidratos de carbono sobre parametros bioquimicos, morfométricos

e histopatoldgicos en un modelo murino de SM.

Materiales y métodos: Se formul6 una dieta libre en carbohidratos (DLC) en base a los datos de la Federacion
Espafiola para el Desarrollo de la Nutricion Animal (FEDNA). Se utilizaron 50 ratas macho de la cepa Wistar
recién destetadas divididas en 5 grupos de estudio. Grupo de dieta normal (DN) (n=10): animales expuestos a una
DN durante 20 semanas. Grupo de SM (n=10): animales alimentados con una dieta formulada (DF) y solucion de
glucosa (25%) durante 20 semanas. Ambos grupos se utilizaron para demostrar la generacion del modelo de SM.
Grupo de DN (n=10): animales alimentados con DN durante 40 semanas. Grupo de SM (n=10): animales
alimentados con DF y solucién glucosada (25%) durante 40 semanas. Grupo SM+DLC (n=10): animales
alimentados con la DF y solucion glucosada (25%) durante 20 semanas y, posteriormente, con una DLC durante
20 semanas. A todos los animales se les midié el peso, la talla y la glucosa capilar cada mes. Al término de la
experimentacion, los animales fueron sacrificados para la obtencion de sangre total y érganos de interés, para la

evaluacion de parametros bioquimicos e histopatolégicos.

Resultados: Se formulé la DLC con un 52.95%kcal proveniente de grasas y 47.05%kcal de proteinas. Se demostro
la generacion del modelo de SM a las 20 semanas mediante cambios en los niveles de glucosa, colesterol,
triglicéridos, c-HDL, c-LDL, c-VLDL, PCR, MDA sérico y hepatico, y almacenamiento de grasa visceral, asi como
disminucion en las concentraciones de insulina, c-HDL, enzimas hepéticas y glucogeno. De igual forma, la
esteatosis hepética, dafio renal y la hipertrofia de adipocitos. Los animales con SM expuestos a la DLC mostraron
una disminucion en la ingesta calérica, un decremento en el peso corporal e indice de Lee, de igual manera,
normalizé los niveles de MDA sérico y hepético, insulina, lipidos, ALT, glucdgeno hepatico, creatinina,
decrementd el estado inflamatorio e incremento la concentracion de cuerpos ceténicos y urea. A nivel
histopatolédgico la DLC disminuyé el estado de glomerulomegalia e inflamacion renal; incrementé el nimero de
islotes de Langerhans y disminuy0 la deposicidn de grasa en pancreas; decremento la hipertrofia de adipocitos e
incremento el patrén lobular del tejido adiposo; redujo el ensanchamiento de la pared de la tinica media en aorta

y, a nivel de higado, produjo degradacion balonizante e inflamacion.

Conclusiones: La dieta alta en glucosa genera SM en las ratas macho Wistar. El cambio hacia una DLC revierte

las alteraciones metabdlicas generadas por el SM, con excepcidn de la glucemia, probablemente, debido a la alta

tasa de gluconeogénesis.
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V. ABSTRACT

Introduction: Metabolic syndrome (MS) is defined as a set of alterations that include dyslipidemia, hypertension,
hyperglycemia, as well as obesity and insulin resistance. Unhealthy lifestyles are associated with the development
of MS. Restriction of the carbohydrate content of the diet is of growing interest due to its efficacy in weight loss,
glycemic control, insulin sensitivity and management of cardiovascular risk factors. However, carbohydrate-free

diets (CFD) have been less studied, particularly their effect on MS.

Objective: Evaluate the effect of a CFD on biochemical, morphometric, and histopathological parameters in a

murine model of MS.

Materials and methods: A CFD were formulated based on data from the Spanish Federation for the Development
of Animal Nutrition (FEDNA). 50 recently weaned male Wistar rats, divided into 5 study groups were used. Normal
diet (ND) group (n=10): animals exposed to a ND for 20 weeks. MS group (n=10): animals fed a formulated diet
(FD) and glucose solution (25%) for 20 weeks. Both groups were used to demonstrate the generation of the MS
model. ND group (n=10): animals fed with ND for 40 weeks. MS group (n=10): animals fed with FD and glucose
solution (25%) for 40 weeks. SM+DLC group (n=10): animals fed with FD and glucose solution (25%) for 20
weeks and, subsequently, with a CFD for 20 weeks. All animals were measured for weight, height, and capillary
glucose monthly. At the end of the experimentation, the animals were sacrificed to obtain whole blood and organs

of interest, for the evaluation of biochemical and histopathological parameters.

Results: The CFD was formulated with 52.95% kcal from fat and 47.05% kcal from protein. The generation of the
MS model at 20 weeks was demonstrated by changes in the levels of glucose, cholesterol, triglycerides, LDL-c,
VLDL-c, CRP, serum and hepatic MDA, and visceral fat storage, as well as a decrease in insulin, HDL-c, liver
enzymes, and glycogen concentrations. Similarly, hepatic steatosis, kidney damage and adipocyte hypertrophy.
Animals with MS exposed to CFD showed a decrease in caloric intake, body weight and Lee’s index, in the same
way, the CFD normalized levels of serum and liver MDA, insulin, lipids, ALT, liver glycogen, creatinine, decrease
the inflammatory state and increased the concentration of ketone bodies and urea. At the histopathological level,
the CFD decreased the state of glomerulomegaly and renal inflammation; increased the number of islets of
Langerhans and decreased fat deposition in pancreas; decreased adipocyte hypertrophy and increased the lobular
pattern of adipose tissue; reduced the widening of the tunica media in the aorta and, at the level of the liver, it

produced ballooning degradation and inflammation.

Conclusions: The high glucose diet generates MS in male Wistar rats. The change towards a CFD reverses the

metabolic alterations produced by MS, except for glycemia, probably due to the high rate of gluconeogenesis.
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1. ANTECEDENTES

1.1. Sindrome Metabolico

El sindrome metabolico (SM) se define como un conjunto de alteraciones que incluyen
dislipidemia (triglicéridos elevados, lipoproteinas que contienen apolipoproteina B y
lipoproteinas de alta densidad), elevacion de la presion arterial y homeostasis de glucosa
desregulada, siendo las principales manifestaciones la obesidad y la resistencia a la insulina
(Rochlani et al., 2017). Se asocia con aterosclerosis acelerada en respuesta a inflamacion
cronica, confiriendo un mayor riesgo de desarrollar enfermedad cardiovascular (ECV) y
diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (McCracken et al., 2017).

La definicion del SM ha sido modificada numerosas veces desde su descripcién original.
Los criterios para su establecimiento han sido desarrollados por la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), el Grupo Europeo para el Estudio de la Resistencia a la Insulina (EGIR, por sus
siglas en inglés) y el Panel 111 de Tratamiento de Adultos del Programa Nacional de Educacion
sobre el Colesterol (NCEP ATP Il1, por sus siglas en inglés) (Nilsson et al., 2019; Saklayen,
2018).

De acuerdo con el NCEP:ATP llI, el SM esta presente si se cumplen tres 0 mas de los
siguientes cinco criterios: circunferencia de la cintura de méas de 40 pulgadas (102 centimetros)
en hombres o 35 pulgadas (88 centimetros) en mujeres, presion arterial de mas de 130/85 mm
Hg, triglicéridos en ayunas con un nivel superior a 150 mg/dL, nivel de colesterol de
lipoproteina de alta densidad (HDL) en ayunas inferior a 40 mg/dL (hombres) o 50 mg/dL
(mujeres) y glucosa en sangre en ayuno superior a 100 mg/dL (National Cholesterol Education
Program (NCEP), 2005).

1.1.1. Epidemiologia del Sindrome Metabolico

La prevalencia del SM varia segun la definicion utilizada, asi como otros factores tales
como la edad, el sexo, el nivel socioecondmico y el origen étnico de los estudios analizados. Sin
embargo, a partir de investigaciones realizadas en la tltima década, se sabe que entre un tercio
y un cuarto de los adultos de la poblacion mundial cumplen con los criterios de diagnéstico del
SM (Samson & Garber, 2014; H. H. Wang et al., 2020).



La incidencia del SM a menudo es paralela a la incidencia de la obesidad y la incidencia
de la DM2 (Elabbassi & Haddad, 2005).

En México, se reporto que la prevalencia del SM en hombres era del 39.9% y 59.9% en
mujeres, con base en el criterio del Panel 111 de Tratamiento de Adultos del Programa Nacional
de Educacion sobre el Colesterol (NCEP:ATP I11) (Wacher-Rodarte, 2009)

De acuerdo con la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT, 2018), realizada
por el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI) en conjunto con el Instituto
Nacional de Salud Publica (INSP), en Mexico, el 40% de las muertes se deben a alguna
enfermedad relacionada con el SM: diabetes mellitus (15%), enfermedades isquémicas del
corazon (13.4%), enfermedades del higado (5.4%) y eventos cerebrovasculares (5.2%) (INEGI,
2019).

1.1.2. Fisiopatologia del Sindrome Metabolico

La patogenia del SM involucra tanto factores genéticos como adquiridos (Kassi et al.,
2011). Debido a la amplia variacion en la distribucion geogréafica del SM, se ha enfatizado la
importancia de los factores ambientales y de estilo de vida, tales como el consumo de calorias
en exceso Yy la falta de actividad fisica, como los principales contribuyentes del desarrollo de
SM (Smith & Ryckman, 2015; H. Xu et al., 2019). El acceso a dietas méas baratas con la
incorporacion de altos contenidos de grasas y carbohidratos ha contribuido al crecimiento de la
obesidad y, con ello, al aumento en la prevalencia del SM (A. M. L. Chan et al., 2021;
Rodriguez-Monforte et al., 2016).

Entre los diversos mecanismos hipotéticos que explican la fisiopatologia del SM, la
resistencia a la insulina es la mas aceptada, en conjunto con la obesidad visceral que conduce,
no solo a la resistencia a la insulina, sino también a la liberacion de &cidos grasos libres no
esterificados (FFA, por sus siglas en inglés), promoviendo la acumulacién ectépica en sitios
como el higado, pancreas, musculo esquelético y rifion, predisponiendo un estado de
dislipidemia y resistencia a la insulina. Otros mecanismos incluyen la inflamacion croénica de

bajo grado y el estrés oxidativo (figura 1) (Swarup et al., 2021; Yaribeygi et al., 2018).
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Figura 1. Fisiopatologia general y efectos bioquimicos del sindrome metabdlico. FFA: &cidos grasos
libres; IL-6: interleucina 6; IL-8: interleucina 8; JNK: quinasa jun n-terminal; MCP-1: proteina
quimiotactica de monocitos 1; NADPH: nicotinamida adenina dinucleétido fosfato; NF-kB: factor
nuclear kappa B; RE: reticulo endoplasmico;, TNFa. factor de necrosis tumoral alfa; VLDL:
lipoproteina de muy baja densidad.

1.1.2.1. Resistencia a la Insulina

Diversas organizaciones consideran, en sus definiciones, a la resistencia a la insulina

como el factor central de la fisiopatologia del SM (McCracken et al., 2017). La resistencia a la

insulina consiste en la disminucidn de la capacidad de la hormona para actuar de manera efectiva

sobre los tejidos blanco, en particular el musculo, el higado y el tejido adiposo (Gerard, 2019;

Taylor et al., 2019).



La insulina es producida por el pancreas en respuesta a concentraciones elevadas de
glucosa en sangre, y estimula la captacion de esta en varios tejidos tales como el musculo
esquelético, el higado y el tejido adiposo. En el masculo esquelético y el tejido adiposo, la
insulina estimula la captacion de glucosa mediante la translocacion del transportador de glucosa
GLUT4 a la superficie celular. En el musculo esquelético y el higado, la insulina estimula la
sintesis de glucogeno a partir de glucosa e inhibe la glucogendlisis (M. C. Petersen & Shulman,
2018).

En el higado, la insulina también disminuye la gluconeogénesis hepatica, evitando la
entrada de méas glucosa en el torrente sanguineo. En el tejido adiposo, la insulina inhibe la
lipolisis y estimula la absorcion de glucosa. El efecto neto de todos estos cambios es aumentar
la absorcién de glucosa, reducir los niveles de glucosa circulante y aumentar la conversion de
glucosa en moléculas de almacenamiento, como el glucogeno o la grasa (Huang, 2009; Kassi et
al., 2011).

La sefializacién celular de la insulina se produce tras la union de ésta al receptor de
insulina (IRS, por sus siglas en inglés) de tipo tirosina quinasa activada por ligando. Esta union
da como resultado la fosforilacion del receptor en los sustratos posteriores y la activacion de dos
vias paralelas: la via de la fosfoinositol 3-quinasa (PI13K, por sus siglas en inglés) y la via de la
proteina quinasa activada por mitocondrias (MAP, por sus siglas en inglés). La activacién de la
via de la PI3K produce una posterior activacion de la proteina quinasa 1 (PDK1, por sus siglas
en inglés) dependiente de 3 fosfoinositol y la quinasa Akt. La via PI3K-Akt es responsable de
muchos de los efectos metabolicos posteriores de la insulina (Huang, 2009). En las células
endoteliales vasculares, la quinasa Akt fosforila y activa la 6xido nitrico sintasa endotelial
(eNOS). En el musculo esquelético y el tejido adiposo, la Akt quinasa estimula la translocacion
del transportador de glucosa GLUT4 que responde a la insulina, en la superficie celular, lo que
aumenta la captacion de glucosa (Figura 2) (Bevilacqua & Bizzarri, 2018; De Meyts, 2016).



Figura 2. Cascada de sefializacion de la insulina en musculo esquelético. Tomado y modificado de

“Mechanisms of Insulin Action and Insulin Resistance”, por M. C. Petersen y G. 1. Shulman, 2018,
Physiol Rev, 98(4), p. 2136.

En la resistencia a la insulina, la via PI3K-Akt se ve afectada, mientras que la via MAP
quinasa se mantiene intacta. La inhibicion de la via PI3K-Akt conduce a una reduccién en la
produccion de o6xido nitrico (NO) endotelial, lo que produce disfuncién endotelial y una
reduccion en la translocacion de GLUT4, resultando en una disminucion de la captacion de
glucosa en el masculo esquelético y tejido adiposo (figuras 3y 4) (Elabbassi & Haddad, 2005;
Huang, 2009; Kassi et al., 2011).
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Figura 3. Consecuencias funcionales de la resistencia a la insulina. Tomado y modificado de
“Mechanisms of Insulin Action and Insulin Resistance”, por M. C. Petersen y G. I. Shulman, 2018,
Physiol Rev, 98(4), p. 2145.

El desencadenante primario del desarrollo de resistencia a la insulina es el aumento en
la obesidad visceral, relacionada con un aumento en el consumo de dietas ricas en grasas y
azucares por periodos prolongados (Rodriguez-Monforte et al., 2016). En el estado de
resistencia a la insulina, el higado produce glucosa continuamente, generando un aumento en la
concentracion plasmatica de ésta y desencadenando una mayor produccion de insulina. Ademas,
la acumulacidn de grasa en el higado provoca un flujo constante de FFA capaces de depositarse
en diversos tejidos. Se sabe que los FFA disminuyen la produccién aguda de insulina, lo que



eventualmente provoca un aumento de los niveles de glucosa posprandial. A su vez, este proceso
daria como resultado una mayor tendencia a almacenar el exceso de carbohidratos como grasa
visceral y hepatica. Estos procesos continuarian hasta un punto en el que las células B se vuelvan
incapaces de producir suficiente insulina para compensar la resistencia a la misma, lo que
resultaria en el desarrollo de diabetes (McCracken et al., 2017; Taylor et al., 2019).

La resistencia a la insulina produce una pérdida del efecto vasodilatador de ésta, en
conjunto con la vasoconstriccion causada por los FFA se predispone al desarrollo de
hipertensién. Los mecanismos involucrados incluyen una mayor activacion simpatica y
reabsorcion de sodio en los rifiones. De igual manera, la resistencia a la insulina provoca un
aumento en la viscosidad sérica, la induccion de un estado protrombético y la liberacion de
citocinas proinflamatorias del tejido adiposo que contribuyen a un mayor riesgo de enfermedad
coronaria (Rochlani et al., 2017).
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1.1.2.2. Obesidad e Inflamacion

Se ha demostrado una relacion entre el estado de obesidad y la inflamacion con el
desarrollo de SM. Un balance de energia positivo entre el consumo y el gasto energético tiene
como resultado la ganancia de peso y obesidad. Este exceso en el balance se almacena en forma
de grasa, la cual no sélo es un deposito inerte de almacenamiento de energia, sino que, ademas,
los adipocitos son metabdlicamente activos y secretan mas de una docena de hormonas que
afectan el apetito, la saciedad y el metabolismo energético del cuerpo (Elabbassi & Haddad,
2005; Longo et al., 2019). Los depositos de tejido adiposo no son metabolicamente iguales. La
grasa visceral, en comparacion con la grasa subcutanea, tiene patrones de expresion génica
distintos y se asocia con mayor resistencia a la insulina (Kassi et al., 2011; Samson & Garber,
2014).

El almacenamiento de grasa visceral produce una disminucién en la captacion de glucosa
mediada por insulina, relacionandose directamente con la resistencia a la insulina. Los
mecanismos involucran la secrecién de adipocinas proinflamatorias producidas por el tejido
adiposo, como el factor de necrosis tumoral o (TNFa), interleucina-6 (IL-6), leptina, resistina y
angiotensina Il que contribuyen a la resistencia a la insulina y la disfuncién vascular (figura 5)
(Ashraf et al., 2018; Kang et al., 2016). Por otra parte, la adipocina llamada adiponectina ejerce
un papel protector contra el desarrollo de DM2, hipertensién, inflamacion y enfermedades
vasculares ateroscleréticas; ésta se encuentra disminuida en individuos con acumulacion de
grasa visceral, relacionandose con el desarrollo de SM (Elabbassi & Haddad, 2005; Huang,
2009; Kassi et al., 2011).

Otras sustancias relacionadas con el tejido adiposo, posiblemente implicadas en la
patogenia del SM, son los acidos grasos libres no esterificados (FFA, por sus siglas en inglés).
En el estado de resistencia a la insulina, el proceso de movilizacién de los FFA a partir de
triglicéridos almacenados se acelera. El flujo de FFA en torrente sanguineo da como resultado
un aumento en la produccion de glucosa y triglicéridos en higado, asi como la secrecion de
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL, por sus siglas en inglés) (figura 3). De igual forma,
los FFA también reducen la sensibilidad a la insulina en el musculo esquelético al inhibir la
captacion de glucosa mediada por insulina y aumentan la produccion de fibrindgeno (Saklayen,
2018; Suiter et al., 2018).
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Figura 5. Esquema de las alteraciones metabdlicas que se producen en el tejido adiposo como
fisiopatologia del sindrome metabdlico. Tomado y modificado de “A comprehensive definition for
metabolic syndrome”, por P. L. Huang, 2009, Disease Models & Mechanisms, 2, p. 232.

Los macréfagos que residen en el tejido adiposo son dos subtipos principales, los
macrofagos proinflamatorios (M1) y los macrofagos activados asociados con un perfil
antiinflamatorio (M2). En individuos sanos, el tejido adiposo presenta un fenotipo M2, los
cuales contribuyen a mantener la sensibilidad a la insulina e inhibir la desregulacién e
inflamacién en el tejido. En el estado de obesidad, las células hipertréficas del tejido adiposo
presentan anomalias de tipo necrético promoviendo la entrada masiva de monocitos, los cuales
se diferencian a macréfagos M1 proinflamatorios secretores de citocinas inflamatorias que
desempefian un papel importante en el desarrollo de inflamacion local y sistémica, asi como a

la resistencia a la insulina (Longo et al., 2019; Poitou et al., 2013).

1.1.2.3. Estrés Oxidativo

Las especies reactivas de oxigeno (EROs) son derivados ubicuos, altamente reactivos y
de corta duracién del metabolismo del oxigeno, reaccionan con las moléculas circundantes en

el sitio de formacion y son producidos en todos los sistemas biologicos (Avelar et al., 2015).
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Estas especies incluyen el radical superéxido (O2), el radical hidroxilo
(OH) y el perdxido de hidrégeno (H20z), asi como las especies reactivas de nitrogeno, como el
oxido nitrico (NO) y el radical peroxinitrico (ONOO") (Roberts & Sindhu, 2009).

El estrés oxidativo se define como una disparidad en la produccion y la degradacion de
EROs (Rani et al., 2016). El estrés oxidativo, en conjunto con la inflamacién sistémica juegan
un papel importante en la fisiopatologia del SM. El aumento de la produccion de EROs en
numerosos tejidos, incluidos el musculo esquelético y los tejidos cardiovasculares, se ha
asociado con la activacién del sistema renina-angiotensina-aldosterona que, a su vez, participa

en el desarrollo de hipertension y resistencia a la insulina (Lasker et al., 2019).

En estudios en humanos y animales se ha observado una correlacion positiva entre la
acumulacion de grasa ectdpica en diferentes tejidos y la generacion de estrés oxidativo con la
produccién de EROs, asi como una disminucién de la expresion de enzimas antioxidantes y una
mayor expresion de NADPH oxidasa (McCracken et al., 2017). De igual forma, se ha
demostrado que el proceso oxidativo puede modificar LDL en LDL oxidada (OxLDL) debido a
la condicion oxidativa prevalente durante el trastorno metabdlico como la glucoxidacion, la
produccion de EROs, especies reactivas de nitrogeno (RNS, por sus siglas en inglés) y la
activacion de varias oxidasas y oxigenasas junto con una disminucién de la actividad del sistema

antioxidante celular (Rani et al., 2016).

Las principales enzimas que participan en el proceso de reduccién del estrés oxidativo
son: superdxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y glutation peroxidasa (GPx). La funcién de
SOD es catalizar la dismutacion de aniones Oz en H202, que es menos reactivo que la especie
anterior. El H>O también tiene capacidad oxidante y se difunde facilmente a través de las
membranas celulares y el citosol. Para reducir esta accion se requiere la presencia de enzimas
CAT y GPx, que son capaces de neutralizar esta especie reactiva, produciendo agua y oxigeno

molecular (figura 6) (Avelar et al., 2015).

Si los sistemas antioxidantes celulares no inactivan las EROs, éstas pueden reaccionar
con macromoléculas celulares e iniciar el proceso de peroxidacion de lipidos, causar dafio al

DNA y/o inducir modificaciones de proteinas y acidos nucleicos (Roberts & Sindhu, 2009).
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Figura 6. Descripcion general de la desintoxicacion enzimatica y antioxidante de EROs. Tomado y
modificado de “Oxidative stress and metabolic syndrome”, por C. K. Roberts, 2009, Life Sciences 84, p.
7086.

Otros factores
medioambientales

1.1.3. Tratamiento del Sindrome Metabdlico
El tratamiento del SM implica un enfoque dual que combina cambios en el estilo de vida
e intervenciones farmacoldgicas, en un esfuerzo por disminuir las comorbilidades que se

presentan a partir del desarrollo del SM (Rochlani et al., 2017).

Las principales intervenciones farmacoldgicas incluyen el manejo de la dislipidemia con
estatinas, la disminucion del riesgo protrombético con farmacos antiplagquetarios y el uso de
sensibilizadores a la insulina para disminuir el riesgo de diabetes (Binesh Marvasti & Adeli,
2010; Rask Larsen et al., 2018). Sin embargo, no existe un tratamiento farmacoldgico Unico
para el SM, por lo que la farmacoterapia y las comorbilidades asociadas requieren el uso
prolongado de multiples medicamentos, representando un desafio para los pacientes debido a la
polifarmaciay el posible incumplimiento de la terapia (Kassi et al., 2011; Rochlani et al., 2017).
Ademas, la disfuncion de las células B pancreaticas ha demostrado ser menos susceptible de
tratamiento. Se ha identificado que, en el momento del diagndstico, la funcién de las células
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ha disminuido aproximadamente el 50% de lo normal, y continda disminuyendo de forma

progresiva, independientemente del tratamiento farmacoldgico (Taylor et al., 2019).

Los cambios en el estilo de vida son esenciales en el manejo de los factores de riesgo del
SM. Se sabe que una reduccion en el peso corporal por medio de modificaciones en la
alimentacion es una de las estrategias preventivas y de tratamiento de los componentes del SM
(McCracken et al., 2017).

De acuerdo con la Guia de Practica Clinica de SM de la Asociacion Latinoamericana de
Diabetes, limitar la ingesta de carbohidratos simples es una de las estrategias iniciales de manejo
en los pacientes con sobrepeso y factores de riesgo para presentar SM, o en aquellos que

presentan alteraciones bioquimicas asociadas a éste (Elizondo-Argueta et al., 2019).

La restriccion calérica muestra un efecto benéfico sobre la prevencion y el tratamiento
del SM, mejorando algunos marcadores como la presion arterial, la glucosa sanguinea y el
colesterol plasmatico. La restriccion caldrica mediante la manipulacion del contenido de
carbohidratos de la dieta ha atraido interés creciente debido a su eficacia en la pérdida de peso,
el control glucémico, la sensibilidad a la insulina y el manejo de los factores de riesgo
cardiovascular. Sin embargo, existe poco consenso sobre el grado de restriccion de
carbohidratos en la dieta para obtener un resultado 6ptimo en el control de los parametros (Chen
etal., 2015).

1.1.3.1. Dietas Bajas y libres en Carbohidratos

De acuerdo con la creciente evidencia generada en las Gltimas décadas, las dietas bajas
en carbohidratos tienen un papel terapéutico importante en numerosas enfermedades, siendo de
interés particular por el efecto que presentan con respecto a la pérdida de peso y la disminucion
de la dependencia farmacoldgica en enfermedades metabdlicas (Sainsbury et al., 2018). Por tal
razon, la investigacion en el campo de las intervenciones nutricionales es importante, debido a
que traeria beneficios significativos desde un punto de vista econdémico y social, asi como del

cumplimiento por parte del paciente (Paoli et al., 2013).

Una dieta baja en carbohidratos generalmente restringe el total de éstos a menos de 130

gramos por dia (<26% kcal), mientras que una dieta muy baja en carbohidratos o cetogénica
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limita la ingesta de carbohidratos totales a menos de 20 a 50 gramos por dia (<10%) (Kelly et
al., 2020).

El consumo de proteinas generalmente no cambia con respecto a una dieta estandar
(alrededor del 20% de la ingesta total), y las necesidades energéticas restantes se cubren con
grasa de la dieta o de las reservas de grasa corporal movilizadas. Las fuentes de carbohidratos
son principalmente vegetales sin almiddn, asi como nueces, lacteos y fruta de forma limitada
(Hallberg et al., 2019; Unwin et al., 2019).

La ausencia de carbohidratos en la dieta mantiene la insulinemia baja y la oxidacion de
lipidos aumenta a expensas del depdsito visceral, de tal manera que las necesidades energéticas
del sistema nervioso y el sistema cardiovascular se ven cubiertas por medio de la

gluconeogénesis y cetogénesis (Mirhashemi et al., 2008).

En la tabla 1 se describen los estudios clinicos y basicos reportados de las dietas bajas
en carbohidratos y en la tabla 2 se muestra los reportes del impacto de la restriccion total de

consumo de carbohidratos en la salud metabdlica.
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Tabla 1. Impacto de la restriccién de consumo de carbohidratos en la salud metabdlica.

Referencia

Meckling et al.,

2004

Sharman & Volek,

2004

Petersen et al.,
2005

Yancy et al., 2005

Modelo de

Investigacion

Estudio clinico

Estudio clinico

Estudio clinico

Estudio clinico

Poblacion de
Estudio

Adultos
(n=40)

obesos

Hombres adultos
con  sobrepeso
(n=15)

Adultos

con diabetes

obesos

mellitus tipo 2
(n=8)

Adultos con
sobrepeso
(n=28)

Duracion

10 semanas

12 semanas

16 semanas

24 semanas

Restriccion Calérica

Dieta baja en

carbohidratos

Dieta muy baja en

carbohidratos

Dieta baja en

carbohidratos

Dieta muy baja en

carbohidratos

Porcentaje de
Calorias de
Macronutrientes
15% Carbohidratos

<10% Carbohidratos
60% Grasas

30% Proteinas

<25% Carbohidratos

14% Carbohidratos
44% Grasas

42% Proteinas

Resultados

Principales

Normalizacion de los niveles
de glucosa e insulina en
ayuno, mejora de la
sensibilidad a la insulina.
Disminucion significativa de
peso.
Reduccion  de  citocinas
proinflamatorias,
guimiocinas y moléculas de
adhesion.

Disminucion de los niveles
de grasa hepética,
normalizacion de
sensibilidad a insulina en
higado, disminucién  de
glucosa plasmatica en ayuno,

incremento de GLP-1.

Disminucion de
hemoglobina glucosilada
(HbAlc).
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Blouet et al., 2006

Kamuren et al.,
2006

Koide et al., 2007

Al-Khalifa et al.,
2009

Caton et al., 2009

Estudio basico

Estudio béasico

Estudio basico

Estudio basico

Estudio basico

Ratas Wistar
macho (n=30)

Ratas Sprague-
Dawley
diabéticas

(n=92)

Ratas OLETF

macho (n=18)

Ratas Wistar
macho diabéticas

(n=63)

Ratas Wistar
macho  obesas
(n=48)

8 semanas

4 semanas

8 semanas

8 semanas

4 semanas

Dieta baja en

carbohidratos

Dieta muy baja en

carbohidratos

Dieta baja en

carbohidratos

Dieta baja en

carbohidratos

Dieta muy baja en

carbohidratos

33% Carbohidratos
14% Grasas

53% Proteinas

5% Carbohidratos
68% Grasas

27% Proteinas

30% Carbohidratos
40% Grasas

30% Proteinas

10% Carbohidratos
60% Grasas

30% Proteinas

1.3% Carbohidratos
94% Grasas

4.2% Proteinas

Hipoplasia de tejido adiposo,
disminucion del peso
corporal, aumento de la
sensibilidad a la insulina,
mejora de la homeostasis de
la glucosa.

Mejoras en niveles de
glucosa plasmatica, HbAlcy

glutionato peroxidasa.

Aumento de la sensibilidad
de la insulina, disminucién
de los niveles de insulina
plasmatica, colesterol total y
triglicéridos. Disminucion de
la grasa visceral. Aumento de
la actividad de leptina.

Disminucion de glucemia,

mejora en la funcién de las

células [ pancreaticas,
disminucion  de  estrés
oxidativo.
Disminucion  del  peso
corporal y el gasto de
energia.
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Volek et al., 2009

Axen & Axen,

2010

de Luisetal., 2012

Bielohuby et al.,

2013

Prince et al., 2013

Ruth et al., 2013

Estudio clinico

Estudio basico

Estudio clinico

Estudio basico

Estudio basico

Estudio clinico

Adultos

con dislipidemia

obesos

aterogénica
(n=40)
Ratas Sprague-
Dawley macho,
obesas (n=74)

Adultos

(n=305)

obesos

Ratas Wistar

macho (n=15)

Wistar

macho (n=8)

Ratas

Adultos
(n=29)

obesos

12 semanas

16 semanas

12 semanas

4 semanas

3 semanas

12 semanas

Dieta muy baja

carbohidratos

Dieta muy baja

carbohidratos
Dieta baja
carbohidratos
Dieta muy baja
carbohidratos

Dieta muy baja

carbohidratos

Dieta muy baja

carbohidratos

en

en

en

en

en

en

10% Carbohidratos
60% Grasas

30% Proteinas

5% Carbohidratos
60% Grasas

35% Proteinas

38% Carbohidratos
36% Grasas

26% Proteinas
2.2% Carbohidratos
78.7% Grasas
19.1% Proteinas
0.1% Carbohidratos
89.5% Grasas
10.4% Proteinas

5% Carbohidratos
60% Grasas

35% Proteinas

Pérdida de peso, reduccion
de glucemia e insulinemia,
disminucion de la adiposidad
visceral.

Disminucion  del  peso

corporal.

Disminucion de los depositos
de grasa, pérdida de peso.
Disminucion de glucosa
plasmatica y niveles de
insulina.

Aumento de los niveles de
consumo de oxigeno y
disminucion de los niveles de
produccion de didxido de
carbono, aumento en
oxidacién de grasas.
Disminucion  de  niveles
plasmaticos de lipidos,
mejoras en la inflamacion

sistémica y el peso corporal.
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Jonasson et al.,,
2014

Arimura et al.,
2017

Chenetal., 2015

Monteiro et al.,
2016

Kurosaka et al.,
2017

Winwood-Smith et
al., 2017

Estudio clinico

Estudio basico

Estudio basico

Estudio béasico

Estudio basico

Estudio basico

Adultos con
diabetes mellitus
tipo 2 (n=59)

Ratones macho
db diabéticos
(n=24)
Ratas Wistar

macho (n=36)

Ratas Wistar
hembra (n=20)
Ratas Sprague-

Dawley macho

Moscas hembra
Drosophila

melanogaster

24 semanas

15 dias

12 semanas

8 semanas

12 semanas

9 dias

Dieta baja
carbohidratos

Dieta baja

carbohidratos

Dieta baja
carbohidratos

Dieta baja

carbohidratos

Dieta baja
carbohidratos

Dieta baja

carbohidratos

en

en

en

en

en

en

20% Carbohidratos

39% Grasas

19% Proteinas

59% Carbohidratos

17% Grasas
24% Proteinas

40% Carbohidratos

26% Grasas

34% Proteinas

8.7% Carbohidratos

31.7% Grasas
59.4% Proteinas

20% Carbohidratos

60% Grasas

20% Proteinas

<20% Carbohidratos

Disminucion  de  estrés

oxidativo, reduccion de
niveles de leptina e
interleucina-6,
sensibilizacion de la insulina.
Deterioro de la condicion
diabética por insuficiencia en
la secrecidn de insulina.
Disminucion en niveles de
triglicéridos, aumento de la
expresion génica de
adiponectina y PPARy en
tejido adiposo.

Lesién celular en higado,
elevacion  plasméatica de
transaminasas.

Alteraciones estructurales en
las mitocondrias hepaticas,
interrupcion  de la  B-
oxidacién, desarrollo de
higado graso.

Pérdida de peso por
reduccion de reservas de

glucdgeno.
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Ma et al., 2018

Hallberg et al,

2019

Sahagun et al,
2019

Fukazawa et al.,
2020

Estudio basico

Estudio clinico

Estudio béasico

Estudio basico

Ratones macho
C57BL/6J
(n=35)

Adultos con

diabetes mellitus
tipo 2 (n=349)

Ratas
Evans (n=70)

Long

Ratas
Dawley (n=21)

Sprague-

8 semanas

1 afio

3 semanas

8 semanas

Dieta muy baja

carbohidratos
Dieta baja
carbohidratos
Dieta muy baja
carbohidratos

Dieta baja

carbohidratos

en

en

en

en

3.5% Carbohidratos
8.9% Grasas

76.1% Proteinas
15% Carbohidratos

5% Carbohidratos
80% Grasas

15% Proteinas
18% Carbohidratos
66% Grasas

16% Proteinas

Disminucion  del  peso
corporal.
Mejoras en el control

glucémico, reduccion de
medicacion.

Proteccion contra el estrés
crénico, especialmente en
hembras.

Aumento en la utilizacion de
cuerpos cetonicos en
musculo esquelético,
disminucion en la ingesta
energética, disminucién del

peso corporal.
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Tabla 2. Impacto de la restriccién total de consumo de carbohidratos en la salud metabdlica

Referencia

Azzout et al., 1984

Marsset-Baglieri et

al., 2004

Brito et al., 2005

Pichon et al., 2006

Jirgens et al., 2007

Modelo de

Investigacion

Estudio basico

Estudio béasico

Estudio basico

Estudio béasico

Estudio basico

Poblacion de
Estudio
Ratas Wistar
macho  (n=52),

sanas

Ratas Wistar
macho  (n=18),
obesas y ratas

Sprague-Dawley

macho  (n=84),
obesas
Ratas Wistar

macho, sanas

Ratas Wistar
macho  (n=60),
sanas

Ratones NZO
macho, ratones

Duracion

24 y 48 horas

80 dias

2 semanas

62 dias

22 semanas

Restriccion Calérica

Alta en proteinas vy

libre de carbohidratos

Dieta alta en proteinas
y libre de
carbohidratos

Alta en proteinas vy

libre de carbohidratos

Alta en grasas, alta en
proteinas y libre de
carbohidratos

Alta en grasas y libre

de carbohidratos

Porcentaje de
Calorias de
Macronutrientes
30% Grasas

70% Proteinas

30% Grasas

70% Proteinas

20.2% Grasas
79.8% Proteinas

45% Grasas

55% Proteinas

88% Grasas

12% Proteinas

Resultados

Principales

Estimulacion de la
gluconeogénesis, aumento del
gasto energético.

No hubo cambios en el peso y la

composicion corporal.

Reduccion de la sintesis de

acidos grasos en el tejido
adiposo, disminucion de la
actividad de las enzimas
implicadas en la lipogénesis.
Disminucién de: peso corporal,
masa grasa corporal, tamafio y
nimero total de adipocitos, y
actividad sintasa de los acidos
grasos.

Prevencion de la destruccion de

células B pancreaticas.
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Mirhashemi et al.,

2008

Veldhorst
2009

et

al,,

Estudio basico

Estudio clinico

C57BL/6J,
obesos 'y con
resistencia a la
insulina
Ratones  db/db
macho, obesos y
susceptibles a
diabetes (n=25)

Adultos sanos
(n=10)

22 semanas

1.5 dias

Alta en grasas y libre

de carbohidratos

Alta en grasas, alta en
proteinas y libre de

carbohidratos

72.2% Grasas
27.8% Proteinas

70% Grasas

30% Proteinas

Disminucion de la
hiperglucemia, prevencion de la
destruccion  de células P
pancreéticas y de la
manifestacion de glucosuria.

Disminucién en la produccién
de glucosa endbgena en
comparacion con dieta estandar,
aumento de la gluconeogénesis

y en el gasto energético.
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1.1.3.1.1.Cetosis nutricional inducida por dietas bajas y libres en

carbohidratos

Las dietas bajas en carbohidratos generan produccion de glucosa a partir de la
gluconeogénesis, sin embargo, cuando dicha produccién se vuelve insuficiente para
satisfacer las necesidades del sistema nervioso central, se promueve la movilizacion de los
acidos grasos como fuente de energia. A través de la cetogénesis, los &cidos grasos se oxidan
a cuerpos cetonicos en las mitocondrias del higado, posteriormente, se distribuyen a traves
de la sangre a otros érganos para utilizarse como combustible energético. El B-hidroxibutirato
es el cuerpo cetonico encontrado en mayor concentracion en la sangre (figura 7) (Chimienti
et al., 2021; Fukazawa et al., 2020).

La cetosis se define tipicamente como un nivel en sangre de -hidroxibutirato >0.3
mmol/L. Los cuerpos cetonicos se usan como fuente de energia en el masculo esquelético,
cardiaco y sistema nervioso, donde el acetoacetato se activa a acetoacetil-CoA por la succinil-
CoA-acetoacetato-CoA transferasa, luego una tiolasa divide la acetoacetil-CoA formando
dos moléculas de acetil-CoA, para luego oxidarse en el ciclo del acido citrico para la
formacion de ATP (figura 8) (Kirkpatrick et al., 2019; Rodwell et al., 2016).
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Figura 7. Vias de la cetosis o cetogénesis en el higado. Tomado de “Oxidacion de acidos grasos: la

cetogénesis”, por K. M. Botham y P. A. Mayes, 2018, Harper: Bioquimica ilustrada, p. 212.
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CoA
transferasa

Figura 8. Transporte de cuerpos cetonicos desde el higado y vias de utilizaciéon y oxidacion en
tejidos extrahepaticos. Tomado de “Oxidacion de acidos grasos: la cetogénesis”, por K. M. Botham
y P. A. Mayes, 2018, Harper: Bioguimica ilustrada, p. 213.

1.1.3.1.2. Impacto de las dietas bajas en carbohidratos sobre el metabolismo

de los lipidos

La restriccion de carbohidratos en la dieta disminuye la sintesis de lipidos en higado,
lipogénesis de novo, por lo que la incorporacion de grasas en triglicéridos, que luego se
secretan en la sangre como particulas VLDL se ve disminuida de igual forma (Macedo et al.,
2020). Asimismo, la disminucion en los niveles de insulina causada por las dietas bajas en
carbohidratos promueven la inhibicion de la 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG-
CoA) reductasa, disminuyendo asi la sintesis de colesterol hepatico (Chen et al., 2015;
Kamuren et al., 2006).

1.1.3.1.3.Efecto de las dietas bajas en carbohidratos sobre la ingesta y el

gasto energético y el peso corporal
Las dietas que restringen la cantidad de carbohidratos tienen efectos sobre la ingesta

y el gasto energético. Se ha demostrado que la incorporacién de grasas como sustituyentes
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de los carbohidratos tiene como resultado una menor ingesta energética y un mayor gasto
energético (Kirkpatrick et al., 2019; Ma et al., 2018).

La reduccion del apetito que producen las dietas bajas en carbohidratos demuestra la
disminucion de la ingesta calorica, contribuyendo a la pérdida de peso. Este tipo de dietas
pueden reducir el hambre al influir en los niveles circulantes de hormonas que afectan el
control del hambre y el apetito, incluidas la grelina, la leptina y la colecistoquinina
(Kirkpatrick et al., 2019; Kurosaka et al., 2017).

Otros posibles efectos sobre la ingesta y el gasto energético, asi como en el peso
corporal son: (1) los efectos diuréticos de la cetosis y la disminucién en la concentracion de
insulina; (2) aumento de la lip6lisis del tejido adiposo; (3) mayor proporcion de grasa oxidada
para la obtencion de energia; (4) aumento de los costos metabolicos de la gluconeogénesis y

el efecto térmico de las proteinas (Hyde et al., 2019; Prince et al., 2013).

1.1.3.1.2. Efectos de las dietas bajas en carbohidratos sobre el metabolismo

de la glucosa, la insulina y la sensibilidad a la insulina
En el estado de resistencia a la insulina, una gran proporcion de carbohidratos se
desvia hacia el higado para convertirse en grasa por medio de la lipogénesis de novo. Cuando
los carbohidratos de la dieta se restringen a un nivel por debajo del cual no se convierten
significativamente en grasa, los signos y sintomas de la resistencia a la insulina mejoran o, a

menudo, desaparecen por complejo (Kirkpatrick et al., 2019; Paoli et al., 2013).

Uno de los principales efectos fisioldgicos de las dietas restringidas en carbohidratos
es la reduccion de los niveles de insulina sérica. Se ha demostrado que este tipo de dietas
promueven la disminucion en la demanda de glucosa y la protedlisis del masculo esquelético,
una vez que se establece la movilizacién de los acidos grasos para la generacion de cuerpos

cetdnicos para los requerimientos energéticos del cuerpo (Macedo et al., 2020).

Algunas investigaciones han sefialado mejoras en marcadores de riesgo de desarrollo
de DM2 en la exposicion a dietas bajas en carbohidratos. Ademas, el control de la glucosa
mejora no sélo porque se ingiere menos cantidad de carbohidratos, sino también porque la
sensibilidad a la insulina sistémica también mejora (Paoli et al., 2013; Volek & Feinman,
2005).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El SM es uno de los principales factores de riesgo para desarrollar DM2 y enfermedad
cardiovascular, ademas, su prevalencia ha ido en aumento a nivel mundial (Elizondo-Argueta
et al., 2019; Saklayen, 2018). Se sabe que el estilo de vida occidental promueve el consumo
excesivo de grasas y carbohidratos en la dieta, en conjunto con el creciente sedentarismo,

provocan un aumento en la incidencia del SM.

La busqueda por mejorar la fisiopatologia del SM se enfoca en el establecimiento de
tratamientos tanto farmacologicos como en el cambio de estilo de vida para disminuir la carga
de la enfermedad metabolica y sus complicaciones (McCracken et al., 2017). Se ha
demostrado que el seguimiento de un patron de alimentacion saludable disminuye de manera
significativa el riesgo de desarrollar SM, asi como del control del mismo (Samson & Garber,
2014; Volek & Feinman, 2005); siendo una de las principales recomendaciones la
disminucion de la ingesta calorica en la dieta, la cual puede ser por medio de una reduccién

en el contenido de carbohidratos.

Las dietas que restringen el consumo de carbohidratos han demostrado efectividad
para reducir el peso corporal y mejorar los factores de riesgo metabdlicos, como el colesterol
LDL, triglicéridos y glucosa, por sobre las dietas que restringen la cantidad de grasas
(O’ Neill, 2020). Ademas, algunos estudios demuestran que la implementacién de una dieta
baja en carbohidratos ayuda a disminuir la medicacion, reduciendo asi los riesgos
relacionados con la polifarmacia que suelen adoptar individuos con SM (Hallberg et al.,
2019), pudiendo ser esta la principal estrategia terapéutica en el control de las alteraciones
que dan origen al SM, asi como en la prevencién de sus comorbilidades.

Existen reportes en los cuales ha evaluado el efecto de las dietas completamente libres
de carbohidratos sobre la adiposidad, el peso corporal y la ingesta energética por separado,
sin embargo, no existe evidencia en donde se evalten en forma conjunta los parametros que
conforman el SM, tales como el estrés oxidativo, la resistencia a la insulina, la obesidad y los
cambios estructurales a nivel celular en los tejidos que se ven afectados, principalmente,

higado, rifidn, pancreas, tejido adiposo y masculo esquelético.
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3. JUSTIFICACION

El estilo de vida actual promueve el consumo excesivo de grasas y carbohidratos en
la dieta, aunado al creciente sedentarismo, provocan un aumento en la incidencia del SM. El
conjunto de trastornos que conforman el SM ha llevado a la adopcion de una polifarmacia
como parte del tratamiento para aminorar los efectos producidos por dichos trastornos, sin
embargo, estos tratamientos también conllevan a la generacion de efectos adversos. El
cambio en el estilo de vida podria ser la mejor opcion en estos pacientes ya que existen
reportes en los cuales el decremento en la ingesta de carbohidratos ha demostrado tener
ventajas sobre el control del peso, la resistencia a la insulina, niveles plasméticos de
colesterol, triglicéridos y glucosa. Sin embargo, no existen estudios previos que evallen las
dietas libres de carbohidratos sobre parametros morfométricos, bioquimicos e
histopatol6gicos en un modelo animal de alteraciones metabdlicas importantes de forma
conjunto, por lo tanto, el presente estudio contribuira en el conocimiento del efecto de este
tipo de dietas sobre dichos parametros, determinando asi las ventajas y/o desventajas de éstas
para la salud, asi como tratar de desmitificar el papel del consumo de grasas en ausencia de
carbohidratos sobre las alteraciones metabdlicas antes descritas. De esta forma se contribuira
a ampliar el conocimiento en el campo de las intervenciones medicas sobre condiciones

clinicas importantes, como el SM.
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4, HIPOTESIS

La eliminacién total de los hidratos de carbono de la dieta en el modelo murino de
sindrome metabdlico normaliza los parametros bioquimicos, morfométricos e

histopatol6gicos evaluados.
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5. OBJETIVOS
5.1. Objetivo General

Evaluar los efectos de una dieta libre de hidratos de carbono sobre parametros
morfométricos, bioquimicos e histopatologicos en un modelo murino de sindrome

metabdlico.

5.2. Objetivos Especificos

1. Formular una dieta libre en carbohidratos ajustando la cantidad de grasas y proteinas,
y formular una dieta para generar sindrome metabdlico.

2. Generar el modelo de sindrome metabolico en ratas macho de la cepa Wistar.

3. Determinar el efecto de la dieta libre en hidratos de carbono sobre los parametros
morfométricos en el modelo murino de sindrome metabdlico.

4. Evaluar el efecto de la dieta libre de carbohidratos sobre parametros bioquimicos en
el modelo murino de sindrome metabolico.

5. ldentificar los cambios histopatoldgicos asociados al efecto de la dieta libre en

carbohidratos en el modelo murino de sindrome metabdlico.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Tipo de investigacion

Estudio experimental, transversal, prospectivo y comparativo.

6.2. Disefo experimental

Para cumplir con los objetivos planteados en este trabajo experimental, los
procedimientos se dividieron en tres etapas: Etapa I: formulacién de una dieta libre de
carbohidratos y generacion del modelo de SM en ratas macho de la cepa Wistar; Etapa II:
determinacion de los efectos de la dieta libre de carbohidratos sobre parametros
morfomeétricos en ratas macho de la cepa Wistar con SMy Etapa I11: evaluacion de los efectos
de la dieta libre en carbohidratos sobre pardmetros bioquimicos e histopatolégicos en ratas

macho con SM.

6.2.1. Etapa I: Formulacion de las dietas a evaluar y generacion del modelo

de sindrome metabdlico en ratas macho de la cepa Wistar

La dieta libre de carbohidratos, asi como la dieta para la generacién de SM se elaboraron
en base a los datos publicados por la Fundacion Espafiola Para el Desarrollo de la Nutricion
Animal (FEDNA).

El modelo de SM se genero en ratas Wistar macho después de ser destetadas a los 21 dias
de edad y ser sometidas a una dieta formulada con 16.006% de kcal de grasas, 33.087% de
kcal de proteina y 50.907% de kcal de carbohidratos, y una soluciéon glucosada al 25%

durante 20 semanas ad libitum.

Para establecer el modelo se evalud la obesidad mediante el indice de Lee (peso y
longitud boca-ano), la resistencia a la insulina mediante curvas de tolerancia a la glucosa y

parametros bioquimicos.
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6.2.2. Etapa Il: Determinacion de los efectos de la dieta libre en
carbohidratos sobre parametros morfométricos en ratas macho con

sindrome metabdlico

Se evaluo la ingesta caldrica, el peso corporal y el indice de Lee (peso, longitud boca-
ano) cada mes en cada uno de los grupos de estudio durante el tiempo de experimentacion, y

se compararon los resultados entre los diferentes grupos.

6.2.3. Etapa I11: Evaluacion de los efectos de la dieta libre en carbohidratos
sobre paradmetros bioquimicos e histopatoldgicos en ratas macho con

sindrome metabdlico
Se evaluaron los siguientes parametros bioquimicos en los diferentes grupos de

experimentacién una vez finalizado el periodo de exposicion a las diferentes dietas:

» Perfil lipidico: Niveles de triglicéridos, colesterol total, colesterol HDL,
colesterol LDL y colesterol VLDL.

> Perfil hepatico: Niveles de glucégeno hepético, alanina aminotransferasa
(ALT) y aspartato aminotransferasa (AST).

Y

Perfil renal: Niveles de urea y creatinina.

Y

Estrés oxidativo: Concentracion de malondialdehido a nivel hepatico, renal,
pancreas y suero sanguineo.

Resistencia a la insulina: niveles de glucosa e insulina.

Cuerpos cetonicos: niveles de B-hidroxibutirato.

Inflamacion: proteina C reactiva.

YV V VYV V

Histopatoldgicos: cortes histologicos de higado, rifidén, pancreas, tejido

adiposo visceral y aorta.

La descripcion grafica del disefio experimental se puede observar en la figura 9.
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Figura 9. Disefio experimental.

Histopatologia

Semana 40:
sacrificio

(n=10)
Resistencia a la
insulina
Perfil Lipidico —
Inflamacion —
Perfil Hepatico —
Perfil Renal —
Cetosis —

Estrés Oxidativo —

Histopatologia —

Semana 40:
sacrificio
(n=10)

Resistencia a la
insulina

Perfil Lipidico —

Inflamacién —

Perfil Hepatico —

Perfil Renal —

Cetosis —l

Estrés Oxidativo  —

Histopatologia

Resistencia a la
insulina

Perfil Lipidico

Inflamacién

Perfil Hepatico

Perfil Renal

Cetosis

Estrés Oxidativo

Histopatologia

31




6.3. Metodologia

6.3.1. Animales de experimentacion

Se utilizaron 50 ratas macho, de la cepa Wistar destetadas a los 21 dias de edad, con
un peso promedio de 62.78 £ 17.07 gramos (proporcionadas por el Bioterio “Claude Bernard”
del Area de Ciencias de la Salud, de la Universidad Auténoma de Zacatecas, UAZ-Siglo
XXI), alojadas en jaulas de policarbonato con alimento y agua ad libitum, con ciclos de
iluminacién diurna y nocturna de 12 horas, temperatura controlada de 22°C y 50% de
humedad. Todos los procedimientos realizados en los animales se hicieron bajo la aprobacion
del Comité de Etica en Investigacion del Area de Ciencias de la Salud de la Universidad
Auténoma de Zacatecas, con folio “004/CEI-ACS-UAZ/2022”.

6.3.2. Grupos de estudio

Los animales se asignaron al azar en cinco grupos experimentales:

Grupo 1 (grupo de SM, n = 10), ratas a las cuales, después del destete, fueron alimentadas
con una dieta formulada con 16% de Kcal de grasas, 33% de Kcal de proteinay 51% de Kcal
de carbohidratos, y solucién glucosada al 25% durante 20 semanas ad libitum para evaluar

la generacion del SM.

Grupo 2 (control negativo, grupo de DN, n = 10) ratas a las cuales, después del destete,
recibieron agua y alimento ad libitum de la marca Harlan Teklad Lab Blocks durante las 20
semanas de duracion de la generacién del SM, la cual contiene la composicién bromatoldgica

requerida para un alimento de roedores de laboratorio.

Grupo 3 (grupo de SM+DLC, n = 10), ratas a las cuales, después del destete, fueron
alimentadas con una dieta formulada con 16% de Kcal de grasas, 33% de Kcal de proteinay
51% de Kcal de carbohidratos, y solucion glucosada al 25% durante 20 semanas ad libitum,
posteriormente se realizé un cambio a una dieta libre de carbohidratos ad libitum durante 20
semanas, para lo cual se dio una semana de adaptacion en la que s6lo se cambi6 la solucion
glucosada por agua potable y se dejo con la dieta formulada; se evalud el comportamiento,
aspecto fisico, peso corporal y caracteristicas del entorno de los animales. Después de la

semana de adaptacion, se realizd el cambio del alimento so6lido por el alimento sélido libre
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de carbohidratos, de igual forma, se realiz6 la evaluacion diaria de los parametros antes

mencionados.

Grupo 4 (control positivo, grupo de SM, n = 10), ratas a las cuales, después del destete,
fueron alimentadas con una dieta formulada con 16% de Kcal de grasas, 33% de Kcal de
proteina'y 51% de Kcal de carbohidratos, y solucion glucosada al 25% ad libitum durante las

40 semanas de duracion del estudio.

Grupo 5 (control negativo, grupo de DN, n = 10) ratas a las cuales, después del destete,
recibieron agua y alimento ad libitum de la marca Harlan Teklad Lab Blocks durante las 40
semanas de duracién del estudio, la cual contiene la composicién bromatoldgica requerida

para un alimento de roedores de laboratorio.

A todos los grupos de estudio se les realizaron mediciones diarias de consumo de
alimento y agua o solucion glucosada, asi como mediciones mensuales de glucosa sanguinea,
peso corporal y talla (distancia boca-ano). Posteriormente al tratamiento, los animales fueron

sacrificados para la obtencion de sangre total y los 6rganos a evaluar, segun sea el caso.

6.3.3. Formulacion de las dietas a evaluar

La dieta formulada con 16% de Kcal de grasas, 33% de Kcal de proteina y 51% de
Kcal de carbohidratos se elabor6 con granos de origen natural, respetando los porcentajes
nutricionales para el crecimiento normal de los roedores. La dieta libre de carbohidratos asi
como la dieta antes mencionada se elaboraron en base a la los datos publicados de la
Fundacién Espafiola Para ElI Desarrollo de la Nutricibn Animal (FEDNA)
(http://www.fundacionfedna.org/), en la cual se encuentran los datos nutricionales con el
contenido caldrico correspondiente de los diferentes granos que se pueden utilizar
cumpliendo con los requisitos de nutrientes y de energia para el crecimiento y desarrollo de
las ratas, establecidos en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999,
Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio
(tabla 3).
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Tabla 3. Composicion bromatolégica requerida para un alimento de ratas de laboratorio.

) Proteina | Grasa Fibra )
Animal Cenizas %
cruda % | cruda % | cruda %
Rata 12-24 4-11 3-6 6-8

6.3.4. Indice de Lee

Se realizaron mediciones mensuales de peso corporal en gramos y talla en centimetros
(distancia boca-ano) para la determinacién del nivel de obesidad en los animales por medio
del célculo del indice de Lee, el cual se define como la raiz cubica del peso corporal (g)
dividido por la longitud boca-ano (cm) (ecuacion 1). Valores superiores a 0.310 se consideran
como un indicador de obesidad (Hariri & Thibault, 2010).

Ecuacion 1. Célculo del indice de Lee.

\/Peso corporal (g)

Indice de Lee =
naice ge Lee Longitud boca — ano (cm)

6.3.5. Curva de tolerancia a la glucosa

A los animales del grupo 1y 2, después de las 20 semanas sometidas a su respetiva
dieta se les realiz6 curvas de tolerancia a la glucosa, para lo cual, se administr6 mediante
canula esofégica, un volumen de solucién de glucosa (83% peso/volumen) de 2 g/Kg de peso
y se realizaron mediciones de glucosa sanguinea mediante puncion de la vena de la cola de
las ratas a los 0, 30, 60 y 120 minutos (Bielohuby et al., 2013; Kowalski et al., 2016; Ruth et
al., 2013). Se graficaron los resultados comparando las medias y las desviaciones estandar a

los diferentes tiempos entre los dos grupos.

6.3.6. Obtencion de sangre total y tejidos

El sacrificio de los grupos de animales se realiz6 previa anestesia en cdmara de éter
etilico, cerciorandose de que éstos no presentaran estimulos dolorosos, en base a la norma
NOM-062-Z00-1999. Posteriormente, se realiz6 la apertura de la cavidad abdominal y
toréacica, obteniendo la sangre total por medio de una puncion cardiaca en la cavidad
ventricular, la sangre se deposité en tubos con tapa roja, libres de anticoagulante. Asimismo,

se diseccion0 el higado, rifiones, tejido adiposo visceral, aorta y pancreas para la evaluacién
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histopatoldgica y cuantificacion de malondialdehido (MDA), asi como higado y musculo
esquelético para la determinacién de glucégeno.

6.3.7. Determinacién cuantitativa de glucosa

Para la determinacion de glucosa, se realizo la separacion del suero sanguineo del
coagulo y se coloco en tubos Eppendorf. Se ajusto el espectrofotometro a cero frente a agua
destilada a 505 nm de longitud de onda, y se pipeted en una cubeta de 1 cm de paso de luz
una de tres soluciones: blanco, patrén y muestra. El blanco consistié en 1 mL de reactivo de
trabajo, para lo cual se disolvio el contenido del vial de las enzimas en el vial del tampén; el
patrén contenia 1 mL de reactivo de trabajo y 10 uL del reactivo patron; la muestra se prepard
colocando 1 mL del reactivo de trabajo y 10 pL de muestra. Las tres soluciones se mezclaron
perfectamente y se incubaron por 10 minutos a 37°C. La intensidad de color formado fue
proporcional a la concentracién de glucosa presente en la muestra ensayada. Por ultimo, se
leyd la absorbancia del patron y la muestra, frente al blanco de reactivo. El kit utilizado fue

de la marca Spinreact (Kaplan et al., 1984).

6.3.8. Determinacién cuantitativa de colesterol total

La cuantificacion de colesterol de la muestra de suero sanguineo previamente
separado del codgulo se realizé por medio del ensayo enzimatico colorimétrico de la marca
Spinreact. Se ajusto el espectrofotometro a cero frente a agua destilada a 505 nm de longitud
de onda. Se pipete6 en una cubeta de 1 cm de paso de luz una de las tres soluciones: blanco,
patron y muestra. El blanco contenia 1 mL del reactivo de trabajo, contenido en el Kit, listo
para su uso; el patron se prepar6 mezclando 1 mL del reactivo de trabajo con 10 pL del
reactivo patrén; la muestra consistié en 1 mL del reactivo de trabajo y 10 pL de la muestra
de suero. Se mezclaron hasta homogenizarse y se incubaron durante 5 minutos a 37°C. La
intensidad de color formado fue proporcional a la concentracion de colesterol presente en la
muestra ensayada. Por ultimo, se leyd la absorbancia del patron y la muestra, frente al blanco
de reactivo (Naito & David, 1984).

6.3.9. Determinacién cuantitativa de triglicéridos
La cuantificacién de triglicéridos de la muestra de suero sanguineo se realizé por
medio del metodo enzimatico colorimétrico de la marca Spinreact. Se ajusto el

espectrofotometro a cero frente a agua destilada a 505 nm de longitud de onda. Se pipeted en
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una cubeta de 1 cm de paso de luz una de las tres soluciones: blanco, patron y muestra. El
blanco de reactivo contenia 1 mL del reactivo de trabajo, que se prepard diluyendo el
contenido del vial de enzimas en el frasco del tampdn; el patron se preparé mezclando 1 mL
del reactivo de trabajo con 10 pL del reactivo patron; la muestra consistio en 1 mL del
reactivo de trabajo y 10 pL de la muestra de suero. Se mezclo hasta obtener soluciones
homogéneas y se incubaron durante 5 minutos a 37°C. La intensidad del color formado fue
proporcional a la concentracion de triglicéridos presentes en la muestra ensayada. Por altimo,
se leyd la absorbancia de la muestra y el patron, frente al blanco de reactivo (Bucolo et al.,
1975).

6.3.10. Determinacion cuantitativa de colesterol HDL

La cuantificacion de colesterol HDL de la muestra de suero sanguineo se realizé por
medio de precipitacion y posterior ensayo enzimatico colorimétrico. Se dosifico en un tubo
de ensayo 100 pL del reactivo precipitante y 1 mL de la muestra de suero, se mezclaron y se
dejaron reposar 10 minutos a temperatura ambiente, en seguida, se centrifugaron durante 20
minutos a 4,000 r.p.m. Se recogi6 el sobrenadante y se proces6 de acuerdo a las
especificaciones del fabricante del kit para la cuantificacion de colesterol total de la marca
Spinreact (Naito & David, 1984).

6.3.11. Determinacion cuantitativa de colesterol LDL

La cuantificacion de colesterol LDL de la muestra de suero sanguineo se realiz6 por
medio de un método enzimatico colorimétrico de la marca Spinreact, sin necesidad de previa
precipitacion de la muestra. Se ajust6 el espectrofotdmetro a cero frente a agua destilada a
600 nm de longitud de onda. Se pipete6 en una cubeta de 1 cm de paso de luz una de las tres
soluciones: blanco, patrén y muestra. El blanco de reactivo contenia 300 pL del reactivo 1;
el patrén se prepardé mezclando 300 pL del reactivo 1 con 4 pL del reactivo patron, que se
prepard reconstituyendo el contenido del vial con 1 mL de agua destilada; la muestra
consistio en 300 uL del reactivo de trabajo y 4 pL de la muestra de suero. Se mezclé hasta
obtener soluciones homogéneas y se incubaron por 5 minutos a 37°C. En seguida, se
afiadieron 100 pL del reactivo 2 a los tres tubos (blanco, patrén y muestra), se mezclo
cuidadosamente y se incub6 durante 5 minutos a 37°C. La intensidad del color formado fue

proporcional a la concentracion de triglicéridos presentes en la muestra ensayada. Por Gltimo,

36



se leyo la absorbancia de la muestra y el patrdn, frente al blanco de reactivo (Naito et al.,
1995).

6.3.12. Determinacion cuantitativa de urea

La cuantificacion de urea de la muestra de suero sanguineo se realizo por medio del
método enzimatico colorimétrico de la marca Spinreact. Se ajusto el espectrofotdmetro a cero
frente a agua destilada a 510 nm de longitud de onda. Se pipeted en una cubeta de 1 cm de
paso de luz una de las tres soluciones: blanco, patron y muestra. El blanco contenia 1 mL del
reactivo 1 del kit (o-ftalaldehido); el patrén se preparé mezclando 1 mL del reactivo 1 y 50
uL del reactivo patron; la muestra consistio en 1 mL del reactivo 1y 50 pL de la muestra de
suero sanguineo. Se mezcl6 y se incubd un minuto a 37°C, para después afiadir a cada una
de las soluciones 1 mL del reactivo 2 del kit, se mezcld y se incub6 a 37°C, las mediciones

de absorbancia se realizaron al minuto 1y 2 (Kaplan et al., 1984).

6.3.13. Determinacion cuantitativa de creatinina

La cuantificacion de creatinina de la muestra de suero sanguineo se realiz6é por medio
del método enzimatico colorimétrico. Se ajustd el espectrofotdmetro a cero frente a agua
destilada a 492 nm de longitud de onda. Se pipete6 en una cubeta de 1 cm de paso de luz una
de las tres soluciones: blanco, patron y muestra. El blanco contenia 1 mL del reactivo de
trabajo, el cual se preparé mezclando en volimenes iguales el reactivo 1y reactivo 2 del kit;
el patron se preparé mezclando 1 mL del reactivo de trabajo y 100 uL del reactivo patron; la
muestra contenia 1 mL de reactivo de trabajo y 100 pL de la muestra de suero sanguineo. Se
mezclaron y se puso en marcha el cronémetro, para después leer la absorbancia del patron y
la muestra frente al blanco de reactivo a los 30 segundos y 90 segundos (Schultz & Kaplan,
1984).

6.3.14. Determinacion cuantitativa de p-hidroxibutirato

La determinacion de B-hidroxibutirato de la muestra de sangre capilar se realizé a
través de tiras reactivas de la marca FreeStyle Optium f-Ketone en el medidor de la marca
FreeStyle Optium Neo. La medicion se basa en la tecnologia de biosensores electroquimicos
que utiliza la enzima de la B-hidroxibutirato deshidrogenasa para catalizar una serie de
reacciones enzimaticas que crean una corriente eléctrica, la magnitud de ésta fue proporcional

a la cantidad de B-hidroxibutirato presente en la muestra. Se coloco la tira reactiva en el
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medidor, en seguida se realiz6 una puncién por medio de lanceta en la cola de los animales
para obtener una gota de sangre capilar, la cual se recolect6 en la punta de la tira reactiva. El

resultado se emitid en la pantalla del medidor (American Diabetes Association, 2015).

6.3.15. Determinacion cuantitativa de alanina aminotransferasa

(ALT)

La determinacién de alanina aminotransferasa en la muestra de suero sanguineo se
Ilevd a cabo por medio de un ensayo enzimatico de la marca Spinreact, en donde la velocidad
de disminucion de la concentracion de NADH en el medio, determinado fotométricamente,
fue proporcional a la concentracidn catalitica de ALT en la muestra ensayada. Se prepard el
reactivo de trabajo mezclando 4 volumenes de reactivo 1 tampdn y un volumen del reactivo
2 substrato. Se ajusto el espectrofotometro a cero frente a agua destilada a 340 nm de longitud
de onda. Se pipeted en una cubeta de 1 cm de paso de luz 1 mL del reactivo de trabajo
previamente preparado y 100 pL de la muestra de suero, se mezcl6 y se incub6 durante 1
minuto a temperatura ambiente. En seguida, se ley6 la absorbancia inicial de la muestra, se
puso en marcha el cronémetro y se leyo la absorbancia cada minuto durante 3 minutos
(Murray & Kaplan, 1984).

6.3.16. Determinacion de aspartato aminotransferasa (AST)

La cuantificacion de AST en suero sanguineo se determind por medio de un ensayo
enzimatico de la marca Spinreact, donde la velocidad de disminucion de la concentracion de
NADH en el medio, determinada fotométricamente, fue proporcional a la concentracion
catalitica de AST en la muestra ensayada. El reactivo de trabajo se preparé mezclando 4
volimenes del reactivo 1 tampon y un volumen del reactivo 2 substrato. Se ajusté el
espectrofotdmetro a cero frente a agua destilada a 340 nm de longitud de onda. Se pipeted en
una cubeta de 1 cm de paso de luz 1 mL del reactivo de trabajo y 100 pL de muestra, se
mezclé y se incubd durante un minuto a temperatura ambiente. Después se leyd la
absorbancia inicial de la muestra, se puso en marcha el cronometro y se leyé la absorbancia

de la muestra cada minuto, durante los proximos 3 minutos (Murray & Kaplan, 1984).
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6.3.17. Determinacion cuantitativa de insulina

La cuantificacion de la insulina en la muestra de suero sanguineo se realizé por medio
de un ensayo en fase sélida de inmunoadsorcion unido a enzimas (ELISA), basado en el
principio de sandwich de la marca Cayman Chemical. Todos los reactivos y nimero de tiras
se colocaron a temperatura ambiente antes de su uso. Se dispensaron 25 L de cada estandar,
control y muestra en los pacillos adecuados. En seguida, se dispensaron 25 L del conjugado
de enzimas en cada pocillo, se mezclaron durante 10 segundos y se incubaron durante 30
minutos a temperatura ambiente. Se agito energéticamente el contenido de los pocillos, para
posteriormente lavar con la solucion de lavado tres veces (400 pL por pocillo), se adicionaron
50 pL del complejo enzimatico a cada pocillo, se incubaron durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Se agitd el contenido de los pocillos y se realizaron nuevamente los tres lavados
con la solucién de lavado (400 uL por pocillo). Después se adicionaron 50 pL de la solucion
del sustrato a cada pocillo, se incubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente. En
seguida, se preparé la reaccion enzimatica mediante la adicion de 50 pL de la solucion de
paro a cada pocillo. Se leyo la densidad optica a 450 nm con un lector de microplacas dentro

de los 10 minutos después de la adicion de la solucion de paro (Starr et al., 1978).

6.3.18. Calculo de indices HOMA1-IR y QUICKI

El célculo del modelo homeostéatico para la evaluacion de la resistencia a la insulina
(HOMAZ1-IR, por sus siglas en inglés) se realizd mediante una ecuacion (ecuacién 2) (Afiez
etal., 2016).

Ecuacion 2. Célculo del indice HOMA1-IR.
- mg . . mUl
Glucosa sérica en ayuno (d_L) * Insulina sérica en ayuno (T)

HOMA1 — IR =
405

El célculo del indice cuantitativo de verificacion de la sensibilidad a la insulina
(QUICKI, por sus siglas en inglés) se realizé transformando los datos de glucosa e insulina
plasmaticos en ayuno tomando tanto el logaritmo como el reciproco del producto glucosa-
insulina (ecuacion 3) (Gutch et al., 2015; Reyes-Muiioz et al., 2017).
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Ecuacién 3. Calculo del indice QUICKI.
1

indice QUICKI = T m
(log Insulina en ayuno (T) + log Glucosa en ayuno (d—Lg)

6.3.19. Determinacion semicuantitativa de proteina C reactiva

La determinacion semicuantitativa de proteina C reactiva se realizé por medio de la
técnica de aglutinacion con latex de la marca Spinreact. Los reactivos se atemperaron a 37°C
antes de su uso, se pipeted 50 pL de muestra sobre un portaobjetos, en seguida se realizaron
diluciones dobles de la misma muestra con solucion salina (9 g/L), colocandose la misma
cantidad sobre el portaobjetos. Se afiadié 50 pL del reactivo de latex contenido en el kit, se
mezcld correctamente extendiendo la muestra sobre el portaobjetos. Las muestras se agitaron
durante 2 minutos con un movimiento rotatorio. Se examinaron las muestras a través del
microscopio para determinar la presencia o ausencia de aglutinacion. Se defini6 el titulo

como la dilucién mayor que dio resultado positivo (Lars-Olof, 1996).

6.3.20. Determinacion cuantitativa de MDA

Para la cuantificacion de MDA en higado, rifibn y péancreas se realizd un
homogenizado de cada uno de los tejidos al 10% con cloruro de potasio (KCI) a 1.15% de
concentracion, es decir, por 0.5 g de tejido, se agregaron 5 mL de solucién de KCI, se tomd
una alicuota de 0.5 mL y se coloc6 en un tubo criovial, para afiadir posteriormente 3 mL de
acido fosforico (H3PO4) al 1% y 0.3 mL de &cido tiobarbitarico (TBA) al 0.3%. Después, el
tubo se colocd en bafio de agua en ebullicién durante 45 minutos, pasado este periodo de
tiempo se dejo enfriar, se agregaron 1.3 mL de 1-butanol y se mezclaron durante 20 minutos
por agitacion angular, en seguida, el criovial se centrifugd a 3,000 r.p.m. durante 10 minutos
para separar y obtener la fase orgéanica, ésta se ley6 espectrofotométricamente a 534 nm de
longitud de onda. Se prepard una curva de calibracion a partir de una solucién madre de
MDA, para llevar a cabo la determinacién de la concentracion de malondialdehido
(Uchiyama & Mihara, 1978).
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6.3.21. Determinacion de glucégeno en higado y muasculo esquelético
Para la cuantificacion de glucogeno en higado y musculo esquelético se realizo un
hidrolizado con hidréxido de potasio (KOH) al 30% en una relacion 1:3 (p/v), el cual se
coloco en ebullicion durante 10 minutos, mezclandose cuidadosamente. Después se realizo
una dilucion tomando 30 pL del hidrolizado y 270 pL de agua destilada. De dicha dilucién
se pipetearon 24 L y se depositaron en un tubo de ensayo, para posteriormente adicionar
976 L de agua destilada, se mezclaron por vortex y se colocaron en un bafio de hielo. Una
vez que la solucion se enfrid, se adicionaron 2 mL de antrona (200 mg de antrona por 100
mL de H2SOs), se agitd y despues el tubo se coloco en ebullicidn en bafio de agua durante 10
minutos. Posteriormente, los tubos fueron colocados en bafio de hielo durante 5 minutos y se
leyeron por espectrofotometria a 620 nm de longitud de onda. Para poder llevar a cabo la
determinacion de la concentracion de glucdgeno se prepard una curva de calibracion con una

solucion madre de glucosa al 50% (Fong et al., 1953).

6.3.22. Técnica histoldgica

El andlisis histopatoldgico de los cortes de los diferentes 6rganos se realizd bajo el
asesoramiento y la aprobacién de la M. en C. Lorena Troncoso Vazquez. Las
especificaciones técnicas de los cortes realizados y las tinciones especificas se mencionan en

los apartados de cada 6rgano.

6.3.22.1. Pancreas

Una vez diseccionado el érgano completo, éste se fijo en solucion tamponada de
formaldehido al 10%, posteriormente la muestra se lavd y se deshidraté en una serie de
soluciones alcohdlicas de concentracion creciente hasta alcanzar alcohol al 100%. Después
se realizo el aclarado con xileno, para extraer el alcohol antes de la infiltracion de la muestra
en parafina fundida. Una vez que la parafina se ha enfriado y endurecido, el blogue formado
se coloc6 en un microtomo para realizar cortes en rebanadas finas con una cuchilla de acero,
los cortes se realizaron de la region de la cola del pancreas, donde se encuentra la mayor
cantidad de islotes de Langerhans en las ratas. Por ultimo, los cortes se montaron sobre
portaobjetos de vidrio utilizando un medio de montaje como pineno o resinas de acrilico
como adhesivo. Para realizar la tincion, la parafina se disolvié y se extrajo con xileno, con

una posterior rehidratacion mediante el uso de soluciones de alcohol de concentracion
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decreciente. Después, el tejido sobre el portaobjetos se tifid con hematoxilina en agua, la
muestra se volvid a deshidratar a través de una serie de soluciones alcoholicas de
concentracion creciente, para despues tefiir con eosina en alcohol. Para montar la muestra,
ésta se pasO por xileno y se le coloc6 un medio de montaje, poniendo, por ultimo, un

cubreobjetos sobre la muestra.

Para el estudio histopatoldgico se utiliz6 un microscopio de campo claro y se
evaluaron los tipos de lesiones presentes en el pancreas endocrino, se cuantificd del nimero
de los islotes de Langerhans, eligiéndose campos al azar utilizando un aumento de 10X y se
realiz6 el conteo de adipocitos infiltrados en el tejido por campo en un aumento de 10X
(Cubillos et al., 2008; Pawlina, 2001).

6.3.22.2. Higado

Se realiz6 un corte histoldgico que fuera representativo del higado, utilizando la
técnica de “rebanada de pastel”, éste se fijo en solucion tamponada de formaldehido al 10%,
posteriormente, la muestra se lavd y se deshidrat6 en una serie de soluciones alcoholicas de
concentracion creciente hasta alcanzar alcohol al 100%. Después se realizo el aclarado con
xileno, para extraer el alcohol antes de la infiltracion de la muestra en parafina fundida. Una
vez que la parafina se ha enfriado y endurecido, el blogue formado se coloc6 en un microtomo
para realizar cortes en rebanadas finas con una cuchilla de acero. Por Gltimo, los cortes se
montaron sobre portaobjetos de vidrio utilizando un medio de montaje como pineno o resinas
de acrilico como adhesivo. Para realizar la tincion, la parafina se disolvié y se extrajo con
xileno, con una posterior rehidratacion mediante el uso de soluciones de alcohol de
concentracion decreciente. Después, el tejido sobre el portaobjetos se tifié con hematoxilina
y eosinay tincion tricromica de Masson. Para montar la muestra, ésta se hizo pasar por xileno
y se le adicion6 un medio de montaje, colocando, por ultimo, un cubreobjetos sobre la

muestra.

El estudio histopatoldgico se realiz6 mediante microscopia de campo claro
determinandose el grado de esteatosis de acuerdo al porcentaje de hepatocitos con
infiltraciones de grasa, asi como fibrosis y degradacion balonizante hepatocelular, mediante
el conteo de 100 células al azar. Se empled como referencia las escalas establecidas por el
NASH Clinical Research Group (tabla 4-6) (Pawlina, 2001; Rosas C. et al., 2010).
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Tabla 4. Escala del grado de esteatosis del NASH Clinical Research Group.

Escala NASH Clinical Research Group

Porcentaje de
) Grado
Esteatosis
<5%
5-33%
34-66%
>66%

w| N | O

Tabla 5. Escala del grado de fibrosis del NASH Clinical Research Group.

Escala NASH Clinical Research Group

Grado Definicion

0 Ninguna

Zona 3, perisinusoidal focal o extensa

Anterior y fibrosis periportal focal o extensa

Puentes de fibrosis

B Wl N

Cirrosis, probable o definitiva

Tabla 6. Escala del grado de degradacion balonizante del NASH Clinical Research Group.

Escala NASH Clinical Research Group

Degradacion Balonizante Grado
Minimo, zona 3 1
Presente, zona 3 2
Marcada, predominante zona 3 3

6.3.22.3. Rifidon

El 6rgano diseccionado se fijé en solucion tamponada de formaldehido al 10%,
seleccionando previamente la parte central del rifién, haciendo cortes laterales. Despues, la
muestra se lavo y se deshidratd en una serie de soluciones alcohdlicas de concentracion
creciente hasta alcanzar alcohol al 100%. Después se realiz6 el aclarado con xileno, para

extraer el alcohol antes de la infiltracion de la muestra en parafina fundida. Una vez que la
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parafina se ha enfriado y endurecido, el bloque formado se coloc6é en un microtomo para
realizar cortes en rebanadas finas con una cuchilla de acero. Por altimo, los cortes se
montaron sobre portaobjetos de vidrio utilizando un medio de montaje como pineno o resinas
de acrilico como adhesivo. Para realizar la tincion, la parafina se disolvid y se extrajo con
xileno, con una posterior rehidratacion mediante el uso de soluciones de alcohol de
concentracion decreciente. Después, el tejido sobre el portaobjetos se tifié con hematoxilina
y eosinay tincion tricromica de Masson. Para montar la muestra, ésta se hizo pasar por xileno
y se le adicion6 un medio de montaje, colocando, por ultimo, un cubreobjetos sobre la

muestra.

Para el estudio histopatoldgico se utilizd6 un microscopio de campo claro, la
evaluacion del dafio celular en tabulos proximales y distales, intersticio y vasos sanguineos
se realizd en 10 campos al azar utilizando un aumento de 10X. El dafio glomerular se
determind mediante el promedio de glomerulomegalia y sinequias periféricas polares
(Cabrera A. & Garcia C., 2009; Pawlina, 2001).

6.3.22.4.  Tejido adiposo visceral

El tejido adiposo se seleccion6 de la zona visceral (100-500 mg), tratando de remover
tejido no adiposo asociado, se colocé en solucién tamponada de formaldehido al 10% a 4°C,
posteriormente fue procesado, para lo cual, se cambié la solucion a etanol al 70% en el mismo
volumen utilizado, durante 48 horas. En seguida, una parte de la muestra se lavo y se
deshidrato en una serie de soluciones alcohdlicas de concentracion creciente hasta alcanzar
alcohol al 100%. Después se realiz6 el aclarado con xileno, para extraer el alcohol antes de
la infiltracion de la muestra en parafina fundida. Una vez que la parafina se ha enfriado y
endurecido, el bloque formado se colocd en un microtomo para realizar cortes en rebanadas
finas con una cuchilla de acero. De igual forma, otra parte de la muestra se tratd con solucion
tamponada de glucosa al 30% durante 48 horas para el manejo del espécimen en fresco,
colocando medio de congelacion a la muestra y procediendo a realizar cortes finos en
criostato. Por ultimo, los cortes se montaron sobre portaobjetos de vidrio utilizando un medio
de montaje como pineno o resinas de acrilico como adhesivo. Para realizar la tincion, la
parafina se disolvio y se extrajo con xileno, con una posterior rehidratacion mediante el uso

de soluciones de alcohol de concentracion decreciente. Después, el tejido sobre el
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portaobjetos se tifid con hematoxilina y eosina, en el caso de la muestra tratada en parafina,
asi como tincion con rojo de picrosirius para la muestra procesada en fresco. Para montar la
muestra, ésta se paso por xileno y se le adicion6 un medio de montaje, colocando, por ultimo,

un cubreobjetos sobre la muestra.

Para el estudio histopatologico se utilizo un microscopio de campo claro, la
evaluacion de la adiposidad se realizd mediante la cuantificando del area de 100 adipocitos
al azar utilizando el software ImageJ ®, asi como el grado de fibrosis y patron lobular (Fox
et al., 1985; Pawlina, 2001).

6.3.22.5. Aorta

El vaso sanguineo diseccionado se fijé en solucién tamponada de formaldehido al
10% a 4°C. Posteriormente, se colocé en solucion tamponada de glucosa al 30% durante 48
horas en refrigeracion. En seguida, el tejido fue cubierto por un medio de congelacion soluble
en agua, la muestra se coloco en congelacién a -20°C hasta la formacion de un bloque, el
cual fue situado en un criostato para realizar cortes en rebanadas finas de la aorta en forma
transversal. Los cortes fueron transferidos a un portaobjetos, para después ser tratados con
alcohol absoluto durante unos minutos. En seguida se realizd la tincion de Verhoeff van
Geison, las muestras se hicieron pasar por Xileno y se le adicion6 un medio de montaje,

colocando, por ultimo, un cubreobjetos.

Para el estudio histopatoldgico se utilizd6 un microscopio de campo claro, la
evaluacion de la integridad estructural de las bandas de elastina del vaso sanguineo se realiz6
utilizando un aumento de 10X sobre toda la estructura de la aorta (Pawlina, 2001; Robbins
etal., 2014).

La descripcion resumida de los parametros evaluados se encuentra en la tabla 7.
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Tabla 7. Resumen de la descripcién de los parametros evaluados en la metodologia.

Perfil
Evaluado

Variable

Grupo

Frecuencia

Descripcién

Consumo de
alimentos

Alimento
sélido

Todos

Diario

Variable cuantitativa continua. Se mide el peso de
alimento mediante balanza granataria, la diferencia de
gramos consumidos por dia se promedia por animal.

Bebida

Todos

Diario

Variable cuantitativa continua. Se mide la cantidad de
agua o solucion glucosada mediante probeta volumétrica,
la diferencia de volumen consumido por dia se promedia
por animal.

Ingesta
calérica

Todos

Diario

Variable cuantitativa continua. Se calcula la cantidad de
kilocalorias consumidas por animal por dia, por medio del
peso y volumen consumidos de agua y alimento, cuya
densidad energética se describe en la tabla #.

Parametros
morfométricos

Peso corporal

Todos

Mensual

Variable cuantitativa continua. Los animales se pesan por
medio de balanza granataria.

Talla

Todos

Mensual

Variable cuantitativa continua. Se mide la longitud hocico-
ano de los animales mediante una cinta métrica.

indice de Lee

Todos

Mensual

Variable cuantitativa continua. Se calcula utilizando los
valores de peso corporal y talla, sustituyéndolos en la
formula antes descrita.

Resistencia a
la insulina

Glucosa en
ayuno

Todos

Mensual

Variable cuantitativa continua. Se realiza una puncion en
la cola de los animales y se recoge la muestra de sangre
capilar por medio de tiras reactivas y glucémetro de la
marca Accu-Chek Performa.

Curva de
toleranciaa la
glucosa

DNy
SM

Semana 20

Después de ayuno de 16 horas, se toma una muestra basal
de sangre capilar de la cola de los animales y se administra
una solucién glucosada (3 g/kg) por medio de cénula
esofagica, en seguida, se realiza la medicion de glucemia
a los 15, 30, 60, 90, 120, 150 y 180 minutos con tiras
reactivas y glucometro. Los valores se grafican como
medias y desviaciones estandar.

Glucosa sérica

Todos

Semana 20
y 40

Variable cuantitativa continua. Mediante un ensayo
enzimatico colorimétrico se determina la concentracion de
glucosa en la muestra con relacion al patron de
concentracion conocida proporcionado en el kit de la
marca Spinreact. La muestra, el patron y el blanco de
reactivo se preparan de acuerdo con las especificaciones
del inserto.

Insulina

Todos

Semana 20
y 40

Variable cuantitativa continua. Mediante un ensayo de
ELISA basado en el principio de sandwich se determina la
concentracion de insulina a partir de una curva de
calibracion de estdndar de concentracion conocida
proporcionado en el kit de la marca Cayman Chem.

HOMAZ2-IR

Todos

Semana 20
y 40

Variable cuantitativa continua. Se calcula el porcentaje de
sensibilidad a la insulina y de la funcién de células B
pancredticas, y la resistencia a la insulina por medio del
software HOMAZ2-IR Calculator utilizando los valores de
glucosa e insulina. Ademas, se calcula el indice HOMA1-
IR y QUICKI para establecer la resistencia a la insulina.

Perfil lipidico

Triglicéridos

Todos

Semana 20
y 40

Variable cuantitativa continua. Mediante un ensayo
enzimatico colorimétrico se determina la concentracion de
triglicéridos en la muestra con relacion al patron de
concentracion conocida proporcionado en el kit de la
marca Spinreact. La muestra, el patron y el blanco de
reactivo se preparan de acuerdo con las especificaciones
del inserto.

Colesterol

Todos

Semana 20
y 40

Variable cuantitativa continua. Mediante un ensayo
enzimatico colorimétrico se determina la concentracion de
colesterol en la muestra con relacion al patron de
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concentracion conocida proporcionado en el kit de la
marca Spinreact. La muestra, el patron y el blanco de
reactivo se preparan de acuerdo con las especificaciones
del inserto.

Colesterol
HDL

Todos

Semana 20
y 40

Variable cuantitativa continua. Mediante un ensayo de
precipitacion y un enzimatico colorimétrico se determina
la concentracion de c-HDL en la muestra con relacion al
patrén de concentracién conocida proporcionado en el kit
de la marca Spinreact. La muestra, el patrén y el blanco de
reactivo se preparan de acuerdo con las especificaciones
del inserto.

Colesterol
LDL

Todos

Semana 20
y 40

Variable cuantitativa continua. Mediante un ensayo
enzimatico colorimétrico se determina la concentracion de
c-LDL en la muestra con relacion al patron de
concentracion conocida proporcionado en el kit de la
marca Spinreact. La muestra, el patron y el blanco de
reactivo se preparan de acuerdo con las especificaciones
del inserto.

Colesterol
VLDL

Todos

Semana 20
y 40

Variable cuantitativa continua. Se calcula la concentracion
de c-VLDL dividiendo el nivel de triglicéridos entre cinco,
utilizando como unidades mg/dL.

Inflamacion

Proteina C
reactiva

Todos

Semana 20
y 40

Variable semicuantitativa discreta. Mediante un ensayo de
aglutinacion se determina cualitativamente la presencia de
proteina C reactiva en la muestra. Tras la presencia de
aglutinacion se determina una concentracion >6 mg/dL,
posteriormente se realizan una serie de diluciones para
determinar la concentracion pertinente.

Perfil hepético

ALT

Todos

Semana 20
y 40

Variable cuantitativa continua. Mediante un ensayo
enzimatico se determina la actividad catalitica de ALT, por
medio de la disminucién de NADH del medio. La
preparacion de la muestra se realiza siguiendo las
especificaciones del inserto de la marca Spinreact.

AST

Todos

Semana 20
y 40

Variable cuantitativa continua. Mediante un ensayo
enzimatico se determina la actividad catalitica de AST, por
medio de la disminucién de NADH del medio. La
preparacion de la muestra se realiza siguiendo las
especificaciones del inserto de la marca Spinreact.

Glucégeno
hepético y
muscular

Todos

Semana 20
y 40

Variable cuantitativa continua. Se realiza un hidrolizado
de higado y musculo esquelético en KOH (30%) en una
relacion 1:3 (p/v), la adicién de solucién de antrona
permite la coloracion de la muestra, la cual se mide
fotométricamente a 620 nm de longitud de onda. La
concentracion de glucégeno se determina por medio de
una curva de calibracién de glucosa (50%) (Fong et al.,
1953).

Perfil renal

Urea

Todos

Semana 20
y 40

Variable cuantitativa continua. Mediante un ensayo
enzimatico colorimétrico se determina la concentracion de
urea en la muestra con relacion al patrén de concentracion
conocida proporcionado en el kit de la marca Spinreact. La
muestra, el patron y el blanco de reactivo se preparan de
acuerdo con las especificaciones del inserto.

Creatinina

Todos

Semana 20
y 40

Variable cuantitativa continua. Mediante un ensayo
enzimatico colorimétrico se determina la concentracion de
creatinina en la muestra con relaciéon al patron de
concentracion conocida proporcionado en el kit de la
marca Spinreact. La muestra, el patron y el blanco de
reactivo se preparan de acuerdo con las especificaciones
del inserto.

Cetosis

hidroxibutirato

Todos

Semana 20
y 40

Variable cuantitativa continua. Mediante una puncion en
la vena de la cola del animal, se recolecta una gota de
sangre capilar en una tira reactiva y medidor de la marca
FreeStyle Optium. La medicion se basa en la tecnologia de
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biosensores electroquimicos que utiliza la enzima de la B-
hidroxibutirato deshidrogenasa para catalizar una serie de
reacciones enzimaticas que crean una corriente eléctrica,
la magnitud de ésta es proporcional a la cantidad de B-
hidroxibutirato presente en la muestra.

Estrés
oxidativo

MDA

Todos

Semana 20
y 40

Variable cuantitativa continua. Mediante un método
colorimétrico se determina la concentracion de MDA en
suero, higado, rifidn y pancreas. Se realiza un
homogenizado al 10% de los tejidos en KCI (1.15%), y el
suero sanguineo en HzSO4 (12 N), la adicion de TBA
(0.3%) crea compuestos coloridos que se miden
fotométricamente a 534 nm de longitud de onda. La curva
de calibracion de MDA de concentracién conocida permite
la determinacion de los niveles de MDA en las muestras
(Uchiyama & Mihara, 1978).

Histologia

Higado

Todos

Semana 20
y 40

Variable cualitativa nominal politomica. Un corte
representativo del tejido se fija en solucién tamponada de
formaldehido (10%), la posterior inclusion en parafina
permite realizar cortes de 5-10 um de grosor, la muestra se
tifie con hematoxilina y eosina, se monta en portaobjetos y
se cubre. En la evaluacion microscdpica se determina el
didmetro medio del hepatocito y el ntcleo, observando 100
células en campos aleatorios (Pawlina, 2001; Rosas C. et
al., 2010).

Rifi6n

Todos

Semana 20
y 40

Variable cualitativa nominal politémica. Un corte
representativo del tejido se fija en solucidn tamponada de
formaldehido (10%), la posterior inclusion en parafina
permite realizar cortes de 5-10 um de grosor de la parte
central del érgano, la muestra se tifie con hematoxilina y
eosina, se monta en portaobjetos y se cubre. En la
evaluacion microscopica se determina el dafio celular en
glomérulo y tdbulos distales y proximales en campos
elegidos aleatoriamente (Cabrera A. & Garcia C., 2009;
Pawlina, 2001).

Pancreas

Todos

Semana 20
y 40

Variable cualitativa nominal politdmica. El 6rgano
diseccionado se fija en solucion tamponada de
formaldehido (10%), la posterior inclusion en parafina
permite realizar cortes de 5-10 pm de grosor de la parte de
la cola del 6rgano donde se encuentra una mayor cantidad
de islotes de Langerhan. La muestra se tifie con
hematoxilina y eosina, se monta en portaobjetos y se
cubre. En la evaluacién microscépica se determina el dafio
celular en la region enddcrina, asi como el nimero de
islotes de Langerhans en campos elegidos al azar (Cubillos
et al., 2008; Pawlina, 2001).

Tejido adiposo
visceral

Todos

Semana 20
y 40

Variable cualitativa nominal politémica. Un corte
diseccionado del tejido se fija en solucién tamponada de
formaldehido (10%), la posterior inclusion en parafina
permite realizar cortes de 5-10 um de grosor. La muestra
se tifie con hematoxilina y eosina, se monta en
portaobjetos y se cubre. En la evaluacion microscépica se
determina el nimero y tamafio de adipocitos en campos
elegidos aleatoriamente (Fox et al., 1985; Pawlina, 2001).

Aorta

Todos

Semana 20
y 40

Variable cualitativa nominal politémica. Un corte
diseccionado del tejido se fija en solucién tamponada de
formaldehido (10%), la posterior aplicacion de medio de
congelacion permite realizar cortes de 5-10 um de grosor.
La muestra se tifie con tincion de Verhoeff van Giesson, se
monta en portaobjetos y se cubre. En la evaluacion
microscopica se determina la integridad estructural de las
bandas de elastina del vaso sanguineo (Pawlina, 2001;
Robbins et al., 2014).
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Formulacién de las dietas a evaluar y generacion de sindrome

metabdlico en ratas macho de la cepa Wistar

7.1.1. Formulacion de la dieta para sindrome metabolico y dieta libre de

carbohidratos

La formulacion de las dietas evaluadas se realizo con base en los datos establecidos
y reportados por la FEDNA. Los ingredientes utilizados de la dieta para la generacion del
SMy la dieta libre de carbohidratos (DLC), asi como su correspondencia bromatoldgica, se

encuentran reportados en las tablas 8 y 9.

Tabla 8. Proporcién bromatoldgica de la dieta para sindrome metabdlico.

. Ingredientes Humedad Proteina Grasa Fibra Cenizas Carbohidratos
Ingredientes

(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Harina de pescado 25.00% 1.75 175 2.37 0.2 3.125 0
Arroz 15.33% 1.96 1.15 0.15 0.38 0.15 11.28
Avena 34.00% 3.23 3.37 1.5 10.51 0.95 12.78
Maiz 10.00% 1.36 0.73 0.3 0.90 0.11 6.45
Bentonita 5.00% 0 0 0 0 0 0
Aceite de coco 0.35% 0 0 0.35 0 0 0
Trigo 10.00% 1.09 1.12 0.14 1.06 0.16 6.19
Manteca de cerdo 0.32% 0 0 0.32 0 0 0
TOTAL 100.00% 9.39 23.86 5.13 13.05 45 36.71
NOM-062-Z00-1999. 12-24 4-12 3-6 6-8

Tabla 9. Proporcién bromatoldgica de la dieta libre de carbohidratos.

. Ingredientes Humedad Proteina Grasa Fibra Cenizas Carbohidratos
Ingredientes

(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Harina de pescado 45.00% 3.15 315 4275 0.36 5.625 0
Caseina 20.00% 1.8 17.4 0.16 0 0.52 0
Bentonita 5.00% 0 0 0 0 0 0
Cascarilla de arroz 10.00% 0.93 0.26 0.15 7.21 1.34 0
Manteca de cerdo 20.00% 0 0 20 0 0 0
TOTAL 100.00% 5.88 49.16 24585 7.57 7.485 0
NOM-062-Z00-1999. 12-24 4-12 3-6 6-8

Para la generacion del SM se formul6 una dieta con una densidad energética de 2.8845
kcal/g, el porcentaje de kilocalorias de los macronutrientes fue del 16% de grasas, 33.087%
de proteina y 50.907% de carbohidratos (tabla 10).
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De acuerdo con la composicion de la dieta normal (Harlan Teklad Lab Blocks), la
densidad energética reportada es de 2.984 kcal/g (tabla 10), considerandose isocaldrica con
respecto a la dieta para SM (2.8845 kcal/g), por lo cual, a los animales de los grupos de SM
(1y 4) se les adicion6 una solucién glucosada al 25%, ad libitum, en base a lo reportado por
Korkmaz et al., (2019) y Kubacka et al., (2019) proporcionando a la formulacion 1 kcal/mL,

siendo entonces una dieta hipercalorica con respecto a la dieta normal.

Las dietas altas en carbohidratos simples incrementan la activacion de vias
metabdlicas sustrato de éstos (Rodriguez-Correa et al., 2020). Existe evidencia de la relacion
entre el alto consumo de carbohidratos simples y la desregulacion de las vias metabdlicas de
los lipidos y la glucosa, provocando estados de dislipidemia, hiperglucemia, resistencia a la
insulina, adiposidad visceral, higado graso y enfermedad cardiovascular (Lim et al., 2010;
Stanhope, 2016).

Tabla 10. Composicion bromatoldgica y energética de las dietas evaluadas.

Dieta Normal Dieta para Sl'pdrome Dieta Li_bre de
Metabélico Carbohidratos
Densidad Densidad Densidad
Gramos% | %kcal | Energética | Gramos% | %kcal Energética | Gramos% | %kcal | Energética
(kcal/g) (kcal/g) (kcal/g)
Grasas 4.4 13.271 0.396 5.13 16.006 0.4617 24585 | 52.946 2.2127
Proteina 25.2 33.78 1.008 23.86 33.087 0.9544 49.16 47.054 1.9664
Carbohidratos 39.5 52.949 1.58 36.71 50.907 1.4684 0
Fibra 10.0 13.05 7.57
Cenizas 9.9 4.5 7.485
Humedad - 9.39 5.88
Solucién 10
Glucosada keal/ml
(25%)
2.8845
kcal/g
+
TOTAL 100 | 2%4 100 1.0 100 | 41l
kcal/g K _ kcal/g
cal/ml =
3.8845
kcal/g/mL

La DLC formulada se caracteriz6 por una densidad energética de 4.1791 kcal/g,
mientras que el porcentaje de kilocalorias de los macronutrientes fue del 52.946% de grasas
y 47.054% de proteinas (tabla 10).

La descripcidon detallada acerca del tipo de grasas presentes en las tres dietas

evaluadas se presenta en la tabla 11.
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Tabla 11. Composicién bromatoldgica y especificacion del tipo de grasas en las dietas evaluadas.

Dieta Normal Dieta Alta en Dieta Libre de
Carbohidratos Carbohidratos
Gramos%o Gramos%o Gramos%o
Grasas 4.4 5.11 24.12
Grasas Saturadas 1.1 0.96 8.32
Grasas
Monoinsaturadas 14 0.7 0.95
Grasas
Poliinsaturadas 0.9 0.09 2.12
Grasas no
Especificadas 10 3.36 1273
Proteina 25.2 23.86 49.16
Carbohidratos 39.5 36.81 0
Fibra 3.3 5.06 477
Cenizas 9.9 45 7.48
Humedad - 9.39 5.88

Como se puede observar en la tabla 10, la DLCes la dieta que contiene el mayor
porcentaje de grasas, de acuerdo con el panel de expertos del British Medical Journal, cuando
las grasas saturadas, monoinsaturadas o poliinsaturadas reemplazan a los carbohidratos en

este tipo de dietas, existen beneficios sobre la salud cardiometabodlica (Forouhi et al., 2018).

De acuerdo con Azzout et al., (1984) y Veldhorst et al., (2009) las dietas altas en
proteinas y libres de carbohidratos, producen un aumento en la tasa de gluconeogénesis
hepatica. Debido a que la gluconeogénesis es una via energéticamente costosa del
metabolismo de las proteinas, este proceso contribuye al aumento del gasto energético
después de la exposicion a la dieta alta en proteinas y libre de carbohidratos (Judge & Dodd,
2020; Rodwell et al., 2016). La alta dependencia energética de la via de gluconeogénesis
requiere un flujo constante de ATP proporcionado por el aumento de la oxidacion de los
acidos grasos, explicando asi la pérdida de peso que promueve el aumento en la

gluconeogénesis (Sukkar et al., 2019).

7.1.2. Generacion del sindrome metabdlico en ratas macho de la cepa
Wistar y evaluacion de la dieta libre de carbohidratos sobre parametros

morfométricos, bioguimicos e histopatoldgicos
El consumo de dietas ricas en carbohidratos conduce a efectos metabélicos nocivos

en los roedores, los reportes previos en los que se utilizaron dietas para la generacion de SM
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con una densidad energética similar a la utilizada en este estudio demostraron cambios en la
homeostasis de la glucosa e insulina, asi como desequilibrio oxidativo, inflamacion de bajo

grado y dislipidemia plasmatica (Korkmaz et al., 2019; Kubacka et al., 2019).

Los criterios diagndsticos de SM no se han establecido claramente para los modelos
animales, sin embargo, de acuerdo con la revision de Preguica et al., (2020) los parametros
metabolicos usados para determinar la presencia de esta condicion clinica en modelos de
roedores pueden ser tres de los cinco siguientes: incremento glucosa en ayuno, obesidad,
aumento en la concentracién de triglicéridos, disminucion en la concentracion de c-HDL e

incremento de la presion sanguinea sistolica.

7.1.2.1. Consumo de alimentos: ingesta caldrica
La evaluacion de la ingesta calorica permite medir la cantidad de calorias consumidas
por los animales, siendo el exceso en el consumo de éstas un factor importante en el

desarrollo de complicaciones metabdlicas para el establecimiento del SM (Preguica et al.,
2020).

Los resultados del consumo de kilocalorias por animal de los grupos de estudio

durante 20 semanas de experimentacion se encuentran reportados en la tabla 12 y figura 10.

Tabla 12. Ingesta caldrica por grupo durante el tiempo de experimentacion.

Semana PN M Valor de p
kcal/animal (x £ DS)
1 36.15+7.3 63.78 £ 11.62 0.099
2 4959 +7.79 91.46 +11.83 0.002
3 66.98 + 25.64 85.76 + 11.53 0.525
4 78.18 £ 56.92 7391+12.71 0.999
8 96.94 + 22.35 75.43 £ 8.28 0.347
12 88.58 +19.65 75.63 £8.73 0.887
16 84.11 +29.89 84.02 £9.37 0.999
20 80.42 £5.11 92.12 £8.17 0.933

Los datos se presentan como media + desviacion estandar. La comparacion entre grupos se realizd por medio de un andlisis de varianza
(ANOVA) y se empled la prueba de ajuste de Sidak para comparaciones multiples post hoc. DN: dieta normal; SM: sindrome metabdlico;

kcal: kilocalorias.
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Figura 10. Ingesta calérica de los animales de acuerdo con el grupo y tiempo de
experimentacion. Los datos se muestran como medias + desviacion estandar. La comparacion entre
grupos se realiz6 por medio de un analisis de varianza (ANOVA) y se empled la prueba de ajuste de
Sidak para comparaciones multiples post hoc. DN: dieta normal; SM: sindrome metabdlico; kcal:
kilocalorias.

En la figura 10 se muestra el comportamiento de la ingesta caldrica de los grupos de
estudio a las diferentes semanas de evaluacion. Como se puede observar, el grupo de SM
mostré un mayor consumo de kilocalorias en las primeras dos semanas de experimentacion,
sin embargo, a partir de la tercer semana y hasta el final de la exposicion a la dieta alta en
glucosa, no existieron diferencias significativas entre los grupos, coincidiendo con un
decremento en el consumo de alimento solido por parte del grupo de SM con respecto al

grupo de DN.

Se ha demostrado que la adicidn de azlcares simples al agua de bebida de los animales
provoca una disminucién en el consumo de alimento sélido, sin embargo, la ingesta caldrica
suele aumentar en comparacion con los animales que son alimentados con una dieta estandar
(Rodriguez-Correa et al., 2020).

Los resultados obtenidos son consistentes con reportes previos de exposicion a dietas

altas en carbohidratos, en donde la ingesta caldrica de los grupos sometidos a las dietas
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mostrd una disminucidn significativa con respecto a los grupos control, a pesar de que el
exceso en el consumo de calorias es un factor importante del desarrollo de SM, los animales
mostraron alteraciones relacionadas con esta condicion (Alwahsh et al., 2017; R. Xu et al.,
2010). Estos resultados pueden explicarse con estudios epidemioldgicos en donde se ha
informado que el desarrollo de alteraciones metabdlicas esta correlacionado con la
composicion de macronutrientes y no con el consumo total de energia (R. Xu et al., 2010).
En esta investigacion, el alto contenido de carbohidratos en la dieta tuvo un fuerte impacto

sobre la generacion de alteraciones del SM independientemente de la ingesta energética.

El consumo de kilocalorias por cada animal de los grupos de estudio durante las 40

semanas de experimentacion se encuentra reportado en la tabla 13 y figura 11.
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Tabla 13. Consumo de kilocalorias por animal en los grupos de estudio durante 40 semanas de

experimentacion.

Tiempo

kcal/semana/animal

(semanas)

DN

SM

SM+DLC

Valor de p

36.15+7.3

62.98 £ 7.73

41.86 *+ 14.58

0.013!
0.8152
0.065°

4959+ 7.79

78.76 £17.24

54.83 + 3.05

0.006!
0.8422
0.0313

66.98 + 25.64

87.94 +18.42

75.95+8.4

0.068*
0.6062
0.409°

78.18 + 56.92

86.8 £ 8.55

64.34 £ 6.06

0.063*
0.3052
0.046°

96.94 + 22.35

65.48 £21.71

78.54 £ 10.04

0.003*
0.1242
0.3473

12

88.58 + 19.65

67.27 £ 27.05

76.89 £ 4.99

0.0621
0.4272
0.5623

16

84.11 + 29.87

84.47 +£10.30

84.64 + 6.26

0.999!
0.9982
0.999°

20

80.42 +5.11

58.6 + 8.26

91.03 £ 12.42

0.0541
0.4972
0.0023

24

74.08 + 3.86

81.34 £9.92

61.63 £ 6.54

0.719%
0.3822
0.0923

28

79.12 £ 6.98

99.59 + 23.93

50.38 £ 8.26

0.076!
0.0072
0.0003

32

78.95+1.97

107.3 +16.11

54.77 £ 17.65

0.008!
0.0292
0.000®

36

75.96 +4.74

102.9 + 16.67

65.36 + 5.96

0.0121
0.4972
0.000®

40

74.17 +15.44

106.0 + 33.57

51.72 +16.91

0.0021
0.0462
0.000®

Los datos se presentan como media + desviacion estandar. La comparacion entre grupos se realizd por medio de un andlisis de varianza
(ANOVA) y se empled la prueba de ajuste de Tukey para comparaciones multiples post hoc. Se considerd estadisticamente significativo
cuando p<0.05. Las comparaciones fueron: ‘DN vs SM; 2DN vs SM+DLC; *SM vs SM+DLC. DN: dieta normal; SM: sindrome metabdlico;
SM+DLC: sindrome metabdlico posterior dieta libre de carbohidratos; kcal: kilocalorias.

Como se puede observar, la ingesta calorica en el grupo de DN incremento hasta la
semana 8 y, posteriormente, mostrd en decremento lento hasta la semana 24, manteniéndose
constante hasta el final de la experimentacion. Por otra parte, el grupo de SM mostré un
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incremento desde el destete hasta la semana 4, después, mostré picos de incremento-
decremento hasta la semana 20, para posteriormente incrementar hasta la semana 40 (figura
11).

El grupo de SM+DLC mostré un incremento en el consumo de kcal hasta la semana
20, a partir de ese punto se realizo el cambio hacia la DLC, observandose un gran decremento
en la ingesta caldrica a la semana 24, manteniéndose un menor consumo de kcal que los

grupos de SM y DN a la semana 40 (figura 11).
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Figura 11. Ingesta caldrica en los grupos de estudio a lo largo de 40 semanas de
experimentacion. Los datos se muestran como medias + desviacion estdndar. La comparacion entre
grupos se realiz6 por medio de un analisis de varianza (ANOVA) y se empled la prueba de ajuste de
Tukey para comparaciones multiples post hoc. Se consideré estadisticamente significativo cuando
p<0.05, las diferencias estadisticas entre grupos se representan como: a: DN vs SM; b: DN vs
SM+DLC; ¢c: SM vs SM+DLC. DN: dieta normal; SM: sindrome metabélico; SM+DLC: sindrome
metabdlico posterior dieta libre de carbohidratos; Kcal: kilocalorias.

La disminucién en la ingesta caldrica observada en el grupo de SM+DLC concuerda
con lo reportado previamente por otros autores, en donde animales con libre acceso a una
dieta alta en proteinas y alta grasas redujeron la ingesta energética en relacion con los grupos
control (Marsset-Baglieri et al., 2004; Pichon et al., 2006).
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El decremento en la ingesta cal6rica y el consumo de alimentos se puede relacionar
con la saciedad y el aumento en el gasto energético que producen las dietas altas en proteinas,
tal como la DLC utilizada en este modelo. El incremento de la saciedad por la ingesta de
proteinas se asocia con el aumento de la concentracion de aminoacidos en sangre, las
hormonas inhibidoras del hambre, la termogénesis inducida por la dieta, la gluconeogénesis
y los niveles corporales de cetonas, promoviendo un balance de energia positivo (Moon &
Koh, 2021).

7.1.2.2. Parametros morfométricos

7.1.2.2.1. Peso corporal

La susceptibilidad de los animales al desarrollo de obesidad es muy heterogénea y
depende, principalmente, de la raza, el género, la edad y la composicion de la dieta (Kleinert
et al., 2018). Al no existir una definicion exacta de obesidad en roedores, ésta se considera
como cualquier incremento significativo en algin pardmetro en relacion con los animales
control, tal como el peso corporal, indice de masa corporal (IMC), indice de Lee,
circunferencia abdominal y depoésitos de grasa visceral, siendo este tltimo el mas fuertemente
relacionado con el desarrollo y progresion del SM (Lutz & Woods, 2012; Neeland et al.,
2013).

Estudios previos demuestran que las dietas altas en carbohidratos producen aumentos
significativos en los depositos de grasa visceral en ratas Wistar, independientemente de la
composicion de la dieta, utilizandose como marcadores importantes de obesidad (Bratoeva
et al., 2018; Ferreira-Santos et al., 2020).

Los resultados de las mediciones de peso corporal de los grupos de estudio a lo largo

de 20 semanas de experimentacion se pueden apreciar en la tabla 14.
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Tabla 14. Peso corporal de los grupos de estudio a diferentes tiempos de experimentacion.

Grupo de Peso Corporal (9)
Estudio Semanas
Destete 4 8 12 16 20
DN 64.6 £11.51 227.8+29.23 | 321.2+29.23 | 362.2+36.83 | 391.3+37.89 | 445.1+42.75
SM 69.27 £14.51 | 193.1+2295 | 260.4+30.84 | 327.6 +63.27 346.6 +68.4 386.8 + 69.04
Valor de p 0.999 0.297 0.006 0.303 0.085 0.0096

Los datos se presentan como media + desviacion estdndar. La comparacion entre grupos se realizé por medio de un andlisis de varianza
(ANOVA) y se empled la prueba de ajuste de Sidak para comparaciones maltiples post hoc. DN: dieta normal; SM: sindrome metabdlico.

Como se puede observar en la figura 12, los animales del grupo de DN mostraron un
incremento no significativo en el peso corporal en relacion con al grupo de SM en todo el
periodo de investigacion, excepto en las semanas 8 y 20, donde existié una significancia
estadistica. Sin embargo, al final de la experimentacién, semana 20, los animales del grupo
de SM mostraron una mayor deposicion de grasa visceral que los animales del grupo de DN,

demostrando con ello la generacidn de obesidad en los animales expuestos a la dieta alta en

glucosa.
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Figura 12. Peso corporal de los grupos de estudio a lo largo de 20 semanas de experimentacion.
Los datos se muestran como medias + desviacion estdndar. La comparacion entre grupos se realizo
por medio de un analisis de varianza (ANOVA) y se emple6 la prueba de ajuste de Sidak para
comparaciones multiples post hoc. DN: dieta normal; SM: sindrome metabdlico.
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De acuerdo con la revision de Rodriguez-Correa et al., (2020) en los modelos de SM
inducido por medio de dietas hipercaléricas no siempre se observan incrementos
significativos en el peso corporal de los animales en comparacién con los grupos control, aun
cuando éstos si presentan alteraciones metabolicas importantes, coincidiendo con los

resultados obtenidos en esta investigacion.

De igual manera, Ferreira-Santos et al., (2020) refirieron que la administracion de una
solucion de fructosa al 20% en ratas de la cepa Wistar no generé diferencias significativas en
el peso corporal de los animales, sin embargo, éstos mostraron una deposicion de grasa

visceral mayor que los animales sometidos a una DN.

Los mecanismos explicativos de este fendmeno no se conocen con exactitud, no
obstante, la ausencia de cambios en el peso corporal entre los grupos podria justificarse

debido a que no existieron diferencias en la ingesta calorica.

En la tabla 15 se muestran los resultados obtenidos de las mediciones del peso

corporal en los grupos de estudio a lo largo de 40 semanas de experimentacion.
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Tabla 15. Peso corporal de los grupos de estudio a los diferentes tiempos de experimentacion.

Tiempo
(semanas)

Grupos

DN

SM

SM+DLC

Peso corporal (g)

Valor de p

Destete

64.6 + 11.51

63.27 + 16.05

57.67 £ 22.06

0.998!
0.9512
0.966°

227.8 +29.23

137.7 £ 16.13

169.2 + 49.16

0.000!
0.030?
0.341°

321.2 +32.46

237.0 £ 34.59

252.3 £ 58.01

0.001!
0.008?
0.773%

12

362.2 + 36.83

297.5 + 42.69

316.5 + 62.55

0.017*
0.116°
0.675°

16

391.3+37.89

349.9 + 47.89

369.4 + 80.88

0.183!
0.6082
0.657°

20

445.1 £ 42.75

376.9 £ 49.01

383.0 £ 73.41

0.011!
0.020?
0.960°

24

433.8 £40.6

399.2 £57.09

352.3 £58.05

0.3041
0.0012
0.093°

28

444.6 £ 43.44

452.6 £ 74.81

352.9 £54.48

0.938!
0.000?
0.000°

32

450.7 £ 40.5

477.2 £87.10

359.7 + 60.56

0.579!
0.000?
0.0003

36

455.6 +41.04

494.7 + 80.89

366.2 + 60.48

0.278!
0.000?
0.000°

40

452.6 +40.03

484.0 £ 85.11

359.6 £ 65.5

0.376!
0.000?
0.0003

Los datos se presentan como media + desviacion estandar. La comparacion entre grupos se realizé por medio de un andlisis de varianza
(ANOVA) y se emple0 la prueba de ajuste de Tukey para comparaciones multiples post hoc. Se considerd estadisticamente significativo
cuando p<0.05. Las comparaciones fueron: ‘DN vs SM; 2DN vs SM+DLC; 3SM vs SM+DLC. DN: dieta normal; SM: sindrome metabdlico;
SM+DLC: sindrome metabdlico posterior dieta libre de carbohidratos.

Como se puede observar en la figura 13, el grupo de DN mostré un incremento del
peso corporal desde el destete hasta la semana 20, a partir de la cual se mantuvo constante
hasta el final de la experimentacion. Por otra parte, el peso corporal del grupo de SM aumento
progresivamente durante las 40 semanas. El grupo de SM+DLC mostré un incremento

continuo del peso corporal hasta la semana 20, luego del cambio hacia la DLC, se observo
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una disminucion en este pardmetro, presentando el menor peso corporal en la semana 40,
siendo esta diferencia estadisticamente significativa en comparacion con los grupos DN y
SM.
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Figura 13. Peso corporal de los grupos de estudio a lo largo de 40 semanas de experimentacion.
Los datos se muestran como medias + desviacidn estandar. La comparacion entre grupos se realizo
por medio de un andlisis de varianza (ANOVA) y se empled la prueba de ajuste de Tukey para
comparaciones multiples post hoc. Se considerd estadisticamente significativo cuando p<0.05, las
diferencias estadisticas entre grupos se representan como: a: DN vs SM; b: DN vs SM+DLC; ¢: SM
vs SM+DLC. DN: dieta normal; SM: sindrome metabdlico; SM+DLC: sindrome metabdlico
posterior dieta libre de carbohidratos.

Los resultados obtenidos concuerdan con los reportados por Pichon et al., (2006) los
cuales observaron un decremento del peso corporal y la masa grasa después de la
administracion de una dieta alta en proteinas y grasas, y libre de carbohidratos durante 42
dias en ratas de la cepa Wistar en relacion con el grupo control. Este estudio correlaciona
directamente el contenido de carbohidratos en la dieta con el incremento en el peso corporal
y la adiposidad, debido a que los carbohidratos son el principal secretagogo de insulina, la
cual estimula el almacenamiento de grasa. Con la eliminacién total de carbohidratos en la
dieta, la insulinemia permanece baja y la oxidacion de los lipidos aumenta a expensas del

depdsito de estos.
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Asimismo, se ha descrito que la proteina proveniente de la dieta decrementa el peso
corporal al incrementar la saciedad y el gasto de energético. El aumento de la saciedad por
la ingesta de proteinas se asocia con la elevacion en la concentracion de aminoacidos en
sangre, hormonas inhibidoras del hambre, termogénesis inducida por dieta y los niveles de

cuerpos cetonicos (Moon & Koh, 2021).

El aumento en la gluconeogénesis debido al contenido proteico en la dieta es otro
mecanismo de pérdida de peso. Con la dieta alta en proteina, los aminoacidos se involucran
en una via alternativa, la gluconeogénesis. EI mayor uso de energia en esta via metaboélica
aumenta el gasto energético al incrementar la oxidacion de los &cidos grasos lo que
contribuye a la pérdida de peso (Moon & Koh, 2021; Rodwell et al., 2016).

7.1.2.2.2. Indice de Lee

El indice de Lee ha sido utilizado para la evaluacion de la obesidad en roedores y es
similar al IMC en humanos, se han encontrado correlaciones positivas entre el indice de Lee
y el contenido de grasa corporal (Bernardis & Patterson, 1968; Hao et al., 2015; Rogers &
Webb, 1980).

En la tabla 16 se muestran los resultados obtenidos del indice de Lee desde el destete

hasta las 20 semanas de la exposicion a las distintas dietas.

Tabla 16. indice de Lee en los grupos de estudio a diferentes tiempos de evaluacion.

Grupo indice de Lee
de Semanas
Estudio Destete 4 8 12 16 20
N 0.303+0.022 | 0350+0.02 | 0343+0011 | 0.339+0011 | 0.348+0011 | 0.355+0.014
s | 0376+0009 | 0.329%0020 | 0324+0012 | 03390012 | 0341£0012 | 0.353+0013
\Gi'gr 0.000 0.003 0.010 0.999 0.745 0.999

Los datos se presentan como media + desviacion estandar. La comparacion entre grupos se realizé por medio de un andlisis de varianza
(ANOVA) y se empled la prueba de ajuste de Sidak para comparaciones maltiples post hoc. DN: dieta normal; SM: sindrome metabélico.

Como se puede observar en la figura 14, al momento del destete el grupo de SM
presentd los valores de indice de Lee mayores en comparacion con el grupo de DN, sin
embargo, este parametro mostré un decremento significativo en las semanas 4 y 8, no
mostrando diferencias estadisticamente significativas en la semanas posteriores y hasta el

final de la experimentacion en relacion con el grupo de DN.
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Figura 14. indice de Lee de los grupos de estudio a las 20 semanas de experimentacion. Los
datos se muestran como medias + desviacion estandar. La comparacién entre grupos se realiz6 por
medio de un andlisis de varianza (ANOVA) y se empled la prueba de ajuste de Sidak para
comparaciones multiples post hoc. DN: dieta normal; SM: sindrome metabdlico.

En base a los resultados obtenidos, el peso corporal y el indice de Lee no reflejan en
realidad el grado de adiposidad en los animales, por lo que estos parametros no son
indicativos exactos del estado de obesidad, concordando en que el marcador de obesidad
debera ser la deposicién de grasa abdominal como lo establecen Rodriguez-Correa et al.,
(2020).
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Los resultados del indice de Lee en los grupos de estudio durante 40 semanas de

experimentacion se encuentran reportados en la tabla 17.

Tabla 17. indice de Lee en los grupos de estudio durante 40 semanas de experimentacion.

Tiempo
(semanas)

Indice de Lee

DN

SM

SM+DLC

Valor de p

Destete

0.303 £ 0.022

0.334 = 0.009

0.344 +£0.021

0.000*
0.000?
0.2213

0.350 £ 0.02

0.298 = 0.020

0.295 + 0.025

0.000*
0.000?
0.8923

0.343+£0.011

0.313+£0.012

0.329 = 0.015

0.000!
0.076°
0.1313

12

0.339£0.011

0.331+£0.012

0.328 £ 0.010

0.5521
0.1872
0.781°

16

0.348 £ 0.011

0.340 £ 0.012

0.338 £ 0.012

0.533!
0.2322
0.851°

20

0.355+0.014

0.342 +£0.013

0.342 +£0.010

0.214!
0.2412
0.989°

24

0.346 £ 0.011

0.345 +0.011

0.335 = 0.008

0.999!
0.215?
0.207%

28

0.347 £ 0.012

0.356 = 0.012

0.332+0.013

0.357*
0.0582
0.0003

32

0.348 £ 0.011

0.360 + 0.016

0.334 £ 0.012

0.163!
0.074?
0.000°

36

0.351 £ 0.012

0.365 + 0.014

0.337 £ 0.011

0.085?
0.0622
0.000°

40

0.349 £ 0.011

0.364 + 0.016

0.334 £ 0.012

0.043!
0.0512
0.000°

Los datos se presentan como media + desviacion estandar. La comparacion entre grupos se realizd por medio de un andlisis de varianza
(ANOVA) y se empled la prueba de ajuste de Tukey para comparaciones multiples post hoc. . Se consider¢ estadisticamente significativo
cuando p<0.05. Las comparaciones fueron: ‘DN vs SM; 2DN vs SM+DLC; *SM vs SM+DLC. DN: dieta normal; SM: sindrome metabdlico;
SM+DLC: sindrome metabdlico posterior dieta libre de carbohidratos.

Al momento del destete, los animales de los grupos de SM y SM+DLC mostraron los
niveles mas altos de indice de Lee, posteriormente, se observé una disminucién significativa
en las semanas 4 y 8 en relacion con el grupo de DN. A partir de la semana 20, el grupo de

SM mostré un incremento progresivo de este parametro hasta el final del periodo de
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experimentacion. Mientras que el grupo de SM+DLC presentd una disminucién en las
primeras cuatro semanas del cambio hacia la DLC, mostrando valores constantes de indice
de Lee hasta la semana 40 (figura 15). Al final de la experimentacion, el grupo de SM+DLC
presento un decremento estadisticamente significativo del indice de Lee en relacion con el

grupo de DN.
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Figura 15. indice de Lee de los grupos de estudio a las 40 semanas de experimentacion. Los
datos se muestran como medias + desviacion estandar. La comparacién entre grupos se realiz6 por
medio de un andlisis de varianza (ANOVA) y se empled la prueba de ajuste de Tukey para
comparaciones multiples post hoc. Se considerd estadisticamente significativo cuando p<0.05, las
diferencias estadisticas entre grupos se representan como: a: DN vs SM; b: DN vs SM+DLC; ¢: SM
vs SM+DLC. DN: dieta normal; SM: sindrome metabdélico; SM+DLC: sindrome metabodlico
posterior dieta libre de carbohidratos.

Los resultados del indice de Lee reflejan en gran medida los cambios en el peso
corporal a lo largo de las 40 semanas, teniendo como punto de comparacion las diferencias
presentadas a partir de la semana 20, en donde se realiz6 el cambio hacia la DLC en el grupo

SM+DLC, pudiendo observar una disminucion en la obesidad con respecto al grupo de SM.

Sin embargo, como se menciond anteriormente, el peso corporal y el indice de Lee

no son los marcadores predilectos en el establecimiento de obesidad en los animales.

7.1.2.3. Resistencia a la insulina
La resistencia a la insulina es uno de los principales vinculos subyacentes entre el

consumo excesivo de carbohidratos y el SM. Se han descrito diversas técnicas para la
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evaluacion de la sensibilidad a la insulina in vivo, entre los que destacan la prueba de curva
de tolerancia a la glucosa oral, monitoreo de glucosa en ayuno, determinacién de insulina en
ayuno y los indices HOMA2-IR, HOMAL-IR y QUICKI (Roberts et al., 2013).

7.1.2.3.1. Curva de tolerancia a la glucosa

La concentracion de glucosa en plasma, medida después de un ayuno nocturno o una
carga de glucosa, ha sido una de las herramientas principales para el diagndstico de las
alteraciones de la homeostasis de la glucosa (Jagannathan et al., 2020; Olabi & Bhopal,
2009). De acuerdo con algunos estudios, el incremento en los niveles de glucosa de una hora
durante la prueba de curva de tolerancia a la glucosa oral (CTGO) en combinacién con los
elementos del sindrome metabdlico son tiles para predecir el riesgo futuro de diabetes tipo
2 (Lizarzaburu-Robles et al., 2019).

La prueba de CTGO es sensible y especifica para detectar la intolerancia a la glucosa,
sin embargo, los niveles de glucosa en plasma a las 2 horas de la carga pueden no
proporcionar la informacion completa sobre el comportamiento de ésta. El area bajo la curva
(ABC) de la glucosa es un indice de la fluctuacion de la glucosa total después de la carga, se
ha empleado ampliamente para el calculo del indice glucémico, proporcionando mas

informacion sobre la tolerancia a la glucosa (Sakaguchi et al., 2016).

En la tabla 18 se reportan los resultados de la curva de tolerancia a la glucosa oral

en los grupos de estudio a las 20 semanas de experimentacion.
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Tabla 18. Concentraciones de glucosa de la curva de tolerancia a las 20 semanas de experimentacion.

Tiempo Concentracion de Glucosa (mg/dL) Valor de p
(minutos) DN SM

0 68.14 +7.105 88.33 + 26.27 0.977
15 166.6 + 45.65 146.3 + 37.63 0.976
30 167.0 £ 45.77 149.0 + 34.69 0.989
60 139.9 £ 25.57 157.9 £ 73.06 0.989
90 126.1 £ 6.669 137.0 + 86.94 0.999
120 127.7 £ 25.55 110.3 £ 42.23 0.992
150 103.3 £ 18.53 92.22 £ 13.60 0.999
180 97.14 £15.25 94.22 £ 26.20 0.999
210 110.0 £ 53.79 103.8 + 37.07 0.999
240 86.57 £17.01 90.22 £12.43 0.999

Los datos se presentan como

media + desviacion estandar. La comparacion entre grupos se realizd por medio de un anélisis de varianza

(ANOVA) y se empled la prueba de ajuste de Sidak para comparaciones maltiples post hoc. DN: dieta normal; SM: sindrome metabélico.

Como se puede observar en los datos graficados (figura 16), los grupos de SM y DN

presentan un comportamiento muy similar de la glucosa capilar a los diferentes tiempos

después de la carga

250+
200+
150+

100+

Glucosa mg/dL

50+

oral, no mostrando diferencias estadisticamente significativas.

SM

T T T T T T T T T T
Inicial 15 30 60 90 120 150 180 210 240

Minutos

Figura 16. Curva de tolerancia a la glucosa en los grupos de estudio a las 20 semanas de
experimentacion. Los datos se muestran como medias + desviacion estandar. La comparacion entre

grupos se realizé por

medio de un analisis de varianza (ANOVA) y se empled la prueba de ajuste de

Sidak para comparaciones multiples post hoc. DN: dieta normal; SM: sindrome metabdlico.
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Los resultados obtenidos son comparables a los reportados por Alwahsh et al., (2017)
en donde los autores no observaron diferencias significativas a los 60 minutos después de la
carga de glucosa oral en el grupo de induccion de SM con relacion al grupo control. Sin
embargo, difieren a los reportados por Bratoeva et al., (2018) y Ferreira-Santos et al., (2020)
los cuales encontraron diferencias significativas en las concentraciones de glucosa después
de la carga oral entre los grupos de induccion de SM por medio de dieta alta en carbohidratos

y los grupos control.

Esta discrepancia con los resultados obtenidos se puede deber a que la estimacion de
glucosa en sangre capilar y por medio de glucémetro puede no ser tan precisa como la
determinacion de glucosa en plasma venoso o sangre total venosa, tal como lo demostraron
Chan et al., (2012) los cuales determinaron que las concentraciones de glucosa en muestras
de sangre obtenidas por medio de puncién cardiaca eran més altas que las obtenidas por
puncion en la vena de la cola de ratones. Se establecidé que, en condiciones basales del
metabolismo de la glucosa, la concentracion de ésta en las arterias es consistentemente mas
alta que en la vena. Asimismo, existe evidencia importante a cerca de la baja precision
diagndstica en la utilizacion de glucémetros que emplean enzimas oxidorreductasas para la

determinacion de glucosa en sangre capilar (Bogdanet et al., 2020; Y. K. Chan et al., 2012).

7.1.2.3.2. Glucosa sérica

Los resultados obtenidos de la concentracion de glucosa sérica en los grupos de

estudio a las 20 semanas de experimentacidn se muestran en la tabla 19 y figura 17.

Tabla 19. Glucosa sérica en los grupos de estudio.

Grupo de Estudio Glucosa (mg/dL)
DN 50.32 (40.51-75.95)
SM 159.2 (59.87-256.4)
Valor de p 0.016

Los datos se presentan como mediana (minimo-maximo). Se realiz6 un andlisis de comparacion entre grupos por medio de la prueba de U
de Mann-Whitney para datos no paramétricos. Se considerd estadisticamente significativo cuando p<0.05. DN: dieta normal; SM: sindrome
metabdlico.

68



2801

210+

1404

Glucosa mg/dL

704

O I I
DN SM

Figura 17. Concentracién de glucosa de los grupos de estudio con 20 semanas de
experimentacion. Se realiz6 un andlisis de comparacion entre grupos por medio de la prueba de U
de Mann-Whitney para datos no paramétricos, se considerd estadisticamente significativo cuando
p<0.05. DN: dieta normal; SM: sindrome metabdlico.

Como se puede observar en la figura 17, el grupo de SM mostrdé un incremento
estadisticamente significativo en la concentracion de glucosa con respecto al grupo de DN, a
pesar de la alta variabilidad en los niveles de glucosa de los animales que integraban el grupo
de SM.

Estos resultados concuerdan con estudios previos de induccion de SM mediante dietas
hipercaldricas, en donde los niveles de glucosa sérica en ayuno son considerados como un
parametro importante en la generacion del SM en modelos animales (Bratoeva et al., 2018;
Zemancikova & Torok, 2016).

El alto contenido de glucosa en la solucion administrada al grupo de SM durante 20
semanas promovié alteraciones en la homeostasis de la glucosa tanto directa como
indirectamente. Directamente, la alta concentracion de glucosa en la solucidn provoco una
desregulacién del metabolismo de los lipidos y los carbohidratos. Indirectamente, la glucosa
promovié un equilibrio energético positivo y, con ello, un incremento en el almacenamiento
de grasa visceral, la cual también provocé una desregulacion del metabolismo de los lipidos

y los carbohidratos, sobre todo la generacion de resistencia a la insulina tanto hepatica como
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sistémica, conduciendo a un estado de hiperglucemia al no suprimir la produccion de glucosa
hepética (A. M. L. Chan et al., 2021; Stanhope, 2016).

Los valores obtenidos de concentracion de glucosa sérica de los grupos de estudio a

las 40 semanas de experimentacion se encuentran reportados en la tabla 20.

Tabla 20. Glucosa en los grupos de estudio.

Grupo de Estudio Glucosa (mg/dL)
DN 60.33 (35.63-102.09)
SM 182.6 (69.08-322.71)
SM+DLC 120.3 (97.39-166.8)
Valor de p 0.0001!
0.004?
0.9113

Los datos se presentan como mediana (minimo-maximo). Se realiz6 un analisis de comparacion entre grupos por medio de la prueba de
Kruskal-Wallis para datos no paramétricos y se empled la prueba de ajuste de Dunn para comparaciones multiples post hoc. Se considero
estadisticamente significativo cuando p<0.05. Las comparaciones fueron: DN vs SM; 2DN vs SM+DLC; *SM vs SM+DLC. DN: dieta
normal; SM: sindrome metabdlico; SM+DLC: sindrome metabélico posterior dieta libre de carbohidratos.

El grupo de DN mostré los niveles mas bajos de glucosa sérica en comparacion con
los grupos SM y SM+DLC (figura 18), siendo esta diferencia estadisticamente significativa
debido a que el grupo de SM mostr6 un incremento del 202% en la concentracion de glucosa

con respecto al grupo DN, mientras que el grupo SM+DLC present6 un incremento del 99%.

Al comparar los grupos de SM y SM+DLC, se observa un decremento en la mediana
del grupo de SM+DLC en relacion con el grupo de SM, no siendo esta diferencia

estadisticamente significativa.
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Figura 18. Concentracién de glucosa de los grupos de estudio con 40 semanas de
experimentacion. Se realizd un andlisis de comparacién entre grupos por medio de la prueba de
Kruskal-Wallis para datos no paramétricos y se empled la prueba de ajuste de Dunn para
comparaciones multiples post hoc. Se consider6 estadisticamente significativo cuando p<0.05. DN:
dieta normal; SM: sindrome metabdlico; SM+DLC: sindrome metabdlico posterior dieta libre de
carbohidratos.

Los resultados de la concentraciéon de glucosa de los grupos de SM y DN a las 40
semanas son comparables con los obtenidos a las 20 semanas de experimentacion,
mostrandose una clara alteracion en la homeostasis de la glucosa en los animales del grupo
de SM.

Los resultados obtenidos de la concentracion de glucosa en el grupo de SM+DLC son
comparables a los obtenidos por Azzout et al., (1984) los cuales reportaron un aumento
significativo en la tasa de gluconeogénesis en animales sometidos a una DLC vy alta en
proteinas con respecto al grupo sometido a una dieta alta en carbohidratos (Azzout et al.,
1984). Dicho aumento podria reflejarse en el incremento de la concentracion plasmatica de

glucosa en los animales del grupo SM+DLC en relacion con el grupo de DN.

Se ha demostrado que la adaptacion a una dieta alta en grasas y alta en proteinas
produce cambios pronunciados en el metabolismo de los carbohidratos. La ausencia de
glucosa en la dieta y el requerimiento estricto de la misma por el sistema nervioso central y

otros tejidos, lleva a una activacién marcada de la gluconeogénesis hepatica en animales
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sometidos a una dieta alta en proteinas y libre de carbohidratos (Brito et al., 2005; Veldhorst
et al., 2009).

7.1.2.3.3. Insulina sérica

Las primeras observaciones acerca de la alteracion en la homeostasis de la glucosa se
basan en un estado de hiperglucemia acompafiado de niveles elevados de insulina, esta
sobreestimulacion de la secrecion de la hormona intenta contrarrestar la resistencia a la
insulina hepética y periférica, sin embargo, a largo plazo, se presenta una disfuncion
progresiva de las células  pancreaticas resultando en un estado de hipoinsulinemia (Leonardi

et al., 2020; J. Yang et al., 2018).

Los valores de insulina sérica en los animales de experimentacion a las 20 semanas

se muestran en la tabla 21.

Tabla 21. Insulina sérica en los grupos de estudio.

Grupo de Estudio Insulina (ng/mL)
DN 3.77 (3.51-4.36)
SM 1.6 (0.74-2.19)
Valor de p 0.0079

Los datos se presentan como mediana (minimo-maximo). Se realiz6 un andlisis de comparacion entre grupos por medio de la prueba de U
de Mann-Whitney para datos no paramétricos. Se considerd estadisticamente significativo cuando p<0.05. DN: dieta normal; SM: sindrome
metabdlico.

Los animales sometidos a la dieta alta en carbohidratos mostraron un decremento
significativo en la concentracion de insulina a las 20 semanas de experimentacion, en relacion

con los animales de grupo de DN (figura 19).
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Figura 19. Concentracion de insulina en los grupos de estudio a las 20 semanas de
experimentacion. Se realizé un analisis de comparacién entre grupos por medio de la prueba de U
de Mann-Whitney para datos no paramétricos, se consider¢ estadisticamente significativo cuando
p<0.05. DN: dieta normal; SM: sindrome metabdlico.

Los resultados observados en esta investigacién no son consistentes con modelos
animales de induccion de SM mediante la administracion de soluciones altas en carbohidratos
(20-35% de fructosa o glucosa) durante 12 0 16 semanas, en donde se muestran incrementos
significativos de la concentracion de insulina con respecto a los grupos control (Bratoeva et
al., 2018; Ferreira-Santos et al., 2020). Esta discrepancia puede deberse a que el tiempo de
administracion de estas dietas fue menor al empleado en este modelo (20 semanas) para

comprometer la secrecion de insulina por parte de las células B pancreéaticas.

Los elevados niveles de glucosa plasmatica provocados por la alta disponibilidad de
carbohidratos en la dieta y la alteracion de la homeostasis de la glucosa provocaron una
sobreestimulacion de la liberacion de insulina, la cual pudo causar alteraciones relacionadas
con el estrés del reticulo endoplasmico (RE), apoptosis, pérdida de la masa de células 3
pancreaticas y la consecuente disminucién en la secrecién de insulina (Melnik et al., 2011;
J. Yangetal., 2018).

Pese a que la hiperinsulinemia se considera un predictor importante del desarrollo de

SM, la pérdida de la capacidad de secrecién de insulina es una fuerte evidencia del deterioro
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de las células B pancreaticas ante los estimulos externos, como las altas concentraciones de
glucosa por periodos prolongados (Thomas et al., 2019). Por dicha razén, el decremento en
la concentracion de insulina en los animales de SM en relacion con los animales de DN tiene

un valor importante en la deteccion de SM en el grupo experimental.

Los resultados de la concentracion de insulina sérica en los grupos de estudio a las

40 semanas de experimentacion se muestran en la tabla 22 y figura 20.

Tabla 22. Insulina en los grupos de estudio.

Grupo de Estudio Insulina (ng/mL)
DN 3.49 (2.25-4.12)
SM 2.24 (0.15-2.98)
SM+DLC 3.73(2.3-5.95)
Valor de p 0.023!
0.8972
0.000°

Los datos se presentan como mediana (minimo-maximo). Se realizé un analisis de comparacién entre grupos por medio de la prueba de
Kruskal-Wallis para datos no paramétricos y se empled la prueba de ajuste de Dunn para comparaciones multiples post hoc. Se consider6
estadisticamente significativo cuando p<0.05. Las comparaciones fueron: DN vs SM; ?DN vs SM+DLC; SM vs SM+DLC. DN: dieta
normal; SM: sindrome metabdlico; SM+DLC: sindrome metabdélico posterior dieta libre de carbohidratos.

% %k %k
1
6_

Insulina (ng/mL)

O T T T
DN SM SM+DLC

Figura 20. Concentracion de insulina de los grupos de estudio con 40 semanas de
experimentacion. Se realizd un andlisis de comparacién entre grupos por medio de la prueba de
Kruskal-Wallis para datos no paramétricos y se empled la prueba de ajuste de Dunn para
comparaciones maltiples post hoc. Se considero estadisticamente significativo cuando p<0.05. DN:
dieta normal; SM: sindrome metabdlico; SM+DLC: sindrome metabdlico posterior dieta libre de
carbohidratos.
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Los resultados obtenidos de los niveles de insulina en ayuno en los animales del grupo
de SM+DLC mostraron un incremento con respecto al grupo de SM, teniendo valores
comparables al grupo de DN. Al igual que en las 20 semanas de experimentacion, el grupo
de SM tuvo un decremento en la concentracion de insulina respecto al grupo de DN (figura
20).

No se encontraron reportes previos de la utilizacion de DLC y su impacto sobre la
secrecion de insulina en modelos de SM, sin embargo, los resultados observados de la
concentracion de insulina en el grupo de SM+DLC son consistentes a los reportados por Al-
Khalifa et al., (2009) en donde se utiliz6 una dieta baja en carbohidratos (10% kcal) en ratas
con diabetes inducida por estreptozotocina, los autores reportaron un mayor namero de
células B pancreaticas que los animales expuestos a una dieta alta en carbohidratos,

demostrando el efecto de preservacion de la masa de los islotes pancreaticos de la DLC.

Existen reportes acerca del papel que tienen las dietas restringidas en carbohidratos
en la reduccion del estrés oxidativo y las condiciones proinflamatorias, y el impacto positivo
que se tiene sobre la integridad de las células 3 pancreaticas en estadios tempranos de diabetes

mellitus tipo 2 en modelos animales (C. A. A. Locatelli & Mulvihill, 2020).

De igual forma, existen investigaciones en donde la exposicion a una DLC durante
22 semanas previno la pérdida de células B pancreaticas en ratones con susceptibilidad a

desarrollar diabetes y obesidad (Jurgens et al., 2007; Mirhashemi et al., 2008).

7.1.2.3.4. Indices HOMA1-IR y QUICKI

El modelo homeostéatico para la evaluacion de la resistencia a la insulina (HOMA1-
IR, por sus siglas en inglés) es un método basado en los niveles séricos de glucosa e insulina
en ayuno, utilizado para definir la resistencia a la insulina y, de forma indirecta, la funcién
de las células B pancreaticas por medio de un valor numérico (Afiez et al., 2016). Existen
diversos reportes que han intentado identificar valores de HOMAZ1-IR que sugieran un estado
de resistencia a la insulina, sin embargo, éstos son especificos para ciertas poblaciones. Por
lo cual, se ha indicado de forma inespecifica que, valores méas altos de HOMAL-IR,
representan una resistencia a la insulina mas grave (Diniz et al., 2020; Shashaj et al., 2016).
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Los resultados del calculo del indice HOMAL-IR de los grupos de estudio a las 20

semanas de experimentacion, se encuentran reportados en la tabla 23 y figura 21.

Tabla 23. indice HOMA1-IR en los grupos de estudio.

Grupo de HOMAL1-IR
Estudio
DN 11.62 (10.75-16.33)
SM 10.30 (7.18-34.27)
Valor de p 0.548

Los datos se presentan como mediana (minimo-méaximo). Se realiz6 un analisis de comparacion entre grupos por medio de la prueba de U
de Mann-Whitney para datos no paramétricos. Se considerd estadisticamente significativo cuando p<0.05. DN: dieta normal; SM: sindrome
metabolico.

De acuerdo con los resultados obtenidos, no se observa una diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos de DN y SM, sin embargo, existe una

tendencia al decremento en el grupo del SM con respecto al grupo de DN (figura 21).
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Figura 21. Indice HOMAZ1-IR de los grupos de estudio con 20 semanas de experimentacion. Se
realiz6 un analisis de comparacion entre grupos por medio de la prueba de U de Mann-Whitney para
datos no paramétricos, se considero estadisticamente significativo cuando p<0.05. DN: dieta hormal;
SM: sindrome metabdlico.

La aplicabilidad del indice HOMAZL-IR en la investigacion experimental es
cuestionable por la falta de datos para la validacion en la mayoria de las especies animales,
(Antunes et al., 2016; Gutch et al., 2015). Sin embargo, un estudio llevado a cabo por

Antunes et al., (2016) demostrdé que el indice HOMAL-IR es preciso para detectar la

76



resistencia a la insulina en ratas Wistar sometidas a una dieta alta en grasas durante 19

Semanas.

Los resultados obtenidos del indice HOMAZL-IR coindicen con lo reportado por
Moreno-Fernandez et al., (2018) los cuales, pese a los cambios observados en las
concentraciones de glucosa e insulina en ayuno en animales con SM después de una dieta
hipercalérica durante 20 semanas, no encontraron diferencias significativas en este

parametro.

Los resultados del indice HOMAL-IR en los grupos de estudio a las 40 semanas de

experimentacion se encuentran reportados en la tabla 24 y figura 22.

Tabla 24. indice HOMAZ1-IR en los grupos de estudio.

Grupo de Estudio indice HOMA1-IR
DN 11.37 (8.99-21.9)
SM 23.21 (2.81-38.57)
SM+DLC 26.85 (19.2-44.92)
Valor de p 0.210!
0.000?
0.2273

Los datos se presentan como mediana (minimo-maximo). Se realiz6 un andlisis de comparacion entre grupos por medio de la prueba de
Kruskal-Wallis para datos no paramétricos y se emple6 la prueba de ajuste de Dunn para comparaciones multiples post hoc. Se consider6
estadisticamente significativo cuando p<0.05. Las comparaciones fueron: DN vs SM; ?DN vs SM+DLC; SM vs SM+DLC. DN: dieta
normal; SM: sindrome metabdlico; SM+DLC: sindrome metabdélico posterior dieta libre de carbohidratos.

El grupo de SM+DLC mostré un incremento estadisticamente significativo en el
indice HOMAUZ-IR en relacién con el grupo de DN y no significativo en comparacion al
grupo de SM. Mientras que el grupo de SM muestra una tendencia al incremento con respecto

al grupo de DN (figura 22).
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Figura 22. indice HOMAZ1-IR de los grupos de estudio con 40 semanas de experimentacion. Se
realiz6 un andlisis de comparacidon entre grupos por medio de la prueba de Kruskal-Wallis para datos
no paramétricos y se empled la prueba de ajuste de Dunn para comparaciones multiples post hoc. Se
consideré estadisticamente significativo cuando p<0.05. DN: dieta normal; SM: sindrome
metabolico; SM+DLC: sindrome metabdlico posterior dieta libre de carbohidratos.

La restriccién total de carbohidratos de la dieta en el grupo de SM+DLC,
presumiblemente, provocé un aumento en la oxidacion de los &cidos grasos para la
produccion de energia, necesaria en la via de gluconeogénesis para la generacion de
moléculas de glucosa (Mirhashemi et al., 2008). Por lo tanto, a pesar de que se elimind la
glucotoxicidad en las células B pancreaticas que produjo el exceso en la cantidad de
carbohidratos en la dieta, no se puede excluir la posible lipotoxicidad en dichas células por
el aumento en la oxidacion de los &cidos grasos en pancreas, resultando en niveles elevados
del indice HOMAZ-IR.

No se encontraron reportes con los cuales comparar los resultados obtenidos.

El indice cuantitativo de verificacién de la sensibilidad a la insulina (QUICKI, por
sus siglas en inglés) es una variacion de la ecuacion de HOMAZL-IR, proporciona un indice
de sensibilidad a la insulina consistente y preciso, con un mejor poder predictivo en

comparacion con el indice HOMAL-IR en sujetos obesos y diabéticos. El indice QUICKI

78



transforma los datos de glucosa e insulina plasméticos en ayuno tomando tanto el logaritmo
como el reciproco del producto glucosa-insulina (Gutch et al., 2015; Reyes-Mufioz et al.,
2017).

Los valores del célculo del indice QUICKI en los grupos de experimentacion a las 20
semanas, se incluyen en la tabla 25 y grafica 23, en los cuales se observa una mediana
idéntica, en donde solo varia la desviacion estandar, por lo cual, no se presento diferencia

significativa entre los grupos de experimentacion.

Tabla 25. indice QUICKI en los grupos de estudio.

Grupo de QUICKI
Estudio
DN 0.271 + 0.005
SM 0.271 £ 0.019
Valor de p 0.934

Los datos se presentan como media £ desviacion estandar. Se realizé un andlisis de comparacién entre grupos por medio de una prueba t
no pareada para datos paramétricos. Se considerd estadisticamente significativo cuando p<0.05. DN: dieta normal; SM: sindrome
metabdlico.
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Figura 23. indice QUICKI de los grupos de estudio con 20 semanas de experimentacion. Se
realiz un andlisis de comparacion entre grupos por medio de una prueba t no pareada para datos
paramétricos, se considerd estadisticamente significativo cuando p<0.05. DN: dieta normal; SM:
sindrome metabdlico.

Los reportes acerca de la sensibilidad a la insulina por medio del indice de QUICKI

en modelos animales de induccion de SM por medio de dieta son escasos (Alwahsh et al.,
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2017; Homayounfar et al., 2013; Kubant et al., 2015), a pesar del valor diagndstico que posee
por sobre el indice HOMAL-IR al sesgar ligeramente la distribucion de los valores de insulina
en ayuno (Gutch et al., 2015). Los resultados observados en esta investigacion no coinciden
con dichos reportes, en donde los animales con SM muestran valores mas bajos del indice
QUICKI que los grupos control. Esta discrepancia puede deberse al hecho de que estos
modelos reportaron un estado de hiperinsulinemia e hiperglucemia, mientras que nuestros
resultados muestran dafio en la secrecion de insulina por parte de las células B-pancreaticas,

reflejandose en valores mas bajos de insulina con respecto al grupo control.

Los resultados del indice QUICKI en los grupos de estudio a las 40 semanas de

experimentacion se pueden apreciar en la tabla 26 y figura 24.

Tabla 26. indice QUICKI en los grupos de estudio.

Grupo de Estudio indice QUICKI
DN 0.273 (0.253-0.281)
SM 0.252 (0.239-0.327)
SM+DLC 0.248 (0.235-0.257)
Valor de p 0.210*
0.000?
0.2272

Los datos se presentan como mediana (minimo-maximo). Se realizé un analisis de comparacion entre grupos por medio de la prueba de
Kruskal-Wallis para datos no paramétricos y se empled la prueba de ajuste de Dunn para comparaciones multiples post hoc. Se considero
estadisticamente significativo cuando p<0.05. Las comparaciones fueron: DN vs SM; 2DN vs SM+DLC; 3SM vs SM+DLC. DN: dieta
normal; SM: sindrome metabdlico; SM+DLC: sindrome metabdlico posterior dieta libre de carbohidratos.
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Figura 24. indice QUICKI de los grupos de estudio con 40 semanas de experimentacion. Se
realiz6 un analisis de comparacidon entre grupos por medio de la prueba de Kruskal-Wallis para datos
no paramétricos y se empled la prueba de ajuste de Dunn para comparaciones multiples post hoc. Se
consideré estadisticamente significativo cuando p<0.05. DN: dieta normal; SM: sindrome
metabdlico; SM+DLC: sindrome metabdlico posterior dieta libre de carbohidratos.

El indice QUICKI en los diferentes grupos es consistente con los resultados obtenidos
del indice HOMAL-IR, por lo cual, no se descarta la posibilidad del papel de la oxidacion de
los &cidos grasos en pancreas para la generacion de energia y la resistencia a la insulina, asi
como los resultados de hipoinsulinemia e hiperglicemia que se encontraron en el grupo de
SM, mientras que el grupo de SM+DLC mostrd una normalizacion en la secreciéon de
insulina, con una tendencia al decremento en la concentracién de glucosa con respecto al
grupo de SM. Sin embargo, no se encontraron estudios con los cuales contrastar nuestros

resultados.

7.1.2.4. Perfil de lipidos

La dislipidemia es un componente integral del SM vy la causa principal de desarrollo
de enfermedad cardiovascular (Gierach et al., 2016). La presencia de obesidad visceral y
resistencia a la insulina se ha asociado con anomalias en el perfil lipidico, tales como niveles
elevados de triglicéridos, c-LDL y acidos grasos libres, asi como niveles bajos de c-HDL
(Haile et al., 2021).

81



Los resultados del perfil lipidico en los grupos de estudio a las 20 semanas de

experimentacion se encuentran reportados en la tabla 27.

Tabla 27. Perfil lipidico en los grupos de estudio.

Grupode | Triglicéridos | Colesterol total c-HDL c-LDL c-VLDL
Estudio (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
DN 41.27 53.28 28.46 19.08 8.25
(25.40-60.32) | (51.09-58.39) | (22.63-31.12) | (15.04-19.78) (5.08-12.06)

SM 127.8 150.5 21.58 91.38 25.56
(83.33-275.0) (107.9-197.6) (17.32-25.84) (64.45-135.2) (16.67-55.0)

Valor de p 0.009 0.009 0.027 0.009 0.009

Los datos se presentan como mediana (minimo-maximo). Se realiz6 un analisis de comparacion entre grupos por medio de la prueba de U
de Mann-Whitney para datos no paramétricos. Se consider6 estadisticamente significativo cuando p<0.05. DN: dieta normal; SM: sindrome

metabdlico.

El grupo de SM mostrd6 cambios estadisticamente significativos en todos los

pardmetros del perfil lipidico en relacién con el grupo de DN (figura 25).

El grupo de SM aumenté un 210% la concentracion de triglicéridos, 182% el

colesterol total, 379% el c-LDL y en un 210% el c-VLDL respecto al grupo de DN, de igual

manera, se mostro un decremento del 24% en el c-HDL con relacién al grupo de DN (figura

25).
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Figura 25. Perfil lipidico de los grupos de estudio con 20 semanas de experimentacion. Panel A:
concentracion de triglicéridos, Panel B: concentracion de colesterol total, Panel C: concentracion de
c-HDL, Panel D: concentracién de c-LDL, Panel E: concentracion de c-VLDL. Se realiz6 un analisis
de comparacion entre grupos por medio de la prueba de U de Mann-Whitney para datos no
paramétricos, se considerd estadisticamente significativo cuando p<0.05. DN: dieta normal; SM:
sindrome metabdlico.
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Los resultados observados concuerdan con multiples estudios en donde se
administraron dietas alta en carbohidratos, reportando alteraciones en los niveles de lipidos
en comparacion con los grupos control, independientemente del tiempo de exposicion y de
la composicion de la dieta evaluada (Ajiboye et al., 2017; Ferreira-Santos et al., 2020;
Prabhakar et al., 2015).

En este modelo, el exceso en la cantidad de carbohidratos en la dieta administrada al
grupo de SM gener6 un aumento en el almacenamiento de grasas en tejido adiposo visceral,
en conjunto con la resistencia a la insulina, se produjo un incremento en el flujo de FFA con
la posterior estimulacion de sintesis hepatica de triglicéridos ocasionando
hipertrigliceridemia (Gunawan et al., 2021), ademas, se promovid el ensamblaje y la
secrecion de VLDL que contienen triglicéridos y el almacenamiento de grasas en 6rganos
como higado, rifiones y pancreas. Asimismo, el estado de resistencia a la insulina conduce a
una mayor produccion de apo B, la principal proteina del c-LDL (Haile et al., 2021; Kolovou

et al., 2005).

Los resultados del perfil lipidico (triglicéridos, colesterol total, c-HDL, c-LDL y c-
VLDL) de los grupos de estudio a las 40 semanas de experimentacion se presentan en la tabla
28 y figura 26.

Tabla 28. Perfil lipidico en los grupos de estudio.

Grupode | Triglicéridos | Colesterol total c-HDL c-LDL (mg/dL) c-VLDL
Estudio (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
DN 42.04 77.61 51.49 16.32 8.41

(22.73-80.68) | (68.66-98.51) | (44.78-65.67) | (7.41-32.06) (4.55-16.14)
SM 133.9 195.9 22.31 142.0 26.79
(89.29-284.09) | (159.5-230.77) | (19.61-28.46) | (98.56-182.54) | (17.86-56.82)
SM+DLC 32.93 100.8 47.94 45.32 6.59
(14.03-41.98) | (68.9-136.44) | (36.75-60.84) | (14.89-74.99) (2.81-8.4)
Valor de p 0.007* 0.000* 0.000! 0.000* 0.007*
0.3332 0.1712 0.7482 0.0642 0.3332
0.000® 0.0043 0.001® 0.0083 0.000®

Los datos se presentan como mediana (minimo-maximo). Se realizé un analisis de comparacion entre grupos por medio de la prueba de
Kruskal-Wallis para datos no paramétricos y se empled la prueba de ajuste de Dunn para comparaciones multiples post hoc. Se consider6
estadisticamente significativo cuando p<0.05. Las comparaciones fueron: DN vs SM; 2DN vs SM+DLC; SM vs SM+DLC. DN: dieta
normal; SM: sindrome metabdlico; SM+DLC: sindrome metabdlico posterior dieta libre de carbohidratos.
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Figura 26. Perfil lipidico de los grupos de estudio con 40 semanas de experimentacion. Panel A:
concentracion de triglicéridos, Panel B: concentracion de colesterol total, Panel C: concentracion de
c-HDL, Panel D: concentracién de c-LDL, Panel E: concentracién de c-VLDL. Se realiz6 un analisis
de comparacidn entre grupos por medio de la prueba de Kruskal-Wallis para datos no paramétricos y
se empled la prueba de ajuste de Dunn para comparaciones maltiples post hoc. Se considerd
estadisticamente significativo cuando p<0.05. DN: dieta normal; SM: sindrome metabolico;
SM+DLC: sindrome metabdlico posterior dieta libre de carbohidratos.
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El grupo de SM mostrd diferencias estadisticamente significativas en todos los
pardmetros del perfil lipidico en comparacién con el grupo DN. La concentracion de
triglicéridos en el grupo SM incremento en un 218%, el colesterol total en un 152% vy el
colesterol de lipoproteinas correspondientes a las fracciones c-LDL y c-VLDL, mostraron un
aumento >200% en comparacion con el grupo de DN. Solo la concentracién de c-HDL
decrementd en un 57% en relacion con el grupo de DN.

El grupo de SM+DLC presentd diferencias estadisticamente significativas con
respecto al grupo de SM en los pardmetros del perfil lipidico. EI grupo de SM+DLC mostrd
un decremento en las concentraciones de triglicéridos, colesterol total y los niveles de las
fracciones de c-LDL y c-VLDL en un 75%, 49%, 68% Yy 75%, respectivamente, con relacion
al grupo de SM. En contraste, los niveles de c-HDL incrementaron en un 115% con relacién

al grupo de SM.

La comparacion entre el grupo de DN y el grupo de SM+DLC no mostré diferencias

estadisticamente significativas en todos los parametros del perfil lipidico.

Los resultados obtenidos en los parametros del perfil lipidico en los grupos de SM y
DN a las 40 semanas de experimentacién son comparables con los observados a las 20

semanas, mostrando dislipidemia en el grupo de SM.

Los resultados observados en el grupo SM+DLC muestran que la eliminacion total
de carbohidratos de la dieta normaliza los parametros del perfil lipidico en el SM, a pesar del
aumento en la cantidad de grasas en la DLC, por lo tanto, los carbohidratos juegan un papel
importante en el metabolismo de los lipidos (Pichon et al., 2006). De acuerdo con un panel
de expertos del British Medical Journal encargados de abordar la incertidumbre y
controversia acerca de la cantidad de grasas en la dieta y su papel en la salud
cardiometabdlica, los marcadores de lipidos (triglicéridos y c-HDL) mejoran cuando las
grasas saturadas, monoinsaturadas o poliinsaturadas reemplazan a los carbohidratos (Forouhi
et al., 2018). De igual forma, se ha demostrado que las dietas bajas en carbohidratos en las
que las grasas saturadas reemplazan a este macronutriente, han tenido efectos benéficos sobre

el peso corporal y el metabolismo de la glucosa (Kelly et al., 2020).
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El papel de las grasas dentro de la dieta tiene una suposicion errénea con respecto al
aumento de peso, basandose en la densidad energética relativa de los macronutrientes: 9
kcal/g de grasa en comparacion con 4 kcal/g de carbohidratos o proteinas. Sin embargo, se
suele dejar de lado el papel de los macronutrientes en los estados de hambre y saciedad, y en
las vias que regulan la generacion de energia, el almacenamiento de grasa y el metabolismo

de los acidos grasos (Chiu et al., 2014; Mansoor et al., 2016).

El posible mecanismo implicado en los resultados observados es la utilizacion de los
acidos grasos almacenados y provenientes de la dieta como combustible principal en la
generacion de energia, en la ausencia de carbohidratos (Mirhashemi et al., 2008). Teniendo
una menor proporcién de lipidos almacenados, reflejandose también en el peso corporal de

los animales de estudio.

No se encontraron reportes previos del efecto de la restriccion total de carbohidratos

sobre el perfil lipidico.

7.1.2.5. Inflamacion

La obesidad provoca un estado de hipoxia en los adipocitos, generando necrosis e
infiltracion de macrofagos en el tejido adiposo, lo cual conduce a una sobreproduccion de
citocinas proinflamatorias, dando como resultado inflamacion sistémica general (Emanuela
et al., 2012; Reddy et al., 2019). La proteina C reactiva plasmatica (PCR) es un reactante de
fase aguda producida por los hepatocitos en respuesta a la interleucina 6 (IL-6) y otras
citocinas inflamatorias. La PCR es un biomarcador til en la evaluacion de enfermedades
inflamatorias, niveles elevados se asocian con riesgo de hipertension, ECV vy diabetes. Se ha
descrito una fuerte asociacion entre la PCR plasmaética y los componentes del sindrome

metabolico (Jeong et al., 2019).

En la tabla 29 y figura 27 se presentan los resultados correspondientes a las
concentraciones de proteina C reactiva en los grupos de estudio a las 20 semanas de

experimentacion.
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Tabla 29. Proteina C reactiva de los grupos de estudio.

Grupo de Estudio Proteina C Reactiva
(mg/dL)
DN 0
SM 24.0 (6.0-0.24)
Valor de p 0.005

Los datos se presentan como mediana (minimo-méaximo). Se realiz6 un analisis de comparacion entre grupos por medio de la prueba de U
de Mann-Whitney para datos no paramétricos. Se considerd estadisticamente significativo cuando p<0.05. DN: dieta normal; SM: sindrome
metabdlico.

El grupo SM mostr6 un incremento estadisticamente significativo en la

semicuantificacion de proteina C reactiva en relacion con el grupo de DN (figura 27).
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Figura 27. Concentracion de proteina C reactiva en los grupos de estudio con 20 semanas de
experimentacion. Se realizé un analisis de comparacién entre grupos por medio de la prueba de U
de Mann-Whitney para datos no paramétricos, se consider( estadisticamente significativo cuando
p<0.05. DN: dieta normal; SM: sindrome metabdlico.

Los resultados obtenidos coinciden con lo reportado por diversos autores, los cuales
evaluaron la induccion de SM mediante dietas hipercaloricas, observando un aumento en los
niveles plasmaticos de PCR en relacion con los grupos control, independientemente de la
composicion de la dieta y del periodo de exposicién a la misma (Bratoeva et al., 2018;
Panchal et al., 2011; Poudyal et al., 2010).
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El estado inflamatorio que acompafia al SM se denomina inflamacion crénica “de
bajo grado”, debido a que la activacion inflamatoria no es grande al no existir infeccion,
signos de autoinmunidad ni lesidon tisular masiva. La grasa visceral es un tejido muy activo
desde el punto de vista metabolico y esta asociado con una mayor produccion de TNF-a, IL-
6 y PCR. En este sentido, niveles elevados de PCR se han correlacionado directamente con
obesidad, dislipidemia, hiperglucemia y resistencia a la insulina (Kwitek, 2019; R. Monteiro
& Azevedo, 2010).

En la tabla 30 y figura 28 se reportan los resultados de la semicuantificacion de
proteina C reactiva en los grupos de estudio a las 40 semanas de experimentacion.

Tabla 30. Proteina C reactiva de los grupos de estudio.

Grupo de Estudio Proteina C Reactiva
(mg/dL)
DN 0
SM 12.0 (6.0-0.48)
SM+DLC 6.0 (0-12.0)
Valor de p 0.000*
0.0242
0.0943

Los datos se presentan como mediana (minimo-maximo). Se realizé un analisis de comparacion entre grupos por medio de la prueba de
Kruskal-Wallis para datos no paramétricos y se empled la prueba de ajuste de Dunn para comparaciones multiples post hoc. Se considero
estadisticamente significativo cuando p<0.05. Las comparaciones fueron: DN vs SM; 2DN vs SM+DLC; 3SM vs SM+DLC. DN: dieta
normal; SM: sindrome metabdlico; SM+DLC: sindrome metabdlico posterior dieta libre de carbohidratos.

Los grupos SM y SM+DLC mostraron un incremento estadisticamente significativo
de proteina C reactiva en comparaciéon con el grupo de DN. Sin embargo, el grupo de
SM+DLC mostro un decremento no significativo de los valores de proteina C reactiva en

relacién con el grupo de SM (figura 28).
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Figura 28. Concentracion de proteina C reactiva en los grupos de estudio con 40 semanas de
experimentacion. Se realizd un andlisis de comparacién entre grupos por medio de la prueba de
Kruskal-Wallis para datos no paramétricos y se empled la prueba de ajuste de Dunn para
comparaciones multiples post hoc. Se consider6 estadisticamente significativo cuando p<0.05. DN:
dieta normal; SM: sindrome metabdlico; SM+DLC: sindrome metabdlico posterior dieta libre de
carbohidratos.

Se ha descrito una relacién directa entre la restriccion de carbohidratos de la dieta y
la mejora en el estado de inflamacion. Existe una lista creciente de posibles objetivos de vias
inflamatorias en las que interviene la restriccion de carbohidratos, en la se incluyen niveles
de adenosina, cuerpos cetonicos, vias mTOR, PPARy, inflamasoma NLRP3 y microbiota
intestinal (Koh et al., 2020).

La disminucidén en la concentracién de PCR observada en el grupo SM+DLC con
respecto al grupo de SM, indica una mejora en el estado de inflamacidn sistémico. De acuerdo
con el proceso de regulacion de la PCR, se puede inferir que los niveles de citocinas
proinflamatorias (sobre todo, IL-6) que llegan al higado a traves de la circulacién portal desde
el tejido adiposo visceral, disminuyeron, indicando un decremento en la inflamacion de este
tejido. No se encontraron reportes previos del efecto de la restriccion total de carbohidratos

sobre la concentracion de PCR.
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7.1.2.6. Perfil hepatico
7.1.2.6.1. Actividad enzimatica de ASTy ALT

El SM y en especial la obesidad, la resistencia a la insulina y la inflamacién, se
asocian con alteraciones en la funcion hepatica, teniendo como consecuencia el desarrollo de
la enfermedad de higado graso no alcohdlico (EHGNA) (Valle-Martos et al., 2021). Existen
diversos reportes que indican que la funcidon hepatica, particularmente, los niveles de
bilirrubina total, alanina aminotransferasa (ALT) y aspartato aminotransferasa (AST) estan
estrechamente relacionados con la incidencia del SM, ademas de ser factores predictivos de
esteatosis hepatica y EHGNA (Hartman et al., 2020; S. Wang et al., 2017).

En la tabla 31 y figura 29 se muestran los resultados de la funcion hepatica de los

grupos de estudio a las 20 semanas de experimentacion.

Tabla 31. Funcion hepatica de los grupos de estudio.

Grupo de Estudio AST (U/L) ALT (u/L)
DN 114.3 (92.75-124.5) 61.25 (51.92-84.0)
SM 77.0 (58.91-103.8) 19.25 (15.75-21.0)
Valor de p 0.028 0.009

Los datos se presentan como mediana (minimo-maximo). Se realiz6 un analisis de comparacion entre grupos por medio de la prueba de U
de Mann-Whitney para datos no paramétricos. Se considerd estadisticamente significativo cuando p<0.05. DN: dieta normal; SM: sindrome
metabdlico.

El grupo de SM mostr6 un decremento estadisticamente significativo en la
concentracion de las enzimas hepéaticas AST y ALT en comparacion con el grupo de DN
(figura 29). La actividad enzimatica de ALT y AST decrementd en un 69% y 33%,
respectivamente, en relacion con el grupo de DN.
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Figura 29. Funcion hepética de los grupos de estudio con 20 semanas de experimentacion. Panel
A: concentracion de AST, Panel B: concentracion de ALT. Se realizé un analisis de comparacion
entre grupos por medio de la prueba de U de Mann-Whitney para datos no paramétricos, se considero
estadisticamente significativo cuando p<0.05. DN: dieta normal; SM: sindrome metabdlico.

Las enzimas AST y ALT se distribuyen entre varios tejidos; la distribucion de ALT
se da principalmente en higado, con una menor actividad en rifion, corazén y musculo
esquelético. AST presenta una alta actividad en corazdn, higado, masculo esquelético,
cerebro y rifion. Debido a esta amplia distribucion tisular, es razonable implicar que la
actividad sérica de ALT es consistentemente menor que la actividad sérica de AST (Sookoian
& Pirola, 2015).

Los resultados obtenidos en relacion a la enzima AST concuerdan con los reportados
por otros autores, los cuales indujeron SM mediante dietas hipercaldricas, describiendo que
la actividad de la enzima AST decrementd en relacion con los grupos control (Fakhoury-
Sayegh et al., 2019; Panchal et al., 2011).

Concentraciones bajas de las enzimas AST y ALT, tal como se observa en esta
investigacion, se asocian a uremia, enfermedades como diabetes y cetoacidosis en las que
una alta concentracion de lactato en sangre provoca un consumo rapido de nicotinamida
adenina dinucleétido (NADH), de igual manera, esta deficiencia enzimatica se ha asociado a
estados de desnutricion, debido a la deficiencia de fosfato piridoxal (Lum, 1995).
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En la tabla 32 se muestran los resultados de la funcion hepatica de los grupos de
estudio a las 40 semanas de experimentacion, en donde se incluye la actividad de las enzimas

aspartato aminotransferasa (AST) y alanina aminotransferasa (ALT).

Tabla 32. Funcidn hepatica de los grupos de estudio.

Grupo de Estudio AST (U/L) ALT (U/L)
DN 84.29 (72.92-214.08) 49.88 (39.08-99.17)
SM 75.25 (54.83-155.75) 16.33 (13.42-24.50)
SM+DLC 44.63 (11.66-88.08) 31.79 (7.00-66.50)
Valor de p 0.999! 0.000*
0.00082 0.2032
0.013% 0.0213

Los datos se presentan como mediana (minimo-maximo). Se realizé un analisis de comparacién entre grupos por medio de la prueba de
Kruskal-Wallis para datos no paramétricos y se empled la prueba de ajuste de Dunn para comparaciones multiples post hoc. Se consider6
estadisticamente significativo cuando p<0.05. Las comparaciones fueron: DN vs SM; ?DN vs SM+DLC; SM vs SM+DLC. DN: dieta
normal; SM: sindrome metabdlico; SM+DLC: sindrome metabdélico posterior dieta libre de carbohidratos.

Como se puede observar, el grupo SM+DLC mostr6 una disminucion
estadisticamente significativa en la concentracion de AST en comparacion con los grupos
DNy SM (figura 30, panel A).

El grupo SM presentd los niveles mas bajos de la enzima ALT con respecto a los
grupos DN y SM+DLC. Este decremento fue mayor en relacion con el grupo de DN (67%)
que respecto al grupo de SM+DLC (48%). Asimismo, el grupo SM+DLC mostré una
tendencia al decremento en la concentracion de ALT en relacion con el grupo DN, sin
embargo, dicha diferencia no fue estadisticamente significativa (figura 30, panel B).
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Figura 30. Funcion hepética de los grupos de estudio con 40 semanas de experimentacion. Panel
A: concentracion de AST, Panel B: concentracion de ALT. Se realizé un analisis de comparacion
entre grupos por medio de la prueba de Kruskal-Wallis para datos no paramétricos y se empled la
prueba de ajuste de Dunn para comparaciones multiples post hoc. Se consider6 estadisticamente
significativo cuando p<0.05. DN: dieta normal; SM: sindrome metabdlico; SM+DLC: sindrome
metabolico posterior dieta libre de carbohidratos.

Los resultados obtenidos no son consistentes con los descritos por Paoli et al., (2013)
y Walton et al., (2019) los cuales describieron que la disminucion de carbohidratos en la dieta
en pacientes con diabetes y pacientes obesos no muestra cambios en las concentraciones de
AST y ALT. De igual forma, un estudio clinico con pacientes con enfermedad de higado
graso no alcohdlico, no mostré diferencias significativas en la actividad de las enzimas AST
y ALT antes y después de una intervencion con dieta baja en carbohidratos (Luukkonen et
al., 2020). Esto se puede deber a que en los pacientes en estudio se restringio de forma parcial
la cantidad de carbohidratos, mientras que en nuestro modelo la restriccion fue total, ademas,
cabe mencionar que en los modelos animales se controlan las variables de estudio a diferencia

de los estudios clinicos.

Los animales del grupo SM+DLC presentaron un estado de cetogénesis, como se
menciona posteriormente, el estado de cetosis se asocia a un decremento en la actividad
enzimatica de AST y ALT, debido a que se presenta una alta concentracion de lactato en

sangre, lo cual provoca un consumo rapido de NADH (Lum, 1995).
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7.1.2.6.2. Glucogeno hepatico y muscular

El glucégeno es un polimero ramificado de glucosa que se almacena
predominantemente en el higado y mdsculo, actuando como reservorio de energia. El
glucdgeno hepatico es el principal deposito que mantiene la homeostasis de la glucosa en
sangre (Roach et al., 2016). Su metabolismo esta regulado por hormonas como la insulina,
el glucagon y la adrenalina. La insulina promueve la sintesis y almacenamiento de glucogeno
cuando existe un exceso de glucosa en sangre. Cuando existen momentos de alta demanda
de energia o ayuno, el glucégeno se descompone en glucosa (glucogendlisis) para el

mantenimiento de la homeostasis de glucosa (Kanungo et al., 2018).

Los niveles de glucogeno hepéatico y muscular pueden verse significativamente

alterados tras cambios en la homeostasis de la glucosa en el SM (P. Zhang, 2012).

En latabla 33y figura 31 se reportan los resultados de la concentracion de glucdgeno
a nivel hepatico y de musculo esquelético en los grupos de estudio a las 20 semanas de

experimentacion.

Tabla 33. Glucdgeno hepatico y muscular en los grupos de estudio.

Grupo de Estudio Glucdgeno Hepatico Glucégeno Muscular
(Hg/mL) (Mg/mL)
DN 3.13 (2.41-4.41) 3.89 (2.62-5.3)
SM 1.53 (0.73-3.86) 2.19 (1.86-2.42)
Valor de p 0.095 0.009

Los datos se presentan como mediana (minimo-maximo). Se realiz6 un analisis de comparacion entre grupos por medio de la prueba de U
de Mann-Whitney para datos no paramétricos. Se considerd estadisticamente significativo cuando p<0.05. DN: dieta normal; SM: sindrome
metabdlico.

A nivel hepético no se encontraron diferencias significativas en la concentracion de
glucdégeno al comparar ambos grupos (figura 31, Panel A), sin embargo, se observa una
tendencia al decremento en el grupo de SM en relacion con el grupo de DN. En relacion con
glucdgeno muscular, el grupo de SM mostré una disminucion estadisticamente significativa

con respecto al grupo DN (Figura 31, Panel B).
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Figura 31. Concentracion de glucégeno en los grupos de estudio con 20 semanas de
experimentacion. Panel A: glucdgeno hepético, Panel B: glucégeno muscular. Se realizé un analisis
de comparacion entre grupos por medio de la prueba de U de Mann-Whitney para datos no
paramétricos, se considerd estadisticamente significativo cuando p<0.05. DN: dieta normal; SM:
sindrome metabolico.

Los resultados obtenidos de la concentracion de glucdgeno coinciden con los
reportados por Hao et al., (2015) en donde, después de la induccién de SM por medio de
dieta hipercalorica, los animales de estudio mostraron una disminucion en los niveles de

glucdgeno a nivel hepético en relacion con el grupo control (Hao et al., 2015).

En el estado de resistencia a la insulina, se ve disminuida la sintesis de glucégeno
muscular. En este modelo, la alta cantidad de carbohidratos ingeridos en la dieta se desvid
hacia el higado, promoviendo la lipogénesis de novo, teniendo como resultado un aumento
en la concentracion de triglicéridos y VLDL (K. F. Petersen et al., 2007). Esto demuestra que
la resistencia a la insulina en musculo aumenta la sintesis hepética de grasas, lo que puede

predisponer a esteatosis hepatica (Choudhary et al., 2012).
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En la tabla 34 y figura 32 se muestran los resultados de la concentracion de
glucdgeno a nivel hepatico y de musculo esquelético en los grupos de estudio a las 40

semanas de experimentacion.

Tabla 34. Glucdgeno hepético y muscular de los grupos de estudio.

Grupo de Estudio Glucdgeno Hepatico Glucégeno Muscular
(Hg/mL) (Hg/mL)

DN 1.22 (0.94-1.90) 1.76 (1.01-4.0)

SM 4.31 (1.79-14.88) 2.82 (1.23-3.83)

SM+DLC 2.1 (0.09-3.49) 1.9 (0.14-3.66)
Valor de p 0.000* 0.259?
0.1842 0.9992
0.0643 0.0673

Los datos se presentan como mediana (minimo-maximo). Se realiz6 un analisis de comparacion entre grupos por medio de la prueba de
Kruskal-Wallis para datos no paramétricos y se empled la prueba de ajuste de Dunn para comparaciones multiples post hoc. Se considero
estadisticamente significativo cuando p<0.05. Las comparaciones fueron: DN vs SM; 2DN vs SM+DLC; *SM vs SM+DLC. DN: dieta
normal; SM: sindrome metabdlico; SM+DLC: sindrome metabélico posterior dieta libre de carbohidratos.

Como se puede observar en la figura 32, panel A, el grupo SM presentd los valores
mas altos de glucégeno hepético en comparacion con los grupos DN 'y SM+DLC, siendo la
diferencia con respecto al grupo de DN, estadisticamente significativa. EI grupo SM+DLC
tuvo un decremento no significativo del 51% con respecto al grupo SM a las 40 semanas de

experimentacion.

A nivel de musculo esquelético, el grupo de SM mostré una tendencia al incremento
en relacién con los grupos de DN y SM+DLC, sin embargo, no se encontraron diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos (figura 32, panel B).
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Figura 32. Concentracion de glucdgeno en los grupos de estudio con 40 semanas de
experimentacion. Panel A: glucdgeno hepatico, Panel B: glucégeno en masculo esquelético. Se
realiz6 un andlisis de comparacidon entre grupos por medio de la prueba de Kruskal-Wallis para datos
no paramétricos y se empled la prueba de ajuste de Dunn para comparaciones multiples post hoc. Se
consideré estadisticamente significativo cuando p<0.05. DN: dieta normal; SM: sindrome
metabdlico; SM+DLC: sindrome metabdlico posterior dieta libre de carbohidratos.

Los resultados de la concentracién de glucogeno en los grupos de SM y DN a las 40
semanas de experimentacion no son comparables con los observados a las 20 semanas. En el
grupo de DN a las 40 semanas, hubo un decremento en los niveles de glucdgeno hepético y
muscular con respecto al periodo de 20 semanas. En cambio, el grupo de SM mostrd un

incremento en a las 40 semanas en relacion con las 20 semanas.

La concentracién de glucogeno a nivel hepatico y muscular muestra los niveles méas
elevados en los animales durante el periodo nocturno, mientras que, durante el periodo
diurno, exhiben los niveles mas bajos. Azzout et al., (1984) demostraron que, durante las
primeras horas de la exposicién a una DLC y alta en proteinas, la via principal de generacion
de glucosa endogena es la glucogendlisis. Una vez que los niveles de glucogeno disminuyen,

la via de la gluconeogénesis se vuelve predominante.

La eliminacion de los carbohidratos suministrados en la dieta del grupo SM+DLC
indujo una disminucién en el almacenaje de éstos en forma de glucogeno en higado y

musculo esquelético, en comparacion con el grupo de SM. Asi como una disminucion en la
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concentracion a nivel hepatico y muscular durante la activacion de la glucogenolisis (Azzout
et al., 1984; Veldhorst et al., 2009).

No se encontraron reportes previos gque evaluaran la concentracién de glucdgeno a

nivel hepéatico y de musculo esquelético en un modelo de SM expuesto a una DLC.

7.1.2.7. Perfil renal

El SM estd asociado con un mayor riesgo de presentar anomalias renales, en
particular, la enfermedad renal crénica (ERC) y microalbuminuria (Al-Daghri et al., 2017).
De acuerdo con algunos estudios, la hipertension, hiperglucemia, dislipidemia y obesidad
desempefian un papel importante en la promocién del dafio renal (Cheng et al., 2012; F.
Locatelli et al., 2006).

La creatinina sérica es un biomarcador para la deteccion de cambios en la tasa de
filtracion glomerular, considerandose como un buen indicador de la ERC en estadios
tempranos. Se ha reportado que las concentraciones elevadas de creatinina sérica se asocian

con un mayor riesgo de ECV, obesidad e hipertension (Srikanthan et al., 2016).

La concentracion de urea es, también, un importante marcador de la funcion renal y
se ha asociado al incremento de EROs y a la resistencia a la insulina en modelos murinos (Li
et al., 2020).

Existen escasos reportes del uso de estos biomarcadores séricos para la deteccion de

la patogénesis del SM, pese a su excelente valor predictivo de la ERC y del propio SM.

Los resultados de la funcidn renal (urea y creatinina) en los grupos de estudio a las
20 semanas de experimentacion se pueden apreciar en la tabla 35y figura 33.

Tabla 35. Funcion renal de los grupos de estudio.

Grupo de Estudio Urea (mg/dL) Creatinina (mg/dL)
DN 38.39 (22.27-44.07) 0.67 (0.47-0.93)
SM 30.98 (27.07-36.58) 0.78 (0.71-0.91)
Valor de p 0.222 0.381

Los datos se presentan como mediana (minimo-maximo). Se realiz6 un andlisis de comparacion entre grupos por medio de la prueba de U
de Mann-Whitney para datos no paramétricos. Se considerd estadisticamente significativo cuando p<0.05. DN: dieta normal; SM: sindrome
metabolico.
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Como se puede observar en la figura 33, no se presentaron diferencias significativas
entre los grupos de estudio en los pardmetros de urea y creatinina, observandose, ademas,

una alta variabilidad en los resultados de ambos parametros entre los animales del grupo de
DN.

En relacion con la concentracion de urea, se puede observar que el grupo de SM
presentd una tendencia a la disminucion en la mediana en comparacion al grupo de DN. En
contraste, en relacion con los niveles de creatinina, el grupo de SM presenté una mediana
mayor que la del grupo de DN.
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Figura 33. Funcién renal de los grupos de estudio con 20 semanas de experimentacion. Panel A:
concentracion de urea, Panel B: concentracion de creatinina. Se realizé un analisis de comparacién
entre grupos por medio de la prueba de U de Mann-Whitney para datos no paramétricos, se considerd
estadisticamente significativo cuando p<0.05. DN: dieta normal; SM: sindrome metabdlico.

El tiempo de induccion de SM por medio de la dieta hipercalérica puede ser
considerado relativamente corto para la generacion de dafio renal, demostrandose en la

ausencia de cambios significativos en las concentraciones de urea y creatinina en relacién
con el grupo de DN.

Los resultados obtenidos son consistentes con los reportados por otros autores, en
donde la induccién de SM mediante dietas hipercaloricas no generé cambios en las

concentraciones de urea y creatinina (El-Bassossy & Shaltout, 2015; Panchal et al., 2011).
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Al igual que en esta investigacion, el tiempo de induccién empleado para la generacion de
SM en los reportes antes mencionados puede considerarse el factor predominante en la

ausencia de resultados relacionados con alteraciones renales en el SM.

Los resultados de la funcion renal evaluada a las 40 semanas de experimentacion en
los grupos de estudio se reportan en la tabla 36 y figura 34, en donde se incluyen los valores

de urea y creatinina.

Tabla 36. Funcidn renal de los grupos de estudio.

Grupo de Estudio Urea (mg/dL) Creatinina (mg/dL)
DN 42.83 (35.42-52.31) 1.16 (1.05-1.59)
SM 58.47 (26.85-126.27) 1.93 (0.85-3.86)
SM+DLC 61.08 (46.75-74.59) 0.91 (0.62-1.73)
Valor de p 0.085! 0.173!
0.0042 0.1242
0.976° 0.000°

Los datos se presentan como mediana (minimo-maximo). Se realizé un analisis de comparacién entre grupos por medio de la prueba de
Kruskal-Wallis para datos no paramétricos y se empled la prueba de ajuste de Dunn para comparaciones multiples post hoc. Se consider6
estadisticamente significativo cuando p<0.05. Las comparaciones fueron: DN vs SM; ?DN vs SM+DLC; SM vs SM+DLC. DN: dieta
normal; SM: sindrome metabdlico; SM+DLC: sindrome metabdélico posterior dieta libre de carbohidratos.

El grupo de SM+DLC mostrd un incremento estadisticamente significativo en la
concentracion de urea en comparacion con el grupo de DN (figura 34, panel A), este
incremento fue del 43%, mientras que la comparacion entre el grupo de SM+DLC y el grupo

de SM no mostro diferencias significativas en la concentracién de urea.

El grupo SM expuso los niveles més elevados de creatinina, siendo estadisticamente
significativo en relacion con el grupo de SM+DLC (figura 34, panel B). El grupo SM+DLC
presentd un decremento en la concentracion de creatinina con respecto al grupo DN (21%),

sin embargo, éste no fue estadisticamente significativo.
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Figura 34. Funcion renal de los grupos de estudio con 40 semanas de experimentacion. Panel A:
concentracion de urea, Panel B: concentracion de creatinina. Se realiz6 un analisis de comparacion
entre grupos por medio de la prueba de Kruskal-Wallis para datos no paramétricos y se empled la
prueba de ajuste de Dunn para comparaciones mdultiples post hoc. Se consider6 estadisticamente
significativo cuando p<0.05. DN: dieta normal; SM: sindrome metabdlico; SM+DLC: sindrome
metabdlico posterior dieta libre de carbohidratos.

Los resultados observados de urea y creatinina en el grupo de SM a las 40 semanas
de experimentacion difieren de los reportados para el grupo de SM con 20 semanas de
exposicion a la dieta hipercal6rica. EI grupo de SM mostro niveles mas elevados de ambos
parametros a las 40 semanas con relacion al grupo de DN, demostrando asi, que este periodo
tiempo de exposicion (40 semanas) a la dieta hipercalo6rica indujo alteraciones a nivel renal

en mayor medida que el periodo méas corto (20 semanas).

El rifidn tiene un papel crucial en el metabolismo de aminoacidos y proteinas, incluida
la descomposicion y excrecion de los metabolitos de las proteinas, por lo que la ingesta de
proteinas en la DLC tiene un impacto fundamental sobre los procesos metabdlicos regulados
por los rifiones y sobre la propia funcion renal (Ko et al., 2017).

Se ha reportado que la tasa de filtracion glomerular (TFG) aumenta después de un
incremento en el consumo de proteinas, como en el modelo de DLC, siendo esta elevacion

perjudicial para el rifion a largo plazo. Ademas, como consecuencia de la ingesta elevada de
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proteinas, se produce un aumento en la excrecion de solutos, como la urea (Cuenca-Sanchez

et al., 2015), concordando con los resultados observados en esta investigacion.

Ko et al., (2017) evaluaron clinicamente el efecto de dietas altas en proteinas y bajas
en carbohidratos sobre la funcion renal, no encontrando diferencias significativas en la
concentracion de creatinina en relacion con una dieta normal, tal como se observa en esta

investigacion.

Los resultados de los niveles de creatinina observados en el grupo SM+DLC indican
una mejora en la funcién renal con respecto al grupo de SM, concordando con lo establecido
por Srikanthan et al., (2016), en donde niveles elevados de creatinina se asocian con un

mayor riesgo de ECV, obesidad e hipertension.

7.1.2.8. Cetosis

Los cuerpos cetonicos son pequefios sustratos que pueden sustituir a la glucosa en
condiciones de deficiencia de combustible y alimentos. El B-hidroxibutirato, el cuerpo
cetdnico encontrado en mayor concentracion en sangre, conduce a la cetoacidosis en
individuos con diabetes, sin embargo, en la ultima década se ha descrito su efecto benéfico
sobre la salud, teniendo un papel importante en la inhibicién provisional de la lipdlisis, la
inflamacién y estados de aterosclerosis (Mgller, 2020).

En la tabla 37 y figura 35 se pueden observar los resultados obtenidos de la
concentracion de cuerpos cetonicos (f-hidroxibutirato) en los grupos de estudio a las 20

semanas de experimentacion.

Tabla 37. Cuerpos cetonicos de los grupos de estudio.

Grupo de Estudio Cuerpos Cetonicos
(mmol/L)
DN 1.8(1.2-2.2)
SM 1.4 (1.2-2.3)
Valor de p 0.643

Los datos se presentan como mediana (minimo-maximo). Se realiz6 un andlisis de comparacion entre grupos por medio de la prueba de U
de Mann-Whitney para datos no paramétricos. Se considerd estadisticamente significativo cuando p<0.05. DN: dieta normal; SM: sindrome
metabolico.
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Los resultados obtenidos de la concentracion de B-hidroxibutirato no mostraron
diferencias significativas entre los grupos de SM y de DN, sin embargo, se observa una

tendencia al decremento en el grupo de SM en relacién con el grupo de DN (figura 35).
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Figura 35. Concentracion de cuerpos cetonicos (B-hidroxibutirato) en los grupos de estudio con
20 semanas de experimentacion. Se realizé un analisis de comparacién entre grupos por medio de
la prueba de U de Mann-Whitney para datos no paramétricos, se considerd estadisticamente
significativo cuando p<0.05. DN: dieta normal; SM: sindrome metabdlico.

No se encontraron investigaciones en las que se incluya la determinacién de cuerpos
cetonicos en modelos animales de induccion de SM, sin embargo, se ha demostrado que el
tratamiento con B-hidroxibutirato en ratones expuestos a una dieta alta en grasas mantiene a
los animales metabdlicamente sanos, al influir vias relacionadas con la homeostasis de la
glucosa, la funcién mitocondrial y la obesidad (Newman & Verdin, 2014). La tendencia a la
disminucion en la concentracion de B-hidroxibutirato en el grupo de SM con respecto al
grupo de DN puede demostrar el estado de disfuncion en los animales, reflejandose en niveles

alterados de glucosa y presencia de estrés oxidativo y obesidad.

En la tabla 38 y figura 36 se reportan los resultados obtenidos de los valores de
cuerpos cetonicos (f-hidroxibutirato) en los grupos de estudio a las 40 semanas de
experimentacién. El grupo SM+DLC mostré los niveles méas elevados de cuerpos cetonicos
con respecto a los grupos de DN y SM, siendo la diferencia en relacion con el grupo de SM

estadisticamente significativa.
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Tabla 38. Cuerpos cetonicos de los grupos de estudio.

Grupo de Estudio Cuerpos Ceténicos
(mMI/L)
DN 1.2 (0.9-1.7)
SM 1.1 (0.6-1.8)
SM+DLC 1.5 (1.3-1.8)
Valor de p 0.692!
0.0782
0.0013

Los datos se presentan como mediana (minimo-méaximo). Se realiz6 un analisis de comparacion entre grupos por medio de la prueba de
Kruskal-Wallis para datos no paramétricos y se empled la prueba de ajuste de Dunn para comparaciones multiples post hoc. Se consider6
estadisticamente significativo cuando p<0.05. Las comparaciones fueron: DN vs SM; 2DN vs SM+DLC; *SM vs SM+DLC. DN: dieta
normal; SM: sindrome metabdlico; SM+DLC: sindrome metabélico posterior dieta libre de carbohidratos.
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Figura 36. Concentracion de cuerpos cetonicos (-hidroxibutirato) en los grupos de estudio con
40 semanas de experimentacion. Se realiz6 un analisis de comparacion entre grupos por medio de
la prueba de Kruskal-Wallis para datos no paramétricos y se empled la prueba de ajuste de Dunn para
comparaciones multiples post hoc. Se consider6 estadisticamente significativo cuando p<0.05. DN:
dieta normal; SM: sindrome metabdlico; SM+DLC: sindrome metabdlico posterior dieta libre de
carbohidratos.

Las dietas altas en proteinas y bajas en carbohidratos aumentan los niveles de -
hidroxibutirato en sangre en ayunas, en comparacion con las dietas estandar. Se ha reportado
que una concentracion elevada de B-hidroxibutirato promueve la saciedad (Moon & Koh,
2021).

El B-hidroxibutirato actla para preservar la proteina muscular durante estados de

inflamacion sistémica y como un componente importante en la defensa metabdlica contra la
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hipoglucemia (Mgller, 2020). Una vez que los acidos grasos son oxidados hacia cuerpos
cetonicos, éstos se utilizan como la fuente de energia principal en ausencia de carbohidratos
en la dieta, como se puede observar en el grupo SM+DLC (Rodwell et al., 2016). No se
encontraron reportes previos del efecto de la restriccion total de carbohidratos sobre la

concentracion de cuerpos cetdnicos.

Como se menciond anteriormente, se ha demostrado que el tratamiento con f-
hidroxibutirato en ratones expuestos a una dieta alta en grasas mantiene a los animales
metabolicamente sanos, al influir vias relacionadas con la homeostasis de la glucosa, la

funcién mitocondrial y la obesidad (Newman & Verdin, 2014).

7.1.2.9. Estrés oxidativo

El estrés oxidativo, cuya etiologia es principalmente la disfuncion mitocondrial, esta
relacionado con el desarrollo del SM (Onyango, 2021). Existen diversos reportes en los que
se ha observado una menor actividad enzimética antioxidante en individuos con sindrome
metabolico, junto con niveles elevados de marcadores de dafio oxidativo, principalmente
lipoperoxidacion, en comparacion con pacientes sanos. Este aumento en el estrés oxidativo
contribuye a la patogenia del SM, provocando la aparicion de inflamacién, trombosis y
aterosclerosis (Monserrat-Mesquida et al., 2020). EI malondialdehido (MDA) es un producto
de la peroxidacion de lipidos y un marcador de estrés oxidativo, un incremento en la
produccién de MDA es seguido por una respuesta inflamatoria y la activacion de los

hepatocitos, lo que conduce a fibrosis y dafio hepatico (Fakhoury-Sayegh et al., 2019).

Los resultados de la concentracion de MDA en los grupos de estudio a las 20 semanas

de experimentacidn se encuentran reportados en la tabla 39.
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Tabla 39. Concentracion de MDA de los grupos de estudio.

Grupo de Lipoperoxidacion Lipoperoxidacion Lipoperoxidacion Lipoperoxidacion
Estudio sérica Hepatica Renal Pancreatica
(nM/mL) (nM/qg) (nM/qg) (nM/qg)
DN 0.382 (0.230-0.399) | 7.727 (5.193-9.221) | 12.88(9.070-18.70) | 5.025 (0.007-8.449)
SM 0.889 (0.495-1.222) | 12.83(8.197-37.02) | 14.55(11.26-32.32) | 3.61(3.165-5.371)
Valor de p 0.008 0.016 0.222 0.841

Los datos se presentan como mediana (minimo-méaximo). Se realiz6 un analisis de comparacion entre grupos por medio de la prueba de U
de Mann-Whitney para datos no paramétricos. Se considerd estadisticamente significativo cuando p<0.05. DN: dieta normal; SM: sindrome
metabdlico; ns: no significativo.

El grupo de SM mostré un incremento estadisticamente significativo en la

concentracion de MDA en suero e higado en relacion con el grupo de DN. Los niveles de

MDA a nivel renal y pancreatico no mostraron diferencias significativas entre ambos grupos,

sin embargo, la concentracion de MDA a nivel renal en el grupo SM muestra una tendencia

al incremento con respecto al grupo DN, mientras que en pancreas se observa una alta

variabilidad entre los animales en el grupo DN en comparacion con el grupo SM (figura 37).
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Figura 37. Valores de MDA en los grupos de estudio con 20 semanas de experimentacion. Panel
A: plasma, Panel B: higado, Panel C: rifion, Panel D: pancreas. Se realizé un analisis de comparacion
entre grupos por medio de la prueba de U de Mann-Whitney para datos no paramétricos, se considero
estadisticamente significativo cuando p<0.05. DN: dieta normal; SM: sindrome metabdlico.

En este modelo, el aporte energético excesivo por parte de los carbohidratos condujo,
probablemente, a un aumento de la actividad oxidativa, provocando una sobreproduccién de
EROs en las mitocondrias, generando dafios en macromoléculas, como lipidos, proteinas y

acidos nucleicos (Avelar et al., 2015; Onyango, 2021).

El incremento en la concentracion de MDA sérico en el grupo de SM coincide con
los resultados reportados por Moreno-Fernandez et al., (2018), los cuales observaron
diferencias significativas en los niveles de MDA plasmatico en el grupo expuesto a una dieta

alta en carbohidratos durante 20 semanas con respecto al grupo control (Moreno-Fernandez

etal., 2018).
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Las investigaciones de Panchal et al., (2011) y Bratoeva et al., (2018), relacionan el
incremento de MDA sérico con un estado inflamatorio (infiltraciobn de células
proinflamatorias en tejido cardiaco y hepatico, asi como niveles elevados de PCR plasmatica)
en animales sometidos a una dieta hipercalorica con respecto al grupo control, por lo cual,

nuestros resultados son consistentes con estos reportes.

El incremento observado en la concentracion de MDA en tejido hepéatico es
comparable al reportado en los estudios realizados por Poudyal et al., (2017), y Prabhakar et
al., (2017), en animales expuestos a una dieta hipercaldrica durante 16 y 6 semanas,
respectivamente, en relacion con los grupos control (Poudyal et al., 2017; Prabhakar et al.,
2015).

No se encontraron reportes de la medicion de lipoperoxidacion a nivel renal y
pancréatico en modelos de induccion de SM por medio de dietas altas en carbohidratos. Sin
embargo, Zhang et al., (2008) refirieron un incremento en la concentracion de MDA en
pancreas después de la exposicion a una dieta alta en grasas durante 18 semanas con respecto

al grupo control (X. Zhang et al., 2008).

Las concentraciones de lipoperoxidacion sérica, hepatica, renal y pancreatica a las

40 semanas se reportan en la tabla 40 y figura 38.

Tabla 40. Concentracion de MDA de los grupos de estudio.

Grupo de Lipoperoxidacion Lipoperoxidacion Lipoperoxidacion Lipoperoxidacion
Estudio sérica Hepatica Renal Pancreética
(nM/mL) (nM/g) (nM/qg) (nM/g)
DN 0.494 (0.346-0.590) | 7.729 (3.650-11.94) | 7.972(6.112-13.45) | 3.114 (1.740-5.593)
SM 0.696 (0.483-1.235) 15.49 (5.628-39.68) 10.09 (4.776-28.25) | 2.009 (0.735-13.27)
SM+DLC | 0.498(0.230-0.819) | 10.07 (7.825-21.34) | 11.30 (3.965-16.14) | 2.464 (1.284-3.291)
Valor de p 0.013! 0.041! 0.999! 0.179*
0.9992 0.0972 0.650? 0.6592
0.005° 0.9993 0.9993 0.9993

Los datos se presentan como mediana (minimo-maximo). Se realizé un andlisis de comparacién entre grupos por medio de la prueba de
Kruskal-Wallis para datos no paramétricos y se emple6 la prueba de ajuste de Dunn para comparaciones multiples post hoc. Se consider6
estadisticamente significativo cuando p<0.05. Las comparaciones fueron: DN vs SM; ?DN vs SM+DLC; SM vs SM+DLC. DN: dieta
normal; SM: sindrome metabdlico; SM+DLC: sindrome metabdélico posterior dieta libre de carbohidratos.
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El grupo SM mostré un incremento estadisticamente significativo en la concentracion
de MDA en suero sanguineo en comparacion con los grupos DN y SM+DLC (figura 38). A
nivel hepatico, el grupo de SM mostré un incremento estadisticamente significativo en
relacién con el grupo de DN. En rifion y pancreas no se observaron cambios estadisticamente
significativos entre los grupos de estudio, sin embargo, el grupo SM muestra una alta

variabilidad entre los animales, en comparacion con los grupos DN y SM+DLC.
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Figura 38. Valores de MDA en los grupos de estudio con 40 semanas de experimentacion. Panel
A: plasma, Panel B: higado, Panel C: rifion, Panel D: pancreas. Se realizé un analisis de comparacion
entre grupos por medio de la prueba de Kruskal-Wallis para datos no paramétricos y se empleé la
prueba de ajuste de Dunn para comparaciones multiples post hoc. Se consider6 estadisticamente
significativo cuando p<0.05. DN: dieta normal; SM: sindrome metabdlico; SM+DLC: sindrome
metabdlico posterior dieta libre de carbohidratos.

Los resultados observados en la concentracién de MDA a nivel sérico, hepatico, renal

y pancreéatico en los grupos de SM y DN a las 40 semanas de experimentacion son
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comparables con los obtenidos a las 20 semanas, mostrando alteraciones en el grupo de SM
a nivel sérico y hepatico con respecto al grupo de DN. La lipoperoxidacion pancreética en el
grupo de SM a las 40 semanas mostré una mayor variabilidad en los animales de estudio con
respecto al periodo de 20 semanas.

La sobreproduccion de EROs parece ser el primer evento clave en la activacion de las
vias de sefializacion que conducen a la hipertrofia cardiaca, inflamacion, fibrosis y resistencia
a lainsulina (Panchal et al., 2011).

La disminucién en la concentracion de MDA sérico en el grupo de SM+DLC con
relacion al grupo de SM, indica un decremento en la produccion de EROs. En este modelo,
el aporte energético excesivo por parte de los carbohidratos de la dieta disminuy6
considerablemente, lo cual provoco un decremento de la actividad oxidativa y, por lo tanto,
una disminucion en la produccion de EROs en las mitocondrias, impidiendo el dafio a
macromoléculas como los lipidos, reflejandose en la disminucion de los niveles de MDA
(Avelar et al., 2015; Onyango, 2021).

De igual forma, la disminucion en el estrés oxidativo se ha relacionado con aumento
en los niveles de cuerpos cetdnicos, principalmente B-hidroxibutirato, debido a que éstos
inhiben vias relacionadas con la produccién de EROs en respuesta a estimulos externos
(Mgller, 2020; Newman & Verdin, 2014). En este modelo, los animales del grupo de
SM+DLC mostraron un incremento en la concentracion de B-hidroxibutirato, posiblemente

actuando como proteccion contra el estrés oxidativo.

Existen estudios en donde la exposicion a dietas bajas en carbohidratos en ratas de la
cepa Wistar, mostrd proteccion contra el estrés oxidativo, observandose el papel del -
hidroxibutirato en la inhibicion de la produccion de EROs y la estimulacion en la actividad
de enzimas antioxidantes (Chimienti et al., 2021; Kelly et al., 2020; Moore et al., 2020).
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7.1.2.10. Histopatologia
El estrés oxidativo, caracterizado por la sobreproduccion de EROs, en el SM esta
asociado con anomalias estructurales en diversos 6rganos, tales como higado, rifiones,

pancreas y tejido adiposo (Gueugneau et al., 2015; Hazarika et al., 2016).

7.1.2.10.1. Higado

La influencia del SM vy sus factores de riesgo individuales sobre la histologia del
higado es considerable. Se ha demostrado una correlacion entre éstos y varios grados de
esteatosis hepatica (leve, moderada y severa). De igual forma, la obesidad se considera un
factor de riesgo para el desarrollo de fibrosis hepatica y la enfermedad de higado graso no
alcoholico (EHGNA) (Kanwar et al., 2016; Uslusoy et al., 2009).

La tincidn de hematoxilina y eosina, en conjunto con la tincion tricromica de Masson,
son consideradas tinciones histoquimicas de rutina validadas para evaluar de forma

semicuantitativa el rango de caracteristicas histoldgicas de la EHGNA (Kleiner et al., 2005).
Resultados 20 semanas de experimentacion

Los grupos de DN y SM mostraron una arquitectura conservada del higado a las 20
semanas de experimentacion, con espacios porta y venas centrales con la configuracién
hexagonal normal. Los hepatocitos se mantuvieron en trabéculas con espesor de dos células,
citoplasma eosindfilo y nucleos redondos basoéfilos regulares. Los sinusoides hepaticos
mostraron algunos eritrocitos. En el tercio proximal a la vena central se observaron
hepatocitos con citoplasma mas claro. En ambos grupos no se apreciaron agregados de

celulas inmunes (figura 39).

En las secciones de higado del grupo de SM se observan hepatocitos con esteatosis
microvesicular, asi como esteatosis macrovesicular grado 1 de acuerdo con la escala del
NASH Clinical Research Group (tabla 41, figura 40).
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Figura 39. Cortes histol6gicos representativos de higado de los grupos a las 20 semanas de
experimentacion. Tincion Hematoxilinay Eosina. A-C: grupo de DN, no se muestran alteraciones.
D-F: grupo de SM, se observa esteatosis en parénquima. Flecha negra: esteatosis macrovesicular,
grado 1. Flecha roja: esteatosis microvesicular, grado 1.

Tabla 41. Porcentaje de esteatosis hepatica en los grupos de estudio.

Grupo de Estudio Esteatosis Hepética
(%)
DN 0
SM 15 (5-20)
Valor de p 0.000

Los datos se presentan como mediana (minimo-méximo). Se realizé un analisis de comparacion entre grupos por medio de la prueba de U
de Mann-Whitney para datos no paramétricos. Se considerd estadisticamente significativo cuando p<0.05. DN: dieta normal; SM: sindrome
metabolico.
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Figura 40. Esteatosis hepatica en los grupos de estudio con 20 semanas de experimentacion. Se
realizé un analisis de comparacion entre grupos por medio de la prueba de U de Mann-Whitney para
datos no paramétricos, se considero estadisticamente significativo cuando p<0.05. DN: dieta normal;
SM: sindrome metabdlico.

Los resultados observados coinciden con los reportes de Bratoeva et al., (2018) y
Ferreira-Santos et al., (2020) en donde se presentd acumulacién ectdpica de grasa en higado,
demostrando un estado de esteatosis hepatica después de la administracion de una dieta alta

en carbohidratos simples.

La esteatosis hepatica es el reflejo del exceso de grasa corporal y se ha relacionado
con los estados de resistencia a la insulina, estrés oxidativo e inflamacion (Godoy-Matos et
al., 2020). La resistencia a la insulina facilita la lipolisis, aumentando el flujo de FFA hacia
el higado y la lipogénesis de novo. En higado, los triglicéridos y los metabolitos toxicos
inducen lipotoxicidad, disfuncién mitocondrial y estrés del reticulo endoplasmico, lo que
conduce a dafio celular, asi como apoptosis y fibrosis de hepatocitos (Buzzetti et al., 2016).
Sin embargo, los resultados obtenidos no se correlacionan significativamente con los valores

obtenidos en los parametros de PCR, insulina y MDA hepatico.

Utilizando la tincion tricromica de Masson, en el grupo de DN, las secciones de
higado mostraron una distribucion de depoésitos de colageno alrededor de vasos sanguineos

de forma normal, fibrosis portal inexistente, grado 0. De igual manera, el grupo de SM no
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mostro depositos de colageno entre espacios porta, detonando fibrosis inexistente, grado 0, a

las 20 semanas de experimentacion (figura 41).

Figura 41. Cortes histoldgicos representativos de higado de los grupos de estudio a las 20
semanas de experimentacion. Tincién tricromica de Masson. A: grupo de DN, fibrosis portal
inexistente. B: grupo de SM, fibrosis portal inexistente.

La dieta alta en carbohidratos empleada en esta investigacion no generd depdsitos de
colageno en la estructura del higado, destacando solamente la presencia de esteatosis hepética

en el grupo de SM.

Los resultados observados coinciden con los reportados por Cho et al., (2021) y
Fakhoury-Sayegh et al., (2019) en donde la exposicion a una dieta alta en carbohidratos
simples por 16 semanas no provoco fibrosis hepatica, por medio de la evaluacion con tincion
tricromica de Masson. De igual forma, una dieta alta en grasas y alta en carbohidratos
administrada durante 12 semanas no provocO fibrosis hepéatica en los animales de

experimentacion (Shokouh et al., 2018).
Resultados 40 semanas de experimentacion

La tincién con hematoxilina y eosina demostré una arquitectura conservada del
higado en los grupos de DN, SM y SM+DLC. Observandose espacios porta y venas centrales
con la configuracion hexagonal tipica. Los hepatocitos se mantuvieron en trabéculas con
espesor de dos células, citoplasma eosinéfilo y nucleos redondeados baséfilos regulares. Los
sinusoides hepaticos mostraron algunos eritrocitos. En el tercio proximal a la vena central se

observan hepatocitos con citoplasma mas claro (figura 42).
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El grupo de SM, a las 40 semanas de experimentacion, mostro esteatosis micro y
macrovesicular, al igual que a las 20 semanas de experimentacion, de grado 1 (tabla 42, figura
43).

En el grupo de SM+DLC se observaron hepatocitos con citoplasma maés claro cerca
de la vena central, con aspecto de vidrio despulido, caracteristico de la degradacion
balonizante hepatocelular, grado 1 (tabla 43, figura 44). De igual manera, el grupo mostro

infiltracion de células inmunes en el parénquima, demostrando inflamacién lobular grado 2
(2-4 focos) (figura 45).

Figura 42. Cortes histoldgicos representativos de higado de los grupos de experimentacion a las
40 de experimentacion. Tincion Hematoxilina y Eosina. A-C: grupo de DN, se observa estructura
normal. D-F: grupo de SM, se observa esteatosis grado 1. G-I: grupo de SM+DLC: se observa
degradacion balonizante grado 1. Flechas negras: esteatosis macrovesicular. Flechas rojas: esteatosis
microvesicular. Flechas verdes: degradacion balonizante hepatocelular.
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Tabla 42. Porcentaje de esteatosis hepatica en los grupos de estudio.

Grupo de Estudio Esteatosis Hepatica
(%)
DN 0
SM 5 (5-10)
SM+DLC 0
Valor de p 0.000%3
0.9992

Los datos se presentan como mediana (minimo-méaximo). Se realiz6 un analisis de comparacion entre grupos por medio de la prueba de
Kruskal-Wallis para datos no paramétricos y se empled la prueba de ajuste de Dunn para comparaciones multiples post hoc. Se consider6
estadisticamente significativo cuando p<0.05. Las comparaciones fueron: *DN vs SM; 2DN vs SM+DLC; 3SM vs SM+DLC. DN: dieta
normal; SM: sindrome metabdlico; SM+DLC: sindrome metabélico posterior dieta libre de carbohidratos.
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Figura 43. Esteatosis hepatica en los grupos de estudio con 40 semanas de experimentacion. Se
realizé un andlisis de comparacion entre grupos por medio de la prueba de Kruskal-Wallis para datos
no parametricos y se empled la prueba de ajuste de Dunn para comparaciones multiples post hoc. Se
considerd estadisticamente significativo cuando p<0.05. DN: dieta normal; SM: sindrome
metabdlico; SM+DLC: sindrome metabolico posterior dieta libre de carbohidratos.
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Tabla 43. Porcentaje de degradacion balonizante hepatocelular en los grupos de estudio.

Grupo de Estudio Degradacion
Balonizante

Hepatocelular (%6)

DN 0
SM 0
SM+DLC 5 (5-20)
Valor de p 0.999!

0.0002%3

Los datos se presentan como mediana (minimo-maximo). Se realizé un analisis de comparacién entre grupos por medio de la prueba de
Kruskal-Wallis para datos no paramétricos y se empled la prueba de ajuste de Dunn para comparaciones multiples post hoc. Se considero
estadisticamente significativo cuando p<0.05. Las comparaciones fueron: DN vs SM; ?DN vs SM+DLC; SM vs SM+DLC. DN: dieta
normal; SM: sindrome metabdlico; SM+DLC: sindrome metabolico posterior dieta libre de carbohidratos.
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Figura 44. Degradacién balonizante hepatocelular en los grupos de estudio con 40 semanas de
experimentacion. Se realizd un andlisis de comparacién entre grupos por medio de la prueba de
Kruskal-Wallis para datos no paramétricos y se empled la prueba de ajuste de Dunn para
comparaciones multiples post hoc. Se consider6 estadisticamente significativo cuando p<0.05. DN:
dieta normal; SM: sindrome metabdlico; SM+DLC: sindrome metabdlico posterior dieta libre de
carbohidratos.
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Figura 45. Corte histoldgico representativos de higado del grupo de estudio SM+DLC a las 40
semanas de experimentacion. Tincién con Hematoxilina y Eosina. A y B: se observan focos de
linfocitos en el I6bulo hepatico.

La exposicién durante 40 semanas a la dieta alta en carbohidratos demostro esteatosis
hepética, correlacionandose significativamente con los resultados obtenidos de MDA
hepético, alanina aminotransferasa (ALT) y glucdgeno hepatico (figura 46).

La homeostasis de la grasa y la energia en las células hepaticas esta regulada por la
actividad mitocondrial, se ha demostrado que la esteatosis hepéatica se caracteriza
principalmente por la presencia de disfuncion mitocondrial, alterdndose el equilibrio entre
los mecanismos prooxidantes y antioxidantes, lo que lleva a la produccion de EROs,
promoviendo la generacion de MDA (Masarone et al., 2018). Los resultados obtenidos
coinciden con reportes previos de induccion de EHGNA, observandose niveles elevados de
MDA hepético en relacion con los grupos control (Lima et al., 2016; Sabir et al., 2022).

De igual forma, se ha considerado que la resistencia a la insulina es el mecanismo
central de la generacion de esteatosis hepéatica (Godoy-Matos et al., 2020; Masarone et al.,
2018). A su vez, el estado de resistencia a la insulina se ha relacionado con una disminucién
en la actividad de la enzima ALT, especifica del higado (Lum, 1995), coincidiendo con los
resultados observados de correlacion entre el porcentaje de esteatosis y actividad enzimatica
de ALT (figura 46).

Existe evidencia acerca de la acumulaciéon de glucdgeno hepatocelular cuando el

metabolismo hepatico de los carbohidratos se ve desregulado en la esteatosis,
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correlacionando puntuaciones méas bajas de esteatosis con el aumento en la acumulacion de
glucogeno en los hepatocitos, coincidiendo con los resultados observados en esta

investigacion (Allende et al., 2021).

. A4 & & 4| Ak ks s & Esteatosis (%)
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Figura 46. Correlacion entre esteatosis y MDA hepatico, ALT y glucdgeno hepético en el grupo
de SM con 40 semanas de experimentacién. Se realiz6 un analisis de correlacion de Spearman para
datos no paramétricos. Se considero estadisticamente significativo cuando p<0.05.

El grupo de SM+DLC no presentd ningin grado de esteatosis, sin embargo, se
presentd dafio celular (degradacién balonizante) e inflamacion. Los resultados de la
disminucion de esteatosis hepética en el grupo de SM+DLC se relaciona con el decremento
en la masa grasa en los animales del mismo grupo en relacion con el grupo de SM. Se ha
demostrado el papel hepatoprotector de las dietas bajas en carbohidratos cuando se aplican
en campos como la obesidad y el SM. El bajo contenido de carbohidratos de las dietas
provoca una disminucién en la lipogénesis de novo en higado, asi como un aumento en la
oxidacion de acidos grasos, observandose como una reduccion de la grasa hepética
(Lundsgaard et al., 2019; Watanabe et al., 2020).

Los resultados observados de la generacion de degeneracion balonizante
hepatocelular e inflamacion en el grupo de SM+DLC no coinciden con reportes en los que la
restriccion calorica se relaciona con la mejora de las caracteristicas de la enfermedad por
higado graso no alcohdlico, tales como la degradacidn balonizante hepatocelular, esteatosis,
inflamacion y fibrosis (Parra-Vargas et al., 2020). La discrepancia en los resultados puede
deberse al uso de una fuente animal de acidos grasos en la DLC que suelen relacionarse con
alteraciones hepaticas en relacion con el uso de grasas de origen vegetal, asi como al alto

contenido de proteinas (Kleinert et al., 2018).
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La tincion tricromica de Masson demostrd una distribucion normal de coladgeno en

los espacios porta en las secciones de higado de los tres grupos de experimentacion,

concluyendo fibrosis inexistente, grado 0 (imagen 47).

Figura 47. Cortes histoldgicos representativos de higado en los grupos de estudio a las 40
semanas de experimentacion. Tincion tricromica de Masson. A: grupo de DN, fibrosis portal
inexistente. B: grupo de SM, distribucién normal de colageno. C: grupo de SM+DLC: fibrosis portal
inexistente, distribucién normal de colageno.

Los resultados obtenidos a las 40 semanas de experimentacion en los grupos de DN
y SM coinciden con los resultados observados a las 20 semanas experimentacion, en donde

se mostro una distribucion normal de colageno alrededor de vasos sanguineos.

Existen reportes en donde se ha demostrado el papel benéfico que tienen las dietas
bajas en carbohidratos sobre la patologia hepética, destacando a los cuerpos cetdénicos como
moduladores efectivos de la inflamacion, la fibrosis y complicaciones metabdlicas

implicadas en la patogénesis de la EHGNA (Watanabe et al., 2020).

No se encontraron investigaciones en donde se reporte el efecto de una dieta libre de
carbohidratos sobre la fisiopatologia e histologia del higado.

7.1.2.10.2. Rifion

La asociacion entre el SM y la enfermedad renal crénica ha sido descrita
ampliamente. Las caracteristicas histopatolégicas renales en individuos con SM incluyen
glomerulomegalia, esclerosis global y segmental, atrofia tubular, fibrosis intersticial y dafio
microvascular (esclerosis) (Alexander et al., 2009; Ohashi et al., 2014).
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Resultados 20 semanas de experimentacion

En las secciones de rifién del grupo de DN se observaron glomérulos con asas
capilares con luces abiertas y regulares. EI mesangio fue eosinofilo con células mesangiales
de morfologia habitual. La cépsula de Bowman mantuvo el espacio urinario y su
revestimiento por células planas fue regular. Los tabulos renales se observaron ovales,
revestidos por epitelio cibico con nucleos basales normocromaticos. El intersticio no mostré
alteraciones. Los vasos sanguineos tuvieron revestimiento por células endoteliales sin

alteraciones histologicas, mostrandose congestivos (figura 48).

El grupo de SM mostré glomerulomegalia en un 60%, acompafiada por adherencia
de los capilares del glomérulo a la capsula de Bowman (sinequia periférica polar) y pérdida
del espacio urinario, mientras que el grupo de DN present6 estas alteraciones sélo en el 10%

de los glomérulos observados (tabla 44, figura 49).

Figura 48. Cortes histologicos representativos de rifion de los grupos de estudio a las 20 semanas
de experimentacion. Tincion Hematoxilina y Eosina. A y B: grupo de DN, estructura normal. C y
D: grupo de SM, glomerulomegalia y sinequias periféricas polares (flechas).
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Tabla 44. Porcentaje de glomerulomegalia y sinequias periféricas polares en los grupos de estudio.

Grupo de Estudio Glomerulomegalia 'y

Sinequias Periféricas

(%)
DN 10 (0-20)
SM 60 (40-70)
Valor de p 0.000

Los datos se presentan como mediana (minimo-méaximo). Se realiz6 un analisis de comparacion entre grupos por medio de la prueba de U
de Mann-Whitney para datos no paramétricos. Se considerd estadisticamente significativo cuando p<0.05. DN: dieta normal; SM: sindrome
metabdlico.
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Figura 49. Glomerulomegalia y sinequias periféricas polares en rifién en los grupos de estudio
con 20 semanas de experimentacion. Se realiz6 un analisis de comparacion entre grupos por medio
de la prueba de U de Mann-Whitney para datos no paramétricos, se considerd estadisticamente
significativo cuando p<0.05. DN: dieta normal; SM: sindrome metabdlico.

Las secciones de rifion analizadas mediante la técnica tricromica de Masson del grupo
de DN no mostraron anormalidades en la distribucion de colageno en glomérulos, tabulos,
vasos sanguineos e intersticio. El grupo de SM no presentd zonas fibréticas, sin embargo, al
compararlo con el grupo de DN, se identificé un ligero incremento en el grosor de las

membranas basales tubulares (figura 50).
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Figura 50. Cortes histoldgicos representativos de rifion en los grupos de estudio a las 20 semanas
de experimentacion. Tincién tricromica de Masson, aumento 40X. A: grupo de DN, ausencia de
fibrosis. B: grupo de SM, ausencia de fibrosis en glomérulo, tibulos, vasos sanguineos e intersticio.

Los resultados encontrados en el grupo de SM coinciden con los hallazgos de
glomerulomegalia y sinequias periféricas polares reportados previamente, considerandose
manifestaciones tempranas de esclerosis glomerular (Beriao & Gutiérrez, 2006). Los reportes
que incluyen la implementacion de una dieta alta en carbohidratos para la generacion de SM
han descrito cambios histologicos en rifiones, incluyendo aumento del area tubular,
glomerulomegalia, engrosamiento de la membrana basal tubular, acumulacion de colageno
mesangial, engrosamiento de la capsula de Bowman, degradacion, vacuolaciones y necrosis
tubulares, asi como inflamacién intersticial, acumulacion de células grasas vy

glomeruloesclerosis (Fakhoury-Sayegh et al., 2019; Giiles & Tatar, 2020).
Resultados 40 semanas de experimentacion

En las secciones de rifidn tefiidas con hematoxilina y eosina a las 40 semanas de
experimentacién del grupo de DN, se observo los glomérulos con asas capilares con luces
abiertas y regulares. EI mesangio fue eosindéfilo, con células mesangiales de morfologia
habitual. La capsula de Bowman mantuvo el espacio urinario y su revestimiento por células
planas fue regular. Los tdbulos renales fueron ovales, revestidos por epitelio cibico con
nucleos basales normocromaéticos. Los vasos sanguineos presentaron revestimiento por

células endoteliales sin alteraciones histologicas, mostrandose congestivos (figura 51).

En el grupo de SM se observé un 50% de glomerulomegalia, asi como las asas

capilares en contacto con la cdpsula de Bowman formando sinequias periféricas polares.
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Ademaés, se observaron focos de infiltrado inflamatorio linfocitario intersticial (nefritis)

(figura 52). El grupo de SM+DLC mostr6 un 40% de glomerulomegalia y sinequias, sin

agregados inflamatorios (tabla 45, figura 53).

Figura51. Cortes histoldgicos representativos de rifion de los grupos de estudio a las 40 semanas
de experimentacion. Tincion Hematoxilina y Eosina. A'y B: grupo de DN, estructura normal. C 'y
D: grupo de SM, glomerulomegalia y sinequias periféricas polares (flechas), colapso de las luces
capilares. E 'y F: grupo de SM+DLC, no se muestran anormalidades en la estructura.
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Figura 52. Cortes histoldgicos representativos de rifion del grupo de SM a las 40 semanas de
experimentacion. Tincion con Hematoxilina y Eosina. Ay B: agregado de linfocitos en intersticio
renal (flechas).

Tabla 45. Glomerulomegalia y sinequias periféricas polares en rifién en los grupos de estudio.

Grupo de Estudio Glomerulomegalia 'y
Sinequias Periféricas
(%)

DN 10 (0-30)

SM 50 (40-70)
SM+DLC 40 (30-50)
Valor de p 0.000%2

0.06412

Los datos se presentan como mediana (minimo-méximo). Se realiz6 un anélisis de comparacion entre grupos por medio de la prueba de
Kruskal-Wallis para datos no paramétricos y se emple6 la prueba de ajuste de Dunn para comparaciones multiples post hoc. Se consider6
estadisticamente significativo cuando p<0.05. Las comparaciones fueron: DN vs SM; 2DN vs SM+DLC; 3SM vs SM+DLC. DN: dieta
normal; SM: sindrome metabélico; SM+DLC: sindrome metabdlico posterior dieta libre de carbohidratos.
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Figura 53. Glomerulomegalia y sinequias periféricas polares en rifion en los grupos de estudio
con 40 semanas de experimentacion. Se realiz6 un analisis de comparacion entre grupos por medio
de la prueba de Kruskal-Wallis para datos no paramétricos y se emple6 la prueba de ajuste de Dunn
para comparaciones multiples post hoc. Se consider6 estadisticamente significativo cuando p<0.05.
DN: dieta normal; SM: sindrome metabdlico; SM+DLC: sindrome metabdlico posterior dieta libre
de carbohidratos.

Los resultados observados de glomerulomegalia y sinequias periféricas polares en el
grupo de SM se correlacionan significativamente con el peso corporal, colesterol total y
MDA renal del mismo grupo tras la administracion de la dieta alta en glucosa durante 40

semanas (figura 54).
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Figura 54. Correlacion entre glomerulomegalia y sinequias periféricas renales con peso
corporal, colesterol total y MDA renal en el grupo de SM con 40 semanas de experimentacion.
Se realizd un analisis de correlacién de Spearman para datos no paramétricos. Se considero
estadisticamente significativo cuando p<0.05.
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De acuerdo con los resultados, a medida que incrementa el peso corporal y la
concentracion de colesterol total en los animales de experimentacion, aumenta el porcentaje
de glomerulomegalia y sinequias periféricas renales. Se ha demostrado que el estado de
obesidad contribuye al desarrollo de glomerulomegalia, que puede conducir a proteinuria,
glomeruloesclerosis focal y segmentaria, presentandose en individuos con un indice de masa
corporal (IMC) elevado (S. Yang et al., 2020). Asi mismo, se ha sugerido que la
hiperlipidemia y la hipercolesterolemia pueden actuar como factores agravantes de la
glomerulopatia renal, observandose en individuos con obesidad y dislipidemia (Faustinella
etal., 1997).

Se ha descrito gue los potenciales mecanismos por los cuales la obesidad afecta la
fisiologia y morfologia renal incluyen alteracién de la hemodinamica renal, resistencia a la
insulina, hiperlipidemia, activacion del sistema renina-angiotensina-aldosterona, inflamacion
y estrés oxidativo (Tang et al., 2012), siendo este Gltimo mecanismo el involucrado en el
aumento de la produccién de MDA a nivel renal, relacionandose con los resultados obtenidos
en esta investigacion, en donde el incremento en la concentracion de MDA se correlaciona

con el aumento del porcentaje de glomerulomegalia y sinequias periféricas renales.

Los resultados encontrados en el grupo de SM+DLC demuestran una mejora en la
estructura renal, al observarse un menor porcentaje de glomerulomegalia y sinequias
periféricas, asi como ausencia de inflamacion, con respecto al grupo de SM, pese al alto
contenido de proteinas en la DLC.

Existe evidencia acerca de la relacion entre las dietas bajas en carbohidratos y altas
en proteinas y grasas, y el aumento en la tasa de filtracion glomerular, lo que posiblemente
se refleja en dafio renal (Juraschek et al., 2016; Kostogrys et al., 2015). ElI aumento en la
excrecion de urea en el grupo de SM+DLC demuestra el incremento en el metabolismo de
las proteinas por el alto contenido de éstas en la dieta, sin embargo, algunos autores sugieren
el incremento de este biomarcador como un mecanismo adaptativo normal que ocurre en
respuesta a diversas condiciones fisiologicas y que no provoca efectos negativos sobre la

morfologia renal (Martin et al., 2005).

Las secciones de rifion tefiidas con tincion tricromica de Masson de los grupos de DN,

SM y SM+DLC mostraron membranas basales tubulares con morfologia normal, sin
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embargo, en el grupo de SM se observa un incremento en el grosor de las membranas
capilares tubulares, asi como algunos depdsitos de coladgeno en el glomérulo. En el grupo de
SM+DLC se identificé un estado intermedio, con engrosamiento parcial de las membranas
basales de los tdbulos y depdsitos de colageno glomerular mayores en relacion con el grupo

de DN, pero menores que en el grupo de SM (figura 55).

Figura 55. Cortes histoldgicos representativos de rifién en los grupos de estudio a las 40 semanas
de experimentacion. Tincién tricromica de Masson. A: grupo de DN, ausencia de fibrosis. B:
grupo de SM, incremento en el grosor de las membranas basales tubulares con depositos de colageno
en el glomérulo. C: grupo de SM+DLC, incremento parcial del grosor de las membranas basales
tubulares.

Los resultados obtenidos demostraron infiltracién de células inmunes, demostrando un
estado de inflamacién caracteristico del SM. Por otra parte, la administraciéon de la DLC
mostr6 una mejora en los cambios tempranos de fibrosis renal, demostrando la seguridad de

su exposicion en la estructura del rifidn.

No se encontraron investigaciones en donde se haya realizado una evaluacion de la

histopatologia del rifion después de la administracion de una DLC.

7.1.2.10.3. Pancreas

Existe una importante correlacion entre el estado funcional del pancreas y factores de
riesgo relacionados al SM. Los cambios metabélicos como la obesidad y dislipidemia
aterogénica, contribuyen a la alteracion de la funcion pancreatica endécrina y exocrina. El
mecanismo desencadenante de la progresion de la patologia pancreatica en el SM aparece
como un estado de inflamacion estrechamente acompafiado de deposicion de grasa (Nurdiana
et al., 2017; Samsonova & Zvenigorodskaia, 2011).
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Resultados 20 semanas de experimentacion

En los grupos de DN y SM, el pancreas exocrino mostré una conformacion acinar con
I6bulos compuestos de células epiteliales formando glandulas. Ambos grupos mostraron una
estructura pancreatica normal dado que los islotes de Langerhans se observaron como
nodulos eosindfilos mas claros, con células enddcrinas cuyos nucleos eran redondos con

cromatina granular fina (figura 56).

Se realizd un conteo del nimero de islotes pancreaticos en diez campos utilizando un
aumento de 10X. El grupo de DN mostré una mediana de 1 islote de Langerhans por cada

campo observado, mientras que, en el grupo de SM, se aprecié una disminucion

estadisticamente significativa, observandose 0.5 islotes por campo (tabla 46, figura 57).

Figura 56. Cortes histoldgicos representativos de pancreas de los grupos de estudio a las 20
semanas de experimentacion. Tincion Hematoxilinay Eosina. Ay B: grupo de DN, no se observan
alteraciones estructurales. C y D: grupo de SM, estructura normal de pancreas exocrino y endocrino.
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Tabla 46. Namero de islotes de Langerhans por campo observado en los grupos de estudio.

Grupo de Estudio NUmero de Islotes de

Langerhans / Campo

DN 1(0.8-1.1)
SM 0.5 (0.4-0.6)
Valor de p 0.000

Los datos se presentan como mediana (minimo-maximo). Se realiz6 un analisis de comparacién entre grupos por medio de la prueba de U
de Mann-Whitney para datos no paramétricos. Se considerd estadisticamente significativo cuando p<0.05. DN: dieta normal; SM: sindrome
metabdlico.

1.29 * %k %k

1.0+

0.6+

NUmero de Islotes de Langerhans / Campo

DN SM

Figura 57. Nimero de islotes de Langerhans por campo observado en los grupos de estudio con
20 semanas de experimentacion. Se realizé un analisis de comparacion entre grupos por medio de
la prueba de U de Mann-Whitney para datos no paramétricos, se considerd estadisticamente
significativo cuando p<0.05. DN: dieta normal; SM: sindrome metabdlico.

Los resultados obtenidos no mostraron alteraciones en la estructura del pancreas
exocrino y endocrino descritas por otros autores en modelos de SM inducido por dieta, tales
como aumento en la infiltracion de las células inmunes en islotes pancreaticos acompariada
de exacerbacion de la intolerancia a la glucosa (Horii et al., 2020), asi como hiperplasia e
hipertrofia de los islotes de Langerhans (Albrahim & Alonazi, 2021; Auberval et al., 2017;
Panchal et al., 2011). Sin embargo, el conteo del numero de islotes de Langerhans observados
por cada diez campos con un aumento de 10X mostré una disminucién en el nimero de éstos

en el grupo de SM en relacion con el grupo de DN, demostrando con ello la disminucién en
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la cantidad de células B pancreaticas, pudiéndose relacionar con la disminucion de la
concentracion de insulina observada en el grupo de SM en relacion con el grupo de DN, sin
embargo, no se demostrd una correlacion significativa entre el nimero de islotes pancreaticos

con la concentracion de insulina.
Resultados 40 semanas de experimentacion

Los grupos de DN, SM y SM+DLC mostraron una conformacion acinar con 16bulos
compuestos de células epiteliales formando glandulas en el pancreas exocrino. En relacion
con el pancreas endocrino, en los islotes de Langerhans se observaron células con nucleos
redondos y cromatina granular final. Demostrando una estructura pancreatica normal (figura
58).
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Figura 58. Cortes histoldgicos representativos de pancreas de los grupos de estudio a las 40
semanas de experimentacion. Tincion Hematoxilina y Eosina. A y B: grupo de DN, muestra una
estructura normal. C y D: grupo de SM, muestra estructura normal con infiltracion de adipocitos. E y
F: grupo de SM+DLC, muestra estructura normal con infiltracion de adipocitos. Flechas: infiltracion
de adipocitos en el pancreas exocrino.

La cuantificacion del nimero de islotes de Langerhans observados por campo con un

aumento de 10X mostré una mediana de 1.15 islotes en el grupo de DN, una disminucion
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estadisticamente significativa en el grupo de SM con respecto al grupo de DN, observandose
0.5 islotes por campo, mientras que el grupo de SM+DLC mostr6 un incremento significativo

en relacion con el grupo de SM, observandose 1.0 islotes por campo (tabla 47, figura 59).

Tabla 47. Namero de islotes de Langerhans por campo observado en los grupos de estudio.

Grupo de Estudio NUmero de Islotes de
Langerhans / Campo
DN 1.15 (0.9-1.5)
SM 0.5 (0.3-0.7)
SM+DLC 1.0 (0.9-1.2)
Valor de p 0.000%3
0.1662

Los datos se presentan como mediana (minimo-maximo). Se realizé un analisis de comparacién entre grupos por medio de la prueba de
Kruskal-Wallis para datos no paramétricos y se empled la prueba de ajuste de Dunn para comparaciones multiples post hoc. Se consider6
estadisticamente significativo cuando p<0.05. Las comparaciones fueron: DN vs SM; ?DN vs SM+DLC; SM vs SM+DLC. DN: dieta
normal; SM: sindrome metabdlico; SM+DLC: sindrome metabdélico posterior dieta libre de carbohidratos.

1.6m * % % * ok %

1.4+ —l_

1.2+

1.0+

Numero de Islotes de Langerhans / Campo

0.0 I I 1
DN SM SM+DLC

Figura 59. Nimero de islotes de Langerhans por campo observado en los grupos de estudio con
40 semanas de experimentacion. Se realiz6 un analisis de comparacion entre grupos por medio de
la prueba de Kruskal-Wallis para datos no paramétricos y se empled la prueba de ajuste de Dunn para
comparaciones maltiples post hoc. Se considero estadisticamente significativo cuando p<0.05. DN:
dieta normal; SM: sindrome metabdlico; SM+DLC: sindrome metabdlico posterior dieta libre de
carbohidratos.
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Como hallazgo adicional, en el grupo de SM y SM+DLC se identificaron células
adiposas entre los acinos pancreaticos, caracterizandose por una vacuola clara, con el nicleo

rechazado a la periferia en forma de semiluna (figura 58, paneles C-F).

Se realizo el conteo de nimero de células adiposas observadas por campo con un
aumento de 20X, apreciandose una media de 2 adipocitos por campo en el grupo de SM,
mientras que el grupo de SM+DLC mostré un decremento significativo con respecto al grupo

de SM, observandose 0.15 adipocitos por campo (tabla 48, figura 60).

Tabla 48. Numero de adipocitos infiltrados en pancreas por campo observado en los grupos de
estudio.

Grupo de Estudio | Numero de Adipocitos
/ Campo
DN 0
SM 2.0 (1.5-2.8)
SM+DLC 0.15 (0-0.2)
Valor de p 0.000%3
0.0082

Los datos se presentan como mediana (minimo-maximo). Se realizé un analisis de comparacién entre grupos por medio de la prueba de
Kruskal-Wallis para datos no paramétricos y se empled la prueba de ajuste de Dunn para comparaciones multiples post hoc. Se consider6
estadisticamente significativo cuando p<0.05. Las comparaciones fueron: DN vs SM; ?DN vs SM+DLC; SM vs SM+DLC. DN: dieta
normal; SM: sindrome metabdlico; SM+DLC: sindrome metabdlico posterior dieta libre de carbohidratos.
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Figura 60. Namero adipocitos infiltrados en pancreas por campo observado en los grupos de
estudio con 40 semanas de experimentacion. Se realizd un analisis de comparacién entre grupos
por medio de la prueba de Kruskal-Wallis para datos no paramétricos y se emple6 la prueba de ajuste
de Dunn para comparaciones multiples post hoc. Se considero estadisticamente significativo cuando
p<0.05. DN: dieta normal; SM: sindrome metabdlico; SM+DLC: sindrome metabdlico posterior
dieta libre de carbohidratos.

En base a los resultados observados, el grupo de SM presentd una disminucion
significativa en el niamero de islotes de Langerhans cuantificados en relacion con el grupo de
DN. Estados de obesidad y resistencia a la insulina se han relacionado con la falla progresiva
de secrecion de insulina de las células  pancreaticas (Leenders et al., 2021). Se ha
demostrado que el dafio de dichas células se debe al estrés oxidativo ejercido por altos niveles
de glucosa provenientes de la dieta, asi como concentraciones elevadas de FFA (Newsholme
etal., 2019).

El decremento del nimero de islotes de Langerhans se asoci¢ significativamente con
el peso corporal, colesterol total y c-LDL (figura 61). Se ha demostrado que el contenido de
grasa pancreatica aumenta proporcionalmente con la obesidad o el aumento en el peso
corporal, siendo esta acumulacion de grasa la responsable de la disfuncion y apoptosis de las

células B pancreaticas (Inaishi & Saisho, 2020). De igual forma, se ha descrito que la
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hiperglucemia y la dislipidemia inducen muerte celular en las células B pancreaticas, al alterar

las vias oxidativas relacionadas con la produccién de EROs (Tangvarasittichai, 2015).
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Figura 61. Correlacion entre el numero de islotes pancreaticos/campo y el peso corporal,
colesterol total y c-LDL en el grupo de SM con 40 semanas de experimentacion. Se realiz6 un
analisis de correlacion de Spearman para datos no paramétricos. Se consideré estadisticamente
significativo cuando p<0.05.

El grupo de SM +DLC mostrd una mejora del dafio celular pancreético en relacion
con el grupo de SM, al cuantificarse un mayor nimero de islotes de Langerhans por campo,
asi como al incrementarse la concentracion de insulina sérica en relacién con el grupo de SM,
sin embargo, estos pardmetros no se correlacionan significativamente. De acuerdo con los
resultados obtenidos, el nimero de islotes de Langerhans observados por campo se
correlaciona significativamente con el area de los adipocitos y el nimero de adipocitos

infiltrados por campo en pancreas (figura 62).

A medida que disminuye el tamafio de los adipocitos, incrementa el nimero de islotes
por campo, asimismo, el decremento del nimero de adipocitos infiltrados por campo en
pancreas se correlaciona con el aumento en el numero de islotes de Langerhans. La
remodelacion patoldgica del tejido adiposo es tipicamente caracterizada por hipertrofia de
adipocitos y estad fuertemente relacionada por la acumulacion ectdpica de grasa en higado,
corazon, musculo esquelético y pancreas. Los depoésitos de lipidos ectdpicos son
perjudiciales, ya que las especies lipidicas acumuladas, como las ceramidas y
diacilgliceroles, pueden interferir con la sefializacién de la insulina y otras funciones

tisulares, es decir, lipotoxicidad (Longo et al., 2019; Vishvanath & Gupta, 2019).
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Figura 62. Correlacion entre el nimero de islotes pancreaticos/campo con el area de adipocitos
y el nimero de adipocitos infiltrados en pancreas/campo en el grupo de SM+DLC con 40
semanas de experimentacion. Se realiz6 un analisis de correlacién de Spearman para datos no
paramétricos. Se considero estadisticamente significativo cuando p<0.05.

Los resultados de la deposicion de grasa en el pancreas exocrino en el grupo de SM
se relaciona con el desarrollo y progresion del SM (McCracken et al., 2017). Se ha
demostrado que la acumulacion de grasa ectdpica provoca apoptosis de las células B

pancreaticas debido a la toxicidad de los productos metabdlicos (Ye et al., 2019).

Se demostro el efecto de la DLC en la disminucion de los depoésitos pancreaticos de
grasa para su utilizacién como fuente de energia, promoviendo la oxidacion de acidos grasos.
La infiltracion de adipocitos en pancreas se correlacion6 significativamente con las
concentraciones séricas de glucosa e insulina, asi como con el peso corporal de los animales
de este grupo (figura 63). Los resultados demuestran que, a medida que disminuye el peso
corporal, la concentracién de glucosa y aumenta la concentracion de insulina, decrementa el

namero de adipocitos en pancreas.

Como se menciono anteriormente, la hipertrofia de adipocitos se asocia con un estado
de resistencia a la insulina, promoviendo la acumulacion ectopica de grasa (Vishvanath &
Gupta, 2019), al disminuir la resistencia a la insulina, como se presentd en el grupo de

SM+DLC, decrementa la acumulacion de grasa pancreatica.
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Figura 63. Correlacion entre el nimero de adipocitos infiltrados en pancreas/campo, la glucosa
sérica, la insulina y el peso corporal en el grupo de SM+DLC con 40 semanas de
experimentacion. Se realizd un andlisis de correlacion de Spearman para datos no paramétricos. Se
considero estadisticamente significativo cuando p<0.05.

De acuerdo con la investigacion de Jurgens et al., (2007) la administracién de una
DLC previene la apoptosis de las células B pancreaticas en ratones NZO obesos y propensos
a diabetes, en comparacion con ratones alimentados con dietas altas en grasas y
carbohidratos. De igual forma, los mismos resultados se ha demostrado en ratones db/db

propensos a diabetes tipo 2 (Mirhashemi et al., 2008).

7.1.2.10.4. Tejido adiposo visceral

Existen diversos estudios que han evaluado el papel del tejido adiposo disfuncional
en la patogénesis del SM. Estos afirman que el tamafio y la cantidad de células grasas en los
distintos depdsitos corporales juegan diferentes roles en las complicaciones metabdlicas
asociadas a la obesidad (Choudhary et al., 2012; Rydén et al., 2014).

Resultados 20 semanas de experimentacion

En los grupos de DN y SM, la tincién con hematoxilina y eosina demostré tejido
adiposo maduro en patron lobular, dividido por finos septos fibrosos con vasos sanguineos
delgados. Las células adiposas mostraron nucleos periféricos en forma de medialuna (figura
64). El grupo de SM mostro adipocitos con un diametro estadisticamente mayor (hipertrofia)

al de las células observadas en el grupo de DN (tabla 49, figura 65).

139



; 5 kv v A [y 4 ki
& 2 . F -
‘ y : > / -\' { 2 /
A | ol 198 a9,
; i ) i
‘ -1 8. ) b ~ ’ - ™ L A\
/ o s ) .
" g 04 oy ] 5 ! :
{ < T Iy A ’\I P
- ¥ < v NS L Y wal: )
) ¥ - > < L ] 5 s
: b A o ,
\ ? 5 & ! . "~ a4 T~
B \ i : Y | )
\ L ' Tae b . o4
¥ - \ o .
b . -
; # '.’ea L '
B ¢ R \ .
PEE B J o E - <
¥ - ‘ £
s Ol B 2" : .. 100
% B e g 100 w . it s
St TS o . = ~
i . @
’
C D
| » V4
f r
. . J @
IJI
’ e
»
. ~ \ )
_ A o
> -—
t N
. 4 -
X | y @ /
e o Alogh 100
. -

Figura 64. Cortes histol6gicos representativos de tejido adiposo visceral de los grupos de estudio
a las 20 semanas de experimentacion. Tincion hematoxilina y eosina. A y B: grupo de DN,

adipocitos en forma y tamafio normales. C y D:

grupo de SM: hipertrofia de adipocitos.

Tabla 49. Area de adipocitos de tejido adiposo visceral en los grupos de estudio.

Grupo de Estudio

Area de Adipocitos
(um?)

DN

10,642 (8,013-15,804)

SM

47,311 (35,296-87,197)

Valor de p

0.000

Los datos se presentan como mediana (minimo-maximo). Se realiz6 un analisis de comparacion entre grupos por medio de la prueba de U
de Mann-Whitney para datos no paramétricos. Se considerd estadisticamente significativo cuando p<0.05. DN: dieta normal; SM: sindrome

metabolico.

140



1x105=
* %k %

8x104

6x104=

4x104=

Area de Adipocitos (mm?)

2x104=

—

0 Ll
DN SM

Figura 65. Area de adipocitos viscerales en los grupos de estudio con 20 semanas de
experimentacion. Se realizé un analisis de comparacién entre grupos por medio de la prueba de U
de Mann-Whitney para datos no paramétricos, se consider¢ estadisticamente significativo cuando
p<0.05. DN: dieta normal; SM: sindrome metabdlico.

La tincidn con rojo de picrosirius de las secciones de tejido adiposo visceral en el
grupo de DN mostro septos de colageno rodeando los l6bulos del tejido, mientras que en el
grupo de SM se observo una pérdida del patron lobular, lo que implicd que los septos que
rodean a cada l6bulo se apreciaran méas delgados (figura 66).
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Figura 66. Cortes histol6gicos representativos de tejido adiposo visceral de los grupos de estudio
a las 20 semanas de experimentacion. Tincién con rojo de picrosirius. Ay B: grupo de DN, septos
de colageno normales. C y D: grupo de SM, pérdida del patrén lobular.

El grupo de SM present6 hipertrofia y pérdida del patron lobular. La hipertrofia de
adipocitos del compartimento de grasa visceral sirve como un predictor significativo de
alteraciones cardiometabdlicas relacionadas con el SM (Laforest et al., 2015). Se ha
demostrado que en el tejido adiposo visceral hipertrofico, las fibras colagenas son de menor
tamafio que en tejido normal, debido a la degradacion de la matriz extracelular, necesaria

para el aumento de tamafio de los adipocitos (hipertrofia) (Poitou et al., 2013).

Los resultados de hipertrofia celular observados en el grupo de SM coinciden con los
reportados por Ferreira-Santos et al., (2020) en donde la exposicion a una dieta alta en
carbohidratos provoc6 acumulacién de tejido adiposo visceral hipertréfico en ratas Wistar en

relacién con el grupo control. De igual forma, se ha descrito la disminucién en el grosor de
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los haces que rodean los I6bulos del tejido adiposo en estados de obesidad en animales
(Tordjman, 2013).

Resultados 40 semanas de experimentacion

La secciones histoldgicas de tejido adiposo tefiidas con hematoxilina y eosina de los
grupos experimentales mostraron células grasas maduras en patrén lobular. El tejido se
encontro dividido por finos septos fibrosos con vasos sanguineos delgados. Los adipocitos
mostraron nucleos excéntricos en forma de medialuna (figura 67). El grupo de SM mostré
un incremento estadisticamente significativo en el didmetro celular (hipertrofia celular) en
relacién con el grupo de DN, mientras que, en el grupo de SM+DLC, se observo una
disminucion significativa del estado de hipertrofia de adipocitos en comparacion con el grupo
de SM (tabla 50, figura 68).
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Figura 67. Cortes histol6gicos representativos de tejido adiposo visceral de los grupos de estudio
a las 40 semanas de experimentacion. Tincion Hematoxilina y Eosina. A'y B: grupo de DN, sin

alteraciones histolégicas. C y D: grupo de SM, hipertrofia de adipocitos. E y F: grupo de SM+DLC,
disminucién del area celular con respecto al grupo de SM.
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Tabla 50. Area de adipocitos en tejido adiposo visceral en los grupos de estudio.

Grupo de Estudio Area de Adipocitos
(um?)
DN 21,291 (17,034-30,635)
SM 45,763 (35,070-86,249)
SM+DLC 19,296 (14,031-30,841)
Valor de p 0.000%3
0.00282

Los datos se presentan como mediana (minimo-méaximo). Se realiz6 un analisis de comparacion entre grupos por medio de la prueba de
Kruskal-Wallis para datos no paramétricos y se empled la prueba de ajuste de Dunn para comparaciones multiples post hoc. Se consider6
estadisticamente significativo cuando p<0.05. Las comparaciones fueron: *DN vs SM; 2DN vs SM+DLC; 3SM vs SM+DLC. DN: dieta
normal; SM: sindrome metabdlico; SM+DLC: sindrome metabélico posterior dieta libre de carbohidratos.
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Figura 68. Area de adipocitos viscerales en los grupos de estudio con 40 semanas de
experimentacion. Se realizd un andlisis de comparacién entre grupos por medio de la prueba de
Kruskal-Wallis para datos no paramétricos y se empled la prueba de ajuste de Dunn para
comparaciones multiples post hoc. Se consider6 estadisticamente significativo cuando p<0.05. DN:
dieta normal; SM: sindrome metabdlico; SM+DLC: sindrome metabdlico posterior dieta libre de
carbohidratos.

La tincidn con rojo de picrosirius de los cortes de tejido adiposo del grupo de DN
mostrd I6bulos bien definidos por septos de colageno, mientras que el grupo de SM tuvo una
pérdida del patrén lobular, observandose como septos méas delgados y menos definidos que

el grupo de DN. El grupo de SM+DLC tuvo un incremento en el grosor del patron lobular de

145



coldgeno en relacion con el grupo de SM, sin embargo, no se lleg6é a observar la misma

definicién y grosor que en el grupo de DN (figura 69).
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Figura 69. Cortes histoldgicos representativos de tejido adiposo visceral de los grupos de estudio
a las 40 semanas de experimentacion. Tincion con rojo de picrosirius. Ay B: grupo de DN, patrén
lobular marcado. C y D: grupo de SM, pérdida del patrén lobular. E y F: grupo de SM+DLC,
recuperacion parcial del patrén lobular.
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El grupo de SM a las 40 semanas de experimentacién mostro hipertrofia de adipocitos
y pérdida del patron lobular en relacion con el grupo de DN. Mientras que el grupo de
SM+DLC mostré una disminucion en el area celular y una mejora del patron lobular,
demostrando la efectividad de la DLC en la disminucion de la grasa visceral para su posterior

oxidacion en la obtencion de energia.

El tamafio de los adipocitos en el grupo de SM+DLC se correlaciond
significativamente con la concentracion de glucosa sérica y el peso corporal (figura 70). De
acuerdo con los resultados observados, a medida que el peso corporal disminuye, el tamafio
de los adipocitos disminuye y, a su vez, existe un decremento en la concentracion de glucosa
sérica. Existe evidencia acerca de la asociacion del tejido adiposo hipertrofico y la resistencia
a la insulina. Cuando las células § pancredticas ya no pueden compensar esta deficiencia, la
concentracion de glucosa en sangre aumenta. La hiperglucemia puede agravar ain mas la

disfuncion de las células adiposas (Sorisky, 2017).
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Figura 70. Correlacién entre el area de adipocitos, la concentracion de glucosa sérica y el peso
corporal en el grupo de SM+DLC con 40 semanas de experimentacién. Se realiz6 un analisis de
correlacion de Spearman para datos no paramétricos. Se consider6 estadisticamente significativo
cuando p<0.05.

Se ha demostrado que el indice de adiposidad depende, en gran medida, de la cantidad
de proteinas presentes en la dieta. Un aumento en la cantidad de proteina ingerida promueve

un menor indice de adiposidad en animales (Marsset-Baglieri et al., 2004).

Los resultados obtenidos concuerdan con la investigacion de Pichon et al., (2006) en

donde se demostré una disminucion en la adiposidad visceral, asi como un menor tamafio y

147



namero de adipocitos en animales expuestos a una dieta alta en proteinas y grasas, y libre de
carbohidratos.

Se ha demostrado que dietas altas en grasas y libre de carbohidratos favorecen la
oxidacion de los lipidos para la obtencién de energia, en lugar de su almacenamiento en el
tejido adiposo. EI mecanismo probable que explica este comportamiento es la disminucion
en la secrecion de insulina debido a la ausencia de carbohidratos en la dieta, decrementando
con ello el almacenamiento de lipidos. Observandose una disminucion de la adiposidad

visceral (Marsset-Baglieri et al., 2004).

7.1.2.10.5. Aorta

El SM se asocia con el desarrollo de aterosclerosis. Esta enfermedad se caracteriza
por el deposito de una placa a base de calcio y lipidos en la pared adrtica, encontrado

comunmente en individuos con hiperlipidemia cronica (Robbins et al., 2014).

El andlisis histopatoldgico de la aorta permite describir las caracteristicas comunes
de la enfermedad adrtica, tales como degradacion estructural, la formacién de placas y la

infiltracion de células inmunes (Go et al., 2018; Ohnuki et al., 2013).
Resultados 20 semanas de experimentacion

Los cortes de aorta tefiidos con la tincion de Verhoeff van Gieson mostraron tres capas
definidas de la aorta en los grupos de DN y SM. La capa intima, compuesta de células
endoteliales aplanadas no mostro alteraciones. La tdnica media, formada de musculo liso con
fibras reticulares de conformacién laminar transcurrieron paralelas, continuas y, en gran
medida, equidistantes, sin mostrar alteraciones, al igual que la capa adventicia, donde se
observa tejido conectivo laxo eosinofilo hipocelular (figura 71).
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Figura 71. Cortes histoldgicos representativos de aorta de los grupos de estudio a las 20 semanas
de experimentacion. Tincion de Verhoeff van Gieson. A'y B: grupo de DN, estructura normal, sin
alteraciones. C y D: grupo de SM, estructura normal, sin alteraciones evidentes.

Los resultados obtenidos en esta investigacion no coinciden con los reportados por
otros autores, los cuales reportan anomalias estructurales en la aorta. En un estudio de
induccién de SM mediante dieta alta en grasas durante 10 semanas en ratas Wistar se
demostrd la formacion de depoésitos de placa lipidica en los espacios interlaminares de la
aorta, indicando cambios patolégicos vasculares tempranos en relacion con el grupo control
(Ameer & Salman, 2021). De igual manera, un estudio de induccion de SM en ratas mediante
dieta alta en fructosa durante 8 semanas, demostrd un aumento del grosor de la tinica media
de la aorta en animales con SM en relacion con aquellos que recibieron una dieta estandar
(Saleh et al., 2017).
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Esta discrepancia entre nuestros resultados y los reportados por los autores antes
mencionados, se puede deber a que la dieta utilizada no era alta en grasa y se empleé glucosa

y no fructuosa.
Resultados 40 semanas de experimentacion

Las secciones de aorta de los grupos DNy SM+DLC tefiidas con Verhoeff van Gieson
mostraron tres capas definidas. La capa intima, compuesta de células endoteliales planas sin
alteraciones. La tinica media, formada de musculo liso con fibras reticulares evidentes que
transcurrieron paralelamente, de forma continua y equidistantes. La capa adventicia,
conformada de tejido conectivo laxo eosinodfilo hipocelular. Por otra parte, el grupo de SM
presentd un ensanchamiento focal de la pared de la tinica media, con un acomodo irregular

de las fibras elésticas (figura 72).
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Figura 72. Cortes histoldgicos representativos de aorta de los grupos de estudio a las 40 semanas
de experimentacion. Tincion de Verhoeff van Gieson. A 'y B: grupo de DN, estructura normal. C
y D: grupo de SM, ensanchamiento focal de la tinica media y acomodo irregular de las fibras elésticas
(flechas). E y F: grupo de SM+DLC, estructura normal, sin alteraciones evidentes.
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En base a los resultados obtenidos, el grupo de SM present6 dafio a nivel de pared de la
tinica media, mientras que el grupo de SM+DLC no presenté anomalias histopatolégicas de

aorta.

Los resultados obtenidos del grupo de SM coinciden con los reportados por Saleh et al.,
(2017), en donde se observd un aumento en el grosor de la tdnica media en animales
sometidos a una dieta alta en carbohidratos, sin embargo, los autores utilizaron fructuosa en

un tiempo de 8 semanas, mientras que en este estudio se utilizé glucosa durante 40 semanas.

La modificacion en la composicion de las dietas es una de las principales estrategias
para la prevencion y el mantenimiento de enfermedades cardiovasculares. Las dietas bajas
en carbohidratos han demostrado la mejora de factores de riesgo de la enfermedad coronaria
aterosclerdtica (Hu et al., 2019).
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8. CONCLUSIONES

Se formulé una dieta hiperglucémica e hipercalorica y una DLC ajustando la cantidad

de grasas y proteinas.

Se evidencio la generacion del SM en ratas de la cepa Wistar mediante la
administracion de la dieta hiperglucémica presentdndose obesidad visceral, resistencia a la
insulina, dislipidemia, inflamacion, lipoperoxidacion sérica y hepatica, asi como alteraciones

histoldgicas en higado, rifidn, pancreas y tejido adiposo visceral.

El cambio hacia una DLC en los animales con SM normalizd los parametros
morfométricos y bioquimicos, excepto las concentraciones de glucosa y urea. Mientras que
a nivel histopatolégico mostrd una mejora parcial en las alteraciones en higado, rifion,

pancreas, tejido adiposo y aorta.

No se acepta la hipotesis propuesta. Los resultados demuestran que las alteraciones
metabdlicas generadas con la dieta hiperglucémica no se revierten totalmente con la
administracion de una DLC, al mostrarse concentraciones elevadas de glucosa y urea, asi
como inflamacion y dafio celular a nivel hepatico. Sin embargo, si se revierte los estados de
dislipidemia, resistencia a la insulina, inflamacion sistémica, lipoperoxidacion y el dafio

histopatoldgico a nivel renal, pancreético y adiposo.
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PERSPECTIVAS

La formulacion de las dietas bajas y libres de carbohidratos modifican en diferentes
grados al metabolismo de la glucosa y los lipidos. En este estudio, se administr una dieta
libre de carbohidratos, y pese a ello la concentracion plasmatica de glucosa permanecio
elevada en los animales. Este efecto pudo deberse a un aumento en la tasa de gluconeogénesis
estimulado por el alto contenido de proteinas de la dieta, la elevacion en la concentracion de
urea parece corroborarlo. Para confirmar esta hipotesis, es necesario evaluar el efecto de la
dieta libre de carbohidratos manteniendo el porcentaje de proteinas dentro del rango
establecido en la NOM-062-Z00-1999 que sefiala un porcentaje maximo del 24%. En
consecuencia, el porcentaje de grasas se debera incrementar al 50-55%. Al aumentar la
proporcion de grasas y disminuir las proteinas consumidas en la dieta, tedricamente deberia
de disminuir la gluconeogénesis y en consecuencia disminuir la glucemia y el nivel de urea.
Por otro lado, se incrementaria el metabolismo de los lipidos llevando a los animales a un
estado mayor de cetosis, que mejoraria el estatus de los marcadores de dislipidemia,

inflamacion, y a nivel histologico.

Un segundo tema a evaluar seria indagar el efecto que las hormonas femeninas ejercen
sobre la eficacia de esta dieta, y su extrapolacion en el tratamiento de otras condiciones
patoldgicas como la obesidad, DM2, ateroesclerosis, enfermedades autoinmunes, entre otras

enfermedades crénicas.
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9. CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

2020 2021 2022
DURACION
ETAT INI;:IIJ?’\[I)EL DELPIAN | | Ll s | ololel=|=s|>lcl-lolalelslololal=|x=]|>|c¢
(semanas) | @ |8 |2 |B|&S|&|s|2|S|3|2 |2 &|8|2|6|&|2|s|2|2|3
Etapa I: Inicio de dietas
altas en grasas y
carbohidratos, control S .
negativo
Formulacion y preparacion
de dieta libre de 07-dic-20 2
carbohidratos
Camblohaua.dletallbrede 10-mar-21 20
carbohidratos
Etapa Il: Mediciones 21-sep-21 40
glucosa, peso y talla
21-jul-21
Etapa Ill: Obtencidn de 11-ago-21 16
sangre total y tejidos 04-sep-21
04-oct-21
Determinacion
cuantitativa de parametros 21-jul-21 16
bioquimicos
Tecn-ul:a hllstologlca’y. 21-jul-21 24
evaluacién histopatologica
Revisidn bibliografica 21-sep-20 84

Ya se realizd; Falta por realizar.
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VI1I. ANEXOS

Anexo A: Documento aprobatorio del Comité de Etica en Investigacion del Area de
Ciencias de la Salud de la Universidad Autonoma de Zacatecas.

w 4/1~A m fu’b‘)/l

DESARROLLO
| CULTURAL

Folio: 004/CEI-ACS-UAZ/2022
Dictamen: Aprobado.

D.C. Blanca Patricia Lazalde Ramos
D.C. Marisol Galvdn Valencia
Presente.

La NOM-012-SSA3-2012 establece los criterios para la ejecucion de los proyectos de
investigacion para la salud en seres humanos, y el articulo 98 de la Ley General de Salud
mandata la obligacién de que en las instituciones donde se realiza investigacion en seres
humanos se debe de contar con Comités de Etica en Investigacion, con la finalidad de
asegurar que los protocolos de investigacién contemplen las consideraciones éticas que son
de observancia obligatoria para solicitar la autorizacién de proyectos o protocolos de
investigacion en seres humanos.

El Comité de FEtica en Investigacién del Area de Ciencias de la Salud de la
Universidad Auténoma de Zacatecas, inici6 sus funciones a partir del 18 de junio de 2021,
mismo que se encuentra en trimite y ante el mismo, ha sido presentado el protocolo de
investigacion que lleva por titulo: EVALUACION DE UNA DIETA LIBRE DE
HIDRATOS DE CARBONO SOBRE PARAMETROS DE SINDROME METABOLICO Y
CALIDAD ESPERMATICA EN UN MODELO MURINO.

En base a la Guia Nacional para la Integracion y Funcionamiento de los Comités de
Etica en Investigacion 2018, que establece los criterios para la evaluacién de los protocolos
de investigacion, y habiendo sido analizado por el Comité en pleno, se considera que cuenta
con los elementos necesarios para su desarrollo, por lo que se determina que es:

APROBADO

Este Comité queda en espera del informe de avance de la investigacion.

MENTE
Zacateca:,;:cN: ()A4 de mayo de 2022 ‘3\\\\:?‘ i l‘w/z
Somos Arte, Ciencia y Desarrollo Cultugal )
274
7 ~rﬂr‘1_m:\
MDH. Maria Isabel Morales Hernéndez s s alud
Presidenta del Comité de Etica en Investigacién del Area de Cien¢ias de la
Salud de la UAZ.

c.cp- M. en C. Hans Hiram Pacheco Garcla. - Secretario Académico. - Para su conocimiento,
c.e.p. Dr. Carlos Francisco Bautista Capetillo. - Coordinador de Investigacién y Posgrado, - Mismo Fin,
c.c.p. Archivo Institucional
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Anexo B: Comprobatorios de asistencia a congresos y cursos nacionales e internacionales.
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Constancia de participacion en el “9°. Congreso Nacional de Ciencias Quimico Bioldgicas”.
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Constancia de participacion en el “XIII Coloquio Internacional de Investigacion para
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Constancia de participacion las “XIV Jornadas de Ciencias Quimicas™.
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Constancia de Asistencia a las “XIV Jornadas de Ciencias Quimicas”.
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Constancia de participacion como ponente en el Curso de Titulacion Teorico-Practico para

alumnos de Q.F.B.
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Anexo C: Carta de aceptacion de realizacion de estancia de investigacion.

ZLacatecas, Zac., marzo del 2022
Asuntoc Carta de Acepiacion pam Estancia de Investipacion.

A guisn comesponda,

anurEtem.Ediﬂ formalizo la aceptacion 2 la QF.B. DIANA AT EJANDRA LARES
GUTIERREE, alumna de la Massima en Ciencia ¥ Tecoologia Quimica de 1a Unidad
Academica de Ciencias Chomicas de la Universidad Autonoma de Zacatecas, para realizar
uma estancia de investipacion en el Institato Mexicane del Sepuro Social (IMSS). La duracion
de la estancia sera del 01 de marzo al 31 de maye del 2022, como parts del provecto
“Evaluacion de mma dieta Lbre de hidratos de carbomo sobre parametres
morfomeétrices, bioquimices ¢ histopatologices en un models murine de sindrome
metabalice™.

La alumema realizara ks estancia en el Departaments ds Patologia, bajo la supervision
academica de mi persona, M. en C. Lorena Troncoss Vazquez, enfocandose en completar la
evaluacion de los parametros histopatologices de la investizacion.

5in otro particalar por el momento, aprovecho para eoviarle un cordial sahado ¥ quedo
de wsted para cualquier aclaracion o ComENTATo.

Mira en C. Lorena Tronceso Vanquez.
Departamerto de Anxtomia Patologica, HGZ N1 IMSS
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