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Resumen Abstract

Fundamento: La obesidad es un factor de riesgo Background: Obesity is a risk factor for multiple
para multiples enfermedades. Existen diversos diseases. There are various rat models to induce this
modelos en ratas para inducir obesidad. Los condition. Genetic models and diet-induced obesity
modelos genéticos y la obesidad inducida por la are expensive. Within the models of hypothalamic
dieta son costosos. Dentro de los modelos obesity, there is one achieved by the administration
hipotaldmicos de obesidad estd el que se logra of monosodium glutamate during the neonatal
mediante la administracién de glutamato period. This substance is not expensive and causes
monosddico en periodo neonatal. Esta sustancia no the major metabolic alterations observed in human
es costosa y produce las alteraciones metabdlicas obesity.

mas importantes que se ven en la obesidad humana. Objective: to select an appropriate treatment
Objetivo: seleccionar un esquema de tratamiento scheme to induce obesity with monosodium
adecuado para inducir obesidad con glutamato glutamate during neonatal period.

monosodico en ratas Wistar en periodo neonatal. Methods: monosodium glutamate was administered
Métodos: se administré glutamato monosédico a to Wistar rats during the neonatal period, using
ratas Wistar en periodo neonatal, siguiendo tres three different treatment schemes (with five, seven
esquemas diferentes de tratamiento (con cinco, and ten doses) of 4mg/g/day through two routes of
siete y diez dosis), a 4mg/g/dia, y mediante dos vias administration: subcutaneous and intraperitoneal
de administracién: subcutédnea e intraperitoneal. A routes. Controls were administered 0.9% sodium
los controles se les administré cloruro de sodio al 0,9 chloride. To establish the diagnosis of obesity, the
%. Para realizar el diagndstico de obesidad, a los 90 following variables were measured at 90 days:
dias se evaluaron las variables: peso, longitud weight, snout-anus length and Lee index.
hocico-ano e indice de Lee. Results: with all treatment schemes tested,
Resultados: con todos los esquemas de snout-anus length was statistically different between
tratamientos ensayados, la longitud hocico-ano the group treated with monosodium glutamate and
resultd diferente estadisticamente entre el grupo the controls group. 100% of the rats that reached

tratado con glutamato monosdédico y los controles. El adulthood injected with monosodium glutamate was
100 % de las ratas que alcanzaron la adultez, obese.

inyectadas con glutamato monosédico, se hicieron Conclusion: the scheme of five doses of
obesas. monosodium glutamate, applied subcutaneously on

Conclusidén: el esquema con cinco dosis de alternate days, was selected as obesity is obtained

glutamato monosddico, aplicado en dias alternos por with less handling and lower percentage of neonatal

via subcutdnea, fue seleccionado por desarrollarse la deaths.

obesidad con menor manipulacién y menor

porcentaje de muertes neonatales. Key words: Wistar rats, sodium glutamate, models,
animals, obesity
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INTRODUCCION

La obesidad se ha convertido en un serio
problema de salud publica, debido a su creciente
prevalencia a nivel mundial. Constituye un factor
de riesgo principal para multiples enfermedades
crénicas no transmisibles tales como diabetes
mellitus tipo 2, enfermedades cardiovasculares y
cerebrovasculares, hipertensién arterial,
dislipidemias y algunos tipos de cancer.!

Debido a la gran similitud y homologia entre el
genoma de roedores y humanos, estos modelos
animales son una herramienta fundamental para
el estudio de condiciones morbosas que afectan
a los humanos. La obesidad en animales puede
ser inducida mediante manipulacién genética,
dietética o induccion de alteraciones
neuroendocrinas. Los modelos mas ampliamente
utilizados para inducir obesidad en ratas son la
lesiéon ventromedial hipotaldmica, por
administracién de glutamato monosddico (GMS)
o0 por lesién eléctrica directa, la ooforectomia,
alimentacion con dietas hipercaléricas o la
manipulacién genética.? Estos Ultimos métodos
son muy costosos.

El GMS es la sal sddica del L- acido glutamico, un
L-alfa-aminoacido. Se utiliza como aditivo en los
alimentos para potenciar el sabor.®> Su
administracién a ratas en periodo neonatal
produce la destruccién del nucleo arqueado
hipotaldmico, conduciendo a disfuncién
neuroendocrina y metabdlica. Las ratas tratadas
con GMS desarrollan hiperadiposidad, tolerancia
alterada a la glucosa, hiperinsulinemia, retardo
del crecimiento, que se constatan alrededor de
las 12 semanas de vida. El mecanismo real por el
cual la lesién hipotaldmica provocada por el GMS
conduce a obesidad central se desconoce. Si se
sabe que no es debido a incremento en la
ingesta de comida. La acumulacién grasa pudiera
deberse en parte a incremento de la actividad
parasimpatica.?*®

Otros cambios debido a la ausencia de control
del eje hipotdlamo-pituitario-adrenal son:
hipoactividad, irritabilidad aumentada, reduccién
del peso ovarico, pubertad tardia y elevados
niveles séricos de glucocorticoides.>*® También
presentan hiperleptinemia y se ha demostrado
disminucién en la expresién del receptor de
leptina al nivel cerebral y otros tejidos como las
glandulas adrenales.’

El GMS es un reactivo barato. Un kilogramo del
producto no excede los $150 USD, con lo cual se

pudiera inducir obesidad a mas de 1000
animales. Esta sustancia puede ser administrada
por via subcutdnea o intraperitoneal, a la dosis
de 2-4mg/g de peso corporal durante el periodo
neonatal. Se requieren entre 4-10 dosis para
inducir obesidad.? Este trabajo tiene el objetivo
de seleccionar un esquema de tratamiento
adecuado para inducir obesidad con GMS en
ratas Winstar en periodo neonatal.

METODOS

El estudio fue realizado en los laboratorios de
investigacién del departamento de Bioquimica
del Instituto de Ciencias Basicas y Preclinicas
Victoria de Girén. Se administré glutamato
monosddico a ratas Wistar en periodo neonatal,
siguiendo tres esquemas diferentes de
tratamiento (con cinco, siete y diez dosis), a
4mg/g/dia, y mediante dos vias de
administracion: subcutanea e intraperitoneal. A
los controles se les administré cloruro de sodio al
0,9 %. Para realizar el diagndstico de obesidad, a
los 90 dias se evaluaron las variables: peso,
longitud hocico-ano e indice de Lee. Se consider6
el dia del nacimiento como dia cero. Se formaron
los siguientes grupos para la administracion de
GMS y NaCL por via intraperitoneal:

Ratas que recibieron GMS desde el primero hasta
el quinto dia (D5A-GMS) = 12

Ratas que recibieron NaCL desde el primero
hasta el quinto dia (D5A-C) =10

Ratas que recibieron GMS el segundo, cuarto,
sexto, octavo y décimo dia (D5B-GMS) = 12
Ratas que recibieron NaCL el segundo, cuarto,
sexto, octavo y décimo dia (D5B-C) =10

Ratas que recibieron GMS desde el primero hasta
el séptimo dia (D7A-GMS) = 13

Ratas que recibieron NaCL desde el primero
hasta el séptimo dia (D7A-C) = 10

Ratas que recibieron GMS desde el segundo
hasta el octavo dia (D7B-GMS) = 13

Ratas que recibieron NaCL desde el segundo
hasta el octavo dia (D7B-C) = 10

Ratas que recibieron GMS desde el primero hasta
el décimo dia (D10-GMS) = 8

Ratas que recibieron NaCL desde el primero
hasta el décimo dia (D10-C) = 6

En una segunda etapa, segun los resultados
obtenidos con la administracién intraperitoneal
del GMS, se formaron cuatro grupos para la
administracién de GMS por via subcutdnea a la
dosis antes mencionada:

Ratas que recibieron GMS el segundo, cuarto,
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sexto, octavo y décimo dias (D5-GMS) =8

Ratas que recibieron NaCL el segundo, cuarto,
sexto, octavo y décimo dias (D5-C) = 8

Ratas que recibieron GMS desde el segundo
hasta el octavo dia (D7-GMS) = 8

Ratas que recibieron NaCL desde el segundo
hasta el octavo dia (D7-C) = 8

Después del destete, las ratas fueron colocadas
en nimero de cuatro a cinco por caja. Se
mantuvieron bajo condiciones controladas de
temperatura (22 = 3°C), luz (ciclos de 12h
luz/oscuridad) y humedad relativa (60+ 5 %). Se
les suministré agua y comida a libre demanda.
Para su cuidado se siguieron los principios de la
guia para el cuidado y uso de animales para la
experimentacién. El comité de ética de la
investigacién aprobd los procedimientos llevados
a cabo para este estudio.

La obesidad fue evaluada a los 90 dias mediante
el indice de Lee, calculado por la raiz clbica del
peso corporal (g) dividido entre la longitud
hocico-ano (LHA) (cm).10 Un valor igual o menor
a 0,300 fue considerado como normal; mayor
que 0,300, las ratas fueron clasificadas como
obesas. Se determinaron otras variables tales
como: peso y longitud hocico-ano y mortalidad
neonatal. En los resultados se expresa la media y
el error estandar (EE) para las diferentes
variables. El peso, LHA y e indice de Lee, fueron
analizados estadisticamente mediante la prueba
no paramétrica U de Mann-Whitney. El nivel de
significacién estadistica fue considerado cuando
p<0,05.

Tablal. Peso, longitud hocico-ano, indice de Lee,

tratadas con GMS por via intraperitoneal.

RESULTADOS

La frecuencia de muertes neonatales fue de mas
del 50 % cuando el GMS fue administrado
intraperitonealmente siguiendo el esquema de 5,
7 y 10 dosis. En el ultimo caso (10 dosis) fue de
un 100 %.

Cuando el tratamiento con GMS (intraperitoneal)
fue iniciado el primer dia después del nacimiento,
se produjeron mas muertes (D5A-GMS=83,33 %;
D7A-GMS=100 %). Con respecto al comienzo en
el segundo dia después del nacimiento,
disminuyeron las muertes (D5B-GMS=66,67 %;
D7A-GMS=61,54 %). (Tablal). El porcentaje de
muertes fue inferior cuando el GMS fue inyectado
por via subcutdnea, siendo mas bajo con el
empleo de 5y 7 dosis (Tabla 2).

No se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre el peso de las ratas tratadas
con GMS y el de las ratas a las que se les
administré Na Cl 0,9% (controles). La longitud
hocico-ano resulté diferente estadisticamente
entre el grupo tratado con GMS y los controles,
con todos los esquemas de tratamientos
ensayados. También el indice de Lee fue
diferente entre el grupo tratado con GMS y el
grupo control. El 100 % de las ratas tratadas con
GMS que alcanzaron la vida adulta, se hicieron
obesas. El 13,72 % de los controles desarrollaron
obesidad segun indice de Lee. (Tablas 1y 2). No
hubo diferencias significativas, ni por via
intraperitoneal ni subcutdnea, con respecto al
indice de Lee al emplear 5y 7 dosis.

mortalidad y obesidad de controles y ratas

Peso LHA I Lee Mortalidad
Grupo Media EE Media EE Media EE MNo. % Obesidad (%)

D5A-GMS 22500 =141 18,75 1,062 0,325 +0,02Z 10 83,33 100
D5SA-C 226,55  x8,50 20,53 =040 0,297 +0,01 ] a0 10
D5B-GMS 256,50 +£27,91 19,83 £0,39C

0,320 +0,02 Z 8 66,67 100
D5B-C 226,80 30,07 20,04 +0,66 0,295 +=0,01 ] ] 20
D7 A-GMS 13 100 ]
D7A-C 240,67 31,05 21,11 +0,63 0,294 +0,01 1 10 10
D7B-GMS 226,80 +£16,12 1848 0,732 0,330 =0,01Z 8 61,54 100
D7B-C 251,80 £32.41 21,31 +0,96 0,296 +0,00 ] ] ]
D10-GMS a8 100 ]
D10-C 283,25 6,55 21,65 =027 0,296 =000 ] 1] 1]

Z Diferencia significativa comparado con el grupo cantral {p<0,05, U de Mann-Whitney).
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Tabla 2. Peso, longitud hocico-ano, indice de Lee, mortalidad y obesidad de controles y ratas

tratadas con GMS por via subcutanea.

Peso LHA I. Lee Mortalidad
Grupo Media EE Media EE Media EE No. u,  Obesidad (%)
D5B-GMS 235,67 +13,35 18,00 +1,04 [,328 0,02 2 25 100
D5B-C 247,75 26,20 21,00 +0,51 0,299 0,01 0 0 25
D7B-GMS 247,60 13,60 19,062 +0,68 0,330 0,012 3 37,50 100
D7B-C 247,13 26,49 21,14 0,59 0,297 0,01 0 0 12,5

Z Diferencia significativa comparado con el grupo control {p<0,05, U de Mann-Whitney).

DISCUSION

Las muertes neonatales ocurridas en el grupo
tratado con GMS se deben a que esta sustancia
es capaz de atravesar la barrera
hematoencefalica (que en este periodo no esta
completamente desarrollada), provocando
agotamiento de las reservas energéticas y
muerte celular, con lo cual se afectan otras
funciones vitales. Todo ello interfiere con un
adecuado desarrollo neonatal.* La probabilidad
de lesionar 6rganos vitales es mayor por la via
intraperitoneal, lo cual explicaria que el porciento
de muertes haya sido elevado con la
administracién de GMS por esta via.

El hecho de que no existan diferencias
significativas entre el peso de las ratas
inyectadas con GMS y el de los controles, se
debe a que el glutamato monosddico no
incrementa la ingesta alimenticia.

Se plantea que estos animales desarrollan
hipofagia.? Afifi M y colaboradores, no
encontraron diferencias significativas entre el
peso de ratas con obesidad inducida con GMS,
prefiadas y los controles.®

Las ratas tratadas con GMS resultaron ser mas
pequefias que los controles. En la literatura se
reporta que este producto destruye las neuronas
del nlcleo arqueado, al nivel del cual se produce
factor liberador de la hormona del crecimiento.
Lucinei obtuvo en su estudio que las ratas
tratadas con GMS tuvieron una reduccién del 9,5
% con relacién a la longitud corporal, en
comparacion con los controles.*

En humanos, cuando ambos padres son obesos,

el riesgo de aparicién de obesidad en su
descendencia es de un 80 %. En caso de que solo
uno de los padres sea obeso, el riesgo se reduce
a un 40 %.

Cuando ambos padres son normopesos el riesgo
de obesidad es del 10 %.** Ello pudiera aplicarse
a las ratas, lo cual justificaria la aparicién de
obesidad en algunos controles.

Considerando que se logra desarrollar obesidad
en el 100 % de las ratas, con un menor porciento
de muertes, menor manipulacién, y que no se
obtuvieron diferencias significativas en el indice
de Lee, se concluye que el modelo mas
apropiado es la administracién del GMS a razén
de 4mg/g en cinco dosis, por via subcutanea, en
dias alternos, comenzando el segundo dia
después del dia del nacimiento.
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