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Inflamacion sinovial en un modelo experimental de sindrome metabolico en conejo

Synovial inflammation in an experimental model of metabolic syndrome in the rabbit
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Resumen

Objetivo: Analizar el efecto del sindrome metabélico (SM) sobre la inflamacién sinovial en un modelo experi-
mental en conejo.

Material y métodos: Se probaron tres intervenciones dietéticas diferentes para inducir un modelo experimental
de SM, en 21 conejos New Zealand hembra, de 8 meses de edad: 1) alimentacion con dieta enriquecida con 1%
de colesterol y 3% de aceite de cacahuete y agua ad libitum; 2) alimentacion con dieta normal y agua con 30%
de fructosa ad libitum; 3) alimentacion con dieta enriquecida con 1% de colesterol y 3% de aceite de cacahuete
y agua con 30% de fructosa ad limitum. Los animales se dejaron evolucionar durante 12 semanas y se hizo un
seguimiento semanal de peso, glucosa basal, colesterol HDL, triglicéridos. Tras el sacrificio, se tomaron muestras
de membrana sinovial para cuantificar el infiltrado macrofagico sinovial mediante inmunohistoquimica.
Resultados: La unica intervencion dietética con la que conseguimos inducir alteraciones asociadas al SM en
los conejos fue alimentdndolos con una dieta hiperlipémica. Estos animales, ademds de presentar hipergluce-
mia y dislipemia, tenfan un infiltrado macrofagico sinovial mayor que el del grupo control.

Conclusion: La alimentacion con dieta hiperlipémica induce alteraciones tipicas del SM en el conejo, acompa-
fiadas de un aumento del infiltrado macrofégico sinovial, lo que sugiere que el macréfago podria desempefiar
un papel importante en el inicio y/o la progresion de la artrosis descrita que se asocia con el SM.
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Abstract

Objetive: To analyze the effect of metabolic syndrome (MS) upon synovial inflammation in an experimental
model in the rabbit.

Material and methodology: Three different diets were used to induce an experimental model of MS in 21 female
New Zealand rabbits (aged 8 months): 1) diet enriched with 1% cholesterol and 3% peanut oil, with water, ad
libitum; 2) normal diet, with water, and 30% fructose, ad libitum; 3) diet enriched with 1% cholesterol and 3%
peanut oil, with water, and 30% fructose, ad libitum. The animals were followed-up on for 12 weeks, with we-
ekly monitoring of body weight, basal glucose, HDL-cholesterol and triglycerides. Following sacrifice, synovial
membrane samples were collected to quantify the synovial macrophage infiltrate using immunohistochemical
techniques.

Results: The only diet to induce alterations associated with MS in the rabbits was the hyperlipidemic diet.
These animals, in addition to presenting hyperglycemia and dyslipidemia, showed greater synovial macropha-
ge infiltration than the control group.

Conclusion: A hyperlipidemic diet induces alterations typical of MS in the rabbit, accompanied by an increase
in synovial macrophage infiltration.
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I Introduccion

La artrosis es una enfermedad multidimensional con una
degeneracion progresiva del cartilago hialino con alteracio-
nes estructurales de todos los componentes de la articulacion
afectada, el hueso subcondral, la membrana sinovial, la cip-
sula articular y los ligamentos [1]. A pesar de su elevada inci-
dencia en los paises occidentales, existen campos de descono-
cimiento en su patogenia, siendo una de las pocas
enfermedades prevalentes huérfana atin de opciones terapéu-
ticas eficaces. Se desconocen, en gran medida, los nexos pa-
togénicos existentes entre la obesidad, un factor de riesgo re-
conocido desde hace afos, y el inicio y la progresion de la
artrosis. Se ha propuesto que esta relacién estuviera entron-
cada en una urdimbre mds compleja en el Sindrome Metabo-
lico (SM) [2][3]. Se ha demostrado que el riesgo a desarrollar
artrosis de rodilla se encuentra significativamente aumenta-
do en individuos obesos y que la obesidad induce la degene-
racién del cartilago por sobrecarga mecanica [1]. Sin embar-
go, en los Ultimos afios, un ndmero creciente de datos
experimentales respalda la existencia de mecanismos de le-
sion alternativos a los estrictamente mecanicos [4]. En este
sentido, se ha encontrado una asociacion positiva entre el in-
dice de masa corporal y la artrosis en las manos que han sido
decisivos en la busqueda de mecanismos moleculares adicio-
nales a los meramente mecdnicos, capaces de explicar esta
asociacion.

La obesidad, de acuerdo a los criterios de la «Internatio-
nal Diabetes Federation», ocupa una posicion central en la
patogenia del SM y suele coexistir, en un mismo individuo,
con alteraciones metabdlicas como dislipemia, resistencia a
la insulina, diabetes o hipertension arterial. Estas alteracio-
nes, tanto individual como conjuntamente son mas preva-
lentes en los enfermos artrésicos [5].

El objetivo de nuestro trabajo es estudiar el efecto de la
obesidad y el SM sobre la inflamacion sinovial. Para ello,
hemos inducido un modelo de SM en conejos para analizar
la correlacion entre las alteraciones del SM y la inflamacion
de la membrana sinovial. La especie elegida para desarro-
llar el modelo es el conejo porque es una especie que, a dife-
rencia de la rata, tiene un perfil lipidico rico en LDL simi-
lar al humano [6].

I Material y métodos

Modelo experimental de sindrome metabolico en conejo
Desarrollamos tres modelos experimentales con el fin de
analizar cual de ellos genera un SM similar al humano. Pa-
ra ello llevamos a cabo tres intervenciones dietéticas dife-
rentes en 21 conejos New Zealand hembra, de 8 meses de

edad, (Granja San Bernardo, Navarra, Espafa) que, tras
una semana de aclimatacidn, se asignaron aleatoriamente a
cuatro grupos, grupo 1: alimentacion con dieta enriquecida
con 1% de colesterol y 3% de aceite de cacahuete (2088
kcal/kg, Letica, Barcelona - Espaifia) e ingesta de agua ad li-
bitum; grupo 2, alimentacién con dieta normal (1800
kcal/kg, Letica, Barcelona-Espafia) y agua con 30% de
fructosa (Sigma-Aldrich) ad libitum; grupo 3: alimentacion
con dieta enriquecida con 1% de colesterol y 3% de aceite
de cacahuete e ingesta de agua con 30% de fructosa ad li-
mitum, y grupo 4 o grupo control cuyos animales se ali-
mentaron con dieta normal y bebieron agua ad libitum.

Los animales se dejaron evolucionar durante 12 semanas,
en condiciones de temperatura controlada, en jaulas que les
permitian moverse libremente. Durante ese tiempo se hizo
un registro periddico de las determinaciones antropométricas
y bioquimicas necesarias para valorar el SM, peso (kg), glu-
cosa, colesterol HDL, triglicéridos. Para todas las determina-
ciones bioquimicas se extrajo sangre de la arteria central de
la oreja tras 12 horas de ayuno. Este protocolo fue aprobado
por el Comité Etico del IIS Fundacién Jiménez Diaz.

Evaluacion de lesiones sinoviales

Tras las 12 semanas de evolucion, los conejos se sacrifica-
ron y se tomaron muestras de membrana sinovial de la rodi-
lla para realizar estudios histoldgicos. Las muestras se fijaron
con paraformaldehido 4%, durante 24 horas, y posterior-
mente se embebieron en parafina. Los bloques de parafina se
cortaron a 5 pm, y con las secciones del tejido realizamos
una inmunohistoquimica con RAM-11 (RAM11; Dako,
Glostrup, Denmark), marcador especifico de macrofagos de
conejo. El marcaje positivo de RAM-11 fue posteriormente
cuantificado utilizando el programa Image-Pro Plus.

Analisis estadistico

El analisis estadistico se llevo a cabo utilizando el progra-
ma SPSS (version 11.0 para Windows; SPSS, Chicago, IL).
Los datos se han expresado como media = desviacion estan-
dar, y se analizaron utilizando los test de Mann-Whitney y
Kruskal-Wallis. El nivel de significacion establecido fue

p<0.0S.

I Resultados

Los animales que ingirieron una dieta rica en colesterol no
ganaron mas peso que los animales del grupo alimentado con
una dieta estandar (grupo control) (Figura 1). En la semana 7
los animales, a pesar de no presentar obesidad, presentaron
alteraciones asociadas al SM como hiperglucemia en ayunas,
bajos niveles de colesterol HDL y una tendencia a hipertrigli-
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Fig. 1. Evolucién del peso en animales alimentados con dieta hi-
percolesterolémica.

Fig. 4. Evolucion de los niveles de triglicéridos en suero en anima-
les alimentados con dieta hipercolesterolémica.

280
240 4

200 /
160

120
% —@

80

Glucosa basal (mg/dl)

Basal Semana 7

——f—— Dieta hipercolesterol —@—— control

6,0
- /l\
g 5,0 / -
3 [ m
g 45 - T T + T
o
4,0 T T J
3,5
> v > b A o N
9 Q Q @ Q@ Q
M N R R S
S f & & £ &

Fig. 2. Evolucién de los niveles de glucosa en suero en animales
alimentados con dieta hipercolesterolémica.
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Fig. 3. Evolucion de los niveles de colesterol HDL en suero en ani-
males alimentados con dieta hipercolesterolémica.

ceridemia (Figuras 2, 3 y 4). Darles a los conejos una dieta en-
riquecida con 1% de colesterol y 3% de aceite de cacahuete,
durante 8 semanas, nos permitiria inducir a los animales un

Fig. 5. Evolucién del peso en animales que han ingerido agua con
30% de fructosa.

SM sin obesidad. Este modelo lo utilizamos como control pa-
ra discernir los efectos producidos por la obesidad de aquellas
otras alteraciones del SM que generalmente acompanan a la
obesidad.

Los animales que bebieron agua con 30% de fructosa no
ganaron mas peso que los animales control, en las 12 sema-
nas de evolucion del modelo (Figura 5), y no se encontra-
ron diferencias significativas en la glucemia basal (Figura
6), ni en el perfil lipidico (Tabla 1) de los conejos.

La ganancia de peso de los animales alimentados con die-
ta hipercolesterolémica y agua con fructosa no fue significa-
tivamente diferente de la experimentada en el grupo control.

Los niveles de glucosa en ayunas fueron mas altos en el
grupo problema que en el control en la semana 7, pero esta
diferencia no alcanzo significacion estadistica (Figura 7).

En el perfil lipidico (Tabla 2) se observé como el descenso
en los niveles de colesterol HDL rozaba la significacion es-
tadistica (p = 0,05) mientras que no se produjeron diferen-
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Fig. 6. Evolucién de los niveles de glucosa en suero en animales
que han ingerido agua con 30% de fructosa.
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Fig. 7. Evolucién de los niveles de glucosa en suero en animales
que han comido dieta enriquecida con 1% de colesterol y 3% de
aceite de cacahuete y han bebido agua con 30% de fructosa.

cias significativas en los niveles de triglicéridos tras 7 sema-
nas de evolucion del modelo.

Finalmente, el infiltrado macrofagico de la membrana si-
novial fue mayor en los conejos que tomaron dieta hiperco-
lesterolémica que en los conejos controles, aunque la dife-
rencia no fue significativa.

I Discusion

Los protocolos no genéticos descritos para inducir SM en
conejos son escasos, estin pobremente caracterizados y no
reflejan la totalidad de las alteraciones metabdlicas descri-
tas en el hombre. Por ello, hemos tenido que desarrollar di-
ferentes intervenciones dietéticas para analizar con cual de
ellas conseguimos un modelo de SM experimental ttil para
su aplicacion en clinica humana. Nuestros resultados reve-

Tabla 1. Valores de triglicéridos y colesterol HDL en los
animales que han ingerido agua con 30% de fructosa

Agua + Fructosa  Control

HDL basal (mg/dl) 26.27 £0.87 24.37 £3.43
HDL semana 7 (mg/dl) 23.63 £4.60 24.90 = 1.81
Triglicéridos basal (mg/dl) 2933 £1.45  39.33 £2.67
Triglicéridos semana 7 (mg/dl)  42.66 = 8.41  45.33 = 5.46

Tabla 2. Valores de triglicéridos y colesterol HDL en los
animales que han comido dieta enriquecida con 1% de
colesterol y 3% de aceite de cacahuete y han bebido agua
con 30% de fructosa

Colestoral + Fructosa Control

HDL basal (mg/dl) 19.07 + 5.32 2437 = 3.43
HDL semana 7 (mg/dl) 13.87 +2.60*  24.90 = 1.81
Triglicéridos basal (mg/dl) 59.00 +7.00  39.33 +2.67
Triglicéridos semana 7 (mg/dl) 57.67 = 15.56 45.33 = 5.46

* p = 0.050.

lan que la mejor pauta para inducir SM en conejos es la ali-
mentacion con una dieta enriquecida con 1% de colesterol
y 3% de aceite de cacahuete. Los animales alimentados con
esta dieta presentan hiperglucemia basal, niveles de coleste-
rol HDL significativamente disminuidos y una tendencia a
desarrollar hipertrigliceridemia tras 7 semanas de ingesta
de la dieta rica en colesterol. Este es el tiempo minimo nece-
sario para inducir dichas alteraciones. Prolongar la ingesta
de dieta enriquecida con 1% de colesterol y 3% de ca-
cahuete durante mas de 12 semanas conlleva una tasa de
mortalidad por fallo hepatico superior al 50%.

Estos resultados eran de esperar pues la naturaleza herbi-
vora del conejo hace que sea una especie muy sensible al co-
lesterol y la grasa de la dieta. Esto permite que desarrollen
hiperlipemia rdpidamente con intervenciones dietéticas cor-
tas. A pesar de presentar todas estas alteraciones metabdli-
cas, los conejos no engordaban aunque se les dejase evolu-
cionar 5 semanas mas. Nuestros resultados son consistentes
con los obtenidos por otros autores [7] que utilizando dietas
con un contenido en colesterol similar al nuestro no induje-
ron cambios significativos en el peso corporal. En algunos de
estos estudios se ha observado que aunque los conejos no ga-
nan peso, aumentan la cantidad de tejido adiposo visceral y
subcutdneo [7]. En estudios posteriores comprobaremos si
con la dieta utilizada en este estudio se producen variaciones
en el tejido adiposo visceral. Actualmente, no existen proto-
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colos dietéticos contrastados para inducir modelos animales
de obesidad y los estudios publicados [8][9] obtienen resulta-
dos muy dispares que dependen de la especie animal utiliza-
da, la composicion exacta de la dieta y el tiempo de evolu-
ci6én de los modelos entre otros aspectos.

A pesar de que la dieta suplementada con fructosa es un
modelo aceptado para inducir un SM en ratas y cobayas,
no se han realizado hasta el momento estudios similares en
conejos. Nuestros resultados no demuestran que la ingesta
de agua con 30% de fructosa induzca SM en los conejos.
Los resultados del grupo con ingesta combinada 1% de co-
lesterol y 30% de fructosa semejan a los obtenidos en el
grupo de conejos alimentados con dieta hipercolesterolémi-
ca pero no llegan a alcanzar significacion estadistica, pro-
bablemente porque la fructosa en la bebida sacia y dismi-
nuye la ingesta de dieta hipercolesterolémica. En cualquier
caso, los resultados indican que los efectos observados se
deben al consumo de dieta hipercolesterolémica y no al
consumo de fructosa. La relacion causal fructosa y SM no
se ha aclarado en clinica [10], por lo que habra que profun-
dizar en el estudio de la participacién de la fructosa o los
alimentos ricos en fructosa en el origen y desarrollo del SM.

Cada vez existen mds datos que sugieren que la artrosis
no es solo una enfermedad degenerativa asociada a la edad
0 a condiciones mecanicas a las que pueden estar sometidas
las articulaciones, sino que es una enfermedad metabdlica.
En este sentido es importante resaltar que la artrosis no so-
lamente se ha asociado a la obesidad, como fuente de so-
brecarga mecdnica, sino que también se ha asociado a en-
fermedades metabdlicas cldsicas como la diabetes, la
resistencia a la insulina, la dislipemia o la hipertension arte-
rial e incluso se ha llegado a sugerir que pueda ser una alte-
racion mds del SM [11].

Por otro lado, también ha crecido la evidencia de que la in-
flamacion sinovial influye en la evolucion de la enfermedad
[12]. Dado que uno de los puntos clave a evaluar cuando se
valora la sinovitis en la artrosis es el infiltrado macréfagico,
hemos analizado dicho infiltrado en la membrana sinovial de
conejos sanos y de otros alimentados con una dieta hiperco-
lesterolémica que han desarrollado alteraciones metabdlicas
asociadas al SM. Nuestros resultados ponen de manifiesto
que existe una asociacion entre las enfermedades metabdli-
cas inducidas y la presencia de un mayor infiltrado macrofa-
gico en la membrana sinovial. A pesar de esto, atin no se co-
noce la funcién que tiene el macréfago en la artrosis, por lo
que es importante realizar mas estudios moleculares y farma-
coldgicos que nos ayuden a avanzar en el conocimiento en
este sentido y, posiblemente, a tratar al macréfago como po-
tencial diana terapedtica en la artrosis. |
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