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Resumen y Abstract V

Resumen

La mayoria de los mamiferos comparten en las primeras etapas de vida un vinculo dado
por la relacion madre-hijo. Se ha demostrado que la interrupcion de este vinculo dado por
separacion materna durante la lactancia (SMDL), genera efectos negativos en la vida
posterior de las crias a corto, mediano y largo plazo, alterando la respuesta neuroendocrina
y comportamental. Por su parte el I-glutamato (GLU) y su sal sédica, glutamato monosédico
(GMS) tienen multiples funciones en procesos vitales: en el sistema nervioso central de los
mamiferos actla como neurotransmisor excitatorio, debido a la interaccién con receptores
especificos distribuidos en el cerebro, sin embargo, el glutamato monosédico es
ampliamente utilizado como aditivo alimentario para potenciar y mejorar la aceptacion los
alimentos y en modelos animales, su consumo cronico, se ha relacionado con
neurotoxicidad, entre otras. En un trabajo previo del grupo se evidencié que ratas machos
gue habian sido sometidas a SMDL aumentaban el consumo de GMS, asi como el peso
corporal, si bien, no se alteraba el aprendizaje de una tarea. Teniendo en cuenta que
estudios de otros grupos de investigacién han mostrado que la ingesta crénica de GMS es
téxico para varios 6rganos como higado, cerebro, timo y los rifiones, el objetivo de este
trabajo fue identificar en ratas Wistar macho si la separacién materna y el consumo via oral
de GMS inducen alteraciones fisiol6gicas evidenciadas por cambios en el calcio intracelular
o intersticial (acumulos) y modificaciones morfoldgicas en higado y rifién, comparadas con

un grupo control.

Esos cambios se analizaron a partir de cortes y tinciones con hematoxilina/eosina, asi

como de identificacion de acimulos de calcio, comparados con el respectivo grupo control.

Palabras clave: Glutamato monosdédico, separacion materna, aditivo alimentario.
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Abstract

Most mammals share in the early stages of life a bond given by the mother-child
relationship. It has been demonstrated that the interruption of this bond given by maternal
separation during lactation (SMDL) generates negative effects in the later life of the
offspring in the short, medium and long term, altering the neuroendocrine and behavioral
response. On the other hand, |-glutamate (GLU) and its sodium salt, monosodium
glutamate (MSG) have multiple functions in vital processes: in the central nervous system
of mammals acts as an excitatory neurotransmitter, due to the interaction with specific
receptors distributed in the brain, however monosodium glutamate is widely used as a food
additive to enhance and improve food acceptance and, in animal models, its chronic
consumption has been related to neurotoxicity, among others. In a previous work of the
group it was evidenced that male rats that had been submitted to SMDL increased the
consumption of GMS, as well as the corporal weight, although, it did not alter the learning
of a task. Considering that studies from other research groups have shown that chronic
intake of MSG is toxic to several organs such as liver, brain, thymus and kidneys, the aim
of this thesis is to identify in male Wistar rats whether maternal separation and oral
consumption of MSG induce physiological alterations evidenced by changes in intracellular
or interstitial calcium (accumulations) and morphological modifications in liver and kidney,
compared to a control group.

These changes are intended to be analyzed from cuts and stains with hematoxylin/eosin,

as well as the identification of calcium accumulations, compared with the respective control

group.

Keywords: Monosodium glutamate, maternal separation, food additive.



Contenido VI

Contenido
Pag.
1= U 13 = o \"
LiSta de figUras.......ccueiiiiiii i n IX
Lista de tablas..........vueuiuiiiiiir i X
LiSta de abreViatUrasS . cueessueuiureererarase s s e s s s a e s s nara e e sanan Xl
14 o T LU o o 0 Y o PN 1
I ' P T oo I8 =Y 4 e o TR 3
11 El glutamato monosOdiCO (GMS).......ueiiiie e 3
1.2 Los receptores glutamatérgiCoS. .. ....c.vuiuiuieiiiiie e 4
1.3 SEePAraCION MALEINA. ... i 4
14 Separacion materna y glutamato monosOdiCo............ccccoeveiiiiiiiiiiiiien.n. 5
15 Morfologia hepatiCa. ........c.ouiei 6
1.6 Morfologia renal..... ... 10
N 01 (= 0] =T L= o1 = R 12
3. Planteamiento del problema...........ccooiiiiiiii i 16
N ¥ 1= 1 o= Lo o o 17
£ T © 1 o = )Y X 18
5.1 ODbjetivos @SPECITICOS. ... .. e 18

6. MaterialesS ¥ MEtOUOS ittt 19



VI Efectos fisiol6gicos evidenciados a partir de cambios en higado y rifién, asociados a la separaciéon materna y al
consumo de glutamato monosadico.

6.1 CriOPrOtECCION Y COME. ...t e e 19
8.2  THINCIONES. ...ttt 19
6.2.2  Tincion de hematoxilina-e0SiNa...........c.coouiuiiiiiiiiiiiiiee e, 19

6.2.2.2  TiNCION d€ VON KOSSA. ... .ueuiniiiiiiiiii e 21

6.3 ANAliSiS €StadiStICO . uuuuiiir e 22

6.4 (070 ] g F] o L= = Tod ToT g =T = T o= N 23

A (== U1 1 - T [0 1 24
7.1 Evaluacién macroscopica del higado...........cccooiiiiiiiiiiiii e, 24

7.2 Evaluacion microscépica del higado..........c.cooviii i, 25

7.3 Numero de venas centrolobulillares. ..., 26

7.4 Evaluacién Macroscopica del FifidN...........ccooiiiiiiiii e 26

7.5 Evaluacion microscépica del Fifi0N. ... 28

7.6 Numero de glomMErulOS. ... 30

S I 1= o3 UK 0 o 31
LS ©7o ] o o 1§ ES] oY =T 34
10. Propuestas afuturo..........ccooviiiiiiioiiii et re e e n s 34
11.  Bibliografia......c.coooiii e 35

Lista de figuras



Contenido XI

Pag.
Figura 1: Cara visceral del higado..........c.ooiiiiii i, 7
Figura 2: Cara parietal del higado. ........ ..o 7
Figura 3: Vista de la localizacion anatomica del rifion............coeiviiiiiiniee 11
Figura 4: Tincion hematoxilina eosina higado de rata................cccoooviiiiiiiiiiiiiene e, 20
Figura 5: Tincion hematoxilina eosina rifidn de rata...............ccooeeiiiiiiiiiic e, 21
Figura 6: Tincion de Von Kossa para CalCio..........c.ouiuiuiiiiiiiiii e 22
Figura 7: Vista macroscopica del higado de los diferentes grupos experimentales........ 24
Figura 8: Higado con tincién de hematoxilina eosina.................c.ocooiiiiiiiiiiinne . 25
Figura 9: numero de venas centrolobulillares ..., 26

Figura 10: Vista macroscopica de los rifiones de los diferentes grupos experimentales.27

Figura 11: Rifi6n con tinCion de VON KOSSA........c.vuiuiuiiiiiiieieieee e 28
Figura 12: Rifidn 100um grupo control con tension de hematoxilina eosina................ 29
Figura 13: Rifién con tensién de hematoxilina eosina.............cocoviiiiiiiiiiiiiiiiins 32

Figura 14: Numero de glomerulos. ..........cuiiiiiei e 33



X Efectos fisiol6gicos evidenciados a partir de cambios en higado y rifién, asociados a la separacion materna y al
consumo de glutamato monosédico.

Lista de tablas

Péag.

Tabla 1: Pardmetros morfométricos y fisiolégicos y las estructuras

asociadas del higado de rata...........ccoieiiiiii i 10



Contenido

Xl

Lista de simbolos y abreviaturas

Abreviatura Termino

GLU L-glutamato

GMS Glutamato monosaodico

SMDL Separacion materna durante la lactancia
AMPA Alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico.
BHE Barrera hematoencefalica

CAT Capacidades antioxidantes

DMU Dosis maxima de uso

H&E Hematoxilina eosina

KA Receptor kainato

NMDA N-metil-D-aspartato

ROS Especies reactivas de oxigeno

SNC Sistema nervioso central




1 Efectos fisiol6gicos evidenciados a partir de cambios en higado y rifién, asociados a la separacion materna y al
consumo de glutamato monosédico.

Introduccioén

El L-glutamato (GLU) y su sal sd6dica, glutamato monosédico (GMS) tienen multiples
funciones en procesos vitales; en el sistema nervioso central de los mamiferos actia como
neurotransmisor excitatorio, debido a la interaccion con receptores especificos distribuidos
en el cerebro. Ademas, al GLU se le ha relacionado con la potenciacién a corto y largo
plazo de la memoriay el aprendizaje. Igualmente estimula la maduracion intestinal y aporta
energia a las células epiteliales intestinales. Por otro lado, el GMS se usa para el consumo
como aditivo alimentario aumentando la sensacion de gusto umami, palabra japonesa que
significa sabroso (Amaya-Farfan., 2013).

Se estima una ingesta diaria de 0,3 a 1,0 g en los paises industrializados europeos
(Beyreuther et al., 2007). Aunque los organismos reguladores de la inocuidad de los
alimentos consideran que el consumo de GMS no causa dafio, varios estudios en animales
han puesto en duda la seguridad de los efectos que pueda tener su consumo, demostrando
gue el GMS es toxico para varios 6rganos como higado, cerebro, timo y rifiones
especialmente después de una exposicion crénica (Pavlovic. 2009). Los datos publicados
indican que la fibrosis renal esta asociada con el consumo crénico de GMS y que el estrés
oxidativo es la principal causa de lesion renal y cerebral (Sharma.2014). Se metaboliza en

el higado y se elimina a través del rifién (Adrienne. 1999).

Por lo tanto, valdria la pena estudiar los efectos del glutamato monosdédico en ambos. De
otra parte, el cuidado materno es crucial para un desarrollo adecuado de las crias y este
tipo de comportamiento se puede clasificar como cualquier accion que tome la madre para
nutrir, calmar y proteger a las crias (Kristal, 2009). Es por esto que el periodo postnatal se
considera como una "ventana de vulnerabilidad”, en la que la exposicion a un factor de
estrés cronico en una etapa temprana de la vida puede promover alteraciones cognitivas,

neurobiol6gicas y de comportamiento significativas (Adriani y Laviola, 2004).
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Los estudios han demostrado que los roedores expuestos a periodos diarios de separacion
en el comienzo de la vida presentaron mayor ansiedad y comportamiento depresivo
(Carstens y Stein, 2004). Investigaciones exhaustivas, primero en ratas (Levine, 1957) y
luego en ratones (Denenberg y Karas, 1959) han demostrado que los periodos cortos (15
min) de separacién materna de las crias durante la etapa de lactancia dan lugar en la
descendencia a que, en la etapa adulta, muestren una disminucién de la reactividad
suprarrenal en respuesta a un factor estresante. Asi mismo, periodos mas largos de
separacion madre-cria (entre 3 y 6 horas) inducen en el adulto, una respuesta exagerada
del eje hipotalamo-pituitaria-suprarrenal a un factor estresante (Meaney, 2001).

Con base en la literatura y en los antecedentes del grupo, que sefialan la SMDL como un
factor de riesgo para el aumento en el consumo de GMS, el objetivo de este trabajo fue
estudiar si la separacion materna y el consumo de GMS a una dosis de 4 mg MSG por
gramo de peso corporal, inducen cambios fisiol6gicos evidenciados a partir de alteraciones
en numero de células y acimulos de calcio en higado y rifién de ratas macho, comparados

con un grupo control.
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1. Marco tedrico

1.1 El glutamato monosodico (GMS)

El GMS: (C5H8NO4Na), es la sal soédica del glutamato, aminoacido no esencial que
contiene el 78% de &cido glutdmico y el 22 % de sodio y agua. (Alalwani, 2014). EI GMS
es ampliamente utilizado en todo el mundo como un potenciador del sabor de los alimentos
(Contini et al, 2017). El glutamato es uno de los aminoacidos mas comunes que se
encuentran en la naturaleza y es el componente principal de muchas proteinas y péptidos
de la mayoria de tejidos. El glutamato también se produce en el cuerpo y juega un papel
esencial en el metabolismo humano (Alalwani, 2014). Una vez ingerido, es casi
completamente metabolizado en el intestino y la mayoria del esqueleto de carbono se
metaboliza en CO2 o se utiliza para la sintesis intestinal de alanina, lactato, glutation y
arginina. La mayor parte de su nitrégeno se incorpora a la formacién de otros aminoacidos
como glutamina, prolina, aminoacidos de cadena ramificada y ciclo de la urea (Nakamura,
2013), dejando poco glutamato para ser absorbido en la vena porta. Sin embargo, la
cantidad total del glutamato absorbido aumenta significativamente a medida que aumenta
el nivel de glutamato ingerido en la dieta (Onaolapo, 2016).

El Glutamato es el principal neurotransmisor excitatorio en el sistema nervioso central
(SNC) de los mamiferos y ejerce diversas funciones fisiol6gicas, asi como también, esta

involucrado en varias patologias.
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1.2 Los receptores glutamatérgicos

Se han descrito dos grupos diferentes de receptores, para el glutamato en el SNC,
ionotrépicos y metabotropicos, los receptores ionotrépicos incluyen al N-metil-D-aspartato
(NMDA), el receptor kainato (KA), y el é&cido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolpropiénico (AMPA) (Hinoi et al 2004, Cotman, y Kahle 2000).

El receptor NMDA Se caracteriza por tener multiples sitios de unién. Ademas del sitio para
glutamato, posee sitios de uniéon a L-glicina, D-serina, Zn2+, poliaminas y un sitio de
modulacion rédox. Este receptor es permeable a iones Ca2+ y Na+ pero presenta un
blogueo de Mg2+ sensible a voltaje. Asimismo, los receptores NMDA tienen un papel
fundamental en la plasticidad sinaptica (Avila y Pérez 2016).

De manera general, los receptores AMPA y Kainato participan en la generaciéon de
corrientes postsinapticas excitadoras que son las responsables de iniciar los potenciales
de accion. (Coyle 2006). Los receptores metabotrdpicos estan presentes en la membrana
presindptica y postsinaptica, de las neuronas glutamatérgicas, facilitando asi la liberacion
de glutamato e incrementando la excitabilidad neuronal, respectivamente (Gregory. 2013);
estos no forman canales i6nicos y responden al estimulo de segundos mensajeros
intracelulares, se asocian a proteinas G que activa a la fosfolipasa C, que produce la
hidrolisis del fosfatidilinositol bifosfato y moviliza los depdsitos intracelulares de Ca2+.
(Schwendt y Jesova., 2011).

En general, la neurotoxicidad es inducida por la activacion estos receptores
glutamatérgicos y se han asociado con diversas enfermedades neurodegenerativas (Gill
et al 2000).

1.3 Separacion materna

Investigadores de diversos campos sugieren que la vida postnatal temprana es un periodo
durante el cual todos los mamiferos dependen de una relacién cercana con su madre. El
apego madre-infante va mas alla de la atencion a las necesidades nutricionales, ya que
comprende otras interacciones entre madre y cria incluyendo el comportamiento materno.
(Gutman y Nemeroff, 2002). El cuidado materno es crucial para un desarrollo adecuado de

las crias y este tipo de comportamiento se puede clasificar como cualquier accion que tome
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la madre para nutrir, calmar y proteger a las crias (Rita et al 2011). El periodo postnatal se
considera como una "ventana de vulnerabilidad”, en la que la exposiciéon a un factor de
estrés cronico en una etapa temprana de la vida puede promover alteraciones cognitivas,
neurobiolégicas y de comportamiento significativas (Adriani y Laviola, 2004). Las especies
de primates y roedores se han utilizado ampliamente como modelos para investigar las
consecuencias de las interrupciones en la relaciéon de descendencia materna, ya que
permiten el analisis de los resultados de desarrollo de la descendencia en multiples niveles
de organizacién biol6gica al tiempo que permiten un control experimental sustancial. El
mas comun de estos modelos implica la separacion de la cria de la descendencia (es decir,

separacion materna).

Como ya se menciond, varios estudios han demostrado que los roedores expuestos a
periodos diarios de separacién en el comienzo de la vida presentaron mayor ansiedad y
comportamiento depresivo (Carstens y Stein, 2004), y que dependiendo del periodo que
dure la separacién, en etapas adultas se evidencia que, ante un factor estresante, se puede
afectar parte el eje hipotalamo-pituitaria-adrenal o la respuesta generalizada (Denenberg
et al, 1959; Meaney, 2001).

Existe evidencia de que las madres expuestas a situaciones estresantes demuestran una
disminuciéon en la frecuencia del comportamiento materno en comparacién con los
animales no estresados (Autumn et al. 2008). Sin embargo, hay estudios que apuntan a
un aumento en los comportamientos maternos, como lamer, amamantar o quedarse con
los cachorros, después de exponer a la separacion (Anier K et al. 2014). Este aumento de
la interaccion entre la madre y las crias podria ser un intento de hipercompensar el cuidado
materno, influenciado por periodos estresantes de separacion y por la lejania de las crias
(George y Bordner, 2010).

1.4 Separacion maternay glutamato monosaédico.

Hasta la fecha no se ha encontrado bibliografia sobre la interaccion del consumo de GSM
y la SMDL, sin embargo, estudios experimentales en roedores han demostrado que la
presencia de la madre durante la lactancia es crucial para prevenir la incidencia de efectos
negativos e irreversibles en el desarrollo neuroldgico y cognitivo de la descendencia. Ratas

adultas sometidas al estrés de la separacion materna, presentan déficits de aprendizaje,
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mayor vulnerabilidad a la depresion, aumento de la ansiedad y estadn en alto riesgo de

desarrollar trastornos de alimentacién en la edad adulta. (Hancock.2009)

También ha sido documentado que los animales que experimentaron episodios de
separacion materna durante el periodo neonatal muestran una clara preferencia por ingerir
alimentos sabrosos (altamente palatables). AUn se desconoce si estos efectos son
consecuencia de la disminuciéon del contacto somato sensorial, reduccion del suministro
de nutrientes, del estrés o resultado de la combinacién de estos factores. (Silveira et al
2004).

Evidencias encontradas por el grupo de neurobiologia y comportamiento, de la Universidad
Nacional de Colombia, sugieren que el estrés crénico generado por la separacion materna
en ratas Wistar estaria asociado a una tendencia de consumo mayor a sustancias
palatables, para este caso edulcorantes, con alteraciones en la modulacién de la ingesta,
y demostrando ademas déficits cognitivos en la prueba de campo abierto. (Aya-Ramos L,
et. al., 2017).

1.5 Morfologia hepatica

El higado de rata es la estructura méas craneal en el lado derecho de la cavidad abdominal,
en la porcidn intratoracica, que entra en contacto intimo con el diafragma. El higado de la
rata es un érgano multilobulado, cuya masa representa aproximadamente el 6% del peso

corporal total. (Vdoviakova, Petrovova, & KreSakova, 2016)

El higado se ubica sobre la cara caudal del diafragma extendiéndose a ambos lados del
plano mediano desde el arco costal derecho hasta el izquierdo. Esta dividido en los I6bulos
derechos (lateral y medial), izquierdos (lateral y medial), cuadrado (muy pequefio) y
caudado el cual presenta los procesos caudado y papilar (subdividido en parte dorsal y
ventral). El proceso caudado toma contacto con el rifién derecho y el proceso papilar esta
sobre la curvatura menor del estbmago. No presentaba vesicula biliar (Mdller & Vazquez,
2011).
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Fig. 1. Cara visceral del higado. 1. Lébulo lateral derecho; 2. Lébulo medial derecho; 4.
Lébulo lateral izquierdo; 5. Lobulo medial izquierdo; 6. Proceso caudado del l6bulo
caudado. Tomada de: https://scielo.conicyt.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0717-
95022011000100012

Fig. 2. Cara parietal del higado. 1. Lobulo lateral derecho; 2. Lobulo medial derecho; 4.
Lébulo lateral izquierdo; 5. Lébulo medial izquierdo; 13. Estomago; 14. Diafragma. Tomada
de: https://scielo.conicyt.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0717-95022011000100012

El ligamento falciforme del higado es un pliegue peritoneal delgado unido a la superficie
convexa del diafragma y la superficie caudal de los musculos abdominales derechos. Este
ligamento se origina en el peritoneo en la superficie convexa del higado y se dirige hacia

el ligamento coronario, que se inserta alrededor de la salida de la vena cava caudal. El
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ligamento coronario del higado se dividié en 2 partes: derecha e izquierda. Estos
ligamentos sujetan el higado al diafragma en una linea desde el ligamento triangular
derecho del higado a lo largo del lado derecho de la vena cava caudal y alrededor del
margen ventral de la abertura caval al ligamento triangular izquierdo. El ligamento
triangular derecho une el I6bulo derecho con la pared abdominal dorsal. El ligamento
triangular izquierdo adhiere el &ngulo caudolateral del I6bulo izquierdo a la misma parte de
la pared abdominal. El ligamento redondo es un engrosamiento insignificante del borde
libre caudal del ligamento falciforme. El ligamento redondo del higado es un vestigio de la
vena umbilical. El omento mayor continda hasta la curvatura mayor del estbmago como el
ligamento gastrosplénico. Los ligamentos hepatogéastrica y hepatoduodenal son parte del
omento menor y se extienden desde el area de la porta a la curvatura menor del estomago

y la parte proximal del duodeno. (Vdoviakova, Petrovova, & Kredakova, 2016).

Las ratas de laboratorio no tienen vesicula biliar, solo tienen un conducto hepatico comun,
gue esta formado por el conducto hepatico derecho e izquierdo, localizado
superficialmente al area portal y las ramas arteriales, ya que este es un sistema biliar
extrahepatico. Cada I6bulo del higado tiene sus propios conductos biliares, que se
presentan como vias biliares intrahepéticas. El conducto hepético derecho esta formado
por la confluencia del conducto del caudado y el l6bulo derecho. El conducto hepético
izquierdo drena la bilis desde el I6bulo izquierdo y el cuadrado del higado. En algunos
casos, el lI6bulo cuadrado se drena por conductos del I6bulo lateral derecho o izquierdo.
Todos los conductos hepéticos se fusionan y forman un conducto comdn hepéatico, que
conduce al duodeno. El conducto hepatico comun esta situado ventralmente y hacia la

derecha de la vena porta (Vdoviakova, Petrovova, & KreSakova, 2016).

El higado tiene un suministro de sangre dual tipico, que es la caracteristica comun de la
vasculatura hepética y determina claramente la regulacion y distribucion del flujo
sanguineo. La arteria hepatica es el vaso de resistencia, pero las venas extrahepaticas y
hepéticas son vasos de capacidad. El flujo de sangre arterial hepatica lleva sangre bien
oxigenada al higado. Las venas portales estan parcialmente desoxigenadas, pero la
sangre esplécnica rica en nutrientes fluye desde el sistema capilar de los 6rganos no

pareados del sistema digestivo.

En las ratas la sangre oxigenada es suministrada por la arteria hepatica, que es una rama

de la arteria celiaca. La Arteria coeliaca es la primera rama no apareada y visceral que
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abandona la pared ventral de la aorta abdominal, justo debajo de los pilares del diafragma.
Tiene un tronco corto y desparejado, que surge al nivel de la tercera vértebra lumbar. Esta
arteria suministra sangre al estbmago, el bazo, el higado, el pancreas y la parte craneal
del duodeno, y se ramifica hacia la arteria esplénica, la arteria gastrica izquierda y la arteria

hepética.

El sistema venoso estd formada por la vena porta y sus afluentes. La vena porta es un
vaso aferente sin valvulas que drena el flujo sanguineo esplacnico desde el sistema capilar
de los 6rganos no pareados de la cavidad abdominal al higado. La parte extrahepatica de
la vena porta se encuentra en la parte posterior y lateral de la arteria hepética y el conducto

hepético coman (Vdoviakova, Petrovova, & KreSakova, 2016).

Histol6gicamente la estructura del higado es relativamente sencilla puesto que es la
repeticion de una estructura basica denominada lobulillo hepético. Los lobulillos suelen
estar separados entre si por tejido conectivo. Tienen forma de prisma poligonal que mide
de 1 a 2 mm de diametro. En secciones transversales tiene una forma aproximada de
hexagono con una vena central o centrolobulillar de gran didmetro. En los vértices del
hexagono, entre lobulillos contiguos, se encuentran los espacios portales formados por
tejido conectivo y por las denominadas triadas portales, compuestas por una rama de la
vena porta, una rama de la arteria hepatica y un conductillo biliar. También poseen vasos

linfaticos y fibras nerviosas.

Los hepatocitos suponen mas del 75 % del higado y se organizan en laminas o trabéculas
con perforaciones, frecuentemente de una célula de espesor, que se fusionan entre si para
formar un entramado complejo de forma parecida a una esponja. Entre las laminas circulan
los capilares sinusoidales que poseen un pequefio calibre, y entre el endotelio de éstos y
los hepatocitos existen unos espacios acelulares denominados espacios perisinuosidales

o espacios de Disse (Cotran, 2019).
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Tablal. Parametros morfométricos y fisioldgicos y las estructuras asociadas del higado

de rata.
Peso del higado. 155¢
Volumen de higado. 22.6 ml
Diametro transversal del higado. 8.5-9.0 cm
Diametro dorsoventral del higado. 4.8-5.2 cm
Didametro craneocaudal del higado. 3.2-3.5cm
Flujo sanguineo del higado. 13.8 ml/min
Flujo sanguineo a través de la arteria hepética. 2.0 ml/min
Flujo sanguineo a través de la vena porta. 9.8 ml/min
Flujo biliar del higado. 22.5 ml/dia

Tomada de: https://scielo.conicyt.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0717-95022011000100012

1.6 Morfologia renal

Los rifiones de las ratas poseen una forma de frijol, superficie lisa de color marrén oscuro
con bordes convexos y céncavos. El rifion derecho esté ubicado méas cranealmente que el
rifién izquierdo. Anatdmicamente, los riflones presentan caras ventrales y dorsales; bordes
mediales y laterales; y polos cefélico y caudal. Ambos rifiones por su cara dorsal, a través
de la capsula adiposa, se relacionan con la pared dorsal del abdomen. En la parte media
de su borde medial, se encuentra el hilio renal con sus elementos: pelvis, vena y arteria
renales. En la parte cefélica del borde medial se observa la impresion de la glandula
suprarrenal. Desde el borde medial y hacia dorsal los rifiones se relacionan con el musculo

psoas mayor (Zapata & Vasquez , 2009).

Cada rifién esta rodeado por una capsula resistente de tejido fibroso blanquecino que se
interrumpe a nivel del hilio renal, una concavidad situada en su borde interno, por la que

penetran en el rifidn el uréter y los vasos sanguineos.


https://scielo.conicyt.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0717-95022011000100012
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Aunque hay un gran nimero de variaciones individuales en la vascularizacion renal, cada
rifidén esta irrigado por una arteria renal que se origina de la aorta y que, poco antes de
llegar al hilio, se bifurca en sus ramas anterior y posterior. Las venas renales se sitlan por

delante de las arterias y desembocan en la vena cava inferior (Rodriguez , 2013)

Microscopicamente la nefrona es la unidad estructural y funcional del riién y comprende
un elemento filtrante (corpusculo renal de Malpighi) y un tabulo renal. El corpusculo renal
de Malpighi estd compuesto por el glomérulo capilar y la capsula de Bowman que lo
recubre. Existe un espacio dentro de la cipsula, espacio de Bowman, hacia donde pasa el
liquido filtrado procedente del glomérulo. La barrera de filtraciéon del corplsculo renal o
membrana glomerular consta de tres capas: el endotelio de los capilares glomerulares, la
membrana basal y una capa de células epiteliales especializadas con fenestraciones.
Las células mesangiales se sitlan en la parte central del glomérulo entre las asas
capilares, a veces penetrando en ellas de forma que conectan intimamente con la célula

endotelial.
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Fig. 3. Vista de Ila localizacion anatdbmica del rifibn. Tomado de

https://www.biologycorner.com/worksheets/rat_dissection07.html

El tabulo renal comienza con el tubulo proximal que inicialmente forma varias espiras
(porcién convoluta del tabulo proximal o tdbulo contorneado proximal), seguida de una
porcion recta. El siguiente segmento es la rama delgada descendente del asa de

Henle, que posee una morfologia en horquilla, comenzando en su final con un ascenso
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paralelo a la rama descendente. En las asas largas, la primera porcion de la zona
ascendente permanece delgada, denomindndose rama delgada ascendente del asa de
Henle. Mas alla de esta regién, las asas largas se ensanchan en la rama ascendente
gruesa del asa de Henle, en cuya parte final existe una zona engrosada
denominada macula densa, en la que el tibulo transcurre entre las arteriolas que irrigan
su propio glomérulo. Tras ella comienza la parte convoluta del tibulo distal o tubulo
contorneado distal que, a través de los conductos conectores, llega a los tubos colectores
corticales que entran en la médula, convirtiéndose en tubos colectores medulares externos
e internos. Estos Ultimos se unen a otros y todos los de una pirdmide renal convergen para
formar una estructura que desemboca en la papila renal en uno de los célices menores.
(Rodriguez , 2013).

El aparato yuxtaglomerular esta situado entre la primera porcion del tibulo contorneado
distal y las arteriolas aferente y eferente, pertenecientes al corpusculo renal de su propia
nefrona. Lo componen tres tipos de células: las células yuxtaglomerulares, que son células
mioepiteliales que rodean el final de la arteriola aferente, las células de la macula densa y
las células de Goormaghtigh o del lacis, que son células mesangiales extraglomerulares
que responden a multiples mediadores y controlan la superficie de filtrado.

El corpusculo renal y los tdbulos contorneados se encuentran en la corteza renal; en
cambio, el asa de Henle y la mayor parte de los tubulos colectores se sitian en la médula
renal. (Rodriguez , 2013).

2. Antecedentes

El uso creciente de aditivos en los alimentos ha despertado interés en la comunidad
académica. A continuacioén, se resumen los principales estudios que se consideran mas

relevantes para este proyecto:

Ortiz et al (2006) demostré que altas concentraciones de GMS en ratas inducen efectos
neurotdxicos como necrosis neuronal, estrés oxidativo en el hipocampo, la corteza
cerebral, médula espinal, dafios en los 6érganos circunventriculares y la retina
especialmente durante el periodo neonatal, cuando la barrera hematoencefélica (BHE) es

inmadura, igualmente se han demostrado dafios en higado y rifién.
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Estudios realizados en los afios 70, demostraron que la administracion de altas
concentraciones de glutamato, producia degeneracién y muerte neuronal en ciertas
regiones cerebrales y que estos efectos estan relacionados con la excesiva excitacion
neuronal a través de la activacion de sus receptores ionotropicos especificos (Hinoi et al
2004).

Asimismo, la excitotoxicidad estimulada por el consumo de glutamato en forma de sales
monosaodicas se da cuando se consume en altas concentraciones (Choudhary et al 1996).
También se ha demostrado que la administracion de glutamato monosodico (GMS) a
animales en desarrollo, induce destruccién en ciertas regiones del cerebro que carecen de
una barrera hematoencefélica, como el nucleo arcuatus del hipotdlamo que esta

involucrado en la regulacion de las funciones neuroendocrinas (Olney1990).

Varios estudios en animales han demostrado que el GMS es téxico para varios 6rganos
como el higado, cerebro, timo y los rifiones. Los datos publicados indican que la fibrosis
renal esta asociada con el consumo cronico de GMS y que el estrés oxidativo es la principal
causa de lesion renal (Sharma 2014).

El estrés oxidativo es causado por la produccidon excesiva o la disminucion de la
eliminacion de los radicales libres en las células, la mayoria de los cuales son radicales de
oxigeno y otras especies reactivas de oxigeno (ROS) (Bashan 2009). Por lo tanto, el
metabolismo renal excesivo del glutamato, como la ingesta cronica de GMS, puede ser
una fuente de ROS. Se ha demostrado una disminucién de los niveles de las principales
enzimas antioxidantes y un aumento de la peroxidacion de lipidos en los rifiones de las
ratas expuestas al GMS crénico (Thomas 2009). Ademas, se ha demostrado que altas
dosis de glutamato inducen una toxicidad significativa en las células de cultivo renal
(Leung. 2008).

Eman et al (2018) evalud el efecto del GMS en el rifidn de ratas y reporté desorganizacion
en la estructura renal; atrofia glomerular parcial y completa con congestion intertubular
marcada, vacuolizaciones, dilatacion del espacio de Bowman, tdbulos renales con
marcada degeneracion epitelial, citoplasma vacuolado, lumen dilatado y también observo

infiltracion celular inflamatoria.
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Onaolapo y col. usaron ratones adultos suplementadas con GMS a 10 mg/ kg y reportaron
una mayor concentracion plasmatica de hormonas asociadas al estrés oxidativo y lesion

neuronal.

Ememali et al. (2015) sugirieron alteraciones en la actividad cerebral, interrupcion de las
funciones renales y otros parametros hematologicas después de la administracion oral de
0.5-1.5 g/ kg GMS a ratas macho durante 4 semanas utilizando solo agua destilada como
control.

Boonnate et al. (2005) proporcion6 GMS 2 mg / g de peso corporal aratas adultas durante
1- 9 meses, reportando un efecto negativo sobre el pancreas.

Ochiogu et al (2015). Suministro GMS por via oral a dosis de 0.25-1.00 g/ kg durante 6
semanas Yy reporté reducciones en la liberacion de gonadotropinas, hormona luteinizante,
testosterona, colesterol total y reservas de esperma en la cola del epididimo.

Sharma et al. (2013) alimenté ratas adultas con GMS 2 mg / g de peso corporal en agua
potable y asocié la ingesta de GMS con lesion renal.

Okon et al. (2013) Administr6 GMS por via oral a 4-8 mg / kg de peso corporal a ratas
albinas maduras durante 4 semanas utilizando solucién salina normal como control y
concluyd un aumento significativo en el peso bruto de corazon.

Eweka et al (2011). Administraron por via oral 0.04mg/kg y 0.08mg/kg de GMS a 24 ratas
macho adultas Wistar y Los hallazgos histoldgicos mostraron cambios como la dilatacién
de la vena central, que contenia glébulos rojos lisados, distorsiones cito-arquitectonicas de
los hepatocitos, cambios atréficos y degenerativos en el higado de los animales que
recibieron dietas impregnadas con GMS. Ademas, los parametros bioquimicos fueron
significativamente mas altos en los grupos con tratamiento que en los grupos de control (P
<0,0001). Estos cambios fueron mas graves en el grupo que tenia 0.08 mg / kg de GMS
mezclado en su alimentacion. Concluyeron que el glutamato monosédico inducia dafio
hepatico.

Igwebuike et al (2011). Administraron Solucién de glutamato monosddico durante 6
semanas a ratas albinas macho y reportaron una interrupcién del eje regulador
hipotalamico-pituitario-testiculo, asi como una disminucion de la testosterona sérica.
Baad-Hansen et al (2010). Reportaron que el consumo de glutamato monosaédico (75-150
mg / kg) asociado a la ingesta de alimentos generd dolor de cabeza con sensibilidad

muscular pericraneal y elevacion de presion sanguinea sistélica en humanos.
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Farombi y Onyema. (2006) administraron por via intraperitoneal GMS a 4.0 mg / g a ratas
adultas y reportaron el dafio oxidativo en el higado, rifién y cerebro.

En los seres humanos el higado es el 6rgano glandular mas grande del cuerpo, con un
peso de entre 1,4y 1,6 kg. Se encuentra debajo del diafragma en la regién toracica del
abdomen. Desempefia un papel importante en el metabolismo y tiene una serie de
funciones en el cuerpo, incluyendo el almacenamiento de glucdgeno, la sintesis de
proteinas plasméticas, la produccion de bilis, un compuesto alcalino que ayuda en la
digestién y la desintoxicacion de la mayoria de las sustancias (Gartner et al 2000). Dado
gue el higado esta involucrado en el desempefio de estas funciones variadas, puede ser
susceptible a lesiones resultantes de sustancias toxicas.

Con base en los anteriores antecedentes se planteé un primer estudio, que es la tesis de
Maestria titulada “Efectos de la separacién materna sobre el consumo de glutamato
monosoédico y la memoria espacial en ratas macho”, aprobado por el comité de ética el 28
de Julio del afio 2016, acta 013-169-16 y que tenia como objetivo  determinar si la
separacion materna durante la lactancia (SMDL) influia en el consumo de glutamato
monosoédico (GMS) y si estos dos factores producian cambios en el aprendizaje, la
memoria espacial y el peso de ratas macho separadas; comparadas con su grupo control.
Los resultados de este estudio demostraron que los animales sometidos al paradigma de
SMDL, se genera aumento en el consumo de GMS, posiblemente relacionado con un
aumento de peso hallado en el mismo grupo experimental (p 0.05). Adicionalmente en las
pruebas aprendizaje y recobro, no se encontraron diferencias significativas para los
individuos que se expusieron a SMDL, tendiendo un peor desempefio en las pruebas de
memoria espacial cuando se compararon con sus respectivos controles. Los resultados
mostraron que el estrés temprano podria estar asociado con cambios importantes en el
consumo de alimentos. De todos los sujetos de ese estudio, se conservaron varios 6rganos
gue incluyen el higado y el rifidn, por eso este trabajo pretende responder otras preguntas
gue surgieron del trabajo original.

Debido al estimulo heddnico que despierta el consumo de glutamato Monosodico (GMS),
es comun su adicion en la dieta como resaltador del sabor, lo cual ha generado
controversia en la comunidad cientifica, por lo tanto se plantea, a partir de los 6rganos
conservados, la continuidad del trabajo para analizar los efecto del GMS en 6rganos como

higado y rifion de ratas Wistar.
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3. Planteamiento del problema

El uso aditivos sin control y sin cumplir los niveles de tolerancia permitidos por la
normatividad pueden llegar a ser perjudiciales para la salud del ser humano, por lo que
se hace necesario controlar la dosis maxima de uso (DMU) que es “la concentracion mas
alta de éste respecto de la cual la Comisién del Codex Alimentarius ha determinado que
es funcionalmente eficaz en un alimento o categoria de alimentos y ha acordado que es
inocua. En las comidas rapidas es comun el uso de altas cantidades de GMS el cual es

utilizado para hacerlos mas agradables al paladar.

Un gran porcentaje de la poblacion colombiana consume comidas rapidas, segun la
Encuesta Nacional de la Situaciéon Nutricional en Colombia (ENSIN 2010) indica que el
39.5% de los colombianos consume usualmente alimentos manipulados en la calle y 25.3%

realiza esta practica semanalmente.

En Colombia existe una resolucién especifica para aditivos: la 2606 del 2009, en la que no
aparece el glutamato monosddico con una regulacion especifica, por lo que el GMS es hoy

de uso libre para los fabricantes de alimentos.

A pesar de la evidencia cientifica, ain no hay un consenso sobre el caracter perjudicial o
no del glutamato y la Corte Constitucional, en su sentencia C-293 del 2002, consagra el

principio de precaucion ante la incertidumbre cientifica.

Por otra parte, evidencias encontradas por el grupo de neurobiologia y comportamiento,
de la Universidad Nacional de Colombia, sugieren que el estrés cronico generado por la
separacion materna en ratas Wistar estaria asociado a una tendencia de consumo mayor
a sustancias muy palatables, para este caso edulcorantes, con alteraciones en la
modulacion de la ingesta y demostrando ademas déficits cognitivos en la prueba de campo
abierto. (Aya-Ramos L, et al., 2017)

De acuerdo con lo expuesto anteriormente el objetivo de este proyecto fue determinar en
ratas Wistar macho si la separacion materna y el consumo via oral de glutamato

monosaodico (GMS) inducen alteraciones fisiolégicas evidenciadas por cambios en el calcio
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intracelular o intersticial (acimulos) y modificaciones morfologicas en higado y rifion

comparadas con un grupo control.
4. Justificacion

Se han llevado a cabo numerosos trabajos en modelos animales del efecto del GMS sobre
el SNC, asi como estudios que relacionan los efectos del estrés cronico inducido por
separacion materna durante la lactancia. Sin embargo, trabajos que asocien estas dos
variables, solo hay uno y corresponde a la tesis que antecede este proyecto, por eso se
considera relevante analizar los efectos del consumo via oral de GMS en érganos como
higado y rifidn, siendo de gran importancia ya que se ha demostrado la presencia de
receptores glutamatérgicos fuera del SNC. Lo anterior, aunado a que las dos condiciones:
separacion materna y consumo de GMS, son cada vez mas frecuentes en nuestra
sociedad, permitiria analizar en el modelo animal, las consecuencias de estas dos
intervenciones y de acuerdo con los resultados, se podrian proponer estudios
traslacionales y por qué no, mejoramiento de las politicas publicas en pro del bienestar de
nuestros niflos. En este sentido, el objetivo de este trabajo es estudiar si la separacion
materna y el consumo de GMS a una dosis de 4 mg MSG por gramo de peso corporal,
inducen cambios morfolégicos y acumulos de calcio en higado y rifibn de ratas macho,

comparados con un grupo control.
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5. Objetivos

Analizar en ratas Wistar macho si la separacion maternay el consumo via oral de glutamato
monosdédico (GMS) inducen alteraciones fisioldgicas evidenciadas por cambios en el calcio
intracelular o intersticial (acimulos) y modificaciones morfolégicas en higado y rifién

comparadas con un grupo control.

5.1 Objetivos especificos

1. Identificar si la separacion materna y el consumo via oral de glutamato monosodico
(GMS) inducen alteraciones en los niveles de calcio intracelular o intersticial en células de

higado y rifion de ratas.

2. Determinar si la separacion materna y el consumo via oral de glutamato
monosédico (GMS) inducen cambios morfol6gicos en higado y rifidn, comparando con un

grupo control.
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6. Materiales y métodos

Es importante anotar que tanto la separacion materna, como el consumo de glutamato y
la perfusiébn de los animales, ya se realizaron, por eso solamente se describe la
metodologia correspondiente a este proyecto.

Se cont6 el nimero de células en corteza y médula y se analizaron los cambios en nimero
y en estructuras como acumulos de calcio intracelular que se determinaran con la Tincion

De Von Kossa.

6.1 Crioproteccion y corte

Tanto los rifiones como los higados estaban almacenados en solucion fijadora:
Paraformaldehido al 4% en solucién amortiguadora de fosfatos PBS. Para poder cortarlos
en criostato, se procedi6 a crioprotegerlos en solucion de sacarosa al 30% en PBS, durante
4 dias. Posteriormente los érganos se coartaron a un maximo 20 micras y se mantuvieron

en solucion anticongelante hasta el momento de la tincion.

6.2 Tinciones

Para comparacién morfolégica, los cortes histologicos, fueron tefiidos con Hematoxilina y

Eosina (H&E) y para visualizar acimulos de calcio se utilizo la coloracion de VON KOSSA.
6.2.2 Tincion de hematoxilina-eosina

Método de tincion de rutina en histologia y citologia. Es una tincién basada en dos etapas,
la primera una tinciéon nuclear por un colorante basico (hematoxilina) y la segunda, una
tincion citoplasmatica por un colorante xantenico &cido (eosina). La hematoxilina en

combinacion con sales de aluminio, hierro o cromo forma un colorante activo, la hemateina,
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formada por oxidacion de la hematoxilina. Este se usa como colorante nuclear, tifiendo los
nucleos de color azul/negro y aportando un buen detalle de los mismos. Por este motivo,
se suele usar junto con un colorante citoplasmatico, generalmente la eosina, que aporta
una gradacién entre el rosa y el rojo a las estructuras y matrices celulares de caracter
catiénico (a las que la hematoxilina no tifie o lo hace muy débilmente). Se consigue asi un

buen contraste de las preparaciones microscépicas facilitando su observacion.
Esta técnica de tincion comprende el siguiente proceso:

- Hematoxilina de Harris durante 5 minutos.

- Lavado con agua corriente.

- Diferenciacion con alcohol-acido.

- Lavado con agua corriente.

- Inmersion en agua amoniacal.

- Lavado con agua corriente (10-20 minutos).

- Tincion con eosina a temperatura ambiente.

- Inmersion en alcohol al 95 % para eliminar el exceso de eosina.

- Deshidratacion y montaje.

32
) (7’3&

1 i Ve

i

Fig. 4. Tincibn Hematoxilina Eosina Higado de Rata. Tomado de:
https://mmegias.webs.uvigo.es/2-organos-a/imagenes-grandes/digestivo-higado.php#n
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Fig. 5. Tincibn Hematoxilina Eosina Rifibn de Rata. Tomado de:

https://mmegias.webs.uvigo.es/2-organos-a/imagenes-grandes/digestivo-higado.php#n
6.2.2.2 Tincion de Von Kossa

Principio de la tincién. Los iones plata de la solucion de nitrato de plata reaccionan con los
iones carbonato y fosfato en los depdésitos calcareos almacenados y desplazan los iones
calcio. Debido a una fuerte accion de la luz, estos iones plata son reducidos a plata
metalica, la cual es evaluada de forma microscépica. Observandose de la siguiente

manera, Calcio pardo a negro, Nucleos celulares rojo, Fondo rojo, Colageno rojo
Esta técnica comprende los siguientes puntos:

- Nitrato de plata al 3 % durante 5 minutos.
- Dos lavados de 5 minutos con agua destilada.
- Formol-carbonato de sodio durante 5 minutos.

- Agua corriente durante 10 minutos.
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- Ponceau de xilidina durante 45 minutos.

- Lavado rapido con 4cido acético al 1 %.

- Lavado rapido con agua destilada.

- Acido fosfotlingstico-Orange G durante 7 minutos.
- Lavado rapido con 4cido acético al 1 %.

- Lavado rapido con agua destilada.

- Deshidrataciéon y montaje.

Fig. 6. Tincion de Von Kossa para calcio. Permite realzar las inclusiones que, en este caso,
aparecen de color negro. Alberto Giménez Bascufiana Servicio de Anatomia Patoldgica.

Hospital Universitario Morales Meseguer; Murcia. Espafia.
6.3 Analisis estadistico

En higado se analizaron dos variables cuantitativas: numero lobulillos y nimero de

hepatocitos.

En rifidn se hizo un conteo de las células de la corteza y se hizo medicion entre el extremo

externo de la corteza y el limite mayor de la pirdmide renal (Fig. 2 distancia entre A'y B).

En ambos 6rganos se intentdé camulos de calcio. En todos los casos se compar6 con su
respectivo grupo control. En todos los casos, los datos se expresaron como el error
estandar de la media, comparada con el grupo control
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Para el analisis estadistico, si tienen un comportamiento normal, se aplicaron las pruebas
t-Student y chi cuadrado, con la finalidad de comparar los grupos y establecer si hay
diferencias estadisticamente significativas. Modelo logistico multiple se utilizé para verificar
las asociaciones entre variables, consumo de GMS, cambios morfologicos y acimulos de

calcio intracelular.

6.4 Consideraciones éticas

Este trabajo se llevd a cabo con tejidos( rifion e higado) fijados en paraformaldehido al 4%
gue se obtuvieron de la primera parte de la investigacion, pero igualmente todos los
procedimientos que se realizaron en la primera investigacion se basaron estrictamente
en lo establecido por la Ley 84 de 1989, especificamente lo mencionado en el capitulo VI:
Del uso de animales vivos en experimentos e investigacion; asi mismo la reglamentacion
estipulada en la Resolucion N° 008430 de 1993 del ministerio de salud de Colombia, en la
cual se establecen las normas cientificas, técnicas y administrativas para la investigacion
en salud, cumpliendo a cabalidad especialmente lo mencionado en Titulo V, en donde se
mencionan los requisitos para llevar a cabo investigacion biomédica con animales,
teniendo en cuenta un soporte bibliogréafico y cientifico previo sobre el temay considerando
su importancia para la prevencién y control de la salud humana, como modelo animal y
para el avance del conocimiento biolégico acerca de los efectos del uso de glutamato
monosodico en animales jovenes. Para implementar este estudio se seleccionaron ratas
de la cepa Wistar adquiridas legalmente, de las cuales se hizo uso del minimo nimero
requerido para obtener resultados que tengan alguna validacion estadistica y puedan ser
considerados cientificamente aceptables. Finalmente es importante mencionar que estos
animales se mantuvieron dentro de las instalaciones del Bioterio de la Universidad
Nacional de Colombia en condiciones Optimas para su mantenimiento, cumpliendo las
reglamentaciones sanitarias vigentes. El proyecto precedente fue aprobado por el comité
de ética de la facultad de medicina el 28 de Julio del afio 2016, acta 013-169-16 y éste fue

aprobado
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7. Resultados

7.1 Evaluacion macroscoépica del higado

Macroscépicamente no se observaron cambios morfolégicos en higados en los grupos

tratamiento y grupo control.

HIGADO MACHO HIGADO MACHO
SMDL +GMS CON SMDL
SINGMS

o

\ i ‘.: — - = il
- J—— ¢ Eg
st L
S NO SMDL

NO CMS

Fig.7. vista macroscopica del higado de los diferentes grupos experimentales.
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7.2 Evaluacion microscopica del higado.

La evaluacién histopatoldgica realizada, mostré degeneracién centrolobulillar moderada

(figura A), acompafiada de vacuolizaciones (figura B) y severa degeneracion hepatocelular
(figura C) en las ratas con SMDL y GMS.

Fig. 8. Higado con tincién de hematoxilina eosina. A corte histologico de higado HE 100X
SMDL,GMS lesion hepatcelular centrolobulillar., B Higado HE 400X Si SMDL Si GMS Darfio
hepatocelular., C Higado HE 400X SMDL, GMS severa Degeneracion hepatocelular.
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7.3 Numero de venas centrolobulillares

En higado no se encontraron diferencias significativas en el numero de venas
centrolobulillares en los diferentes tratamientos. Se compararon los diferentes tratamientos
teniendo en cuenta el numero de venas centrolobulillares presentes en las diferentes
profundidades de corte (E1, E2, y E3) grafica A, también se compararon los diferentes

tratamientos teniendo encueta el nimero total de venas centrolobulillares grafica B.

A B
90- .

" 80 o AN 23 <=
25 el ||| NN (¢ T \
55 & SNN \
S NN 32
2 40 NN N 82 40]

2 1 NN N ° ]
et WY 28

s 207 NN N Z3 3

o ] N § § o 209 \

i NAR i N
E1E2E3 E1E2E3 E1E2E3 E1E2E3 ' '
3 SIN GMS+ NO SMDL @m GMS+SMDL W GMS+NO SMDL SIN GMS+SMDL

Fig. 9. Numero de venas centrolobulillares presentes en las diferentes profundidades de
corte. Parte superficial del higado (E1), parte media del I6bulo hepatico (E2) y parte
interna del l16bulo hepatico (E3).

7.4 Evaluacion macroscoépica del rifion

Para este trabajo se cont6é con 15 rifiones para el grupo control e igualmente para cada
grupo experimental, para cada rifién se realizaron 3 cortes a nivel de corteza (E1), 3 cortes
a nivel de la unién cortico medular (E2) y 3 cortes a nivel medular para un total de 9 cortes

por rifidn. Los promedios se obtuvieron de los 3conteos realizados a cada corte.

Macroscépicamente no se observaron cambios morfolégicos en rifibn en los grupos

tratamiento y grupo control.
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Fig.10. vista macroscopica de los riflones de los diferentes grupos experimentales.
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7.5 Evaluacion microscoépica del rifion

No se observaron acumulos de calcio en ninguno de los grupos experimentales.
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Fig. 11. Rifidn con tinciéon de Von Kossa. A Rifion Von Kossa 100 um grupo control., B.
Rifidn Von Kossa 100um No SMDL Si GMS., C Rifion Von Kossa 100pum SMDL No GMS.,
D Rifion VK 100 pm SMDL, GMS.
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Fig. 12. Rifidn 100pum grupo control con tension de hematoxilina eosina. 40X grupo

control

Los rifiones de las ratas tratadas (GMS) mostraron desorganizacion de la estructura renal,
glomérulo parcialmente atrofiado y dilatacion del espacio de Bowman.
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Fig. 13. Rifidn con tension de hematoxilina eosina. A. Rifion HE Control 100 pum, B. Rifion
HE 100 pum SMDL + GMS,. C Rifibn HE 50 um SMDL no GMS .D Rifion HE 100 pm No
SMDL + GMS.

7.6 Numero de glomérulos

Con respecto al numero de glomérulos Fig. A. de ratones expuestos a glutamato
monosodico y separacion materna. Se observaron diferencias significativas dentro del
grupo control (a, b y c) entre las diferentes zonas evaluadas del rifiébn corteza (E1) unién
cortico medular (E2) medula (E3) se realiz6 la comparacion del nimero total de glomérulos
en los diferentes tratamientos grafica B pero no se observé diferencia estadistica

significativa.
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Fig.14. No de glomérulos. Se observaron diferencias significativas entre las diferentes
zonas evaluadas del rifidn: corteza (E1) unién cortico medular (E2) medula (E3). Las letras

a, b y ¢ son diferencias significativas entre E1, E2 y E3.

8. Discusion

En el presente trabajo se quiso analizar el efecto de la separacion materna durante la
lactancia y el consumo de glutamato monosédico, sobre dos 6rganos de las ratas: el
higado y el rifién, considerados fundamentales en el proceso de limpieza y eliminacién de
téxicos. Si bien no se encontraron diferencias estadisticamente significativas, si es claro
gue la administracion de GMS durante 30 dias induce cambios morfoldgicos en higado y
rifidn. Probablemente estas alteraciones aparezcan en estos dos 6rganos dado que son
los principales responsables de la desintoxicacion de compuestos extrafios en el cuerpo
(Tawfik, 2012).

El GMS es hidrosoluble y se disocia rdpidamente en iones de sodio y glutamato libres. El
glutamato es el principal neurotransmisor excitador en el cerebro y la accion excitadora es
mediada a través de los receptores de glutamato. Antes se pensaba que los receptores de
glutamato estaban localizados predominantemente en el sistema nervioso central (SNC),
estudios posteriores revelaron su existencia en algunos érganos fuera del SNC. (Sauganth
et al 2012). Estos receptores en los tejidos periféricos son blancos potenciales para
algunos componentes presentes en los alimentos y el medio ambiente. Se han identificado

subtipos de receptores de glutamato en los rifiones de ratas, por lo tanto, estos receptores
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pueden desempenfar un papel importante en la fisiopatologia del tejido renal (Gill, et al
2001).

Eman & cols 2018, reportaron un aumento significativo en suero de los niveles de ALT y
AST en un grupo de ratas tratadas con GMS. Estos resultados son similares a los
publicados por Eweka & cols 2011. Los niveles séricos de transaminasas se utilizan como
indicadores de funcién hepética, estas enzimas son de localizacion citoplasmatica y se

liberan a la circulacion so6lo después de un dafio hepatocelular (Al-Mamary, et al 2002).

El GMS se disocia facilmente en sodio (Na) y L-glutamato, este ultimo se transforma en
glutamina. La acumulacién de glutamina en los hepatocitos induce dafio celular, liberando
asi transaminasas ALT y AST que aumentan su nivel en sangre en proporcién al tamafo

de la lesion (Boutry, et al 2011).

Eman & cols 2018. Reportaron un aumento significativo de malondialdehido (MDA) y una
significativa disminucién de las capacidades antioxidantes (CAT) en higado de ratas que
consumieron GMS, por lo anterior el consumo de GMS parece tener un efecto de estrés
oxidativo, Esto puede explicar el incremento de las enzimas transaminasas hepéticas con
el consumo de glutamato monosddico reportado por Boutry, et al 201. El radical libre
producido reacciona con los acidos grasos poliinsaturados de la membrana celular que
conducen al deterioro de la integridad de las membranas plasmaticas y las mitocondrias
(Poli et al 1990). La degeneracion centrolobulillar y atrofia glomerular reportada en el
presente estudio podria estar relacionada con el efecto de los radicales libres sobre las

membranas celulares.

La estimulacion continua de los receptores de glutamato puede provocar dafio osmético,
aumento de la concentracion intracelular de calcio. Este desequilibrio de la homeostasis
del Ca2+ desencadena la activacion de varias vias enzimaticas y cascadas de sefalizacion
como la calmodulina, fosfolipasas, proteinas quinasas, proteasas, proteinas fosfatasas y

sintasas de &cido nitrico que conduce a la generacion de radicales libres (Said., 1999)

Los rifiones de las ratas del presente estudio que consumieron GMS mostraron
alteraciones estructurales. Atrofia glomerular, dilatacion del espacio de Bowman y
moderada degeneracion tubular, estos resultados fueron previamente reportados Al-
Agha.2007. Agha.2007.suministro 2 mg/g/pv de GMS disuelto en NaCl 0.9% durante 21

dias a ratas albinas machos, las cuales mostraron cambios histopatolégicos en el tejido
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renal como pérdida parcial del borde en cepillos en los tubulos proximales, infiltracion
intersticial de células inflamatorias y atrofia glomerular., Abass,M.,et al, 2011.suministraron
830mg/kg de GMS durante 28 dias a 12 ratas, los resultados mostraron un marcado
aumento de creatinina y BUN en las ratas del grupo que consumié GMS en comparaciéon
con el grupo control acompafiado de atrofia glomerulardegeneracio hidropica con
dilatacién tubular y congestién de vasos sanguineos corticales., Eman &amp; cols
2018.reportaron aumento de peso en ratas y dafios en higado vy rifibn asociados al

estrés oxidativo.

Vercoutere et al 2004 reportaron que alimentos con aditivos, como el glutamato
monosoédico, causaban cambios en los corpUsculos renales, membrana celular de los
tubulos contorneados y en la capsula de Bowmam, estos dafios podrian atribuirse
variaciones en el umbrale del flujo sanguineo renal y glomerular. EI GMS llega al rifién a
través de la arteria renal, se filtra en el glomérulo, se reabsorbe Y se acumula parcialmente
generando dafio en las células glomerulares y tubulares [37]. Al-Aghal39] (Abass y El-

Haleem.

Moritz 2016 reporto que Factores como la dieta materna deficiente, elevadas
concentraciones de hormonas de estrés materno o hipoxia durante la gestacion puede
causar que la descendencia tenga un mayor riesgo de padecer enfermedades croénicas,
principalmente hipertension y disfuncion renal. El rifién ha sido identificado como altamente
sensible a estos factores prenatales que generan una menor formacion de nefronas;
Jackson (1913) reporté un incremento en el peso del rifion en relacion al peso corporal
durante las primeras 3 semanas de vida lo que indica que durante este periodo de tiempo

la nefrogénesis y la diferenciacion funcional de la nefrona es mas marcada.

Por lo anterior es posible que el estrés generado por la SMDL esté afectando la
nefrogenesis durante las primeras semanas de vida y que se refleja con el menor nUmero

de glomérulos en el grupo de SMDL a pesar de no ser estadisticamente significativo.
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9. Conclusiones

Si bien no se encontraron diferencias significativas, los resultados de este trabajo nos

permiten mostrar que:

1. El consumo de GMS causa efectos téxicos en el tejido hepatico, como atrofia de
los hepatocitos y vacuolizaciones del citoplasma, dilataciéon de las venas centrales
y sinusoides.

2. Este estudio demuestra que el consumo de GMS induce cambios morfolégicos en
rifién, como son atrofia glomerular, dilatacion del espacio de bowman vy

degeneracion tubular.

10. propuestas a futuro

Realizar un estudio que nos permita correlacionar los dafios morfolégicos en higado y

rifién con medicion de creatinina, BUN y aminotransferasas.
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