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Resumen

La obesidad es un grave problema de salud publica que afecta por igual
a niflos y adultos, y la principal causa de alteraciones fisiologicas y metabdlicas
como resistencia a la insulina, diabetes y alteraciones renales. EI consumo
elevado de grasa saturada es un factor de riesgo para el desarrollo de
obesidad y sus complicaciones, sin embargo, no existe evidencia del efecto de
los niveles reportados de consumo por la poblacion infantil mexicana en etapas
tempranas de crecimiento. Con el objetivo de determinar el efecto de una
alimentacion alta en grasa saturada durante etapas tempranas de crecimiento
como factor de riesgo para el desarrollo de alteraciones renales, se sometieron
ratas Sprague-Dawley macho recién destetadas a una alimentacion alta en
grasa saturada (23.7%) (n=12) y a una alimentacion normal (n=6) durante 12
semanas. Durante el estudio se registré y cuantifico el consumo de grasa
saturada, peso corporal, almacenamiento de grasa en la zona visceral, presion
arterial, curva de tolerancia a la glucosa (CTG), concentraciones séricas de
creatinina, insulina, adiponectina, proteina C reactiva (CRP), factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a), perfil de lipidos, concentraciones urinarias de creatina y
proteina total, asi mismo se determin6é el modelo homeostatico (HOMA) vy la
tasa de filtracion glomerular. Las ratas que recibieron la dieta alta en grasa
saturada presentaron mayor ganancia de peso (394 vs 362 gramos; p<0.05) y
almacenamiento de tejido adiposo (9 vs 3 gramos), concentraciones elevadas
de CRP (999.8 vs 793.5 ug/ml; p<0.05) y menores niveles de adiponectina (17
vs 19 pg/mL; p<0.05), comparadas con el grupo control. Por otro lado, aunque
los niveles basales de glucosa fueron normales (79.2 vs 82.5 mg/dL), se
presentaron mayores concentraciones de insulina (32.2 vs 18.18 pU/mL;
p<0.05) y una intolerancia a la glucosa a los 120 minutos (116 vs 94.5 mg/dL;
p<0.05) en la CTG, y al realizar el HOMA (6.5 vs 3.7; p<0.05) se comprobo la
resistencia a la insulina. Ademéas, como evidencia de alteracion renal se
observd una elevada excrecion de proteina por el riién (0.94 vs 0.41
gramos/12 horas; p<0.05), y una menor tasa de filtracion glomerular (1.3 vs
3.44 mL/minuto; p<0.05). Asi mismo, se determindé un perfil de expresion
genética en el rifidn, demostrando que el dafio renal encontrado se produce por
efectos apoptoticos y no por inflamacion. Como conclusion, el consumo de
grasa saturada en etapas tempranas de crecimiento induce alteraciones
metabdlicas que conducen al desarrollo de dafio renal.

Palabras clave: (Grasa saturada, resistencia a la insulina, dafio renal,
Obesidad.)



Summary

Obesity is a serious public health problem that affects both children and
adults, and is the main causes of physiological and metabolic disorders such as
resistance to insulin, diabetes and kidney disorders. High intake of saturated fat
is a risk factor for the development of obesity and its complications; however,
there is no evidence of the effect of the reported levels of consumption by
Mexican children in early stages of growth. In order to determine the effect of a
diet high in saturated fat during the early stages of growth as a risk to develop
kidney disorders, newly weaned male Sprague-Dawley rats were fed a diet high
in saturated fat (23.7%) (n = 12) and a normal diet (n = 6) for 12 weeks. Data
registered and quantified during the study were consumption of saturated fat,
body weight, fat accumulation in the visceral area, blood pressure, glucose
tolerance curves (GTC), serum creatinine concentration, insulin, adiponectin,
concentration C-reactive protein (CRP), tumor necrosis factor alpha (TNF-a),
lipids, urinary creatine and total protein concentration. Likewise, homeostatic
model (HOMA) and glomerular filtration rate were determined. Rats that
received the diet high in saturated fat showed greater weight gain (394 vs. 362
g; p<0.05) and adipose tissue storage (9 vs. 3 g), higher concentrations of CRP
(999.8 vs. 793.5 ug/ml; p<0.05) and lower levels of Adiponectin (17 vs. 19
pug/mL; p<0.05) as compared to the control group. On the other hand, although
the basal levels of glucose were found normal (79.2 vs. 82.5 mg/dL), insulin
was present in greater concentration (32.2 vs 18.18 pU/mL; p<0.05) and
glucose intolerance at 120 minutes (116 vs 94.5 mg/dL; p<0.05) for GTC, upon
application of HOMA (6.5 vs 3.7; p<0.05) insulin resistance was confirmed.
Additionally, evidence of kidney disorder was high protein excretion (0.94 vs.
0.41 grams / 12 hours; p<0.05), and a lower glomerular filtration rate (1.3 vs
3.44 ml/minute; p<0.05).Similarly, a gene expression profile was determined for
the kidney, demonstrating that kidney damage occurs by apoptotic effects and
not be inflammation. In conclusion, saturated fat in early stages of growth
induced metabolic disorders that lead to the development of kidney damage.

Keywords: (saturated fat, kidney damage, insulin resistance, obesity).

i



Dedicatorias

Con carifio y amor, a mis Padres

Regina Vega y Ramon Barajas, por ser los pilares de los logros obtenidos y
guienes han formado de mi lo que soy. Gracias por todo el apoyo, esfuerzo,
sacrificio, dedicacion, cuidados y sabios consejos que a lo largo de la vida me
han brindado.

A mis hermanos Oscar, Car y Celi por ser una parte esencial de mi vida.
Gracias por el apoyo, carifio y consejos que me han motivado para lograr mis
objetivos.

A Jazmin Nieves. Gracias por tus consejos, amor, carifio, apoyo y comprension
gue han sido y son parte fundamental en mi vida para lograr mis objetivos.

A la familia Serafin Vega, por su importante apoyo, carifio, y buenos consejos y
gracias por estar a mi lado en las buenas y en las malas.

Abuelos, tios, primos, sobrinos por todo el apoyo, carifio y buenos consejos.

jLos Amo!
iGracias por existir!

111



Agradecimientos

A la Dra. Rosalia Reynoso, por darme la oportunidad de ingresar a trabajar en
sus lineas de investigacion. Su apoyo y amistad que hicieron de mi estancia en
el PROPAC un verdadero aprendizaje.

A mis sinodales, Dr. Luis Miguel salgado, Dra. Minerva Ramos, Dra. Olga
Garcia, Dra. Loarca. Muchas gracias por compartir sus conocimientos para la
realizacién de este trabajo, ademas de formar un gran equipo de trabajo y
amistad.

A todos los integrantes y amigos del laboratorio de Bioquimica Molecular, por
compartir experiencias, conocimientos, pero mas importante aun, por su valiosa
amistad. Consuelo, Viri, Estefania, Ivan, Irais, Diego, Yuliana, Anita, Sara,
Erika, a todos ustedes muchas gracias.

Agradezco a todos mis amigos que directa o indirectamente participaron en la
realizacion de este trabajo y fueron parte importante durante toda la maestria.
Jesus, Jorge, Fatima, Martha, Elisa, Marcelo, Bety, Vanessa, Tess, Julio
muchas gracias por su amistad.

Un agradecimiento especial a Karol carrillo del Instituto Nacional de Medicina
Gendmica, por su apoyo técnico en la realizaciéon del microarreglo.

v



INDICE

RESUMEN ... ettt e e e e e ea e e aenenas |
SUMIM A R Y e e e ettt ettt e e Il
D E D I C AT ORI AS ... e 1l
AGRADE CIMIENT OS .o e v
INDICE ...ttt et e et e e e et e e et e e e e e e aeeas \Y;
INDICE DE CUADROS ... e ettt ettt VI
INDICE DE FIGURAS ...t oot ettt e et e e et e e e e IX
[ INTRODUGCCION ...ttt e et e e e et e e e e e et e e e e e ee e e e e ereeaaas 1
I, AN T B CE D EN T ES ... e e ea e 2
2.0 ODESIAA ... 2
2.1.1 Prevalencia €N MEXICO ... c.ueeeeeee e 2
2.1.2 Etiologia de la obesidad............ccooeiiieiiiiiiiiiiiiie e 3
2.1.2.1 FACIOreS gENELICOS ... .uvuveriiiieiiiiiiiieiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 3
2.1.2.2 Factores ambientales ... ..o 4
2.1.2.2.1 Patron alimentario €N MEXICO .....cuneeneeeeee e 5

2.2 Obesidad € iNflamacCiON ..... .o 7
2.2.1 AdIPOSIAA ... eaaana 7
2.2.2 INflam@acCion CrONICEA . .. e e 8
2.2.2.1 Citocinas proinflamatorias ...........ccovvvveiiiiiiiiiie e e e 8
2.2.2.1.1 Factor de necrosis tumoral alfa........cooeeeeeieeee e 8
2.2.2. 1.2 INTEIEUCING B ..o e 9
2.2.2.2 Proteinas de fase aguda ............uueeeeiiiieiiiiiiiiiiiiiieieeieeeeeeeeeeeeeeeeeee 10
2.2.2.2.1 ProteiNa C rEACTHIVA. .. ceneee et 10
2.2.2.3 Moléculas antiinflamatorias ..........ooeeee oo, 11
2.2.2.3.1 AQIPONECHINGAL . .uuiie et e e e e e e eeeeees 11

2.3 Alteraciones metabdlicas de la obesidad............c.ovveeviieiiieiiiiiieeeeeeeennn, 11
2.3.1 Metabolismo de gIUCOSA..........uiiiiieeeiiiiiiiiie e e e e 12
2.3.2 Resistencia a la iNSUINA. ... ...oeeee e, 13
2.3.3 Obesidad y resistencia ala insulina...........ccccoeeevvvvviiiiciniie e, 13

2.4 Anatomia y fisiologia renal..........ccccceoeiiiii 14



2.4.1 ARREIaCION rENAI .....oeee e e 15

V2 B2 @ o<1 To £ To BNV 1121 o PP 16
2.4.3 Pruebas diagnostico de enfermedad renal...............oevvvvevvvevviieennnee. 16
NI JUSTIFICACION ...t ettt ae e 17
IV, HIPOTESIS ..ottt senens 18
V. OBIETIVOS oo e et e e e e et e et e et e eaans 19
5.1 ODBJEtIVO gENEIAL......ceeiiiiiie et 19
5.2 Objetivos PartiCUIAreS ..........ccovviiiiiiiiiee e e e e e e e eeaenes 19
VI. METODOLOGIA ... .ocuiieeeeeeeeee et ettt ettt ans 20
6.1 Caracteristicas del modelo animal ................euvveiveiiiiiiiieeeiiiieiieeeeeeeee 20
6.2 Grupos experimentales ...........uuuuiiiiii e 20
6.3 Determinaciones fisioldgicas iN VIVO.............ceuvveveveiiiiiieiiiiiiieiieeeeeeeeene, 21
6.3.1 Determinacion de glucosa en ayuno .........ccceeeeeeeeviveiiiiiiineeeeeeeeeennnnns 22
6.3.2 Determinacion de la curva de tolerancia a la glucosa...................... 22
6.3.3 PreSion arterial ..........uueuveeeeeeieiiiieeiiiiiiiiieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 22
6.4 Sacrificio y obtencion de muestras bioldgicas ..........cccccvvvvviiiieeeeieeieennns 23
G A @ Lo - R PP PPPPPPPPPPPPPP 23
B.4.2 SABNQIE.. .ttt a e et e annanas 23
ST 3 = {1 (o] o P PUERPRR 23
6.5 Determinaciones bioquimiCas SErICaAS...........uuuruiiieeeeeereeiriiiiieaeeeeeeeeeenenns 24
6.5.1 Perfil de liPIdOS.....uuuiiii e e e 24
B.5.2 INSUNNGL....o i e e aeees 24
6.5.3 CreatiNiNa......ccceviiiiiiie et e e et aaeeeaean 24
6.5.4 Moléculas iNflamatorias. ..........uuuueeeeiiiiiiiiiiiiiiieiiiieieiee e 24
6.6 Determinaciones bioquimiCas €N OFNA............uuieieeeeeeeeeeriiiiiiaeeeeeeeeeenenns 25
I I o 0 (=T 1 F= 0 (o) = | PP 25
6.6.2 CreatiNiNa.......ccevuiiiiiiie ettt e e e e e et e e e e e eeaenn 25

6.7 Nivel de expresion de los genes que codifican para proteina C
reactiva, VCAM-1 € ICAM-1 en Mif0N.........cooeeiiiiiiiiiiii, 25
6.8 Perfil de expresion génica diferencial en rifion. ...........ccccccceeeeeeeeeeeeeeennns 26
6.9 ANAliSiS eStadiStiCO .......coevviiiieiiie 27
VII. RESULTADOS Y DISCUSION .....oouiiiiiiieceeee et 28

vi



7.1 Consumo de grasa Saturada............ceeeeeeeeeieeiiiiiiiieeeeeeeeeesiiins e e e e aeeennnnns 28
7.2 Efecto del consumo de grasa saturada sobre la ingesta de alimento
y energia en ratas Sprague- DaWIEY. ..........cciiiiiinees 29
7.3 Efecto del consumo de grasa saturada sobre la ganancia de peso........ 31
7.4 Almacenamiento de tejido adiposo visceral por efecto del consumo
de grasa SAtUIATA.........couuuiiiiiii et eaaan 32
7.5 Efecto del consumo de grasa saturada sobre el desarrollo de

alteraciones cardioVasCUIAIES. ...........uuuuiiii i e e e e e e e e eeaanns 34
7.5.1 Efecto del consumo de grasa saturada sobre la presion arterial...... 35
7.5.2 Efecto del consumo de grasa saturada sobre el perfil de lipidos. .... 36

7.6 Efecto del consumo de grasa saturada sobre el metabolismo de
0|11 o0 7= USSR 37
7.7 Efecto del consumo de grasa saturada sobre la funcion renal ............... 42

7.8 Efecto del consumo de grasa saturada sobre el ambiente

INFIAMALOTIO. .t e e e e e e e e e e 45
7.8.1 Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-Q). .....cooooiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeees 46
7.8.2 AdIPONECTING ..ceevviiiiiei e e et e e e e e eeaeees 47
7.8.3 Proteina C rEACTIVA. ........uuueiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeieeeeee ettt e e eeeeeeeees 49

7.9 Efecto del consumo de grasa saturada sobre el perfil de expresion

genética en el MAON. .......oooiiiiiii 52
VI CONCLUSIONES ...t e e e e e e e e e aans 62
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........ooviieieeees et 63

vil



INDICE DE CUADROS

1. Composicion nutrimental de las dietas utilizadas en el modelo.................... 21
2. Condiciones para la reaccion en cadena de la polimerasa. .............cccec...... 26
3. Perfil de lipidos en ratas alimentadas con dieta alta en grasa saturada y
aT0] 1 0= | PSPPSR 37
4. Perfil de expresion genética diferencial en rifion por efecto de la grasa

oYz L0 = Lo - VR 54

viil



INDICE DE FIGURAS

1. Prevalencia de sobrepeso y obesidad infantil en México. ...........cccccceeeeeeeen... 3
2. Factores involucrados en el desarrollo de la obesidad...............cccoooiiiiinnnnnns 4
3. Cambio porcentual del consumo de alimentos en México, segun la

EN TG H. L e 6

4. Efecto del factor de necrosis tumoral alfa, sobre la sefalizacion de la

511 0= VR 9
5. Regulacién del metabolismo de glucosa por accion de la insulina............... 12
6. Anatomia y fisiologia renal. ..........cooooiiiiiiiiiiii s 15

7. Consumo de grasa saturada por ratas Sprague-Dawley en diferentes

etapas de CreCiMIENTO. .......ovveiiiiiiee e e e e e e e e e e e e e e e eees 29
8. Efecto de la dieta alta en grasa saturada sobre el consumo de alimento. ... 30
9. Efecto del consumo de grasa saturada sobre la ingesta energética. ........... 31
10. Ganancia de peso corporal por efecto del consumo de grasa saturada. ... 32
11. Almacenamiento de tejido adiposo visceral en ratas Sprague-Dawley. ..... 34
12. Presion arterial sistélica y diastélica de ratas en etapas tempranas de

(ol (=Tod [0 01T o] (o PSPPI 36
13. Concentraciones de glucosa en ayuno de ratas en etapas tempranas

A CrECIMIBNTO. . 38
14. Efecto del consumo de grasa saturada sobre el comportamiento de

los niveles plasmaticos de glucosa a través del tiempo. .........ccooovvviiiieeeeeenn. 39
15. Efecto del consumo de grasa saturada sobre las concentraciones
plasmaticas de INSUIINGL. ..........ouuuuiiiiiiee e 41
16. Efecto del consumo de grasa saturada sobre el modelo homeostatico
G0N TSRS 42
17. Efecto del consumo de grasa saturada sobre la excrecion de proteina
UFTI@ITTBL. s 44
18. Efecto del consumo de grasa saturada sobre las concentraciones de
creatinina y la tasa de filtracion glomerular. ............ccooooiiiiiiiiiiiiiiis 45
19. Efecto del consumo de grasa saturada sobre las concentraciones
plasmaticas del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-0). .......ccccoeviiiiiiiiiiiinnnnns 46
20. Efecto del consumo de grasa saturada sobre las concentraciones

plasmaticas de adipONECHING. ........iiiiiee i 48

1X



21. Efecto del consumo de grasa saturada sobre las concentraciones
plasmaticas de proteina C reactiVa. .........ccccceeiieiiiiiiiiienaees 50
22. Nivel de expresion de proteina C reactiva. .........cooeeeeeeeeiiiiiiiineiiecnees 51
23. Nivel de expresion genética de molécula de adhesion vascular-1 en el

1 270] o TR 57



I. INTRODUCCION

La obesidad infantil es actualmente el problema de salud publica méas
importante en nuestro pais, debido al rapido incremento de su prevalencia en
los ultimos afos. A causa de los cambios en el estilo de vida de la poblacion,
evidenciados por malos habitos de alimentacién y una baja actividad fisica. Los
altimos datos reportados por la Encuesta Nacional de Salud y Nutricién indican
que un 26% de los niflos y niflas entre los 5 y los 11 afios de edad presenta
sobrepeso u obesidad (ENSANUT, 2006).

La obesidad como tal, es un factor de riesgo para el desarrollo de
diversas alteraciones metabolicas. Diversos estudios con poblacién infantil han
demostrado que un consumo elevado de grasas y carbohidratos simples
conducen al desarrollo de obesidad y sus complicaciones metabdlicas como
hipertension, dislipidemias y resistencia a la insulina (Perichart et al., 2007). El
tejido adiposo juega un papel fundamental en el desarrollo de estas
alteraciones, el cual ha sido reconocido como un o&rgano endocrino
metabdlicamente activo, debido a su capacidad de producir y secretar
proteinas capaces de modular procesos metabdlicos y fisioldgicos. Por lo tanto,
cuando existen niveles elevados de adiposidad en el organismo la produccién
de dichas proteinas se ve alterada, generando un ambiente inflamatorio de bajo
grado. Esta condicion desencadena la activacion de diferentes vias de
sefalizacion inflamatorias, que afectan de manera gradual la funcion de
diferentes tejidos como el higado, musculo, endotelio y rifidn, produciendo
resistencia a la insulina, diabetes mellitus tipo 2 e hipertension arterial. Sin

embargo, existe poca evidencia sobre el desarrollo de alteraciones renales.

Debido al elevado consumo de grasa, principalmente saturada por la
poblacion infantil en México, y a que las principales enfermedades de riesgo
detectadas en este grupo son cardiovasculares y diabetes, es de interés
identificar si el dafio renal podria también presentarse en etapas tempranas de
crecimiento. Por lo tanto, en este trabajo se evalud el efecto de una dieta alta
en grasa saturada con un perfil similar al consumido por la poblacion mexicana,

sobre el riesgo a desarrollar alteraciones renales.



[I. ANTECEDENTES

2.1 Obesidad

La obesidad es una enfermedad cronica que se caracteriza por un
almacenamiento en exceso de tejido adiposo en el organismo, causada por un
desequilibrio en el balance de energia (ingesta y el gasto energético) de un
individuo (Rippe et al., 1998; Trayhurn et al., 2005a; Secretaria de Salud, 2006;
Luchsinger, 2008; OMS, 2009a).

2.1.1 Prevalencia en México

A nivel mundial cada afio mueren alrededor de 2.6 millones de personas
adultas como consecuencia de alteraciones generadas por la obesidad. En la
poblacion mexicana la prevalencia de esta patologia ha alcanzado cifras
alarmantes entre 10 - 26% en la infancia, 30 - 40% en la adolescencia y 60 -
70% en adultos entre los 30 y 60 afios de edad (ENSANUT, 2006; OMS
2009a).

De forma alarmantemente durante los afios 1999 y 2006, la prevalencia
de sobrepeso y obesidad mostré un incremento del 18.6% al 26% en nifios y
nifas de 5 a 11 afos de edad, lo que representa un incremento real del 40% en
éste periodo (Figura 1). Por lo que actualmente, nuestro pais ocupa el primer
lugar en prevalencia de obesidad infantil y mas preocupante aun es que dicha
poblacion es la mas susceptible para desarrollar las complicaciones de la
obesidad en edades tempranas y en la vida adulta (ENSANUT, 2006).
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Figura 1. Prevalencia de sobrepeso y obesidad infan til en México.
Incremento de la prevalencia de obesidad infantil entre los afios 1999 y 2006
segun la Encuesta Nacional de Nutricion (ENN) 1999, y la Encuesta Nacional
de Salud y Nutricion (ENSANUT) 2006.

2.1.2 Etiologia de la obesidad

El balance energético que determina la composicion corporal de un
individuo, es regulado principalmente por la interaccion de factores genéticos y
ambientales (Rosenbaum et al., 1997; Kopelan et al., 2000; Marti et al., 2001).

2.1.2.1 Factores genéticos

La programacion genética que regula el peso y la composicion corporal,
se lleva a cabo desde etapas iniciales de la vida. Durante la gestacion los
factores ambientales juegan un rol importante sobre la programacién genética
del feto y la apariciébn de obesidad en etapas posteriores de vida. El tipo de
alimentacion y el estado de salud y nutricion de la madre, son determinantes en
dicha programacion. Evidencias recientes demuestran que la presencia de
obesidad, diabetes o una alimentacion no balanceada (baja en proteinas y/o
alta en carbohidratos o grasas) en la madre, conllevan al desarrollo de

alteraciones anatdmicas y metabolicas en el producto, lo que favorece el



desarrollo de obesidad (Kopelan et al., 2000; Martinez et al., 2002; Secretaria
de Salud, 2006; Wells et al., 2007; Srinivasa et al., 2008).

2.1.2.2 Factores ambientales

Posterior a la programacion genética, los factores ambientales que
participan en el desarrollo de la obesidad estan determinados por el estilo de
vida del individuo. Durante las ultimas décadas el estilo de vida de la poblacion
mexicana se ha visto modificado gracias a los avances tecnoldgicos y cambios
demograficos, que han favorecido el sedentarismo (uso de vehiculos y
aparatos electrénicos) y la ingesta de alimentos densamente energéticos (altos
en grasas, bajos en fibra, bebidas azucaradas, aceites y carbohidratos simples)
(Figura 2), modificaciones que han llevado al incremento de la prevalencia de
obesidad y alteraciones metabdlicas (Barquera et al., 2005, 2007; ENSANUT,
2006; Prentice, 2006; Sanabria-Ferrand et al., 2007; OMS, 2009b).

4' Estilo de Vida li

ﬂ | Actividad fisica | | Consumo | ﬁ

=Uso de automovil =Comida rapida

=Uso de aparatos electronicos =Alimentos densamente energéticos
"Empleos con baja actividad fisica =Alimentos bajos en fibra
sedentarios =Bebidas azucaradas

=Az(cares
=Aceites

| Factores genéticos |

 e— |

L

:I Obesidad I:

Figura 2. Factores involucrados en el desarrollo de la obesidad.



2.1.2.2.1 Patron alimentario en México

El patrén alimentario mexicano se habia caracterizado por el consumo
de productos tradicionales asociados con habitos y cultura como el maiz y el
frijol. Sin embargo, durante los ultimos afios se han mostrado cambios en el
tipo de alimentacion pasando de una dieta tradicional o rural a una dieta
altamente industrializada, cambios que han desencadenado repercusiones en

el estado de nutricién y salud de la poblacién (Barquera et al., 2005).

Las encuestas nacionales de ingresos y gastos de los hogares (ENIGH)
de 1984 y 1998, han elucidado los principales cambios en la alimentacion que

se llevaron a cabo en este periodo, como se muestra en la figura 3.

Por un lado, el consumo de proteinas de origen animal sufrid6 una
disminucién del 7%, ya que en 1984 del gasto destinado a la compra de
alimentos por las familias mexicanas el 52% era para carnes y productos
lacteos, ocupando el primer lugar de consumo. Sin embargo, para 1998 dicho
gasto disminuy6 al 44.6%. La diferencia de precio en los diferentes tipos de
carnes condujo a que los estratos socioecondémicos bajos cambiaran el
consumo de carne de bovino por avicola, mientras que en los estratos medio y

alto hubo un incremento en el consumo de embutidos (Barquera et al., 2005).

Una de las principales fuentes de energia son los carbohidratos, grupo
de alimentos en el que se observo un incremento en su consumo durante el
periodo mencionado, debido principalmente al incremento en la variedad de
cereales procesados e industrializados disponibles en el mercado. ElI maiz
(tortilla) es el cereal de mayor consumo entre las familias mexicanas, ya que el
gasto destinado para este producto fue de 5.3% en 1984 y de 8.2% en 1998.
Cabe mencionar que, entre los hogares de menores ingresos se sustituye el
consumo de algunos productos con mayor valor nutritivo por el de tortilla. Por
su parte, en el caso de las frutas y verduras de mayor consumo, se ha
mostrado también una disminucién paulatina en su consumo a pesar de que

representa el 50% del gasto familiar (Barquera et al., 2005).



Dentro del consumo de carbohidratos, se encontré un incremento del
50% en el nivel de consumo de carbohidratos refinados en este mismo periodo.
Dentro de esto productos el refresco, ocupa un lugar importante en la
alimentacion en algunos sectores de la poblacién, debido a que su consumo
incremento en un 40%. Lo que colocé a México en el primer lugar mundial per
capita en consumo de este tipo de bebidas azucaradas, con alrededor de 160
litros por afio (Barquera et al., 2005).
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10+

Cambio en el consumo (%)

Carnes Tortilla Carbohidratos Refrescos
refinados

Figura 3. Cambio porcentual del consumo de alimento s en México, segun
la ENIGH. Dichos valores representan el nivel de cambios en el consumo de
alimentos entre los afios 1984 y 1998. Encuesta Nacional de Ingresos y Gastos
de los Hogares (ENIGH).

Por otro lado, la ENSANUT (2006) reporta que la ingesta de grasas en la
poblacion adulta es de entre el 20 y 35% del consumo diario de energia. Este
nivel de consumo se considera normal de acuerdo a la ingesta diaria
recomendada. Sin embargo, el consumo de grasa de tipo saturada es del 18 al
20%, lo que significa un consumo entre un 11 y un 13% por arriba de la ingesta
diaria recomendada, la cual es menor al 7%. El consumo de este tipo de grasa
saturada es considerado perjudicial a la salud, ya que se encuentra asociado
con el desarrollo obesidad y alteraciones metabdlicas (ENSANUT, 2006;
Secretaria de Salud, 2009).



Este patrén de consumo se observa incluso en la poblacion infantil, en
donde el consumo de grasas es mayor al 35% del consumo diario de energia,
encontrando un consumo de grasa saturada mayor al 10%. Lo que representa
un consumo superior a las recomendaciones establecidas de este tipo de grasa
para dicha poblacién que van del 30-35% de grasa total y menor al 7% de
grasa saturada. En estudios con poblacién infantil mexicana, han encontrado
gue el consumo elevado de grasas y carbohidratos refinados conduce a la
aparicion de obesidad, alteraciones en el metabolismo de lipidos, resistencia a
la insulina, hipertension arterial en etapas tempranas de crecimiento,
predisponiendo ademas al desarrollo de diabetes mellitus (Perichart et al.,
2007; Srinivasan et al., 2008; Colin-Ramirez et al., 2009).

2.2 Obesidad e inflamacion

La presencia de obesidad se ha relacionado con la generacion de una
inflamacion de bajo grado, la cual es el principal factor de riesgo para el
desarrollo de alteraciones metabdlicas y fisioldgicas que deterioran el estado
de salud (Cornish et al., 2006).

2.2.1 Adiposidad

EL nivel de adiposidad se encuentra determinado principalmente por el
balance entre la sintesis (lipogénesis) y la degradacion (lipdlisis) de acidos
grasos en el organismo. La lipogénesis abarca el proceso de sintesis y
almacenamiento de triglicéridos en higado y tejido adiposo principalmente
(Kersten, 2001). El tejido adiposo se considera como un 6rgano endocrino
metabdlicamente activo, ya que es un efector principal de proteinas que
regulan positiva 0 negativamente diferentes procesos fisioldégicos y metabodlicos
(Trayhurn et al., 2001, 2005b y 2006; Luchsinger, 2008).



2.2.2 Inflamacion cronica

En un estado de obesidad se incrementa la produccion de citocinas
proinflamatorias y de proteinas de fase aguda, y se disminuye la produccion de
moléculas antiinflamatorias. Lo cual da como resultados la generacién de una
inflamacion cronica de bajo grado. Este estado inflamatorio activa diferentes
vias de sefalizacibn que desencadenan alteraciones metabdlicas como la
resistencia a la insulina y diabetes mellitus tipo 2, que afectan de manera
gradual la funcionalidad de diferentes 6rganos como el higado, el masculo y el
rifidn (Wellen et al., 2003; Jabs et al., 2005; Klimcakova et al., 2006).

2.2.2.1 Citocinas proinflamatorias

La citocinas proinflamatorias son proteinas de bajo peso molecular que
tienen efectos pleiotropicos y participan en diversas funciones bioldgicas, ya
sea inflamatoria o inmune. Asi mismo, varias de ellas pueden ejercer su efecto
sobre la misma funcidn, manteniendo asi un estimulo prolongado. Por lo que es
poco probable que la pérdida o neutralizacién de una citocina pueda interferir o
mitigar la inflamacion de manera importante. Dentro de las citocinas
inflamatorias mas estudiadas encontramos al factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a) e interleucina 6 (IL-6) (Coppack, 2001).

2.2.2.1.1 Factor de necrosis tumoral alfa

El TNF-a es sintetizado en correlacion positiva con el nivel de
adiposidad, por el tejido adiposo como por células del sistema inmune. Este
factor, es capaz de generar cierta resistencia a la insulina, al inducir
fosforilaciones en los residuos de serina y treonina del receptor de insulina v,
disminuir la expresion del sustrato del receptor de insulina (IRS-1); pasos
importantes para una adecuada sefalizacion de la insulina, que genera la
translocacion de transportadores de glucosa (Glut-4) a la membrana
plasmatica, permitiendo asi la incorporacion de glucosa a la célula y su



posterior metabolismo (Figura 4). En cambio tanto en higado como en rifidén
hace notar su efecto proinflamatorio, ya que estimula factores de transcripcién
como NFkB para la expresion y sintesis de otras proteinas como interleucina 6
(IL-6), Proteina C Reactiva, factor de crecimiento transformante beta (TGF-f) y
moléculas de adhesién vasculares (VCAM) e intracelulares (ICAM) generando
una inflamacion localizada y afectando la funcionalidad del tejido (Fasshauer et
al., 2003; Arner, 2005).

Sefalizacidn de Insulina

Glucosa

.....

Transporte
de glucosa

Metabolismo de glucosa
Sintesis de lipidos/gucageno/prote inas

Expresidn especifica de genes

Figura 4. Efecto del factor de necrosis tumoral alf  a, sobre la sefalizacién

de la insulina . Fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3k), Cinasa de serina/treonina (Akt/PKB),

Cinasa de proteina C (PKC), Fosfatasa de proteina- 1 (PP1), Cinasa de glucégeno sintasa-3
(GSK3).

2.2.2.1.2 Interleucina 6

La IL-6 es una citocina proinflamatoria secretada principalmente por el
tejido adiposo y el higado en correlacion positiva con el nivel de adiposidad. Es
capaz de inhibir la sefializacién de la insulina por el mismo mecanismo que el
TNF-a. Por otro lado cuando las concentraciones plasmaticas tanto de IL-6
como de TNF-a son elevadas, ejercen efectos sobre el sistema nervioso central

suprimiendo el apetito. En adipocitos activa la lipolisis y ésto a su vez a la



proteina cinasa C beta (PKCp), quien por un lado, induce fosforilaciones en
residuos de serina y treonina del receptor de insulina (IR) inhibiendo la
sefalizacion de la insulina, y por otro lado, activa al factor de transcripcion
nuclear kappa B (NF-kB), quien induce la expresion de citocinas
proinflamatorias en este mismo tejido. Dichas citocinas pueden ser liberadas al
plasma e incrementar la sintesis de proteinas de fase aguda en el higado,
desarrollando un ambiente inflamatorio de bajo grado, sistémico, que puede
afectar la funcionalidad de otros tejidos como el riidn (Gabay et al., 1999;
Coppack, 2001; Fasshauer et al., 2003; Arner, 2005; Larter et al., 2006).

2.2.2.2 Proteinas de fase aguda

Estas proteinas son sintetizadas principalmente en el higado, en
respuesta a un ambiente inflamatorio de bajo grado. Ademas su produccién
puede ser regulada directamente por componentes de la alimentacion (Gabay
et al., 1999; lvashchenko, et al., 2005).

2.2.2.2.1 Proteina C reactiva

La proteina C reactiva (CRP) es sintetizada principalmente en el higado,
aunque evidencias recientes demuestran que su sintesis se lleva a cabo en
otros tejidos como el rifién, las neuronas, el muasculo liso y los macréfagos
(alveolares y endoteliales), asi como en el tejido adiposo en donde su
expresion se ve disminuida por accion de la adiponectina (Devaraj et al., 2009).
Ademas, King et al. (2003) relacionaron ciertos componentes de la
alimentacion como la grasa saturada, con niveles elevados de CRP en el

plasma.

La CRP es capaz de inducir un incremento en la expresion de moléculas
de adhesion y quimiotacticas como: molécula de adhesion intercelular (ICAM),
molécula de adhesion vascular-1 (VCAM-1), selectina E y proteina

quimiotactica de monocitos (MCP-1), permitiendo la adhesion e infiltracion de
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monocitos, para su posterior maduracion a macrofagos, favoreciendo el
desarrollo de aterosclerosis e inflamacion endotelial (Osman et al., 2006; Arce-
Torres et al., 2008; ; Montecucco et al., 2008; Devaraj et al., 2009). Estos
mismos efectos fueron observados por Vaccaro et al. (2007) en el rifidn,
quienes asociaron positivamente las concentraciones de moléculas de
adhesion con los niveles plasméaticos de CRP y la presencia de insuficiencia

renal.

2.2.2.3 Moléculas antiinflamatorias

El tejido adiposo, es capaz de neutralizar la inflamacion de bajo grado
por medio de la sintesis de proteinas antiinflamatorias como la adiponectina
(Ouchi et al., 2007).

2.2.2.3.1 Adiponectina

La adiponectina es el péptido mayoritariamente secretado por el tejido
adiposo bajo condiciones y niveles normales de adiposidad, presentado efectos
antiinflamatorios y pleiotropicos. Mejorando la homeostasis del balance de
energia, evitando la acumulacién de tejido adiposo al favorecer la oxidacion de
los acidos grasos en musculo y tejido adiposo. Ademas de mejorar la funcion
vascular evitando el desarrollo de alteraciones cardiovasculares. Su sintesis se
ve disminuida por efecto de las citocinas TNF-a e IL-6, o que a su vez se ha
relacionado con el desarrollo de alteraciones en la funcion renal (Estrada et al.,
2006; Dominguez, 2007; Magkos et al., 2007).

2.3 Alteraciones metabdlicas de la obesidad

El desarrollo de la inflamacion de bajo grado causado por la obesidad,
se encuentra relacionado positivamente con el desarrollo de alteraciones

fisiol6gicas y metabdlicas, que predisponen al desarrollo de resistencia a la
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insulina, diabetes mellitus tipo 2, enfermedad cardiovascular e insuficiencia

renal (Baena-Diez et al., 2002).

2.3.1 Metabolismo de glucosa

Durante las condiciones de alimentacion o ayuno, la glucosa plasmatica
en individuos normales tiende a permanecer en un rango de entre 70 y 100
mg/dL. Este control esta regulado por el balance entre la absorcion de glucosa
desde el intestino al plasma, la produccién de glucosa endégena y el consumo
de glucosa por los tejidos para su metabolizacion. Proceso en los que la
insulina juega un papel importante, ya que desencadena sefalizaciones
intracelulares que le permiten captacion adecuada de glucosa al masculo y al
tejido adiposo; ademas, la insulina inhibe la degradaciéon del glucégeno
almacenado en el higado. Estos efectos actian como reguladores primarios de
las concentraciones plasmaticas de glucosa. Por otro lado, la insulina estimula
el crecimiento y diferenciacion celular, e induce el almacenamiento de tejido
adiposo (lipogénesis), sintesis de glucdégeno y de proteinas (Figura 5) (Saltiel et
al., 2001).

Glucosa Aminoacidos Receptor de

IR _ﬂ};;{f i

- Aminoécidos/
¥

Proteina

Triglicéridos  —3» AGL
Glucdlisis/oxidacion

Aminoacidos
Glucégeno

| Adaptado de Saltiel, etal, 2001 |

Figura 5. Regulacion del metabolismo de glucosa por accion de la

insulina. La insulina es una hormona anabdlica, que promueve la sintesis y almacenamiento
de carbohidratos, lipidos y proteinas, evitando la degradacion y liberacién a la circulacion. La
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insulina estimula la carga de glucosa, aminoacidos y acidos grasos libres (AGL) dentro de las
células, e incrementa la actividad de las enzimas que catalizan la sintesis de glucégeno, lipidos
y proteinas, inhibiendo la actividad o expresién de aquellas que catalizan la degradacién.

La insulina es secretada por las células [3 pancreaticas, en proporcion a
las concentraciones plasmaticas de glucosa. La glucosa al entrar a las células
B pancreaticas se metaboliza incrementando asi la concentracion de adenosina
trifosfato (ATP), cerrandose los canales de potasio generandose la apertura de
los canales de calcio, éste estimulo desencadena la secrecion de insulina al
plasma (Langin, 2001). Sin embargo, cuando existe resistencia a la insulina, el
pancreas presenta una sobreproduccién de insulina sin lograr reducir las
concentraciones de glucosa, lo que desencadena dafios en la regulacion de

dichos procesos (Saltiel et al., 2001).

2.3.2 Resistencia a la insulina

La resistencia a la insulina es una alteracion que se caracteriza por una
sefalizacion inadecuada de dicha hormona en el tejido muscular, el adiposo y
en el higado, lo que desencadena una disminucién en la captacién de glucosa
por los tejidos sensibles a esta, y a una inadecuada inhibicion en la produccion
de glucosa hepatica y lipdlisis en tejido adiposo, generando elevaciones en las
concentraciones plasmaticas de glucosa y lipidos. Esta alteracion se observa
comunmente durante la obesidad, y conllevan al desarrollo de diabetes mellitus
tipo 2 y alteraciones en la funcién de otros 6érganos importantes como el rifion
(Langin, 2001; Saltiel et al., 2001; Wilcox, 2005).

2.3.3 Obesidad y resistencia a la insulina

Existen dos vias por las cuales el exceso de peso puede desencadenar
el desarrollo de resistencia a la insulina: citocinas proinflamatorias y acidos
grasos libres. Las citocinas durante la obesidad son capaces de activar cinasas
que fosforilan al receptor de insulina en lo residuos de serina y treonina,

inhibiendo la adecuada sefalizacion de la insulina. Por otro lado, en los
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adipocitos cuando la sefalizacion de la insulina se encuentra dafiada, se
activan enzimas lipoliticas que degradan los triglicéridos almacenados,
permitiendo la salida de acidos grasos libres al torrente sanguineo, los cuales
son dirigidos a depdsitos ectopicos como el higado, pancreas y rifidén, donde
favorecen en mayor grado la resistencia a la insulina al activar a enzimas como
la PKC, que induce fosforilaciones en residuos de serina y treonina del receptor
de insulina lo que inhibe la sefalizacién, ademés e inducir efectos lipotdxicos
gue desencadenan dafio celular y apoptosis (Kahn et al., 2000; Saltiel et al.,
2001; Vernia-Miralles, 2007).

Durante la resistencia a la insulina el metabolismo de glucosa se
desfoga a vias alternas en donde se genera principalmente otros compuestos
como especies reactivas de oxigeno (EROS), que potencian el bloqueo de la
sefalizacion de la insulina. También son capaces de oxidar otras moléculas
como lipoproteinas de baja densidad y asi favorecer el desarrollo de otras
complicaciones como disfuncion endotelial e hipertension arterial (Osman et al.,
2006; Knight et al., 2008; Schwartz et al., 2008).

2.4 Anatomia y fisiologia renal

Los rifiones son 6rganos encargados de filtrar la sangre para eliminar
productos de desecho y agua en exceso. La unidad funcional del rifién es la
nefrona y cada rindn esta compuesto por alrededor de un millon de éstas. La
estructura de la nefrona estd compuesta de un glomérulo, el cual esta rodeado
por la capsula de Bowman y una serie de tubulos, en donde se lleva a cabo la
filtracion, permitiendo el paso de los desechos metabdlicos para su eliminacion
(Figura 6) (NKUDIC, 2009).
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Figura 6. Anatomia y fisiologia renal.

2.4.1 Alteracion renal

La funcién renal se refiere principalmente a la eficiencia de filtracion de
sangre por los rifiones a nivel glomerular. La eficiencia en la filtracion se calcula
por medio de la tasa de filtracibn glomerular (TFG) utilizando las
concentraciones plasméticas y en orina de creatinina. La tasa de filtracion
glomerular en individuos sanos es mayor al 90%. Sin embargo, cuando existe
algun grado de falla renal la TFG disminuye, a pesar de esto, cuando la funcion
disminuye a niveles del 60 o 70% la falla renal aun es dificil de percibir, pero
cuando es menor al 25% por ciento se presentan problemas graves a la salud,
y menor al 15% se requiere de una terapia de reemplazo renal (didlisis o
transplante de rifion) (NKUDIC, 2009; NKF 2010a).

La presencia de microalbumina, proteinas o células sanguineas en la
orina son signos tempranos de enfermedad renal. Estas alteraciones en la
funcion renal son producidas con mayor regularidad por enfermedades como
diabetes e hipertension arterial (Wolf et al., 2002; Abrass, 2004; Knight et al.,
2008; NKUDIC, 2009).
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2.4.2 Obesidad y rifidén

La presencia de resistencia a la insulina, disfuncion endotelial e
hipertension arterial en su conjunto desencadenan cambios hemodindmicos
que inducen alteraciones en la funcion renal al generarse hipertrofia glomerular,
proliferacion celular mesanguial y otros factores involucrados en el desarrollo

del dafo renal.

En un estudio con individuos saludables se observd que una
hiperinsulinemia en condiciones euglucémicas no afecta la tasa de filtracion
glomerular (TFG), ni al flujo plasmatico renal. Sin embargo, en individuos
obesos se encontré una relacion positiva entre la resistencia a la insulina, la
TFG y la excrecién de albumina urinaria, efectos asociados al incremento de la
presion hidraulica intracapilar generada por los efectos antes mencionados, lo
cual exacerba la proteinuria e induce la activacion de factores de transcripcion
para la sintesis de citocinas y moléculas apoptéticas en el riidn. Asi mismo, la
insulina induce la proliferacibn de células mesangiales y produccion de
proteinas de la matriz extracelular, por medio de la estimulacion de factores de
crecimiento como IGF-1 y TGF-B1 que conducen al desarrollo de la nefropatia
(Nistala et al., 2008; Savino et al., 2010).

2.4.3 Pruebas diagnostico de enfermedad renal

Las pruebas comunes para el diagnostico de alteraciones renales
recomendadas por la National Kidney Foundation (2010b) son:

1. Medicién de la presion arterial
Deteccion y cuantificacion de proteinuria y/o hematuria
3. Estimacién de la tasa de filtracion glomerular con base en la medicion de

creatinina en suero y orina.

16



l1l. JUSTIFICACION

La obesidad infantil es el problema de salud publica mas alarmante en la
actualidad de nuestro pais, debido al rapido crecimiento en su prevalencia
durante las ultimas décadas. La obesidad durante los primeros afios de vida
predispone a dicha poblacion a sufrir complicaciones metabdlicas, incluso
desde etapas tempranas de la vida. La modificacién en el estilo de vida y los
patrones de alimentacion han contribuido de manera importante en el
desarrollo de alteraciones que afectan gradualmente la funcionalidad de

diversos tejidos y tejidos como el higado, el musculo el rifién y el endotelio.

Por otro lado, diversos estudios en poblacion infantil han identificado
malos habitos de alimentacion, tal como el consumo elevado de grasas (>35%
del consumo diario de energia) y de carbohidratos simples (~18-20% del
consumo diario de energia), los cuales se han asociado con la presencia de
alteraciones metabdlicas como la obesidad, resistencia a la insulina,
intolerancia a la glucosa, hipertension arterial y dislipidemias principalmente
(Perichart et al., 2007). Asi mismo, el sector salud ha catalogado a las grasas
del tipo saturada como el principal factor de riesgo para el desarrollo de
complicaciones cronicas a la salud, al reportar que la poblacibn mexicana

consume un 11% por arriba de las recomendaciones establecidas.

Tanto la obesidad y como el consumo elevado de grasas son
considerados como factores de riesgo para el desarrollo de alteraciones en el
metabolismo de glucosa vy lipidos principalmente que conducen a la presencia
de dafio cardiovascular y diabetes. Sin embargo, existe poca informacién
acerca del efecto especifico de la grasa saturada durante las etapas tempranas
de crecimiento sobre el desarrollo de alteraciones renales. Por lo que en el
presente trabajo se plante6 determinar el efecto de la ingesta de grasa
saturada similar al reportado para nuestra poblacién, sobre el riesgo al
desarrollo de alteraciones renales en etapas tempranas de crecimiento en un

modelo animal.
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IV. HIPOTESIS

El consumo de una dieta alta en grasa saturada durante etapas
tempranas de crecimiento induce alteraciones metabdlicas que conducen al

desarrollo de alteraciones renales.

18



V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Determinar el efecto de una alimentacion alta en grasa saturada durante
etapas tempranas de crecimiento como factor de riesgo para el desarrollo

alteraciones renales en un modelo animal.

5.2 Objetivos particulares

1. Evaluar el efecto de una dieta alta en grasa saturada sobre el desarrollo

de alteraciones renales mediante parametros bioquimicos.

2. ldentificar marcadores séricos de riesgo relacionados con alteraciones

renales.

3. Evaluar el perfil de expresion diferencial de genes transcritos

relacionado con alteraciones renales.
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VI. METODOLOGIA

Los animales utilizados en este modelo fueron adquiridos en el bioterio
del Instituto de Neurobiologia (INB) de la Universidad Nacional Autbnoma de
México (UNAM) campus Juriquilla, Querétaro, Querétaro. Los animales fueron
sometidos a diversos procedimientos experimentales, siguiendo las normas
éticas establecidas por la Norma Oficial Mexicana para el uso de animales de
experimentacion (especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso
de los animales de laboratorio) (NOM-062-Z00-1999).

6.1 Caracteristicas del modelo animal

Para este estudio se utilizaron ratas de la cepa Sprague-dawley macho
recién destetadas de aproximadamente cuatro semanas de edad, entre los 30 y

50 gramos de peso corporal.

Todos los animales fueron enjaulados por separado con ciclos de
luz/oscuridad de 12 horas, 25T y acceso ad libitum al agua y alimento. Previo
al inicio de la etapa experimental los animales fueron sometidos a un periodo
de adaptacién por cinco dias tiempo en el que fueron alimentados con alimento
comercial molido NIH-31 (Zeigler BROS, INC).

6.2 Grupos experimentales

Tras el periodo de adaptacién, los animales fueron divididos
aleatoriamente en dos grupos experimentales, asegurando un peso corporal

similar entre los grupos con una variabilidad menor de = 10 gramos.

Ambos grupos fueron sometidos a diferentes tipos de alimentacion
durante 12 semanas. Los animales del grupo 1 (Alimentacién normal, n=6),
fueron alimentados con alimento comercial molido NIH-31 (Zeigler BROS, INC).
Mientras que los animales del grupo 2 (Alimentacion alta en grasa saturada,

n=10), fueron alimentados con el mismo alimento pero suplementado con
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manteca de cerdo y manteca de coco para asegurar un consumo elevado de

grasas (39%) y de grasas saturadas (23.7%), como se muestra en el cuadro 1.

Cuadro 1. Composicion nutrimental de las dietas uti lizadas en el modelo

Alimento comercial Alimentacién alta en grasa
(Zeigler NIH-31)

Nutrimento Contenido Nutrimento Contenido
Energia (kcal/gr)* 3.07 Energia (kcal/gr)* 423
Proteina” 22 Proteina” 19
Carbohidratos™ 66 Carbohidratos® 42
Grasa total” 12 Grasa total” 39
De las cuales: De las cuales:
Saturadas” 4 Saturadas” 23.7
Poliinsaturadas” 4 Poliinsaturadas” 7.2
Monoinsaturadas” 4 Monoinsaturadas” 8.1

: kilocalorias que aporta un gramo de alimento consumido.
% Porcentaje de energia que aporta cada nutrimento.

Durante las 12 semanas, se evaluo el nivel de consumo de alimento, de

grasa saturada y el peso corporal de los animales.

6.3 Determinaciones fisiolégicas  in vivo

Durante la semana 12 de alimentacién se determiné glucosa en ayuno y
se realiz6 una curva de tolerancia a la glucosa para determinar la capacidad de
utilizacion de glucosa de los animales, asi como, la medicion de la presion
arterial (sistolica y diastélica), para observar el efecto de la alimentacion sobre
el desarrollo de alteracion en el metabolismo de glucosa y enfermedad

cardiovascular.
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6.3.1 Determinacién de glucosa en ayuno

Las ratas fueron sometidas a un periodo de ayuno de minimo 8 horas, y
posteriormente se les tomd una muestra se sangre extraida de la vena caudal
localizada en la cola de las ratas, la cual se colocO en una tira reactiva Accu-
Chek® de la marca comercial ROCHE®, y se analizé6 en un glucémetro de la
misma marca, el cual tiene un rango de sensibilidad de 10 a 600 mg/dL de

glucosa.

6.3.2 Determinacion de la curva de toleranciaala  glucosa

Posterior a la glucosa en ayuno, las ratas recibieron por via intragastrica
una solucion de dextrosa (3 g/kg de peso corporal), y se cuantificaron los
niveles plasmaticos de glucosa a los tiempos 0, 30, 60 y 120 minutos. Para la
medicién de las concentraciones de glucosa se utilizaron tiras reactiva Accu-
Chek® de la marca ROCHE®, y un glucémetro de la misma marca. La primera
medicion de glucosa (tiempo 0) se realizd posterior a las 8 horas de ayuno,
mientras que las concentraciones de los siguientes tiempos se determinaron a

los minutos indicados tras la carga intragastrica de dextrosa.

6.3.3 Presion arterial

La medicion de la presion arterial se evalu6 mediante un método no
invasivo (plestimografia), utilizando el equipo Automatic blood pressure
computer modelo LE5007 (LSI Letica®). En el cual cada rata fue colocada
dentro de un cepo ajustado a su tamafo, colocando sobre la cola un brazalete
y un sensor, el brazalete se infla y el sensor detecta el nivel de presion arterial
sistdlica y diastdlica, los resultados son expresados en milimetros de mercurio

(mm Hg).
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6.4 Sacrificio y obtencion de muestras bioldgicas

Al finalizar las 12 semanas de alimentacion, los animales permanecieron
en ayuno entre 8 y 12 horas, tiempo en el que se recolectd una muestra de
orina. Posteriormente los animales se anestesiaron en una camara con éter

etilico para la obtencidon de muestras de sangre y rifion.

6.4.1 Orina

Se recolect6 orina de 12 horas durante el lapso de tiempo en que los
animales permanecieron en ayuno previo al sacrificio. La orina se filtrd y se
almacend en tubos estériles de 15 mL en congelacion a -20C hasta el

momento de la realizacion de las pruebas correspondientes.

6.4.2 Sangre

Una vez anestesiado el animal, se realizé una puncion cardiaca para la
extraccion de 10 mL de sangre en un tubo BD vacutainer® serum.
Posteriormente, la muestra se centrifugd 10 minutos a 10,000 rpm para la
obtencion del suero, el cual se coloco en varias alicuotas de 500 yL cada unay

se congelaron a -20TC hasta el dia de las determina ciones bioquimicas.

6.4.3 Rifi6n

Durante el sacrificio, se extrajeron ambos rifiones, se lavaron con
solucidn fisiolégica tratada con Dietilpirocarbonato (DEPC), y se congelaron en
nitrégeno liquido para su almacenamiento a -70C hasta la realizacion de

analisis moleculares.
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6.5 Determinaciones bioquimicas séricas

6.5.1 Perfil de lipidos

La cuantificacion de los niveles séricos de colesterol total, triglicéridos,
lipoproteina de baja densidad (LDL) y lipoproteina de alta densidad (HDL), se
llevo a cabo mediante kits enzimaticos de la marca RANDOX® (Antrim, Reino
Unido).

6.5.2 Insulina

La determinacion de las concentraciones séricas de insulina se realiz6
por medio del ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA), con el

Rat/Mouse Insulin ELISA kit de la marca Millipore®.

6.5.3 Creatinina

Se determind la concentracion sérica de creatinina, por medio de un
método colorimétrico utilizando el kit Creatinina de la marca RANDOX® (Antrim,
Reino Unido).

6.5.4 Moléculas inflamatorias

La cuantificacion y deteccibn de TNF-a, adiponectina y proteina C
reactiva, se realizO mediante el ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas
(ELISA), utilizando Rat TNF-a ELISA kit y Rat Adiponectin ELISA Kit, ambos de
la marca Invitrogen™, y Rat C Reactive Protein (CRP) ELISA Kit de la marca

Millipore™.
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6.6 Determinaciones bioquimicas en orina

6.6.1 Proteina total

Para la determinacion de la proteina total en orina, se utiliz6 el método
colorimétrico de Lowry et al (1951), obteniendo las concentraciones de proteina
en mg/dL.

6.6.2 Creatinina

Se determind la concentracion de creatinina en orina, por medio de un
método colorimétrico utilizando el kit Creatinina de la marca RANDOX® (Antrim,
Reino Unido).

6.7 Nivel de expresion de los genes que codifican p  ara proteina C
reactiva, VCAM-1 e ICAM-1 en rifidn.

Para evaluar el nivel de expresion de los genes, primeramente se realizo
una extraccion del ARN total del rifidn con el kit RNeasy de la marca comercial
Quiagen®. Una vez obtenido el RNA total, se realizé la reaccién en cadena de
la polimerasa utilizando el kit SuperScript™ One-Step RT-PCR with Platinum®
Taq de la marca Invitrogen®, utilizando el termociclador Gene Cycler de Biorad.
Cada reaccion se llevd a cabo en un volumen final de 20 pL, con una
concentracion final de 500 ng de ARN total, 10 picomoles de cada
oligonuledtido (sentido y antisentido), 1.5 mM de MgCl,, 0.2 pL de la mezcla de
enzimas (polimerasa y transcriptasa reversa), 200 mM de dNTP’s, siguiendo
las condiciones descritas en el Cuadro 2. Posteriormente se llevo a cabo una
electroforesis en gel de agarosa al 1.5%, y fue tefiido en una solucion de
bromuro de etidio (10 mg/mL), y el gel fue observado en un transiluminador
Kodak con luz ultravioleta para determinar que las bandas correspondieran al
tamafo del producto esperado utilizando el marcador de peso molecular 100 pb
DNA Ladder, Invitrogen™.
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Cuadro 2. Condiciones para la reaccion en cadena de  la polimerasa.

Tamafio
Gen Oligonucleétidos del Condiciones
producto de
PCR
(pb)
1 ciclo
S 5 TGCCACTCAGAAGACTGTGG 3 - 50%C, 30 min.
- 94<C, 2 min.
GAPDH 575 35 ciclos
A | 5 TGTGAGGGAGATGCTCAGTG 3° - 94° 2 min.
- 58<C, 30 seg.
-72<C, 1 min.
1 ciclo
-72<C, 7 min.

1 ciclo

S | 5 ATGGAGAAGCTACTATGGTG 3’ ~50C, 30 min.
- 94<C, 2 min.

CRP 687 45 ciclos

A | 5 CTCACAACAGTCAGTCAAGG 3’ - 94% 2 min.
- 56<C, 30 seg.
-72<C, 1 min.
1 ciclo
-72<C, 7 min.

1 ciclo
S 5 CGGTCATGGTCAAGTGTTTG 3’ - 50%C, 30 min.
- 94<C, 2 min.
VCAM-1 785 40 ciclos

A | 5 CTCCAGTTTCCTTCGCTGAC 3 - 947 2 min.
- 58<C, 30 seg.

-72%TC, 1 min.
1 ciclo
-72<C, 7 min.

1 ciclo
S 5 CCTGTTTCCTGCCTCTGAAG 3’ - 50%C, 30 min.
- 94, 2 min.
ICAM-1 558 35 ciclos

, . -94° 2 min.
A 5" GTCTGCTGAGACCCCTCTTG 3 ’
- 58<C, 30 seg.

-72<C, 1 min.
1 ciclo
-72%C, 7 min.

S: Oligonucleotido sentido. A: Oligonucleodtido antisentido. (pb) pares de bases.

6.8 Perfil de expresidn génica diferencial en rifion

Se evaludé el perfil de expresion génica diferencial de 84 genes
relacionados con el desarrollo de diabetes en el rifion, con el kit Rat Diabetes
RT? profiler™ PCR Array, y el instrumento de PCR en tiempo real ABI Standard
blocks 7900HT. Para dicho procedimiento se realizO primeramente una
extraccion de ARN total del rifibn con el kit RNeasy de la marca comercial
Quiagen®. Posteriormente a partir del ARN total se sintetiz6 el ADN
complementario de todos los ARN mensajeros, con la utilizacion del kit

SuperScript™ Il Reverse Transcriptase y oligo dT de la marca Invitrogen™.
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6.9 Analisis estadistico

Los resultados obtenidos se expresaron como la media + el error
estandar. Se realiz6 comparacién de medias por la prueba t de student y una
prueba de medianas para buscar diferencias estadisticas significativas.
Ademas de correlaciones de Pearson (R?) entre diversas variables del estudio.
Utilizando el paquete estadistico JMP v5.0.1.
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

La dieta utilizada en este estudio fue diseflada a partir del consumo
reportado de grasa saturada en la poblacién mexicana, con el objetivo de inferir
el efecto especifico de este patron de consumo sobre parametros bioquimicos
e inflamatorios relacionados con alteraciones renales en etapas tempranas de

crecimiento, simuladas en un modelo animal.

7.1 Consumo de grasa saturada

De acuerdo al disefio de la alimentacion, el consumo de grasa saturada
fue del 23.7% del consumo energético total en los animales que recibieron la
dieta alta en grasa saturada, en comparacién del 4% de los animales que
recibieron la dieta normal: y como se muestra en la figura 7, el nivel de
consumo entre los grupos mostré diferencia estadistica significativa a lo largo

del tiempo experimental.

La edad de los animales utilizados en este estudio simula una edad
humana entre los 3 y 12 afios de edad, etapa en donde la recomendacion de
consumo de grasa saturada es menor al 7% de la ingesta energética total. De
acuerdo a un andlisis de la encuesta nacional de nutricion de 1999, realizado
por Flores et al., (2003), reporta que la media de consumo de energia por la
poblacidn infantil mexicana en edad preescolar (2-6 afios) y escolar (6-12 afios)
es de 949 y 1377 kilocalorias respectivamente. Tomando estos datos como
referencia y en base a la recomendacion de consumo de grasa saturada debe
ser menor del 7%, se puede inferir que el consumo recomendado de grasa
saturada en kilocalorias debe ser menor a 66 y 96 kilocalorias respectivamente,
para las edades mencionadas. De acuerdo a esto, los animales que recibieron
la dieta alta en grasa saturada consumieron en promedio un 60% por arriba de
las recomendaciones de consumo de este tipo de grasa.
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Figura 7. Consumo de grasa saturada por ratas Sprag ue-Dawley en

diferentes etapas de crecimiento.  Dieta normal (Normal), dieta alta en grasa saturada
(Grasa saturada), recomendacion de grasa saturada en edad preescolar (RGSEP),
recomendacion de grasa saturada en edad escolar (RGSEE). Los datos se presentan como la
media + error estandar. **Indica diferencia estadistica significativa con un valor de P<0.01.

7.2 Efecto del consumo de grasa saturada sobre lai  ngesta de alimento y

energia en ratas Sprague- Dawley.

Como se observa en la figura 8, el consumo de alimento muestra una
tendencia positiva a lo largo del tiempo experimental, lo cual se debe al
desarrollo normal de los animales en estudio. A pesar de que Bessensen et al.
(2008) indican que el consumo de una dieta tipo occidental con elevado
contenido de grasas (60%) conlleva al desarrollo de hiperfagia (alto consumo
de alimento), en las ratas en estudio no se observo tal efecto, ya que las ratas
que recibieron la dieta alta en grasa saturada consumieron un 15% menos
alimento en comparacion con las que recibieron una dieta normal durante las
12 semanas experimentales, efecto que pudo ser debido a la capacidad de los
animales de regular la ingesta de alimento para satisfacer sus necesidades
energéticas (Milagro et al., 2006).
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Figura 8. Efecto de la dieta alta en grasa saturada  sobre el consumo de

alimento. Dieta normal (Normal), dieta alta en grasa saturada (Grasa saturada). Los datos se
presentan como la media + error estandar. **Indica diferencia estadistica significativa con un
valor de P<0.01.

A pesar de mostrar un menor consumo de alimento, los animales
alimentados con la dieta alta en grasa saturada tuvieron un consumo
energético mayor a lo largo del tiempo experimental en un nivel promedio del
17%, en comparacion con las que recibieron la dieta normal. Dicho efecto se
debe principalmente a la diferencia en la densidad energética de ambas dietas,
ya que a dieta alta en grasa saturada aporta 4.23 kcal/gr, mientras que la dieta

normal sélo 3.07 kcal/gr (Figura 9).
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Figura 9. Efecto del consumo de grasa saturada sobr e la ingesta

energética. Dieta normal (Normal), dieta alta en grasa saturada (Grasa saturada). Los datos
se presentan como la media * error estandar. *Indica diferencia estadistica significativa con un
valor de P<0.05 y ** P<0.01.

7.3 Efecto del consumo de grasa saturada sobre lag anancia de peso

Como se muestra en la figura 10, el efecto del consumo de grasa
saturada sobre la ganancia de peso en este modelo fue muy similar en ambos
grupos experimentales hasta la semana 9, mostrando a partir de ésta semana
un ligero incremento de peso en las ratas con dieta alta en grasa saturada
llegando a tener un peso significativamente mayor en la semana 12 (394.9 *
8.8 y 362.0 + 8.5 gramos, respectivamente) con un valor de P<0.05 (Figura 9),
lo cual representa una diferencia de peso del 8% entre los grupos
experimentales. Ademas el consumo de grasa saturada muestra correlacion
positiva con la ganancia de peso (r = 0.96; p<0.05). El incremento de peso
registrado en este modelo es comparable con datos reportados por otros
investigadores en los que utilizan condiciones de estudio similares a este
trabajo. Smith et al., (2006) sometieron a ratas Sprague-Dawley macho recién

destetadas a una alimentacién alta en grasa (35%) durante 10 semanas,
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observando un incremento en el peso corporal del 15% mas en el grupo
alimentado con dieta alta en grasa con respecto al grupo alimentado con una
dieta normal. Por otro lado, Dobrian et al., (2001), en su modelo sometieron
animales Sprague-Dawley macho a una alimentacién alta en grasa (32%)
durante 16 semanas, en donde observaron un incremento del 10% de peso
corporal en el grupo alimentado con dieta alta en grasa con respecto al que
recibi6 una alimentacion normal. Estos resultados concuerdan con lo
encontrado en el presente trabajo a pesar de que en este ultimo estudio se
utilizaron ratas en edad mas avanzada con un peso inicial entre 300 y 350

gramos.
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Figura 10. Ganancia de peso corporal por efecto del consumo de grasa

saturada. Dieta normal (Normal), dieta alta en grasa saturada (Grasa saturada). Los datos se
presentan como la media + error estandar. * Indica diferencia estadistica significativa con un
valor de P <0.05.

7.4 Almacenamiento de tejido adiposo visceral por e  fecto del consumo de

grasa saturada

El nivel de almacenamiento de tejido adiposo visceral fue mayor en las

ratas alimentadas con la dieta alta en grasa saturada con respecto a las que
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recibieron alimentacion normal (10.7 + 08 y 3.7 = 0.05 gramos
respectivamente), sin mostrar diferencia estadistica significativa (p=0.06)
(Figura 11). A pesar de esto, el mayor acumulo de grasa observado por
consumo de grasa saturada es fisioldgicamente significativo ya que se observé
una correlacion positiva entre en nivel de adiposidad con el consumo de grasa
saturada (r=0.98; p<0.05). El nivel de almacenamiento de tejido adiposo
depende principalmente tanto de la cantidad de grasa consumida, y del nivel de
oxidacion de acidos grasos provenientes de la dieta. Bessesen et al. (2008)
han demostrado tanto en humanos como en ratas que el consumo de una
alimentacion alta en grasa puede generar dos respuestas principales. Por un
lado, puede elevar la oxidacibn de &cidos grasos proveniente de la
alimentacion evitando su almacenamiento, lo cual genera que se mantenga el
peso corporal estable. Por otra parte, dicha oxidacion puede ser disminuida
permitiendo un mayor nivel de almacenamiento de acidos grasos en forma de
triglicéridos en el tejido adiposo, conllevando a una ganancia de peso. La
facilidad de oxidacion de un &cido graso depende del grado de saturacion que
presente, ya que diversos estudios han mostrado que los acidos grasos
saturados muestran un bajo nivel de oxidacién con respecto a los insaturados,
siendo los que principalmente se almacenan en tejido adiposo provocando un

incremento en el nivel de adiposidad.

33



——

Tejido adiposo visceral (g)
(o))

4 -
5 |
0
Grasa saturada
Dieta
Figura 11. Almacenamiento de tejido adiposo viscera | en ratas Sprague-

Dawley. Dieta normal (Normal), dieta alta en grasa saturada (Grasa saturada). Los datos se
presentan como la media + error estandar.

El tejido adiposo es considerado como un o6rgano metabdlicamente
activo debido a su capacidad de secretar proteinas bioactivas que actlan
positiva 0 negativamente sobre el metabolismo de lipidos, sensibilidad a la
insulina, sistema del complemento, homeostasis vascular, regulacion de la
presidn sanguinea, angiogénesis y el balance de energia. La acumulacion de
grasa en la zona visceral es uno de los factores de riesgo para el desarrollo de
alteraciones cardiovasculares y resistencia a la insulina, principalmente
(Trayhum et al., 2004; You et al., 2004).

7.5 Efecto del consumo de grasa saturada sobre el d esarrollo de

alteraciones cardiovasculares.

El consumo de grasas es un factor de riesgo para el desarrollo de
alteraciones cardiovasculares; por lo tanto, en este estudio se determind el

efecto de esta dieta sobre marcadores de dafio cardiovascular.
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7.5.1 Efecto del consumo de grasa saturada sobre la  presion arterial.

En este estudio no se logro observar un incremento en la presion arterial
de los animales alimentados con una dieta alta en grasa saturada en
comparacion con los que recibieron una alimentacion normal. Como se muestra
en la figura 12, los niveles de presion arterial sistolica (137.00 + 3.61y 135.5
3.41 mmHgQ) y diastdlica (113.78 + 3.04 y 112.00 £ 3.48 mmHg), fueron muy
similares entre ambos grupos de estudio. Son controversiales los resultados de
estudios con dietas altas en grasas sobre alteraciones en la presion arterial, ya
gue segun Smith et al., (2006), las ratas alimentadas con una dieta alta en
grasa (35%) durante 10 semanas, muestran un incremento significativo en la
presién arterial encontrando valores de 161 + 2 mmHg, con respecto a las ratas
control que fue de 137 £ 2 mmHg. Al contrario de lo reportado por Knight et al,
(2008), quienes concluyen que el efecto del consumo de una dieta alta en
grasa (36%) durante el mismo tiempo experimental no desencadena
alteraciones en la presion arterial. En el mismo sentido, un estudio con
poblacidn infantil llevado a cabo por Saieh et al. (2009) encontraron que el
consumo elevado de cloruro de sodio (5.8 gramos) se encuentra directamente
relacionado con la presencia de hipertension arterial. Por lo anterior es posible,
gue el consumo de grasas en etapas tempranas de crecimiento puede no ser el
factor méas importante de riesgo para el desarrollo de alteraciones
cardiovasculares, si no que el consumo de sodio puede afectar de manera mas

importante en el desarrollo de estas alteraciones.
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Figura 12. Presion arterial sistélica y diastélica de ratas en etapas

tempranas de crecimiento. Dieta normal (Normal), dieta alta en grasa saturada (Grasa
saturada). Los datos se presentan como la media + error estandar.

7.5.2 Efecto del consumo de grasa saturada sobre el perfil de lipidos.

Con respecto al perfil lipidico no se observaron diferencias estadisticas
significativas en las concentraciones de colesterol total, lipoproteina de alta
densidad (HDL) y de alta densidad (LDL). Sin embargo, se puede observar que
las concentraciones de triglicéridos disminuyeron significativamente con
respecto al grupo control (Cuadro 3), lo cual no representa algun tipo de riesgo

para los animales.
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Cuadro 3. Perfil de lipidos en ratas alimentadas co  n dieta alta en grasa
saturada y normal.

Grupos experimentales

Parametro bioquimico Normal Grasa saturada
Colesterol total* 76.7+3.1 82.5+3.6
HDL! 479+2.3 54.0 + 3.6
LDL? 17.5+4.6 19.8+4.6
TAG! 55.8+5.5 43.7+6.9

Dieta normal (Normal), dieta alta en grasa saturada (Grasa saturada). Los datos se presentan
como la media * error estandar. *Indica diferencia estadistica significativa con un valor de P
<0.05. Lipoproteina de alta densidad (HDL), de baja densidad (LDL), triglicéridos (TAG).
! Las concentraciones estan expresadas en miligramos por decilitro de muestra (mg/dL).

7.6 Efecto del consumo de grasa saturada sobre el m etabolismo de
glucosa.

Estudios poblacionales y con animales han relacionado el consumo de
una dieta alta en carbohidratos simples y/o alta en grasas con la presencia de
alteraciones en el metabolismo de glucosa como la resistencia a la insulina
(Saravanan et al., 2005; Mariotti et al., 2008).

Como se muestra en la figura 13, las concentraciones de glucosa en
ayuno fueron similares entre las ratas que recibieron una alimentacién alta en
grasa saturada y las que recibieron una alimentaciéon normal (70.20 + 1.97 y
71.33 + 3.16 mg/dL, respectivamente), sin mostrar diferencia estadistica

significativa.
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Figura 13. Concentraciones de glucosa en ayuno de r atas en etapas

tempranas de crecimiento. Dieta normal (Normal), dieta alta en grasa saturada (Grasa
saturada). Los datos se presentan como la media + error estandar.

Ademas, se realiz0 una curva de tolerancia a la glucosa la que permite
evaluar el comportamiento y capacidad de metabolizar la glucosa posterior a
una alimentacion. Los niveles de glucosa de las ratas alimentadas con la dieta
alta en grasa saturada no muestran alteraciones estadisticamente significativas
a los tiempos 0 y 30 minutos, con respecto al grupo que recibid una
alimentacion normal, encontrando al minuto 0 (79.20 = 3.12 y 82.50 + 3.45
mg/dL, respectivamente) y a los 30 minutos (118.0 £ 5.30 y 123.5 + 6.72
mg/dL, respectivamente). Sin embargo, a los 120 minutos las concentraciones
fueron significativamente diferentes entre los grupos de estudio (116.90 * 6.02
y 94.50 * 3.20 mg/dL, respectivamente) (P<0.01) (Figura 14).
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Figura 14. Efecto del consumo de grasa saturada sob re el
comportamiento de los niveles plasmaticos de glucos a a través del

tiempo. Dieta normal (Normal), dieta alta en grasa saturada (Grasa saturada). Los datos se
presentan como la media * error estandar. ** Indica diferencia estadistica significativa con un
valor de P <0.01.

La determinacion de glucosa en ayuno y la realizacion de una curva de
tolerancia la glucosa, son consideradas las mejores pruebas para el
diagnostico de diabetes mellitus tipo 2 por la American Diabetes Association
(ADA), (2004). Para el diagnostico se toman en cuenta las concentraciones
establecidas por dicha asociacion, las cuales indican que cuando la glucosa en
ayuno se encuentra entre 100 y 126 mg/dL, y entre 140 y 200 mg/dL a los 120
minutos en la curva de tolerancia, existe una condicion de intolerancia a la
glucosa, es decir, un estado pre-diabético. Pero cuando las concentraciones de
glucosa en ayuno son mayores a 126 mg/dL y mayores a 200 mg/dL a los 120
minutos en la curva de tolerancia, se diagnostica diabetes. Sin embargo, los
niveles de glucosa en la curva de tolerancia no fueron tan elevados, ya que el
pico maximo observado fue de 124 mg/dL. A pesar de esto, los animales que
recibieron una alimentacion alta en grasa saturada presentan intolerancia a la
glucosa, debido a que las concentraciones de glucosa encontradas a los 120

minutos muestran diferencia estadistica significativa.
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Estos resultados sugieren que la determinacion de glucosa en ayuno,
como primer criterio de diagnéstico puede mostrar ciertas limitaciones sobre
todo en fases iniciales de la enfermedad. Ya que como lo muestran los
resultados, la glucosa en ayuno no muestra cambio, cuando en realidad existe
cierta intolerancia a la glucosa detectada en la curva de tolerancia a la glucosa.
Estos datos concuerdan con lo reportado en un estudio poblacional por
Gallardo et al., (2006), quienes concluyen que la determinacién de la glucosa
en ayuno no es la mejor herramienta para detectar intolerancia a la glucosa en
pacientes jovenes, debido a que en el 57% de los casos que presento
intolerancia a la glucosa detectada por medio de la curva de tolerancia, las
concentraciones de glucosa en ayuno fueron normales. Por lo tanto, la
determinacién de glucosa en ayuno en conjunto con glucosa postprandial (120
minutos después de la alimentacion), puede resultar una estrategia con mayor
sensibilidad en la deteccion de alteraciones en el metabolismo de glucosa en

fases iniciales de la enfermedad, en nifios y jévenes.

La intolerancia a la glucosa es una condicibn que se presenta en
personas con algun grado de sobrepeso u obesidad. Esta intolerancia a su vez,
induce una mayor secrecion de insulina por el pancreas, para mantener a la
glucosa dentro de concentraciones fisiologicas, efecto conocido como
hiperinsulinemia compensatoria (Wilcox, 2005). Esta situacion puede ser
potenciada por el consumo en exceso de grasas y un elevado contenido de
acidos grasos libres en el plasma (Han et al., 2008). Ambas condiciones fueron
observadas en los animales con alimentacidon alta en grasa saturada. Ya que
ademas de la intolerancia a la glucosa, las concentraciones de insulina fueron
significativamente mayores (32.18 + 457 y 18.18 + 1.04 puU/mL,
respectivamente), con un valor de p<0.05 con respecto al grupo que recibid

una alimentacion normal (Figura 15).
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Figura 15. Efecto del consumo de grasa saturada sob re las

concentraciones plasmaticas de insulina. Dieta normal (Normal), dieta alta en
grasa saturada (Grasa saturada). Los datos se presentan como la media + error estandar.
*Indica diferencia estadistica significativa con un valor de P <0.05.

Se realizé la determinacion del modelo homeostatico (HOMA), para
determinar el nivel de resistencia a la insulina presente en los animales en
estudio. Como se muestra en la figura 16, los niveles encontrados en los
animales que recibieron una alimentacion alta en grasa saturada fueron
significativamente mayores con respecto al grupo alimentacion normal (6.47 +

1.09y 3.69 £ 0.23 indice HOMA, respectivamente), con un nivel de p <0.05.
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Figura 16. Efecto del consumo de grasa saturada sob re el modelo

homeostatico (HOMA). Dieta normal (Normal), dieta alta en grasa saturada (Grasa
saturada). Los datos se presentan como la media + error estandar. * Indica diferencia
estadistica significativa con un valor de p <0.05.

Es posible que el consumo en exceso de grasas saturadas nos lleven al
desarrollo de resistencia a la insulina. Son diversos los estudios que indican
que los acidos grasos libres en el plasma, principalmente saturados, activan a
la enzima proteincinasa C (PKC) en diversos tejidos, la cual fosforila los
residuos de serina y treonina del receptor de insulina blogueando de esta
manera el proceso de captacion de glucosa a la célula. Lo cual desencadena
un incremento en las concentraciones plasmaticas de glucosa asi como una
hiperinsulinemia compensatoria (Han et al., 2008). Sin embargo, en este
estudio las concentraciones de acidos grasos libres en el plasma no fueron

cuantificados.

7.7 Efecto del consumo de grasa saturada sobre laf  uncion renal

El consumo elevado de grasas puede favorecer el incremento en los

niveles de acidos grasos libres en el plasma, los cuales pueden generar
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alteraciones en la funcion renal por efectos lipotoxicos al acumularse en el
tejido e inducir la activaciéon de factores de transcripcibn que regulan la
expresion de moléculas apoptoticas e inflamatorias (Kramer, 2006; Nistala et
al., 2008). Por otro lado, las alteraciones metabdlicas como resistencia a la
insulina, hiperinsulinemia, dislipidemias, inflamacion de bajo grado e
hipertension arterial, inducen cambios moleculares y estructurales que
contribuyen en el desarrollo y progresion de la enfermedad renal (Abrass et al.,
2004; Knight et al,. 2008). La hiperinsulinemia por un lado, puede inducir
incrementos en la presion arterial que conduce a cambios estructurales en el
glomérulo permitiendo la excrecion de proteina por la orina, debido a que
potencia el efecto de la angiotensina Il (hormona vasoconstrictora) en las
células mesanguiales. Por otro lado, también induce la activacion de factores
de transcripcion que regulan la expresion de moléculas como el factor de
crecimiento transformante beta-1 (TGF-B1), provocando la produccion de
colagenos y matriz extracelular, afectando de manera importante la filtracion

glomerular.

Al evaluar el nivel de excrecion urinaria de proteina, los animales
alimentados con la dieta alta en grasa saturada presentan un mayor nivel de
proteinuria con respecto a los que recibieron alimentacion normal (0.94 £ 0.09 y
0.41 £ 0.16 g@g/12 horas, respectivamente), mostrando diferencia estadistica
significativa (P <0.01) (Figura 17). Dicho resultado concuerda con lo reportado
por Knight et al. (2008), quienes encontraron la presencia de microalbuminuria,
proteinuria y una capacidad disminuida de filtracibn glomerular en ratas
alimentadas con dieta alta en grasa, estas alteraciones y cambios estructurales
fueron asociados con la presencia de la inflamacion de bajo grado, al no

observar cambios en los niveles de la presion arterial en estos animales.
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Figura 17. Efecto del consumo de grasa saturada sob re la excrecion de

proteina urinaria. Dieta normal (Normal), dieta alta en grasa saturada (Grasa saturada).
Los datos se presentan como la media + error estandar. **Indica diferencia estadistica
significativa con un valor de P <0.01.

Como se menciono anteriormente, el efecto de la hiperinsulinemia,
citocinas proinflamatorias y presion arterial puede desarrollar cambios
hemodinamicos y estructurales sobre el rifidn, causando una baja capacidad de
filtracion renal, evidenciada por la presencia de microalbumina y proteina en la
orina (Wong et al., 2009). En este estudio, el hecho de encontrar mayores
concentraciones de proteina en la orina, puso en evidencia la presencia de
alteraciones estructurales y funcionales del riion de los animales que fueron
alimentados con la dieta alta en grasa saturada. Este efecto fue confirmado al
observar elevadas concentraciones de productos de desechos como la
creatinina en el plasma con respecto al grupo control (1.93 £0.13y 0.98 + 0.14
mg/dL, respectivamente) (P <0.01). Por lo que al relacionar las concentraciones
plasmaticas y urinarias de creatinina, se demostré una disminucién del 62% en
la tasa de filtracion glomerular de los animales que recibieron una alimentacién
alta en grasa saturada con respecto a los que recibieron alimentacion normal
1.30£0.14 y 3.44 + 1.20 mL/min, respectivamente (P <0.05) (Figura 18).
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Figura 18. Efecto del consumo de grasa saturada sob re las concentraciones de
creatinina y la tasa de filtracién glomerular. Dieta normal (Normal), dieta alta en grasa
saturada (Grasa saturada). Los datos se presentan como la media + error estandar. *Indica
diferencia estadistica significativa con un valor de P <0.05.

'Creatinina en plasma se muestran en miligramos por decilitro (mg/dL)

“Creatinina en orina se muestran en gramos por decilitro (g/dL)

*Tasa de filtracion glomerular se muestra en mililitros por minuto (mL/min).

Asi mismo, un estudio poblacional llevado a cabo por Chen et al., (2003)
relacionaron algunas alteraciones metabdlicas derivadas de la obesidad como
hipertension, dislipidemias, hiperinsulinemia y la inflamacién de bajo grado con
la disminucién en la tasa de filtracion glomerular. En este estudio, de dichas
alteraciones Unicamente se logro observar adiposidad central e
hiperinsulinemia, las cuales pueden estar ejerciendo un efecto negativo sobre

la funcién renal disminuida que se observé en el estudio.

7.8 Efecto del consumo de grasa saturada sobre ela  mbiente inflamatorio.

Estudios poblacionales en nifios mexicanos han mostrado que el
consumo inadecuado de carbohidratos simples y grasas, conducen a la
presencia de alteraciones metabdlicas como resistencia a la insulina,

dislipidemia e hipertension arterial (Perichart et al., 2007). La resistencia a la
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insulina asi como la intolerancia a la glucosa, son alteraciones que se han
relacionado con la produccion de citocinas proinflamatorias por el tejido
adiposo y el consumo de una dieta con alto contenido de acidos grasos (Aeberli
et al., 2006; Miller et al., 2008), las cuales disminuyen la sensibilidad a la
insulina, a inducir fosforilaciones en los residuos de serina y treonina del
receptor de insulina que bloquean el proceso de captacion de glucosa por la
célula (Han et al., 2008).

7.8.1 Factor de necrosis tumoral alfa (TNF- ).

A pesar del mayor nivel de adiposidad y consumo de acidos grasos
saturados observados en el grupo de dieta alta en grasa saturada, las
concentraciones plasmaticas de TNF-a fueron muy similares con respecto al
grupo control (7.51 £+ 0.71 y 6.65 + 1.98 pg/mL, respectivamente), sin mostrar

diferencia estadistica significativa (Figura 19).

10

=
E 6 1
(@)
2
o
w 4 -
Z
|_

2 _

0

Normal Grasa saturada
Dieta

Figura 19. Efecto del consumo de grasa saturada sob re las
concentraciones plasmaticas del factor de necrosis tumoral alfa (TNF- a).

46



Dieta normal (Normal), dieta alta en grasa saturada (Grasa saturada). Los datos se presentan
como la media + error estandar.

A pesar de que diversos estudios han mostrado una correlacion positiva
entre las concentraciones plasmaticas de TNF-a, el nivel de adiposidad y
consumo de grasas, los resultados obtenidos en este estudio no indican dicha
tendencia. Lo anterior puede deberse a que el nivel de adiposidad encontrado
no es suficientemente elevado para observar cambios en las concentraciones
plasmaticas de dicha proteina. Sewter et al., (1999) demostraron que en
condiciones fisioldgicas normales o ligeramente incrementadas de tejido
adiposo en el organismo, la secrecion TNF-a es baja. Sin embargo,
Hotamisiligil et al. (1995) encontraron niveles incrementados de esta proteina
en el plasma, pero en individuos con obesidad morbida, lo cual indica que la
sobreproduccion de esta proteina por el tejido adiposo puede ser posible

anicamente en estados de adiposidad muy elevados.

Con los resultados obtenidos, se puede sugerir que el TNF-a, no
representa un marcador de riesgo importante asociado al desarrollo de las
alteraciones metabdlicas encontradas en etapas tempranas de crecimiento. Sin
embargo, Dixon et al. (2009), encontraron elevaciones en la concentracion de
proteinas en el plasma como interleucina 6 (IL-6), proteina C reactiva (CRP) y
leptina que son considerados marcadores de riesgo para el desarrollo de

alteraciones metabdlicas en etapas tempranas de crecimiento.

7.8.2 Adiponectina

La adiponectina es un adipocina antiinflamatoria capaz de regular el
balance energético al estimular la oxidacion de acidos grasos, reducir los
niveles plasmaticos de triglicéridos e incrementar la sensibilidad a la insulina.
Sin embargo, las concentraciones plasmaticas se encuentran en estrecha
relacion con el nivel de adiposidad, ya que como muestran diversos estudios,
en un estado de obesidad se ven disminuidas debido al estado inflamatorio de
bajo grado presente. Bajo esta condicién, las citocinas proinflamatorias como

IL-6 y TNF-a son las principales citocinas que inhiben su sintesis en tejido
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adiposo, y a su vez inducen la produccion de proteina C reactiva en el higado
(Fu et al., 2005; Palomer et al., 2005; Takemura et al., 2007).

El consumo elevado de grasa saturada produjo una disminucion
significativa en las concentraciones plasmaticas de adiponectina en el grupo
alimentado con la dieta alta en grasa saturada, con respecto al grupo
alimentado con dieta normal (1552 + 1.24 y 19.08 + 1.92 pg/mL,
respectivamente), (P<0.05) (Figura 20). Ademas se encontré una correlacion
negativa entre el consumo de grasa saturada y las concentracion de

adiponectina (r=-0.49; P=0.05).
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Figura 20. Efecto del consumo de grasa saturada sob re las
concentraciones plasmaticas de adiponectina. Dieta normal (Normal), dieta alta

en grasa saturada (Grasa saturada). Los datos se presentan como la media + error estandar.
*Indica diferencia estadistica significativa con un valor de P <0.05.

La disminuciéon observada en las concentraciones de adiponectina,
puede ser a causa del mayor nivel de adiposidad visceral, ya que como se
menciono anteriormente la disminucion en las concentraciones plasmaticas de
adiponectina, se observa cuando esta presente un ambiente inflamatorio de

bajo grado, es decir, cuando los niveles de citocinas como TNF-a e IL 6 se
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encuentran por arriba de sus concentraciones fisiolégicas. Sin embargo, en
este modelo no se puede asegurar que se trate de este efecto debido a que la
Gnica citocina proinflamatoria cuantificada fue TNF-a, la cual no muestra signos
de alteraciones por efecto del consumo de grasa saturada. A pesar de esto,
cabe la posibilidad, de que exista una inflamacion de bajo grado, debido a que
algunos estudios han demostrado que la disminucion de las concentraciones
plasmaticas de adiponectina se debe principalmente a la inhibicibn de su
sintesis en el tejido adiposo por efecto accion de la IL-6. Ya que dicho efecto no
se ha observado que lo lleve a cabo el TNF-a (Bastard et al., 2006; Ouchi et al.,
2007). Lo anterior confirma la hipétesis de que ésta citocina no es un marcador

de riesgo en etapas tempranas de crecimiento.

7.8.3 Proteina C reactiva

Las concentraciones plasmaticas de proteina C reactiva (CRP) se
incrementaron significativamente (p<0.01) en los animales alimentados con la
dieta alta en grasa saturada con respecto a los que consumieron una dieta
normal (999.8 £57.0y 793.5 * 23.4 ug/mL, respectivamente), como se muestra
en la figura 21. Este efecto es indicativo de la presencia de una inflamacion de
bajo grado, factor de riesgo importante en el desarrollo de resistencia a la
insulina, diabetes mellitus tipo 2 y principalmente enfermedad cardiovascular en
adultos (Aeberli et al., 2006).

La produccion de proteina C reactiva se lleva a cabo principalmente en
el higado, estimulada por la accién de citocinas proinflamatorias como IL-6,
TNF-a e IL-1B. Estas citocinas activan diversos factores de transcripcion como
el activador de transcripcion 3 (STAT-3), miembros de la familia C/EBP (C/EBP
By d),y el factor de transcripcién nuclear (NFKB) subunidades p50 y p65, que
activan la expresion, sintesis y liberacion al plasma de CRP (lvashchenko et al.,
2005; Jabs et al., 2005). A pesar de que en el presente estudio las
concentraciones de proteina C reactiva en el plasma se incrementaron, no se
puede asegurar que se haya dado por el mecanismo de las citocinas

proinflamatorias, debido a que las concentraciones TNF-a no mostraron un

49



incremento en las ratas alimentadas con dietas altas en grasa saturada. Sin
embargo, es posible que la mayor produccion de CRP se este llevando a cabo
por induccién de IL-6, citocina que se vuelve un punto importante de
cuantificacion en este modelo animal, ya que se ha demostrado que la IL-6 es
el principal inductor de la produccion de CRP en higado y tejido adiposo (Visser
et al., 1999).
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Figura 21. Efecto del consumo de grasa saturada sob re las

concentraciones plasmaticas de proteina C reactiva. Dieta normal (Normal),
dieta alta en grasa saturada (Grasa saturada). Los datos se presentan como la media * error
estandar. ** Indica diferencia estadistica significativa con un valor de P <0.01.

Por otro lado, la mayor produccion de CRP puede deberse al consumo
de acidos grasos saturados. Aeberli et al., 2006, observo que un incremento en
las concentraciones de acidos grasos libres en el plasma, favorecen una mayor
produccion de proteinas de fase aguda y citocinas proinflamatorias en higado,
riinon y tejido adiposo, al activar a la cinasa de proteina C (PKC). Dicha enzima
desencadena una serie de sefializaciones intracelulares que conllevan a la
activacion del factor nuclear de transcripcion kappa B (NFkB) quien induce la
expresion de CRP vy citocinas proinflamatorias en dichos tejidos (lvashchenko
et al., 2005; Jabs et al., 2005).
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A pesar de que todos los tejidos mencionados anteriormente participan
en la produccion y liberacion al plasma de CRP, de acuerdo a los resultados de
este estudio, podemos inferir que el rifidn no es un 6rgano importante en la
produccion y liberacién de esta proteina al plasma, ya que el nivel de expresion
no mostré incrementos importantes en la expresion con respecto al grupo

alimentacion normal, como se muestra en la figura 22.
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Figura 22. Nivel de expresion de proteina C reactiv  a. Proteina C Reactiva (CRP).
Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH). El nivel de expresién genética se expresa
mediante la relacién de la intensidad de las bandas relativo a la de GAPDH.

La proteina C reactiva se ha relacionado principalmente con el desarrollo
de alteraciones cardiovasculares; también se considera un buen predictor del
riesgo al desarrollo de resistencia a la insulina en poblacién adulta. A pesar de
qgue los datos en poblacién infantil son limitados, se ha sugerido también como
un marcador de riesgo cardiovascular independiente del nivel de adiposidad.

Sin embargo, los resultados sugieren que la proteina C reactiva en etapas
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tempranas de crecimiento puede ser un posible marcador prondéstico para el
desarrollo de alteraciones renales y resistencia a la insulina mas que para dafo
cardiovascular, ya que no se observaron cambios en el nivel de presion arterial
(sistdlica y diastdlica), ni en el perfil de lipidos, pero cabe la posibilidad, de que
un incremento en las concentraciones de CRP en etapas tempranas de
desarrollo sea un marcador de riesgo para el desarrollo de alteraciones
cardiovasculares en etapas posteriores de vida.

7.9 Efecto del consumo de grasa saturada sobre el p  erfil de expresién

genética en el rifion.

La nutricién es un proceso complejo que permite el ciclo de la vida, al
gue abastece de sustancias que participan como fuentes de energia en la
estructura celular y en el control del metabolismo, para mantener la funcion y la

homeostasis corporal (Gomez, 2007).

El estado nutricional es considerado por diversos autores, como un
fenotipo resultado de la interaccion entre la informacion genética de cada
persona, su medio fisico, biolégico, emocional y social. Los factores
ambientales involucrados en la homeostasis de los organismos son varios,
entre los que destaca la dieta, que influye directamente sobre la incidencia de
enfermedades crénicas. Los alimentos ingeridos tienen miles de sustancias
biologicamente activas, muchas de las cuales pueden tener un benéfico
potencial para la salud o incluso pueden ser deletéreas. Ya que se sabe que
los componentes de la dieta (nutrimentos), pueden alterar la expresion genética
de manera directa o indirecta al interactuar con el genoma (ADN) (Mataix,
2002; Gomez, 2007). Dicha interaccion se da al participar como ligandos para
la activacion de factores de transcripcion que favorezcan la sintesis de otras
proteinas, o activando rutas metabdlicas primarias y secundarias, alterando de

esta manera la concentracién de sustratos o intermediarios.

Debido a que la interaccién entre la genética, la dieta y el medio

ambiente influyen directamente sobre el estado de salud-enfermedad, en este
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estudio se evalud el efecto del consumo de grasa saturada sobre el perfil de
expresion genética en el rifidn. Analizando el nivel de expresion de ochenta y
cuatro genes, de los cuales, solo en 15 se detectaron cambios significativos.
Entre ellos se encuentran genes que codifican para factores de transcripcion,
factores de secrecion, receptores, canales, transductores de sefial intracelular y

enzimas metabdlicas, como se muestra en el cuadro 4.
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Cuadro 4. Perfil de expresion genética diferencial
grasa saturada.

en rifidn por efecto de la

e ¥ ] ¥ _§ ]|
No. No. de
de acceso al Simbolo Descripcion Gen Funcién Nivel de
gen banco de expresion*
genes
Factor de transcription nuclear kappa,
1 XM_342346 Nfkbl Nuclear factor of kappa light NF-kB 118
polypeptide gene enhancer in B-cells
1, p105
Factor de transcripcion de proteinas ADD-1,
2 XM_213329 Srebfl de unién al elemento de respuesta a Srebpl 13.0
esteroles- 1 Factorgs _de
transcripcion
Fkh14,
3 XM001079064 Foxc2 Forkhead box C2 Fkhl14, 120
Hfhbf3
BF1A,
4 NM_012560 Foxgl Forkhead box G1 Fkhi1, 125
RATBF1A
Rantes,
5 NM_031116 Ccl5 Quimiciona (C-C motif) ligando 5 Scya5 141
6 NM_012854 1120 Interleucina 10 IL10X Factores 11.9
secretados
7 NM_021578 Toffl Factor de crecimiento transformante, - 118
beta 1
8 NM_017191 Adrala Receptor alfa adrenérgico-1A Adralc 120
AQP-2,
MGC1565 T1.7
9 NM_012909 Agp2 Acuaporina 2 (ducto colector) 02,
aquaporin Receptores y
2 canales
celulares
MGC1054
10 NM_030991 Snap25 Proteina 25 asociada al sinaptosoma 14, 123
SNAP-
25B
Receptor alfa activado de
11 NM_013196 Ppara proliferaciéon de peroxisomas PPAR 118
12 NM_022199 Dusp4 Fosfatasa dual especifica 4 Mkp-2, 118
Mkp2
Proteina cinasa 8 activada por
13 XM_341399 Mapk8 mitégenos INK Transductores 118
de sefial
ACL,
14 NM_016987 Acly ATP citrato liasa Clatp, 116
MGC1246
29 Enzimas
Glucosa-6-fosfatasa, subunidad G6PASE, metabolicas
15 NM_013098 G6pc catalitica MGC9361 14.0
3

* El cambio en el nivel de expresion genética se presentan en (1) sobreexpresion e (|)
inhibicion de la expresion, con un nivel de + 1.5 veces.

El

consumo de grasa saturada durante etapas tempranas de

crecimiento, condujo a cambios en el nivel transcripcional de los genes
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mostrados en el cuadro anterior. Modificaciones transcripcionales que pueden
en mayor o menor medida alterar procesos fisiolégicos y metabdlicos en el

rinén.

Como se menciono anteriormente, la dieta y el ambiente son los factores
qgue influyen directamente sobre la expresion genética, que conducen a un
funcionamiento adecuado o inadecuado de un 6rgano en particular. En este
caso en el riidn, logramos observar que el gen NF«kB1 que codifica para la
proteina de 105 kilodaltones (KDa) que da origen al factor nuclear de
transcripcion kappa B (NFkB), al sufrir un proceso cotraduccional que produce
la subunidad de 50 kDa que forma parte del complejo NFKB. Este complejo,
una vez formado, muestra un efecto pleiotropico al inducir la transcripcion de
genes involucrados en varios procesos biolégicos como son, la inflamacion, la
inmunidad, la diferenciacion y el crecimiento celular, la tumorogénesis, ademas
de prevenir la apoptosis celular. En condiciones normales el complejo NFKB se
encuentra en el citoplasma celular unido a la proteina IKB que lo mantiene
inactivo. Sin embargo, cuando la célula recibe una sefial de estrés por citocinas
proinflamatorias 0 especies reactivas de oxigeno, se activa la enzima IKK.
Cinasa que fosforila a IkB rompiendo la unién con NFkB, lo que genera la
translocacion de este complejo al nucleo. Una vez dentro, la subunidad de 50
kDa se une a secuencias especificas del DNA para regular la expresion de
diversos genes (Tak et al., 2001). La transcripcion adecuada de este gen juega
un papel fundamental en la prevencion de apoptosis celular. En este estudio,
se encontrd inhibida la expresion del gen NF«B1 en un nivel de -1.8 veces.
Este resultado concuerda con Woods et al. 2002, quienes concluyen que la
inhibicidn de la expresion del NFkB en el rifidn se relaciona con la presencia de
alteraciones renales en su modelo animal. Ya que dicha inhibicién produjo una
susceptibilidad en las células renales al efecto toxico de agentes, como el
mercurio en su caso. Sin embargo, es posible que la inhibicion de la expresion
del NF«B, por efecto del consumo de grasa saturada, indujera a que las células
renales fueran mas sensibles al efecto toxico de los acidos grasos saturados, lo
cual condujo a la presencia de proteinuria en los animales en estudio. Ya que

se ha demostrado, que los &cidos grasos libres en el plasma y una
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acumulacion excesiva de triglicéridos en los tejidos, desarrollan efectos
lipotéxicos que conducen a disfuncion y dafio celular, y en el rifién
especificamente, generan dafio tubular cronico que conducen a la presencia de

proteinuria y progresion a nefropatia (Weinberg, 2006).

Por otro lado, la expresion del gen NF«B1 participa ademas en la
regulacion de la expresion de otros genes como el TGF- y Ccl5 que participan
en el desarrollo de dafio renal, induciendo la produccién de colagenos, matriz
extracelular y activacion de moléculas del sistema inmune como VCAM-1
(Goumenos et al., 2002). Sin embargo, en este modelo, la expresion de los
genes TGF-B y Ccl5 se encontré inhibida en un nivel de -1.8 y -4 veces
respectivamente. Inhibiciones que pueden estar controladas por la disminucion
en la expresion del gen NF«B1, principal regulador. Asi mismo, no se
mostraron cambios en el nivel de expresion de la molécula de adhesion VCAM-
1, efecto que puede estar regulado por la misma inhibicion de NF«B1 (Figura
23).
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Figura 23. Nivel de expresion genética de molécula  de adhesion vascular-

1 en el rildbn. Molécula de adhesiéon vascular-1 (VCAM-1). Gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH). El nivel de expresion genética se expresa mediante la relacién de la
intensidad de las bandas relativo a la de GAPDH.

Estos resultados, sugieren que la proteinuria detectada en los animales
que recibieron la dieta alta en grasa saturada puede deberse a los cambios en
la estructura glomerular posiblemente causados por el efecto toxico de los
acidos grasos mas que por la produccion de materia extracelular, activacion de

moléculas de adhesion en el rifidon y procesos inflamatorios.

En este sentido, el gen IL10 codifica para la proteina interleucina 10, una
citocina antiinflamatoria capaz de evitar el proceso inflamatorio en diversos
organos. La cual al unirse con el NFKB en el citoplasma, evita su translocacion
al nacleo y por lo tanto la transcripcion de genes inflamatorios que codifican

para moléculas de adhesion (VCAM e ICAM), citocinas proinflamatorias (IL-1,
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IL-6 y TNF-a) y factores quimiotacticos (IL-8, quimiocinas CC) (Deng et al.,
2001; Stenvinkei et al., 2005). En este estudio, el gen IL10 se encontrd
sobreexpresado en un nivel de 1.9 veces, nivel transcripcional que puede
relacionarse con la disminucion en el nivel de expresion de los genes TGF- y
Ccl5, como se menciono anteriormente. Efectos que se sugiere, confirman la

inactivacion de procesos inflamatorios en el rifion.

Asi mismo el consumo de grasa saturada condujo a la sobreexpresion
del gen Mapk8 en un nivel de 1.8 veces. Este gen codifica para una proteina
gue actia como punto de integracion de multiples sefales bioquimicas en una
amplia variedad de procesos celulares tales como proliferacion, diferenciacion y
apoptosis celular. Su transcripcion es regulada por acidos grasos libres y
citocinas proinflamatorias presentes en el plasma (Hirosumi et al., 2002).
Ademas, algunos autores como Ma et al.,, (2007) han encontrado que la
expresion del gen Mapk8 se asocia positivamente con el nivel de transcripcion
de genes apoptoéticos que conducen al dafio y a la destruccion de células
tubulares del riidén. Por lo que es posible, que la sobreexpresion de dicho gen
se encuentre relacionada con la presencia de algun proceso apoptotico en las
células renales. Lo que permitiria cambios estructurales en los glomérulos del
rion y la presencia de proteinuria, la cual fue detectada en los animales que

recibieron la dieta alta en grasa saturada.

Por otra parte, Hirosumi et al., (2002) encontraron que el gen Mapk8 es
un mediador potencial del desarrollo de la obesidad y de la resistencia a la
insulina. Al observar que la inhibicion en el nivel de transcripcion conduce a una
disminucién en el nivel de adiposidad y a una mejora en la sensibilidad a la
insulina en el tejido adiposo. A pesar de que en este estudio solo se evallo su
expresion en el rifidn, es posible que su expresion se encuentre también
incrementada en otros tejidos como el adiposo, ya que la sobreexpresion
encontrada en el rifién de los animales que consumieron la dieta alta en grasa
saturada, mostraron mayor almacenamiento de tejido adiposo en la zona

visceral y resistencia a la insulina sistémica.
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A la fecha, se han reportado una gran variedad de genes que participan
positiva 0 negativamente en el desarrollo de la obesidad. Asi, por ejemplo, y
aunque la funcidon del gen Foxc2 adn se encuentra poco estudiada, se ha
demostrado que confiere proteccion contra el desarrollo de obesidad y
resistencia a la insulina. Esto al mejorar la sensibilidad a la insulina y la
sensibilidad adrenérgica en los adipocitos, efectos que evitan un acumulo
excesivo de triglicéridos en el tejido adiposo (Cederberg et al., 2001; Kovacs et
al., 2003; Yamada et al., 2006). A pesar de que la funcion de este gen no esta
bien caracterizada en el rifidn, se sugiere que puede tener una funcion similar a
la del tejido adiposo. Ya que el nivel de expresion encontrado en el rifion fue de
-2 veces, efecto que podemos relacionar con una acumulacion incrementada
de triglicéridos en este 6rgano. Ya que, los animales que recibieron la dieta alta
en grasa saturada, presentaron un almacenamiento de triglicéridos
significativamente mayor (p<0.05) en comparacion a los que recibieron la dieta
normal (12.57 + 0.90 mg/g de tejido vs 7.82 + 0.49 mg/g de tejido,

respectivamente).

Al mismo tiempo, debido a que el gen Foxc2 tiene la capacidad de
regular y mejorar la sensibilidad adrenérgica, para evitar la acumulacion de
triglicéridos en los adipocitos, la disminucion en la expresion del gen Foxc2 en
el rinon, podria estar directamente relacionada con la baja expresion del gen
Adrala (en este estudio se encontré un nivel de -2 veces). Este gen codifica
para los receptores adrenérgicos alfa-1, que al ser activados en el tejido
adiposo inducen lipdlisis. Sin embargo, no existe suficiente evidencia de que
estos receptores lleven a cabo la misma funcion en el rifidn. Una posibilidad
seria que su inhibicion estuviera relacionada con la baja oxidacion de &cidos

grasos y la mayor acumulacion de triglicéridos en las células renales.

Asi mismo, se encontré una sobreexpresion en el gen FoxG1 en el rifidn
en un nivel de 2.5 veces. Gen que en algunos estudios ha sido identificado
como un represor transcripcional (Kim et al., 2009). Sin embargo, no existe

suficiente evidencia de su funcién en el rifién.
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Se han identificado también a otro grupo de genes, que participan en la
regulacion de la sensibilidad a la insulina, como por ejemplo el gen Dusp4. En
este estudio, dicho gen mostré6 una sobreexpresion en el riidn en un nivel de
1.8 veces. Este gen codifica para una enzima capaz de eliminar grupos fosfato
de los residuos de serina, treonina y de tirosina de la subunidad 3 del receptor
de insulina. Por lo cual es un regulador importante de la cascada de
sefalizacion de la insulina y de la adecuada transcripcibn de genes
involucrados en la regulacion de procesos fisiolégicos en diversos tejidos como
el higado, muasculo y rifidn. La sobreexpresion encontrada en este estudio
podria estar relacionada con algun grado de resistencia a la insulina en el
riidn. Lo que podria estar afectando, de alguna manera, procesos fisioldgicos y
metabdlicos, como la gluconeogénesis. Algunos autores han encontrado que la
gluconeogénesis es inhibida en el higado por accion de la proteina Dusp4, al
suprimir la expresion de enzimas gluconeogénicas como fosfoenolpiruvato
carboxicinasa y glucosa 6 fosfatasa. Esta ultima elimina el grupo fosfato de la
glucosa-6-fosfato lo que se convierte en glucosa y es liberada al plasma (Berasi
et al., 2006). Con los resultados obtenidos, se puede sugerir la
gluconeogénesis se encuentra inhibida en el riidn, por efecto de DUSP4, ya
gue la sobreexpresion de este gen coincide con la inhibicién del gen G6Pc en
un nivel de -4 veces, que codifica para la enzima glucosa-6-fosfatasa. Por lo
tanto, es posible que la alimentacion alta en grasa saturada sea capaz de
modificar el estado metabdlico del rifidbn, quizas, disminuyendo Ila

gluconeogénesis.

Similarmente, el perfil de expresién genética encontrada en el rifidn,
indica una posible modificacion en el metabolismo de lipidos. Ya que se
observd una inhibicion en la expresiéon del gen Srebfl en un nivel de -3 veces,
asi como del gen Ppara en un nivel de -1.8 veces. Por un lado, el gen Srebfl
induce la expresion de genes lipogénicos, involucrados en la sintesis de acidos
grasos, como el gen Acly. Este gen codifica para la enzima ATP citrato liasa
que cataliza el inicio de la sintesis de acidos grasos por medio de la formacién
de acetil-CoA y oxoalacetato a partir del citrato y CoA. Siendo el Acetil-CoA el
precursor para la sintesis de colesterol y acidos grasos de novo en el higado

principalmente (Shimano et al., 1999; Horton et al., 2002). La disminucion en el
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nivel de expresion del gen Srebfl observado en el rifion, resulta ser
congruente, ya que este érgano no tiene la capacidad de realizar sintesis de
acidos grasos de novo en comparacion con el higado. Sin embargo, la
oxidacion de acidos grasos en el rifion parece estar disminuida, debido a que el
gen Ppara es capaz de activar la transcripcion de genes involucrados en la
B-oxidacion en diversos 6rganos (Djouadi et al., 2001). Al observar al gen
Ppara inhibido en el rifidn, se puede sugerir que dicho efecto condujo a la baja
oxidacion de &cidos grasos e hizo mas susceptible a las células renales a un
mayor almacenamiento de acidos grasos y triglicéridos, como se mostro en los
animales que recibieron la dieta alta en grasa saturada. Ademas, la mayor
acumulacion de triglicéridos en el rifién, podria estar directamente relacionada
con la disminucion de la concentracion plasmatica de triglicéridos observada en

los animales que recibieron la dieta alta en grasa saturada (Cuadro 3).

Ademas de observar una modificacion en el metabolismo de las células
renales, el consumo de grasa saturada, indujo a cambios funcionales en el
riidn. Al observar cambios en el nivel de expresion de genes involucrados en la
reabsorcion de sodio y agua en los tubulos renales. Por un lado, se observo
una sobreexpresion del gen Snap25 en un nivel de 2.3 veces, el cual codifica
para la proteina Snap25 quien participa en el proceso de fusion de vesiculas de
secrecion a la membrana plasmética celular (Bajohrs et al., 2005). En las
células tubulares del rifidén, participa en la unién de las vesiculas que contienen
los canales llamados acuaporinas a la membrana de dichas células,
permitiendo la insercidn de los canales acuaporina en los tubulos renales para
permitir la reabsorcion de agua y sodio (Shukla et al., 2001). Ademas se logro
observar una sobreexpresion del gen Agp2 en un nivel de 1.7 veces, quien
codifica para los canales acuaporina 2, los que permiten la reabsorcion de agua
y sodio en los tubulos renales. Resultados que sugieren que los animales que
recibieron la dieta alta en grasa saturada, presentan una reabsorcidn
incrementada de agua y sodio. Lo cual se comprob6é al observar que el
volumen de orina de estos animales, fue menor con respecto a los que

recibieron la dieta normal.
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VIIl. Conclusiones

El consumo de grasa saturada durante etapas tempranas de crecimiento
no induce aumento en el peso corporal, pero si genera un almacenamiento en
exceso de tejido adiposo en lo zona visceral, factor de riesgo para el desarrollo

de alteraciones metabodlicas.

El efecto del consumo de grasa saturada no modifica los niveles de
glucosa en ayuno, pero altera la utilizacion de este carbohidrato, demostrado

mediante la curva de tolerancia a la glucosa.

La cuantificacion de glucosa e insulina en ayuno, ademas de la
realizacion de una curva de tolerancia a la glucosa, son mas sensibles para la

deteccion de alteraciones en el metabolismo de glucosa.
Los niveles elevados de proteina C reactiva, sugieren que existe un
estado patoldgico. Sin embargo, los animales no mostraron cambios en los

marcadores de diagnéstico utilizados para enfermedades cardiovasculares.

El consumo de grasa saturada podria ser un factor de riesgo para el

desarrollo de alteraciones fisiologicas y metabdlicas en el rifion.
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