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RESUMEN.

La evidencia experimental, clinica y epidemiolégica ha identificado al estrés
oxidativo como factor importante en el desarrollo de complicaciones por la
obesidad, por lo cual los antioxidantes han recibido mayor atenciéon. Por ello, en
este trabajo se evaluo el efecto in vivo de una dieta alta en grasa durante etapas
tempranas de vida sobre biomarcadores antioxidantes, su relacion con parametros
bioguimicos y dafio renal. Se administraron croquetas molidas altas en grasa a
ratas Sprague-Dawley de 4 semanas de edad como Unica fuente de alimento.
Después de 12 semanas de tratamiento se observaron elevados niveles de
proteina C reactiva, insulina y creatinina en suero y proteinuria; sin embargo, hubo
disminucién de la tasa de filtracibn glomerular, lo que pudiera asociarse a dafio
renal. Posteriormente, se determind por espectrofotometria la actividad de las
enzimas antioxidantes catalasa (CAT), glutation-S-transferasa (GST) y glutatién
peroxidasa (GPX), la concentracién de glutation reducido (GSH) en higado vy rifidn,
asi como de malondialdehido (MDA) y triglicéridos en rifion. Observandose que la
actividad de GST en higado y rifidn disminuyd significativamente, asi como la
concentracion de GSH en higado respecto al grupo control. Las actividades de
GPX y CAT en ambos 6rganos incrementaron significativamente, relacionandose
con una remocion eficiente de productos de peroxidacion lipidica como resultado de
una mayor concentracion de triglicéridos en rifidn, obteniéndose valores similares
de MDA. Estos resultados sugieren que una dieta alta en grasa saturada en nifios
desequilibra el estado antioxidante lo cual podria dar lugar al desarrollo de
enfermedades crénico-degenerativas.
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I. INTRODUCCION.

La prevalencia de enfermedades crénicas estd aumentando rapidamente en todo el
mundo. Casi la mitad del total de muertes por enfermedades cronicas son
atribuibles a las enfermedades cardiovasculares; la obesidad y la diabetes también
estan mostrando tendencias preocupantes, no sélo porque afectan ya a una gran
parte de la poblacion sino también porque han comenzado a aparecer en etapas
mas tempranas de la vida. Adicionalmente, dichas enfermedades producen
alteraciones cardiovasculares.

Actualmente, tanto en los paises industrializados como en los paises en vias de
desarrollo, en los que se observa el fendmeno de transicion alimentaria, la
incidencia de obesidad esta alcanzando cifras alarmantes, hasta el punto que se ha
convertido en un problema sanitario de primera magnitud. En México, la Encuesta
Nacional de Salud y Nutricibn 2006 muestra cifras alarmantes del aumento de la
prevalencia de la obesidad en los ultimos siete afios, de un 42.5% en los hombres y
de 37.4% en las mujeres; resultados que sefialan la urgencia de aplicar medidas
preventivas en este renglon.

Existen evidencias de que la obesidad en humanos provoca un estado de estrés
oxidativo crénico, lo que a su vez esta directamente relacionado con la inflamacién.
Multiples estudios sugieren que el estrés oxidativo y la inflamacion son los
mecanismos biolégicos mediante los cuales la obesidad contribuye al desarrollo de
enfermedades cardiovasculares y otras enfermedades crénicas.

El estrés oxidativo es un desequilibrio entre los radicales libres, las especies
reactivas del oxigeno y los antioxidantes en los tejidos. Los radicales libres se
producen en el organismo como subproductos del metabolismo normal, como
resultado de la dieta o condiciones fisiopatologicas como la obesidad, como
resultado de la exposicion a la radiacion y algunos agentes contaminantes del
medio ambiente. La susceptibilidad del cuerpo para liberar el dafio mediado por los

radicales se relaciona con el equilibrio entre la carga pro-oxidante y la adecuacion



de la defensa antioxidante. La disminucion de los dafios podria ser factible
mediante el aumento de la concentracion de antioxidantes en los tejidos.

Los sistemas antioxidantes celulares estan implicados en la proteccién de las
macromoléculas biologicas esenciales, entre las que se encuentra el ADN. Los
sistemas intracelulares antioxidantes como el glutation reducido (GSH), el &cido
ascorbico, la vitamina E, el p-caroteno y las enzimas catalasa (CAT), glutation
peroxidasa (GPX), quinona reductasa (QR), glutation reductasa (GR) y enzimas de
reparacion del ADN actuan evitando un estrés oxidativo asociado al declive general
de las funciones celulares.

Las enfermedades cronicas son, en gran medida, enfermedades prevenibles bajo
un estilo de vida saludable. Desde hace muchos afios se sabe que la dieta tiene
una importancia crucial como factor de riesgo de estas patologias. Los alimentos
gue consume la gente, en toda su variedad cultural, definen en gran medida la
salud, el crecimiento y el desarrollo de las personas. Los comportamientos de
riesgo, como el consumo de tabaco y la inactividad fisica, modifican el resultado
para bien o para mal. Todo ello se inscribe en un ambiente social, cultural, politico y
econdmico que puede agravar la salud de las poblaciones a menos que se tomen
medidas enérgicas para hacer que el ambiente sea favorable para la salud.

Existe poca informacion sobre los factores que influyen en el sistema de defensa
antioxidante en los nifios, aunque se piensa que los niveles basales son mas bajos
gue en los adultos. Por lo tanto, la extensién de los conocimientos referentes a
estrés oxidativo y la relacién que guarda con la alimentacion diaria a través de la
evaluacion del efecto sobre sistemas antioxidantes por una dieta con alto contenido
de grasas saturadas en un modelo in vivo nos permitira conocer el estado oxidante

en etapas tempranas de la vida y su relacidén con la obesidad.



II. ANTECEDENTES.

1.1 Enfermedades cronico-degenerativas asociadas a la obesidad.

La obesidad es un problema médico de creciente gravedad por su morbilidad y su
alta e incrementada prevalencia. El sobrepeso y la obesidad en adultos y nifios se
ha transformado en un problema mundial de caracter epidemiolégico que conlleva
graves repercusiones en la salud, la calidad de vida de las personas, asi como en
los costos de la atencion a la salud de las mismas (Bersh, 2006; Rodriguez, 2006).
La obesidad esté asociada con problemas significativos de salud en la infancia y es
un importante y temprano factor de riesgo en gran parte de la morbilidad vy
mortalidad del adulto. Las condiciones de salud asociadas con el exceso de peso
incluyen un mayor riesgo de diabetes tipo 2, hipertension, dislipidemia, sindrome
metabodlico, aterosclerosis, enfermedades degenerativas conjuntas, apnea
obstructiva del suefio, ciertos canceres y enfermedades cardiovasculares
(Rodriguez, 2006).

La relacion entre la obesidad y el desarrollo de las condiciones patoldgicas
relacionadas con esta patologia no se ha entendido claramente; sin embargo, cada
vez hay mas pruebas que apoyan el papel de la inflamacion como un posible
enlace. A este respecto, numerosos estudios han evaluado el biomarcador
inflamatorio proteina C reactiva (PCR), la cual es producida por los hepatocitos
como respuesta a un incremento en el nivel de citocinas proinflamatorias
producidas por células del sistema inmune durante la infeccién, o bien, por los
adipocitos en la obesidad. Dichos estudios han encontrado una asociacion entre
categorias de peso corporal cada vez mayor y el aumento de concentraciones de
PCR. Los niveles elevados de PCR se han asociado con mayor inflamacion en las
arterias coronarias y, por lo tanto, un marcador de mayor riesgo de aterosclerosis y
enfermedad cardiovascular (Nguyen y col., 2009).

Las enfermedades crénicas se han convertido en las principales causas de

morbilidad y mortalidad en México, destacan por su magnitud la diabetes mellitus
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tipo 2, las enfermedades cardiovasculares y el cancer. Dichas enfermedades tienen
efectos en la salud y la sobrevivencia durante etapas productivas en la vida,

contribuyendo de manera importante al proceso de la enfermedad (Rivera, 2007).
II.2 Estilos de vida y su relacién con la obesidad.

La obesidad resulta de un desequilibrio entre el aporte caldrico de la ingesta y el
gasto energético, modulado por el metabolismo y el nivel de actividad fisica. Su
etiologia es multifactorial y su tratamiento debe ser multidisciplinario e incluir
elementos educativos, nutricionales, asistencia médica y abordaje psicoldgico y
conductual (Bersh, 2006).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define a la obesidad y el sobrepeso
como una acumulacion anormal o excesiva de grasa que puede ser perjudicial para
la salud. El indice de masa corporal (IMC) (peso en kilogramos dividido por el
cuadrado de la talla en metros) es usado como una referencia simple de la relacion
entre el peso y la talla que se utiliza frecuentemente para identificar el sobrepeso y
la obesidad en los adultos, tanto a nivel individual como poblacional. ElI IMC es la
herramienta mas util, sencilla, econémica y reproducible para conocer el estado
nutricional de una persona, pues la forma de calcularlo no varia en funcion del sexo
ni de la edad en la poblacion adulta. La OMS define el sobrepeso como un IMC
igual o superior a 25 kg/m?, y la obesidad como un IMC igual o superior a 30 kg/m?
(SSA, 1998).

A lo largo de la historia evolutiva de la raza humana, los recurrentes periodos de
escasez de alimentos han seleccionado sujetos con una propension a incrementar
su reserva lipidica, en nuestra sociedad actual se vive una situacién de abundancia
gue ha conducido a un desequilibrio en el balance energético. El incremento en la
prevalencia de obesidad, se debe principalmente al sedentarismo, a la disminucién
del gasto energético y a un elevado consumo energético, tendencia que se ha
observado en la mayoria de los paises desarrollados, incluso subdesarrollados

(Vizmanos y col., 2006).



Las modificaciones en los factores ambientales de la poblacion durante el siglo XX
han contribuido al cambio del patrén alimentario en la sociedad, al generar cambios
de comportamiento en la determinacién de la eleccion del tipo de alimentos que se
decide o no consumir. La incorporacion de la mujer al mundo laboral, las
limitaciones de tiempo para desplazarse y cocinar, el incremento de la oferta de
alimentos precocidos (industrializados) y una mayor cantidad de opciones de
consumo fuera de casa, son algunos de los factores que han contribuido a
modificar los patrones alimentarios. Como consecuencia de ello, se ha observado
una intensa introduccion de las cadenas de comida rapida y occidental; asi, los
hébitos alimenticios adquiridos con las caracteristicas de la comida rapida parecen
ser un marcador de la creciente prevalencia de la obesidad. EI mecanismo
involucrado es, probablemente, que el suministro de alimentos se caracteriza por el
tamafio grande de las porciones con una alta densidad de energia provocada en
parte por un alto contenido de grasa en dichos alimentos y las bebidas
refrescantes, carbonatadas y no carbonatadas ricas en azucar, las cuales han
triplicado su tamafio en los ultimos 50 afios. Lo anterior aunado a un menor
consumo de frutas, verduras, cereales y sobre todo de leche en etapas tempranas
de la vida persistiendo hasta la vida adulta (Vizmanos y col., 2006; Astrup y col.,
2008).

Uno de los factores de riesgo que contribuyen a la génesis de la obesidad infantil
es el uso de los medios de comunicacion electrénicos, los cuales fomentan el
sedentarismo y el consumo de comida rapida con campafias publicitarias que
incluyen a los personajes preferidos de los mismos, trayendo como consecuencia el
aumento de la ingesta hipercalorica. La actividad fundamentalmente sedentaria del
tiempo libre, con una gran disponibilidad de entretenimientos como la televisién, los
videos y los videojuegos, aunado al creciente proceso de urbanizacion que ha
reducido las posibilidades de gastar calorias en numero significativo, ha traido
como consecuencia un decremento en la frecuencia y duracion de las actividades
fisicas cotidianas de los nifios, tales como caminar a la escuela y hacer los

guehaceres del hogar. En la poblacion mexicana se estimé que por cada hora de
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television se incrementa en un 12% el riesgo de obesidad en nifios de 9 a 16 afios,
en los cuales se encontré que dedican en promedio 4.1 + 2.2 horas/dia a ver
television o jugar videojuegos (Islas y Peguero, 2006; Rodriguez, 2006; Arroyo,
2008).

Conjuntamente, la comida rapida de las principales cadenas en la mayoria de los
paises contiene niveles inaceptablemente altos de acidos grasos trans que ejercen
efectos biolégicos adversos, y contribuyen a la diabetes tipo 2 y enfermedad arterial
coronaria. Nueva evidencia también sugiere que una alta ingesta de grasas trans
puede provocar obesidad abdominal, un factor importante en el sindrome
metabolico, diabetes tipo 2 y enfermedad cardiovascular (Astrup y col., 2008).

Todo esto se ha traducido en una falta de adecuacion en el consumo de
nutrimentos de acuerdo a las recomendaciones propuestas por la Secretaria de
Salud de México, que se evidencia por muy bajos porcentajes de la poblacion que
cumplen las recomendaciones, mientras que elevados porcentajes las exceden o

no las alcanzan (Vizmanos y col., 2006).

1.3 Enfermedades cronico-degenerativas infantiles.

La obesidad en nifios y adolescentes es un problema de salud publica alrededor del
mundo. Datos de la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion 2006 (ENSANUT 2006)
reportan que la prevalencia de sobrepeso y obesidad en México es de 26% para
nifios entre los 5 y 11 afios de edad, y alcanza 32% en adolescentes. Se encontrd
qgue el incremento mas alarmante fue en la prevalencia de obesidad en los nifios
(77%) comparado con las nifias (47%) como se indica en el Cuadro 1. Ademas, el
incremento de su prevalencia entre 1999 y 2006 fue de 1.1 puntos porcentuales por
afo, o de 39.7% de la prevalencia reportada en la Encuesta Nacional de Nutricion
1999, es decir, el sobrepeso y obesidad en este grupo aumentd casi 40% en tan
sblo siete afios (Cuadro 2) (INSP, 2006; Bonvecchio y col.,, 2007; Romero y
Véasquez, 2008).



Cuadro 1. Prevalencia de obesidad en nifios de 5 a 11 afios (INSP, 2006).

Obesidad en nifios de 5 a 11 afos 1999 | 2006 Incremento 1999 a 2006

Prevalencia nacional en nifios 5.3% | 9.4% 77%

Prevalencia nacional en nifias 59% | 8.7% 47%

Cuadro 2. Prevalencia de sobrepeso y obesidad de 5 a 11 afios (INSP, 2006).

Obesidad en ninos de 5 a 11 anos 1999 2006 | Incremento 1999 a 2006

Prevalencia nacional 18.6% | 26.0% 39.7%

La obesidad, en la nifiez y la adolescencia, ha pasado de ser una enfermedad rara
a una epidemia emergente, con consecuencias adversas en etapas ulteriores de la
vida. Es importante reconocer que la obesidad en nifios y adolescentes no es un
problema estético Unicamente, sino que se asocia a la presencia de alteraciones
fisicas, metabdlicas y psicosociales que afectan el estado de salud de los nifios que
la padecen (Gomez y col., 2008; Romero y Vasquez, 2008).

Los obesidad en nifios y adolescentes trae como consecuencia la presencia de
estados fisiopatoldgicos que afectan la salud cardiovascular (hipercolesterolemia,
dislipidemia e hipertension), el sistema enddcrino (hiperinsulinismo, resistencia
insulinica, alteraciones de tolerancia a la glucosa, diabetes mellitus tipo 2 e
irregularidad menstrual), y la salud mental (depresién y baja autoestima). El estrés
psicoldgico por la estigmatizacion social impuesta a los nifios obesos puede ser
mas peligroso que las morbilidades médicas (Rodriguez, 2006).

Uno de los problemas considerados de mayor importancia es el que se relaciona
con el desarrollo de factores de riesgo cardiovascular desde etapas tempranas de
la vida, ya que actualmente se considera a la enfermedad cardiovascular
ateroesclerdtica como la primera causa de muerte en adultos y se sabe que los
procesos patologicos y los factores de riesgo asociados a su presencia inician en la

nifiez, incluyendo las alteraciones anatomicas, metabolicas, el desarrollo de



sobrepeso y obesidad y estilos de vida inadecuados como el sedentarismo,
tabaquismo, y malos habitos alimentarios. A este respecto, la acumulacion excesiva
de tejido adiposo tiene un papel central en el sindrome de resistencia a la insulina
gue incluye la presencia de hiperinsulinemia, hipertension, dislipidemia,
alteraciones en el metabolismo de la glucosa y, por tanto, incremento del riesgo
para desarrollar enfermedad cardiovascular ateroesclerética (Romero y Vasquez,
2008).

Il.4 Factores y/o patrones alimentarios que afectan la obesidad.

Durante el desarrollo fetal, el tipo de alimentacion de la mujer gestante juega un rol
fundamental en el adecuado crecimiento. Sin embargo, cuando esta condicién no
es la adecuada puede conducir a un bajo o elevado peso al nacer. Ambas
condiciones se han asociado con mayor prevalencia de obesidad abdominal,
dislipemia, hipertension arterial, diabetes mellitus tipo 2 o insulino resistencia en la
vida adulta. Lo que demuestra que los habitos alimenticios personales y familiares,
asi como el uso de la comida condicionan la génesis de dichas enfermedades y la
obesidad (Cabello y Zufiga, 2007; Regidor y col., 2007).

Una asociacion causal entre la obesidad y una amplia gama de enfermedades ha
sido bien documentada. Sin embargo, hallazgos recientes sugieren un papel
etiolégico mas complicado que una simple asociacién de peso-enfermedad (Egger
y Dixon, 2008).

[1.4.1 Alimentacion gestacional.

La prevencion de la obesidad se inicia con el seguimiento cuidadoso de la mujer
embarazada y con una adecuada orientacion a la familia sobre habitos alimentarios
saludables (Islas y Peguero, 2006).

Las investigaciones recientes sugieren que varias de las principales enfermedades

de la edad avanzada, incluyendo la enfermedad coronaria, cambios en el

8



metabolismo del colesterol, el desarrollo renal, la hipertension y la diabetes tipo 2,
se originan por problemas en el crecimiento y desarrollo intrauterino. Estas
enfermedades pueden ser consecuencia de la llamada "programacion fetal”,
mediante la cual un estimulo o lesiébn en un periodo critico, sensible de la vida
temprana, tiene efectos permanentes sobre la estructura, fisiologia y el
metabolismo del individuo. Los primeros estudios epidemiolégicos que apuntaban a
los efectos a largo plazo de un ambiente intrauterino adverso se basaron en el
seguimiento de hombres y mujeres en la vida media y tardia, de los cuales se
registraron su peso y talla al nacer. La evidencia de que la hipertension, la
enfermedad coronaria y la diabetes estan programadas proviene de estudios
longitudinales realizados en 25,000 hombres y mujeres del Reino Unido, en los
cuales se relaciono la talla al nacer con la ocurrencia de la enfermedad en la edad
madura. Las personas que fueron pequefios o desproporcionados (delgados o
bajos) al nacer tenian altos indices de enfermedades coronarias, presion arterial
alta, concentraciones elevadas de colesterol y metabolismo anormal de glucosa-
insulina. Sin embargo, estas relaciones son independientes de la duracion de la
gestacion, lo que sugiere que las enfermedades cardiovasculares estan
relacionadas con la restriccion del crecimiento fetal en lugar de un parto prematuro.
La replicacién de los resultados del Reino Unido ha dado lugar a una amplia
aceptacion de la hipétesis de que las bajas tasas de crecimiento fetal estan
asociadas con enfermedad cardiovascular en la edad adulta (Godfrey y Barker,
2000).

Los estudios experimentales en animales han documentado numerosos ejemplos
de la programacion fetal. Investigaciones cientificas recientes han demostrado que
las alteraciones en la nutricibn materna pueden tener efectos relevantes a largo
plazo sobre los hijos en lo que respecta a enfermedades cardiovasculares. Langley
y Jackson (1994) realizaron un estudio basado en una dieta baja en proteinas a
ratas prefladas y los resultados indican un aumento permanente de la presién
arterial en los hijos. Las ratas cuyas madres habian sido alimentadas con una dieta

con baja proporcion de proteina durante el embarazo mostraron un equilibrio
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alterado permanentemente entre la produccion hepatica de glucosa y su utilizacion;
el grupo control de ratas alimentadas con la misma dieta durante la vida postnatal
no tenia alteraciones en el metabolismo de la glucosa hepatica.

El hallazgo de que las variaciones en el tamafio normal del feto al nacer tienen
implicaciones para la salud durante toda la vida, ha llevado a una reevaluacion de
la regulacién del crecimiento y desarrollo del feto. Aunque el genoma del feto
determina el potencial de crecimiento en el Gtero, el peso de la evidencia sugiere
gue desempefia un papel subordinado en la determinacién del crecimiento que
lleva realmente a cabo. Lo anterior sugiere que el determinante dominante del
crecimiento fetal es el medio nutricional y hormonal en el que el feto se desarrolla,
y, en particular, el suministro de oxigeno y nutrientes. Los experimentos con
animales han sugerido que la desnutricion fetal en la gestacion temprana produce
crias pequefias pero con proporciones normales, mientras que la desnutricion en la
gestacion tardia puede tener efectos importantes en las proporciones del cuerpo,
pero poco efecto sobre el peso al nacer (Godfrey y Barker, 2000).

Se ha sugerido la existencia de periodos criticos durante el desarrollo fetal de forma
gue las exposiciones socioecondmicas y de conductas de riesgo para la salud en
estos periodos determinan el nivel de salud en el futuro. Por el contrario, también
se ha formulado la hipétesis de que las exposiciones que aumentan el riesgo de
enfermedad pueden ir acumulandose a lo largo de la vida e interactuar entre si
hasta que finalmente originan dafio a la salud. Segun esta hipoétesis, conforme el
namero y/o la duracion de las exposiciones aumenta, se produce un dafio biolégico

acumulativo (Regidor y col., 2007).

[1.4.2 Alimentacion posnatal.

Los primeros dos afos de la vida representan un periodo de desafio especial para
la nutricion y salud de los nifios porque su tasa metabdlica relativamente elevada y
la rapida velocidad de crecimiento imponen requerimientos nutrimentales

relativamente mayores. Ademas, la inmadurez del tracto gastrointestinal, de la
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coordinacion neuromuscular y de la funcion inmunoldgica del lactante limita los
tipos de alimentos que es capaz de consumir y lo expone a un riesgo elevado de
infeccion trasmitida a través de los alimentos y a alergias alimentarias (Vasquez y
Romero, 2008a).

Durante el primer afio de vida, se presenta el primer brote de crecimiento acelerado
que resulta en un cambio constante de los requerimientos energéticos y de
nutrimentos en este grupo de edad. La OMS recomienda en la actualidad que “todo
lactante debe ser alimentado exclusivamente del pecho materno durante los
primeros seis meses de edad". Posteriormente, "los lactantes deben recibir
alimentos complementarios adecuados y seguros mientras continda la alimentacion
al pecho materno hasta los dos afios de edad". De este alimento materno, el
lactante recibe la energia y nutrimentos que necesita para crecer y desarrollarse,
mecanismos de proteccion contra alergias e infecciones (Vasquez y Romero,
2008a; OMS, 2010).

Hay evidencias convincentes de que la alimentacién al pecho materno durante los
primeros meses de la vida, se asocia a menor riesgo de obesidad, niveles mas
bajos de presién arterial y concentraciones menores de colesterol. Lo anterior
representa un ejemplo de la llamada "programacién temprana“, en la cual el
metabolismo de los lipidos en lactantes esta condicionado, desde etapas
tempranas de la vida, a manejar grandes cantidades de colesterol suministrado
inicialmente por la leche humana (Vasquez y Romero, 2008a).

Durante el primer afio de vida, el lactante inicia la formaciébn de habitos vy
preferencias alimentarias que van a afectar la salud y nutricion futuras. Por ello, la
alimentacion complementaria adecuada tiene un papel formativo, porque promueve
habitos de alimentacién saludables. El periodo desde los 24 meses de edad hasta
la pubertad se caracteriza por un crecimiento fisico lento. El patrén de crecimiento
en los nifios varia individualmente; de los dos afios de edad a la pubertad
incrementan en promedio de 2 a 3 kg de peso y crecen 5 a 8 cm de estatura por

afio. Como la velocidad de crecimiento disminuye durante la etapa de preescolar, el
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apetito es menor y la ingestion de alimentos parece irregular o impredecible
(Regidor y col., 2007; Vasquez y Romero, 2008b).

Durante el periodo de los 8 a 11 afios, los nifios varian en peso, forma corporal y
velocidad de crecimiento, las amistades y personas fuera de la familia pueden
influir en sus actitudes y en su seleccién de alimentos, lo cual puede tener un efecto
favorable o desfavorable en el estado de nutricion del escolar. Las demandas de
energia y nutrimentos son mayores entre los 11 y los 14 afos, periodo del pico del
crecimiento y gradualmente van disminuyendo hasta llegar a los 18 afios. Los
requerimientos nutrimentales durante la pubertad se incrementan para sobrellevar
el crecimiento y el desarrollo acelerados de esta etapa. La alimentacion durante
este periodo de crecimiento debe aportar la cantidad de energia, macro y micro
nutrimentos necesarios para el crecimiento y el desarrollo, asi como para sentar y
consolidar los hébitos alimenticios saludables a lo largo de la vida. Los
requerimientos nutrimentales se han estimado de estudios longitudinales y se
basan en las ingestiones recomendadas (Rodriguez, 2006; Vasquez y Romero,
2008b).

I1.4.3 Recomendaciones y patron de consumo infantil en México.

Perichart y colaboradores (2007) llevaron a cabo una caracterizacion del estado
nutricio de 561 nifios de 6 a 12 afios de edad en una escuela publica urbana en la
Ciudad de México, de los cuales 49.7% eran niflas y 50.3% eran nifios. En este
estudio se encontré que la prevalencia de sobrepeso y obesidad fue de 27.1% y
21.4%, respectivamente. No se encontraron diferencias significativas entre el peso
de nifios y nifias, pero si se observo que la prevalencia de sobrepeso y obesidad
incrementa significativamente con la edad. Por lo anterior, se realizé un segundo
grupo conformado por nifios de 9 a 12 afios (n=88) a los cuales se les evaluo el
consumo de alimentos de dos dias, uno que cubria el fin de semana y otro en un

dia laborable. ElI promedio del consumo de nutrientes en los dos dias se presenta
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en el Cuadro 3, asi como la ingesta diaria recomendada (IDR) en México de los
diferentes nutrientes para ese grupo de edad en México (IOM, 2010).

Cuadro 3. Variables dietéticas de nifios en edad escolar (9-12 afios) de una
escuela publica urbana en la Ciudad de México (Perichart y col., 2007; IOM, 2010).

Variable Total de nifios (n=88)
Edad 10.12 + 0.89
IMC 21.42 +3.77
Peso (kg) 43.30 + 10.94
Energia (kcal/d) 1,853
Carbohidratos (g/d) 231.68
Grasas (g/d) 70.07
Proteinas (g/d) 74.50

El consumo promedio de la energia de la dieta fue 1,853 kcal/dia, lo que
correspondio al 90% del IDR de energia total. La ingesta de azucar fue excesiva
(90.56 g/dia), lo que representa 18.31% del consumo total de energia. De la misma
forma, se observo una ingesta excesiva de proteinas (232.18% IDR) e hidratos de
carbono (188.81% IDR). La ingesta media de lipidos fue de 70.07 g/dia, lo que
representd 34.3% del aporte energético diario. A este respecto, el consumo de
grasas saturadas estaba levemente elevado (10.70% de la ingesta total de
energia); mientras que el consumo de grasa monoinsaturada (9.83% del consumo
total de energia) y grasas poliinsaturadas (4.32% del consumo total de energia) fue
adecuado para este grupo de edad (Perichart y col., 2007).

Los nifios tienen un rapido aumento de su porcentaje de grasa corporal, el cual se
ve reflejado en su IMC durante el primer afio de vida; después de 9 a 12 meses de
edad, el IMC disminuye hasta alcanzar un punto de minima reserva de grasa
corporal. Este punto en el crecimiento de los nifios se ha denominado rebote de
adiposidad y, generalmente, ocurre entre los 5 y los 7 afios de edad. A partir de alli,
el individuo empieza a reacumular grasa, proceso que continta a lo largo de la
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pubertad y de la edad adulta. Esta reacumulaciébn de grasa se refleja en un
aumento considerable del IMC. La edad en la que ocurre el rebote de adiposidad
en el escolar es critica para el desarrollo posterior de obesidad; la aparicién de un
rebote de adiposidad temprano (edad mas temprana en la que se alcanza el
minimo IMC en un nifio de acuerdo con su edad), se asocia con un IMC mas
elevado en la adolescencia y al inicio de la edad adulta (Whitaker, 1998; Williams,
2005).

La edad preescolar y escolar son periodos criticos para transmitir actitudes
familiares y culturales, practicas y creencias sobre la comida y la alimentacion, el
desarrollo de preferencias alimentarias, regulacion de ingestion de energia y

prevencion de sobrepeso (Vasquez y Romero, 2008b).

II.5 Estrés oxidativo y nitrosativo.

El oxigeno molecular (O,) es esencial para la supervivencia de los seres humanos
y, en general, de todos los organismos aerodbicos. Sin embargo, en el proceso
natural de oxidacion y de respiracion, el cuerpo humano produce especies reactivas
de oxigeno (EROs), especies reactivas de nitrogeno (ERNSs) y radicales libres.
Estas moléculas pueden causar dafios a las proteinas, a los lipidos y al ADN, pero
generalmente son removidas por sistemas de reparacion de dafio oxidativo y
nitrosativo, sustancias llamadas antioxidantes y sistemas de enzimas antioxidantes
antes de que puedan atacar a las células, por lo que continuar con una dieta
adecuada promueve esta reparacién (Chen y Ping, 2008; Novo y Parola, 2008).

Los radicales libres son especies quimicas que tienen electrones no apareados, los
cuales buscan otros electrones para aparearse. Asi, los radicales libres son en
general reactivos y atacan a otras moléculas. Las EROs incluyen al radical
superoéxido (O,"), al radical hidroxilo (OH®), al oxigeno (Oy), al hipoclorito (HOCL) y
al no radical peroxido de hidrégeno (H2O,). Del mismo modo, las especies reactivas

derivadas del nitrdgeno son conocidas como ERNs y sus principales precursores
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son el 6xido nitrico (NO) y el peroxinitrito (ONOQO") (Papas, 1998; Ortega y col.,
2010).

Varias enfermedades humanas tienen una fuerte asociacion con el dafio oxidativo y
nitrosativo en los tejidos causado por una inadecuada proteccion contra las EROs,
como en el cancer, enfermedades cardiacas, la diabetes, la enfermedad de
Alzheimer y el envejecimiento. No obstante, estas EROs se producen
continuamente en todas las células como un soporte para las funciones celulares
normales y, en condiciones fisiolégicas normales, aproximadamente un 0.1% a 5%
de oxigeno que entra en la cadena de transporte de electrones se reduce a
superoxido (Kowluru y Chan, 2007; Chen y Ping, 2008).

Sin embargo, cuando aumenta la concentracién y superan los mecanismos
antioxidantes fisiol6gicos, se convierten en toxicas. A este fendbmeno se le
denomina estrés oxidativo, es decir, la falta de balance entre la formacién y la
eliminacion de las EROs, favoreciéndose la primera, beneficiando la oxidacion
(Papas, 1998; Al-Gubory y col., 2004; Alvarez y col., 2007).

Existen evidencias epidemiologicas que sustentan el papel patogénico de las EROs
en procesos biologicos. Los principales antecedentes surgen de estudios que
muestran la correlacion entre la incidencia de enfermedades inflamatorias y
degenerativas y las bajas concentraciones de antioxidantes en la sangre. La
relacion entre la presencia de algunas enfermedades, como las cardiovasculares y
el cancer, entre otras, se puede establecer con la elevacién de marcadores de dafio
oxidativo y disminucién de los niveles plasmaticos de antioxidantes, los que pueden
ser modificados al aumentar la ingesta de antioxidantes (Avello y Suwalsky, 2006).
El desorden metabdlico, ocasionado por el consumo no adecuado de nutrimentos,
asi como diversos factores ambientales y fisicos, incrementa en los individuos el
estrés oxidativo. Recientemente se han descubierto en algunos alimentos otros
antioxidantes no nutrientes, como los compuestos fendlicos y algunos pigmentos
como la clorofilina. Algunas fuentes de éstos son los frijoles (isoflavonas), citricos
(flavonoides), cebolla (quercetina) y polifenoles (aceitunas). También se han

encontrado algunos antioxidantes fendlicos en el café, vino tinto y té. Por esta
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razén, la forma de suplir adecuada y continuamente los antioxidantes para proteger
al organismo del efecto oxidativo producido por el exceso de radicales libres es el
consumo de alimentos ricos en vitaminas E y C, carotenoides y otras sustancias
gue tienen funcién antioxidante, tales como los compuestos fendlicos (Avello y
Suwalsky, 2006; Mendoza, 2009).

De la misma forma, bajos niveles de ERNS se producen continuamente en las
células de mamiferos y desempefian funciones fisiologicas importantes. Estas
incluyen procesos tan diversos como la expresion de genes, la proliferacion y
sobrevivencia celular, la remocién de patdégenos por el sistema inmune, y la
permeabilidad de los vasos sanguineos. Sin embargo, cuando la cantidad de ERNs
excede la capacidad antioxidante de la maquinaria, el resultado es un estrés
nitrosativo que puede inducir dafios irreversibles en todas las macromoléculas
celulares, incluyendo el ADN. Por lo tanto, el mantenimiento de la homeostasis
redox es critico para la funcién celular y la supervivencia, y su alteracion esta
implicada en la fisiopatologia de muchas enfermedades humanas, tales como las
enfermedades cardiovasculares, diabetes, artritis reumatoide y los trastornos
neuroldgicos (por ejemplo, el Alzheimer y la enfermedad de Parkinson), o el cancer
(Ortegay col., 2010).

[1.6 Sistemas de defensa antioxidante.

Los antioxidantes pueden ser tanto enddégenos como exdgenos. En general, los
antioxidantes son compuestos fuertemente reductores que contrarrestan la
tendencia de un metabolito a oxidarse a una especie potencialmente toxica o
perjudicial. En general, estos compuestos protegen a las células contra los efectos
nocivos de las EROs (Mathews y col., 2002; Wang y col., 2007).

Los organismos aerdbicos son protegidos del estrés oxidativo inducido por los
radicales libres y las EROs por una serie de sistemas de defensa. Dichos sistemas
de defensa contra el exceso de produccion de EROs han evolucionado en

mecanismos enzimaticos y no enzimaticos, protegiendo asi a los organismos contra
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dafos oxidantes. Sin embargo, diferentes factores externos y el envejecimiento
disminuye la capacidad de tales sistemas, resultando eventualmente en
perturbaciones del equilibrio redox (Papas, 1998; Benitez, 2008).

La ingestion de antioxidantes exdégenos a través de una dieta rica en frutas y
hortalizas también puede ayudar a neutralizar estas EROs y, por consiguiente,
disminuir la prevalencia de algunas enfermedades. Por esta razén, durante la
ultima década, se ha observado un aumento en el consumo de alimentos ricos en
antioxidantes, como las frutas y hortalizas. No obstante, en personas obesas se ha
observado un minimo y en ocasiones nulo consumo de estos alimentos (Alvarez y
col., 2007).

[1.L6.1 Mecanismos antioxidantes enzimaticos.

Los sistemas enzimaticos incluyen la superéxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT)
y las enzimas implicadas en el ciclo de glutation: glutation peroxidasa (GPX),
glutation reductasa (GR) y glutation-S-transferasa (GST), entre otras enzimas
(Mathews y col., 2002; Nistala y col., 2008).

11.6.1.1 Catalasa (CAT).

La catalasa (CAT) elimina el peréxido de hidrogeno originado por la SOD al

catalizar la conversion de superoxido en H,O, (Figura 1).

OH"
Fe?"
N
2H 0O, H,O
205" ub H,0, A»—V 2H,0, +0O,
Superoxido Catalasa

dismutasa

Figura 1. Las enzimas SOD y CAT protegen las células al eliminar
el anion superoxido y el peroxido de hidrogeno (Devlin, 2004).
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La CAT es una enzima que estd presente a concentraciones elevadas en los
peroxisomas, descomponiendo el peréxido de hidrogeno en agua y oxigeno. La
CAT junto con la GPX conforman el principal sistema enzimatico de remocion de
moléculas de H,0,; a altas concentraciones del mismo, la CAT se vuelve primordial

en su remocion (Devlin, 2004; Albarran, 2007).
[1.6.1.2 Glutatién peroxidasa (GPX).

La glutation peroxidasa (GPX), la principal peroxidasa en los mamiferos presente
en cantidades significativas en el citoplasma, cataliza la conversion de H,O, en H,O
a través de la oxidacion de GSH dando como resultado GSSG (Figura 2). A
diferencia de la CAT, ésta actla a bajas concentraciones de H,O,. Ademas, la GPX
cataliza la degradacion de los perdxidos lipidicos (LPO) y puede biotransformar los
hidroperoxidos lipidicos a &acidos grasos hidroxi menos reactivos evitando asi el
dafio ocasionado por la reacciéon en cadena en las membranas celulares y sus
funciones (Al-Gubory y col., 2004; Albarran, 2007).

11.6.1.3 Glutation reductasa (GR).

La glutation reductasa (GR) es un componente importante del mecanismo celular
de defensa antioxidante. Esta enzima cataliza la reduccion de la forma oxidada de
glutatiéon (GSSG) a GSH, empleando NADPH como cofactor (Figura 2).

Glutation peroxidasa

N
2GSH GSSG

R___A—NADPH +H'

Glutation reductasa

H.O 2H,0

Figura 2. La GPX elimina el perdxido de hidrégeno,
asi como los peroéxidos de lipidos (Devlin, 2004).
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Por lo tanto, la GR es esencial para el ciclo del GSH, ya que mantiene los niveles
adecuados de GSH. La capacidad de GPX para reducir H,O, u otros peroxidos
depende de la actividad de GR (Al-Gubory y col., 2004).

[1.6.1.4 Glutation-S-transferasa (GST).

Las glutation-S-transferasas (GST) son una familia de isoenzimas citoplasmaticas
gue desempefian un papel importante en la desintoxicacion de metabolitos
reactivos, catalizando la conjugacién con GSH. Las GST estan involucradas en el
transporte intracelular de compuestos y su entrega a los sitios para la
transformacion posterior y/o la excrecién (Al-Gubory y col., 2004).

Los sustratos exdgenos para GST incluyen medicamentos, productos intermedios
industriales, plaguicidas, herbicidas, contaminantes ambientales y sustancias
cancerigenas. La conjugacion de los compuestos exdégenos con GSH casi siempre
conduce a la formacion de productos menos reactivos que se excretan facilmente.
En algunos casos, sin embargo, el conjugado de glutation es mas reactivo que el
compuesto original.

Tres grandes familias de proteinas que estan ampliamente distribuidas en la
naturaleza presentes en las células de mamiferos exhiben actividad GST. Dos de
ellas, las GST citosdlicas y mitocondriales, comprenden enzimas solubles. La
tercera familia incluye la GST microsomal, las cuales se conocen ahora como las
proteinas asociadas a la membrana. Las GST citosoélicas representan la mayor
familia de transferasas y la actividad que realizan es exclusiva de este grupo de
enzimas. Las tres familias contienen miembros que catalizan la conjugacion de
GSH con el 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB) y exhiben la actividad de glutation
peroxidasa con hidroperoxido de cumeno.

Es importante reconocer que las enzimas GST son parte de una estrategia
integrada de defensa y su efectividad depende de la accion combinada del
glutamato cisteina ligasa y glutation sintasa para abastecer el GSH. Sin embargo,

la sobreexpresion de GST en células tumorales de mamiferos se ha relacionado
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con resistencia a los agentes contra el cancer y diversos carcinbgenos quimicos.
Ademas, los niveles elevados de GST se han asociado con la tolerancia selectiva

de los insecticidas y herbicidas (Hayes y col., 2005).

[1.6.2 Mecanismos antioxidantes no enziméticos.

[1.6.2.1 Glutatién reducido (GSH).

El GSH es el antioxidante no enzimético mas relevante a nivel celular, su funcion
no es eliminar directamente las EROs, sino mantener el equilibrio redox y participar
en las reacciones enzimaticas antioxidantes proporcionando los reductores
equivalentes como se indica en la Figura 2. El GSH actia a través de tres
reacciones: 1) reacciones de conjugacion, 2) oxidacién, y 3) degradacion (Salvado,
2005).

El GSH es un tripéptido que, a diferencia de las vitaminas, puede sintetizarse
intracelularmente a través de varios pasos enzimaticos; es un compuesto
metabdlicamente importante, por ello la concentracion de GSH en los tejidos esta
muy regulada, por tanto, el agotamiento o el exceso de GSH en el cuerpo se
presenta particularmente bajo ciertas condiciones fisiopatoldgicas (Papas, 1998).
En general, el incremento de los niveles de GSH protege a los organismos frente a
condiciones toxicas, tales como la formaciébn de peroxidos de &cidos grasos
derivados de la oxidacion lipidica, radiacion ionizante, agentes alquilantes, u otros
intermediarios reactivos (Devlin, 2004; Rios, 2006).

1.7 Influencia de la obesidad en el estado oxidativo.

El estrés oxidativo se identifica comunmente en muchas enfermedades
relacionadas con la obesidad y podria ser el mecanismo subyacente del inicio y
progresion de estas enfermedades. Se ha considerado que el estrés oxidativo

juega un papel en la dieta para el deterioro de la salud. Las dietas altas en grasa
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incrementan la cantidad de sustrato disponible para la oxidacién y el flujo de
electrones a través de la cadena respiratoria mitocondrial mediante la optimizacion
de la produccion de radicales libres. En sistemas celulares, la peroxidacion de
lipidos es de gran importancia principalmente en biomembranas donde la mayoria
de las enzimas activadoras de oxigeno estan presentes. Por tanto, se sugiere que
esta peroxidacion de lipidos esté fuertemente asociada con el envejecimiento y la
carcinogénesis, entre otras enfermedades degenerativas (Rosales, 2005; Catala y
col., 2008; Gletsu y col., 2009).

Diversos estudios muestran que la obesidad perturba las defensas antioxidantes en
los tejidos. Olusi (2002) evalud6 la actividad de las enzimas SOD y GPX en plasma
sanguineo de cincuenta voluntarios adultos sanos con IMC saludable y 250
pacientes con diferentes grados de obesidad, sin antecedentes de tabaquismo,
diabetes mellitus, hipertension, hiperlipidemia, enfermedad renal, hepatica o
cancer. Los sujetos con IMC saludable tuvieron una actividad significativamente
mayor tanto de SOD como GPX en comparacion Unicamente con los sujetos con
obesidad moérbida (> 40 kg/m?), el cual representa un valor muy elevado ya que la
OMS define al sobrepeso como un IMC igual o superior a 25 kg/m? y la obesidad
como un IMC igual o superior a 30 kg/m?. Por lo cual, la actividad de SOD y GPX se
asocia negativamente con el IMC. Por otro lado, Aaseth y Stoa (2000) analizaron el
plasma sanguineo de diez pacientes con sobrepeso y diabetes tipo 2 no controlada
y 13 controles sanos con peso normal en un rango de 40 a 60 afios de edad. El
nivel intracelular de GSH en los gldbulos rojos de los pacientes diabéticos se redujo
al 60% respecto al grupo control. Rodrigo y colaboradores (2007) evaluaron la
asociaciéon de la presion sanguinea en parametros relacionados con el estrés
oxidativo en hombres hipertensos y normotensos con un rango de 35 a 60 afios de
edad, encontrando que los niveles de GSH en eritrocitos fueron menores en los
hipertensos (29%) respecto a los controles (normotensos).

En lo que respecta a estudios en animales, Kaul y colaboradores (1995) llevaron a
cabo un estudio con ratas diabéticas inducidas con una sola inyeccion de

estreptozotocina (65 mg/kg). A las 4 semanas, los corazones de los animales
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diabéticos mostraron una disminucion de las actividades enziméticas de SOD
(50%) y GPX (60%). Asimismo, Strother y colaboradores (2001) compararon la
actividad de CAT, GPX, GR y SOD, asi como los niveles de GSH en higado y rifion
de ratas Sprague-Dawley diabéticas inducidas con estreptozotocina. A los 30 dias
de experimentacién, se encontré que los niveles hepéaticos de la actividad de CAT
disminuyeron de forma significativa en comparacion al control. Los niveles
hepaticos y renales de GSH se redujeron de forma significativa en comparacion al
control. Sin embargo, se observé un aumento de la actividad de GPX en el higado,
aumento de la actividad de SOD en los rifilones, aumento de la CAT renal y
disminucion de la actividad renal de GR.

Es importante también afiadir que la insuficiencia de las defensas antioxidantes
probablemente se inicia y se mantiene con una baja ingesta de antioxidantes en la
dieta y fitoquimicos que poseen capacidad antioxidante. Las personas obesas
tienen una menor ingesta de alimentos ricos en fitoquimicos (frutas, verduras,
granos enteros, legumbres, vino, aceite de oliva, semillas y nueces) con respecto a
personas no obesas. Por ello, los niveles de antioxidantes adquiridos a través de la
dieta estan inversamente relacionados con el grado de adiposidad, debido a esto,
las personas obesas presentan un "déficit de antioxidantes" como resultado del
pobre consumo de antioxidantes por lo que no pueden evitar o controlar el inicio de
ciertas enfermedades (Vincent y col., 2007).

La proteccion proporcionada por la actividad de las enzimas antioxidantes también
puede ser inadecuada en la obesidad. En las primeras etapas de desarrollo de la
obesidad, puede haber un incremento inicial de las enzimas antioxidantes para
contrarrestar el estrés oxidativo, mientras que la obesidad cronica agota las fuentes
de enzimas antioxidantes con el tiempo, es decir, la magnitud de la adiposidad
también afecta a las actividades enzimaticas. No obstante, diversos estudios han
sugerido que las dietas elevadas en grasas crOnicamente no incrementan la
concentracion de las enzimas antioxidantes para contrarrestar el aumento de la
produccion de radicales libres, y de hecho pueden suprimirlas. La severidad de la

obesidad es también una correlacion inversa con las actividades especificas de las
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enzimas antioxidantes, entre ellas la SOD y GPX (Greathouse y col., 2005; Vincent
y col., 2007; Gletsu y col., 2009).

En la vida temprana, incluso durante la gestacion, la grasa corporal se deposita en
tejidos como los vasos en forma de estrias grasas. Las deficiencias nutricionales,
tales como los antioxidantes y alimentos ricos en fitoquimicos, que pueden ocurrir
durante los primeros afios de vida pueden dar lugar a un estrés oxidativo inicial.
Durante toda la infancia, la eleccion de alimentos pobres en antioxidantes y el
incremento de los depdsitos de grasa del cuerpo contribuyen a niveles excesivos
de leptina, disfuncién endotelial y deterioro de la homeostasis de la glucosa, todos
ellos mecanismos importantes para la produccion de EROs. Dado que el ejercicio
regular mejora las defensas antioxidantes en nifios, el comportamiento sedentario
probablemente contribuye a niveles inadecuados de antioxidantes en tejidos como
las enzimas (SOD, GPX) en la obesidad. En la adultez joven y la edad adulta, las
perturbaciones sistémicas asociadas con la obesidad son agravadas. La
inflamacion, el colesterol, los triglicéridos elevados, el exceso de la produccién de
hormonas y la insensibilidad a la insulina aumentan con la obesidad. Estos cambios
sistémicos, combinados con la pobre ingesta de antioxidantes y una actividad fisica
inadecuada en un periodo de afios, probablemente agravan el estrés oxidativo y
aceleran la manifestacion clinica de enfermedades relacionadas con la obesidad
como la diabetes mellitus, hipertension, artritis y enfermedades del corazén. El
estrés oxidativo también empeora con la edad. Por lo tanto, se debe hacer hincapié
en la prevencion del estrés oxidativo temprano en la vida para evitar aparicion de la
enfermedad en el futuro. La exposicion prolongada al estrés oxidativo provoca en el
organismo una serie de padecimientos, que con el tiempo permiten el desarrollo de

enfermedades, como la diabetes (Vincent y col., 2007; Mendoza, 2009).

[1.7.1 Peroxidacion lipidica.

La peroxidacién de lipidos es la reaccién biolégica en cadena de radicales mas

estudiada, ya que se ha establecido como un importante mecanismo de lesion
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celular en muchos sistemas biolégicos de origen vegetal y animal. EI mecanismo
implica un proceso en el que los lipidos no saturados se oxidan para formar otras
especies radicales, asi como subproductos toxicos que pueden ser perjudiciales
para el sistema. Asi, los lipidos poliinsaturados son especialmente susceptibles a
este tipo de dafio en un ambiente oxidante y pueden reaccionar para formar
peroxidos lipidicos. Estos udltimos son inestables y sufren una descomposicion
adicional para formar una compleja serie de compuestos, como lo son los peréxidos
de acidos grasos poliinsaturados que reaccionan para formar malondialdehido
(MDA). EI MDA se puede encontrar en la mayoria de las muestras biologicas
incluyendo los productos alimenticios, suero, plasma, tejidos y orina, como
resultado de la peroxidacion lipidica, y se ha convertido en uno de los analitos de
referencia con el fin de estimar los efectos del estrés oxidativo sobre los lipidos
(Halliwell y Chirico, 1993).

Con base en lo expuesto anteriormente, es evidente que una dieta alta en grasas
tiene un efecto negativo en la salud de las personas que la consumen, el cual se
reflejada en la actividad de las enzimas antioxidantes. Tomando en cuenta la alta
prevalencia de obesidad en nifios que existe hoy en dia en nuestro pais, en el
presente estudio se evaluo el efecto inducido por una dieta con un alto contenido
de grasas saturadas sobre biomarcadores antioxidantes en higado y riidn de ratas
Sprague-Dawley jovenes, ya que en el higado se lleva a cabo el metabolismo de la
glucosa y lipidos, ademas de ser el dérgano que cuenta con una mayor
concentracion de enzimas antioxidantes; mientras que el rifién es un 6rgano blanco
de las complicaciones de la diabetes, ya que los niveles de glucosa en sangre
exceden la capacidad del rifién para filtrar y reabsorberla, por ello, la insuficiencia

renal es una de las principales complicaciones de la diabetes.
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. HIPOTESIS.

Una dieta alta en grasa saturada incrementa el metabolismo generando un estrés
oxidativo que altera los sistemas antioxidantes, modificando asi los niveles de
biomarcadores antioxidantes enzimaticos (CAT, GPX y GST) y no enzimaticos

como GSH y malondialdehido en un modelo in vivo.
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IV. OBJETIVOS.

IV.1 General.

Evaluar el efecto de una dieta alta en grasa saturada sobre biomarcadores
antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos en el higado y rifidn de ratas macho

Sprague-Dawley.

IV.2 Especificos.

e Determinar el efecto de una dieta alta en grasa saturada sobre los niveles de
glutation reducido (GSH) en higado y rifidn de ratas macho Sprague-Dawley.

e Determinar el efecto de una dieta alta en grasa saturada sobre los niveles de
malondialdehido (MDA) en el rifidn de ratas macho Sprague-Dawley.

e Determinar el efecto de una dieta alta en grasa saturada sobre la actividad
antioxidante de catalasa (CAT), glutation-S-transferasa (GST) y glutation
peroxidasa (GPX) en higado y rifién de ratas macho Sprague-Dawley.

e Comparar el efecto diferencial de una dieta alta en grasa saturada sobre los
biomarcadores antioxidantes en higado y rifion de ratas macho Sprague-

Dawley.
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V. METODOLOGIA.

V.1 Materiales.

V.1.1 Bioldgico.

V.1.1.1 Animales.

Se emplearon ratas macho Sprague-Dawley recién destetadas de
aproximadamente cuatro semanas de edad con un peso promedio de 30-50 g, las
cuales fueron adquiridas del bioterio del Instituto de Neurobiologia (INB) de la
Universidad Nacional Autébnoma de México (UNAM) campus Juriquilla, Querétaro,

Querétaro.

V.1.2 Reactivos quimicos.

Los reactivos para las determinaciones enzimaticas tales como acido 5,5 -ditiobis
dinitro benzoico (DTNB), 1-cloro,-2,4-dinitrobenceno (CDNB), L-glutation reducido
(GSH) 99%, glutation reductasa (GR), hidroxicumeno, nicotin-adenin-difosfato
reducido (NADPH), perdxido de hidréogeno (H»O,), cloruro de potasio, sacarosa
ultra pura y Tritdn X-100 fueron de la marca Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EUA).
Los siguientes solventes y reactivos para las determinaciones enzimaticas como
metanol, &cido tricloro-acético (TCA), acido tiobarbitarico (TBA), cloruro de
magnesio (MgCl,), cloruro de potasio (KCI), &cido etilén diamino tetra acético
(EDTA), etanol 100%, fosfato de sodio monobéasico (NaH;PO,), fosfato de sodio
dibasico (Na;HPO,), Tris hidrocloruro ultrapuro (TRIS-HCI) y TRIS base ultrapuro
fueron de la marca J. T. Baker (Phillipsburg, NJ, EUA).

Tiras reactivas AccuChek® de la marca comercial ROCHE® para la determinacion

de glucosa.
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El kit enziméatico para determinar el perfil de lipidos fue de la marca RANDOX®
(Antrim, Reino Unido).

El Rat/Mouse Insulin ELISA kit para la determinacién de la insulina por medio del
ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzimas fue de la marca Millipore®.

El kit Creatinina por método colorimétrico para la determinacién de Creatinina fue
de la marca RANDOX® (Antrim, Reino Unido).

El Rat C Reactive Protein (CRP) ELISA Kit para la determinacion de la Proteina C
Reactiva mediante el ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) fue de
la marca Millipore®

El kit para la cuantificacién de proteina por el método del acido bicinconinico (BCA)

fue de la marca Pierce, Inc (Rockford, IL, EUA).
V.2 Métodos.
V.2.1 Preparacion de las dietas.

Los grupos fueron tratados considerando el consumo de grasas saturadas en los
ninos obesos mexicanos y el consumo recomendado (control) (Cuadro 3). Las
croquetas NIH-31 (Zeigler BROS, INC) se molieron en un molino pulvex y se
ajustaron sus nutrientes para los animales del grupo alto en grasa con manteca de
cerdo y manteca de coco para lograr la composicién nutrimental indicada en el
Cuadro 4.

V.2.2 Tratamiento.

Se utilizaron 26 ratas macho Sprague-Dawley con un peso promedio de 30 — 50 g.
Las ratas se alojaron en cajas de plastico y se mantuvieron bajo condiciones
controladas de humedad (50 + 10%), ciclos dia/noche de 12/12 horas y temperatura
adecuada (23 £ 2 °C) y se les proporcioné agua y alimento ad libitum. Después de

una semana de aclimatacion, los animales se dividieron aleatoriamente en 2 grupos
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como se muestra en el Cuadro 5. Se evalu6 el nivel de consumo de alimento, de

grasa saturada y el peso corporal de los animales a lo largo de todo el estudio.

Cuadro 4. Porcentaje de nutrientes en el alimento del estudio in vivo.

Tipo de Dieta
Nutriente
Control Alta en grasa

Energia (kcal/g) 3.07 4.23
Proteinas 22 % 19 %
Carbohidratos 66 % 42 %
Grasa total, de la cual: 12 % 39 %

De la cual:

Saturada 4% 23.70 %

Poliinsaturada 4% 7.20%

Monoinsaturada 4% 8.10 %

Cuadro 5. Disefo experimental del estudio in vivo.

Grupo No. de animales Dieta
1 11 Control
2 15 Alta en grasa saturada

V.2.3 Determinaciones fisiolégicas in vivo.

Durante la semana 12 de alimentacion se determiné glucosa en ayuno y se realizo
una curva de tolerancia a la glucosa para determinar la capacidad de uso de
glucosa de los animales, para observar asi el efecto de la alimentacion sobre el

desarrollo de alteraciones en el metabolismo de glucosa.
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V.2.3.1 Determinacion de glucosa en ayuno.

Las ratas se sometieron a un periodo de ayuno de minimo 8 horas, y
posteriormente se les tomd una muestra de sangre extraida de la vena caudal
localizada en la cola de las ratas, la cual se coloco en una tira reactiva AccuChek®
de la marca ROCHE®, y se analiz6 en un glucémetro de la misma marca, el cual

tiene un rango de sensibilidad de 10 a 600 mg/dL de glucosa.

V.2.3.2 Determinacion de la curva de tolerancia a la 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 medicion de
las concentraciones de glucosa se utilizaron tiras reactivas AccuChek® de la marca
ROCHE®, y un glucémetro de la misma marca. La primera medicion de glucosa
(tempo 0) se realiz6 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.

V.2.4 Sacrificio de animales y obtencién de 6rganos.

El sacrificio de los animales se llevo a cabo a las 12 semanas después de iniciada
la dieta, los cuales permanecieron en ayuno entre 8 y 12 horas, tiempo en el que se
recolectdé una muestra de orina. Se utilizd6 una camara de sacrificio con éter etilico
para anestesiar a los animales y posteriormente se hizo una incision vertical desde
el torax hasta el ano, separando la piel y el masculo para tener acceso a las
visceras abdominales. Primeramente se extrajo la sangre y a continuacion se
extrajeron el higado y ambos rifiones, estos Ultimos se lavaron con solucion

fisiologica estéril fria, se llevd a cabo el corte de la vena porta para asegurar la
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muerte clinica. Las muestras obtenidas se congelaron con nitrégeno liquido y se

almacenaron a -70 °C para su analisis posterior.

V.2.4.1 Orina

Se recolect6 orina de 12 horas durante el lapso de tiempo en que los animales
permanecieron en ayuno previo a la recoleccion de muestras. La orina se filtr0 y se
almaceno en tubos estériles de 15 mL en congelacion a -20°C hasta el momento de

la realizacién de las pruebas correspondientes.

V.2.4.2 Sangre

Una vez anestesiado el animal, se realizd una puncion cardiaca para la extraccion
de 10 mL de sangre en un tubo BD vacutainer® serum. Posteriormente, la muestra
se centrifugé 10 minutos a 10,000 rpm para la obtencion del suero, el cual se
colocé en varias alicuotas de 500 pL cada una y se congelaron a -20° hasta el dia

de las determinaciones bioquimicas.

V.2.5 Determinaciones bioquimicas séricas

V.2.5.1 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).

V.2.5.2 Creatinina

Se determind la concentracién sérica de creatinina, por medio de un método

colorimétrico utilizando creatinina de la marca RANDOX® (Antrim, Reino Unido).
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V.2.5.3 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®.

V.2.5.4 Proteina C reactiva

La cuantificaciéon y deteccion de proteina C reactiva se realizé mediante el ensayo
de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA), utilizando el kit Rat C Reactive
Protein (CRP) ELISA de la marca Millipore®.

V.2.6 Determinaciones bioquimicas en orina

V.2.6.1 Proteina total

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

V.2.6.2 Creatinina

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

V.2.7 Preparacion de homogenados citosolicos.

Para las determinaciones de GSH y GST en los homogenados citosélicos de

higado y rifidn, se pesaron 0.3 g de 6rgano en un tubo conico, se afiadieron 4 mL
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de solucion amortiguadora Tris/Sacarosa (Anexo 1) y se homogenizaron con la
ayuda de un polytron (Kinematica, Suiza). Los homogenados se centrifugaron a
8000 g durante 20 min a 4 °C en una centrifuga Universal 32 R (Andreas Hettich
GMBH & Co. KG, Alemania). Se recuperd el sobrenadante mediante una pipeta
Pasteur y se transfiri6 a la celda de la ultracentrifuga Beckman Optima L90K
(Beckman, EUA). Los tubos se ultracentrifugaron a 4 °C con una velocidad 100,000
g durante 1 hora. El sobrenadante o citosol se transfirio a tubos eppendorf y se
almacend a -70 °C hasta su andlisis. Durante todo el procedimiento los tubos y las
soluciones se mantuvieron a 4 °C en hielo.

Para la determinacion de GPX y CAT en los homogenados citosoélicos de higado y
rinén, se pesaron 0.3 g de 6rgano en un tubo coénico, se afadieron 3 mL de
solucién amortiguadora de fosfatos 50 mM (Anexo 2), que contenia EDTA 0.5 mM,
Triton 0.5% y etanol 0.01 mL/mL, posteriormente se homogenizaron con un
polytrén (Kinematica, Suiza). Los homogenados se centrifugaron a 8000 g durante
15 min a 4 °C en una centrifuga Universal 32 R (Andreas Hettich GMBH & Co. KG,
Alemania). El sobrenadante se coloco en tubos eppendorf y se almacend a — 70 °C
hasta su analisis. Todo el tiempo los tubos y las soluciones se mantuvieron a 4 °C.

V.2.8 Cuantificacion de proteinas en los homogenados citosolicos.

La cuantificacion de proteinas de los homogenados citosélicos se realizé por el
meétodo del &cido bicinconinico (BCA), empleando albumina bovina como estandar.
Se realizaron diluciones apropiadas de los citosoles con solucion amortiguadora de
fosfatos 0.1 M, pH 6.5 (Anexo 3). Posteriormente, se colocaron 50 uL del citosol
diluido en placas de 96 pozos (tres pozos por muestra). Se agregaron 250 uL de la
solucion de trabajo para la determinacion de proteina (Anexo 4) en cada pozo. La
placa se incubé 30 min a 37 °C. Finalmente, las muestras se leyeron en un lector
de microplacas modelo Versa Max Turnable Reader (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, EUA) a una longitud de onda de 562 nm. Los resultados se

analizaron con el software Pro Ver.4.7.1.
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V.2.9 Determinacion de la concentracion de glutatién reducido (GSH).

Los niveles de GSH en las muestras se expresaron en uM extrapolando la
absorbancia de las muestras en la curva de calibracion realizada previamente. Los
resultados se expresan en uM/mg de proteina considerando el factor de dilucién.
Para la realizacion de la curva estandar de GSH, las soluciones se adicionaron en
el siguiente orden: Solucion amortiguadora TRIS 0.2 M, EDTA 0.02 M pH 8.2, TRIS-
EDTA (Anexo 5), solucion de trabajo inicial para la curva estandar de GSH (Anexo
6), metanol y solucion de DTNB 2.46 mM (Anexo 7). La reaccién se inicié con la
adicién de este ultimo reactivo y se incub6é por 5 min. Las muestras se leyeron
inmediatamente por espectofotometria a una longitud de onda de 412 nm a 25 °C
en el lector de microplacas modelo Versa Max Turnable Microplate Reader
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA).

Para las muestras se utilizaron citosoles concentrados, a los cuales se les precipitd
previamente la proteina con el siguiente procedimiento: En un tubo eppendorf se
adicionaron 120 puL de agua destilada, 150 uL de citosol concentrado y 30 pL de
TCA al 20% (Anexo 8), a continuacion se dejaron reposar por 30 min a 4 °C y luego
se centrifugaron a 8000 g por 5 min a 4 °C. Se recuperé el sobrenadante y se
coloco en un nuevo tubo eppendorf. De este nuevo tubo se tomaron 50 uL para
colocarse en placas de 96 pozos (tres pozos por muestra). Se agregaron ademas
150 pL de solucién amortiguadora TRIS-EDTA, 80 uL de metanol y 20 uL de DTNB,
se incubaron 5 min y se leyeron inmediatamente con las mismas condiciones
utilizadas en la curva estandar. La concentracion de GSH se determiné por el
meétodo de Ellman (1959), basado en la habilidad del grupo SH para reducir acido
5,5 -ditiobis dinitro benzoico (DTNB) a acido 5-thio-2-nitrobenzoico (TNB).

V.2.10 Determinacion de la actividad de glutation-S-transferasa (GST): CDNB.

Este método se basa en la reaccion catalizada por esta enzima entre GSH vy el
sustrato CDNB (1-cloro,-2,4-dinitrobenceno), el cual tiene un amplio intervalo para
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detectar las diferentes isoenzimas. Una unidad de GST se define como la cantidad
de enzima que produce 1 nmol de CDNB-GSH conjugado por minuto (Habig y col.,
1974).

De las diluciones de los homogenados citosolicos empleadas para la cuantificacion
de proteinas, se colocaron 50 uL en placas de 96 pozos (tres pozos por muestra).
Se agregaron 100 uL de la solucion de trabajo de GSH 3 mM (Anexo 9) y en
seguida se adicionaron 150 uL de la solucion de trabajo CDNB de 2 mM (Anexo 10)
en cada pozo, evitando la formacién de burbujas. La formacion del conjugado
CDNB-GSH por la enzima de GST se monitore6 inmediatamente por
espectofotometria a una longitud de onda de 340 nm a 25 °C en un periodo de 2
min de reaccion en el lector de microplacas modelo Versa Max Turnable Microplate
Reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA), obteniéndose lecturas cada 20
segundos. Los resultados se analizaron con el software Pro Ver.4.7.1. La actividad
de GST se expresé en nmol de producto formado por mg de proteina por minuto,

de acuerdo a la siguiente ecuacion:

nmol = A (abs min 2 —abs min 1)
(mg) (min)  (mg de proteina) (0.0096)

Donde:

abs min 2: es la absorbancia de la muestra a 340 nm en el min 2 de reaccion.
abs min 1: es la absorbancia a 340 nm en el min 1 de reaccion.

mg proteina: mg de proteina de la muestra considerando el factor de dilucion.

0.0096: es el coeficiente de extincién de CDNB (uM™*cm™).

V.2.11 Determinacion de la actividad de glutation peroxidasa (GPX).

La actividad de GPX se midi6 por el método de Plagia y Valentine (1976), el cual se
basa en la oxidaciébn de GSH a glutation oxidado (GSSG) catalizado por GPX,
completando el ciclo convirtiendo GSSG a GSH utilizando glutation reductasa y

NADPH. Para esta determinacion, las soluciones se adicionaron en el siguiente
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orden: se colocaron en placas de 96 pozos (tres pozos por muestra) 100 uL de
solucion amortiguadora de reaccion (Anexo 11), 50 uL cocktail de GSH/GR (42 mM
GSH, 10 unidades/mL de GR) (Anexo 12), 50 uL muestra y 50 uL NADPH (Anexo
13). Justo antes de realizar la lectura, se adicionaron 50 pL de hidroxicumeno 1 mM
(Anexo 14) y se mezclaron bien. Las muestras se leyeron inmediatamente por
espectofotometria a una longitud de onda de 340 nm a 25 °C, con una frecuencia
de mediciones cada 9 segundos por un tiempo de corrida de 2 min en el lector de
microplacas modelo Versa Max Turnable Microplate Reader (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, EUA).

Nota: No deben transcurrir mas de 10 segundos entre la adicion de hidroxicumeno
y la lectura de la muestra en el espectofotometro.

La actividad de GPX (unidades/mL) se calcul6é usando la siguiente férmula:

nmol = [(Pendiente de la muestra) — (Pendiente del blanco de reaccion)]
(mg) (min) (0.02018) (mg de proteina)
Donde:

0.02018: es el coeficiente de absortividad molar del NADPH (nM*em™).

mg proteina: mg de proteina de la muestra considerando el factor de dilucién.

V.2.12 Determinacion de la actividad de catalasa (CAT).

La actividad de CAT se midié por el método de Aebi (1984). Se realizaron
diluciones apropiadas de los citosoles con solucion amortiguadora de fosfatos 50
mM pH 7 (Anexo 2). Se ajusté la concentracion de peroxido de hidrogeno 30 mM
(Anexo 15) realizando una lectura de la absorbancia a 240 nm en el
espectrofotometro UV-Vis modelo Lambda 40 (Perkin Elmer) y se calcul6 la

concentracion con la siguiente formula:

[H202] mM = A 240/ 0.0436
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Donde:
Az40: €s la absorbancia del peroxido H,O, 30 mM a 240 nm.

0.0436: es el coeficiente de extincion del H,0, (uMem™).

Para esta determinacion las soluciones se adicionaron en el siguiente orden: se
colocaron en una celda de cuarzo 1700 uL de solucién amortiguadora de fosfatos
50 mM pH 7 (Anexo 2), 300 uL del citosol diluido y 1000 uL de H,O, 30 mM (Anexo
15). Las muestras se leyeron inmediatamente en el espectrofotometro UV-Vis
modelo Lambda 40 (Perkin Elmer), ya que la reaccion comenzé al agregarse el
H.O,, y se monitore6é el decremento en la absorbancia con una frecuencia de
mediciones cada 5 segundos por un tiempo de corrida de 30 segundos basados en
la velocidad de descomposicion del H,O, a 240 nm a 25 °C.

Nota: Los citosoles deben ser analizados dentro de 5 a 10 min después de su
dilucién.

La actividad de CAT se calcul6 usando la siguiente férmula:

[Actividad Enzimatica] = (Aabs/min) (Volumen total) (Factor de dilucion)
(volumen muestra) (min) (0.0436)

Donde:

Volumen total (mL): 3 mL
Volumen muestra (mL): 0.30 mL.
min: 0.5 min

0.0436: es el coeficiente de extincién del H,O, (uM™cm™).

Los resultados se expresaron en U/mg de proteina.

V.2.13 Determinacion de la concentracion de malondialdehido (MDA).

Este método se basa en el empleo del malondialdehido (MDA) como un marcador

de dafio oxidativo de lipidos mediante la determinacién de su concentracién, la cual

varia dependiendo del tipo de estrés al que se sometan las células. Este marcador
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es cuantificado mediante el ensayo de sustancias reactivas del acido tiobarbitarico
(TBARS) (Qui y col., 2010).

Se pesaron 100 mg de tejido, se afadi6 1 mL de solucion amortiguadora de
fosfatos 0.1 M pH 7.4 (Anexo 16) con KCI al 1.17% (Anexo 17) y se homogenizo
con la ayuda de un polytron (Kinematica, Suiza). Los homogenados se
centrifugaron a 8000 g durante 5 min a 4 °C en una centrifuga Universal 32 R
(Andreas Hettich GMBH & Co. KG, Alemania). Se separo la fraccion nuclear que se
encontraba en el pellet, se tomo el sobrenadante y se centrifugé a 10 500 g durante
20 min a 4 °C en una centrifuga Universal 32 R (Andreas Hettich GMBH & Co. KG,
Alemania). Se recuper0 el sobrenadante mediante una pipeta Pasteur y se
transfirieron 850 pL a un tubo eppendorf, se le agregaron 150 pL de solucion
amortiguadora de fosfatos 0.1 M pH 7.4, 1 mL de TBA al 0.67% (Anexo 18) y 1 mL
de TCA al 10% (Anexo 19), se agit6 el tubo y se puso a ebullicién durante 20 min.
Se colocaron los tubos en hielo y se agregaron 2.5 mL de butanol y se
centrifugaron a 4500 rpm durante 10 min a 4 °C en una centrifuga Universal 32 R
(Andreas Hettich GMBH & Co. KG, Alemania). Se recuperd el sobrenadante
mediante una pipeta Pasteur y las muestras se leyeron por espectofotometria a una
longitud de onda de 532 nm a 25 °C en el espectrofotometro UV-Vis modelo
Lambda 40 (Perkin Elmer). Todo el tiempo de analisis los tubos y las soluciones se

mantuvieron a 4 °C.

La concentracion de MDA se calculé usando la siguiente formula:

nmol = (Abs) (1x10°) (0.0025)
mg de tejido (1.56x10°) (0.5)(mg de tejido)

Donde:
Abs: absorbancia de la muestra a 532 nm.
0.0025: Volumen final del butanol (L)

1.56x10°: es el coeficiente de extincion molar (M™cm™).
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0.5: tamafio de la celda del espectro.
mg de tejido: mg de tejido usados para la preparaciéon de la muestra.

V.2.14 Analisis estadistico.

Los resultados se expresaron como la media + el error estdndar (EE) y se
evaluaron estadisticamente mediante un analisis con la prueba t de Student para la
determinacién de las diferencias entre dos medias muestrales. Se empled un nivel
de significancia de P < 0.05. Los andlisis se realizaron en el programa estadistico
Sigma Stat version 2.0 (1992-1997).
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VI. RESULTADOS.

VI.1 Descripcion general y pardmetros bioquimicos de las ratas alimentadas con

dieta alta en grasa saturada y el grupo control.

Se observd una menor ingesta de alimento en el grupo de animales con una dieta
alta en grasa saturada con un consumo equivalente al 23.70% de la ingesta
energeética total, comparada con el grupo control los cuales presentaron una ingesta
de 4%. Los animales alimentados con la dieta alta en grasa saturada tuvieron un
consumo energético mayor (17%) en comparacion con los del grupo control, no
obstante, las ratas que recibieron la dieta alta en grasa saturada consumieron 15%
menos alimento en comparacion con las del grupo control durante las 12 semanas
(Cuadro 6).

Cuadro 6. Mediciones generales a las doce semanas de inicio de la dieta alta en
grasa saturada.

Dieta
Parametro
Control Alta en grasa saturada

Peso corporal (g) 362.00 = 8.50 394.90 + 8.80 *
Incremento de peso

306.33 £ 9.96 331.20+9.46 *
corporal (g)
Consumo de alimento (Q) 1596.00 * 38.97 1355.70 £ 29.10 *
Consumo de grasa

21.77 £ 0.53 178.55+3.84 *
saturada (g)
Consumo de energia

4899.17 + 119.41 5739.10 £ 123.31 *

(kcal)
Tejido adiposo visceral () 3.71+£0.05 10.67 £0.80

* Indica diferencia estadistica significativa con respecto a la media del control de acuerdo a
la prueba t de Student (P < 0.001). El cuadro muestra la media de los experimentos + error
estandar (EE) de cada grupo.
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El efecto de la dieta sobre la ganancia de peso fue muy similar en ambos grupos
hasta la semana 9, mostrando a partir de esta semana un ligero incremento de
peso en las ratas con dieta alta en grasa saturada, llegando a tener un peso
significativamente mayor (8%) en la semana 12 comparado con el grupo control
(394.90 £ 8.80 y 362.00 £ 8.50 g, respectivamente).

Con respecto al nivel de almacenamiento de tejido adiposo visceral, este fue
mayor, aunque no significativo, en las ratas alimentadas con la dieta alta en grasa
saturada con respecto a las del grupo control. Los valores se presentan en el
Cuadro 6.

Con respecto a las determinaciones bioquimicas, en el perfil lipidico no se
observaron diferencias estadisticas significativas del grupo alto en grasa saturada
con respecto al grupo control en las concentraciones de colesterol total (82.50 +
3.60 y 76.70 = 3.10 mg/dL, respectivamente), lipoproteina de alta densidad (HDL)
(54.00 + 3.60 y 47.90 + 2.30 mg/dL, respectivamente) y de baja densidad (LDL)
(19.80 = 460 y 1750 + 4.60 mg/dL, respectivamente); sin embargo, las
concentraciones de triglicéridos disminuyeron significativamente con respecto al
grupo control (43.70 = 6.90 y 55.80 = 5.50 mg/dL, respectivamente). Las
concentraciones de glucosa en ayuno fueron similares entre las ratas que
recibieron una alimentacién alta en grasa saturada y las que recibieron una
alimentacion normal sin mostrar diferencia estadistica significativa. La curva de
tolerancia a la glucosa muestra que los niveles de glucosa de las ratas alimentadas
con la dieta alta en grasa saturada no presentan alteraciones estadisticamente
significativas a los tiempos 0 y 30 minutos con respecto al grupo control; sin
embargo, a los 120 minutos las concentraciones fueron significativamente
diferentes entre los grupos de estudio. Los valores se presentan en el Cuadro 7.

Se observé un incremento estadisticamente significativo del grupo con dieta alta en
grasa saturada en las concentraciones plasmaticas de proteina C reactiva, insulina
y creatinina en plasma con respecto al grupo control. Los valores se presentan en

el Cuadro 7.
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Cuadro 7. Determinaciones bioquimicas a las doce semanas de inicio de la dieta
alta en grasa saturada.

Dieta
Parametro
Control Alta en grasa saturada
Glucosa en ayuno 71.33 £ 3.16 mg/dL 70.20 £ 1.97 mg/dL
Curva de tolerancia
_ 82.50 + 3.45 mg/dL 79.20 £ 3.12 mg/dL
a la glucosa: 0 min
—— 123.50 £ 6.72 mg/dL 118.00 £ 5.25 mg/dL
min
_ 94.50 + 3.20 mg/dL 116.90 + 6.02 mg/dL *
120 min
Proteina C Reactiva 793.52 + 23.48 pg/mL 999.80 + 57.03 pg/mL *
Insulina 18.18 £ 1.04 pU/mL 32.18 + 4.57 pU/mL *
Creatinina en suero 0.98 = 0.14 mg/dL 1.93 0.13mg/dL *

* Indica diferencia estadistica significativa con respecto a la media del control de acuerdo a
la prueba t de Student (P < 0.001). El cuadro muestra la media de los experimentos + error
estandar (EE) de cada grupo.

El balance oxidante-antioxidante ha sido estudiado ampliamente en los trastornos
del sistema renal. Existe un gran numero de investigaciones que avalan la
importancia de conocer el estado oxidativo del tejido renal;, de manera que la
terapéutica antioxidante se convierte en un pilar central del tratamiento preventivo
de las enfermedades del rifion.

Cuando se estudian los mecanismos fisiopatolégicos basicos de los trastornos
renales se aprecia que en muchos de ellos estan presentes factores que
predisponen al desequilibrio oxidativo. Como por ejemplo, los fendmenos
isquémicos o toxicos que pueden dafar al tubulo de manera aguda, asi como el
dafio glomerular de origen inmunoldgico, pueden acompafiarse de la generacion
excesiva de EROs (Saldafia y col., 2004).

Por lo tanto, se determino el nivel de excrecion urinaria de proteina y se observo
gue las ratas alimentadas con una dieta alta en grasa saturada presentaron un nivel

de excreciéon mayor significativo comparado con el grupo control, lo mismo ocurrié
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con el nivel de triglicéridos y creatinina; mientras que la tasa de filtracion glomerular
disminuyd. Los valores se presentan en el Cuadro 8.

Al relacionar las concentraciones plasmaticas y urinarias de creatinina, se demostro
una disminucion del 62% en la tasa de filtracion glomerular de los animales que
recibieron una alimentacion alta en grasa saturada con respecto al grupo control.
Los niveles de glucosa en orina no presentaron diferencia estadisticamente

significativa del grupo con dieta alta en grasa con respecto al grupo control.

Cuadro 8. Alteraciones renales a las doce semanas de inicio de la dieta alta en
grasa saturada.

Dieta
Parametro
Control Alta en grasa saturada
Proteina en orina 0.41+0.16 g/12 h 0.94+0.09¢9g/12h*
Creatinina 0.33 £ 0.03 g/dL 0.54 £ 0.05 g/dL *
Tasa de filtracion glomerular 3.44 +£1.20 mL/min | 1.30 £ 0.14 mL/min *
Triglicéridos (mg/g tejido) 7.82 £ 0.49 mg/g 12.57 £0.90 mg/g *
Glucosa 71.33 + 3.16 mg/dL 70.20 £ 1.97 mg/dL

* Indica diferencia estadistica significativa con respecto a la media del control de acuerdo a
la prueba t de Student (P < 0.05). El cuadro muestra la media de los experimentos * error
estandar (EE) de cada grupo.

VI.2 Concentracion de glutation reducido y actividad de enzimas antioxidantes en

higado de ratas Sprague-Dawley con una dieta alta en grasa saturada.

VI.2.1 Concentracion de glutation reducido (GSH) en higado.

GSH es la biomolécula mas importante contra la toxicidad inducida quimicamente,
ya que es la solucion amortiguadora redox intracelular elemental presente en
concentraciones cercanas a 10 mM. El glutation funciona como un secuestrador

directo de radicales libres y en la reparaciéon de dafio biolégico causado por los
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mismos, como un cosustrato para la actividad de GPX en la eliminacion de
intermediarios reactivos por la reduccion de hidroperéxidos, como un cofactor para
muchas enzimas y, al mismo tiempo, protege a las células de las sustancias
oxidantes de origen enddgeno y exogeno (Maritim y col., 2003; Venkateswaran y
Pari, 2003; Garcia, 2004).

El glutation esté presente en el interior de las células sobre todo en forma reducida
(90-95% del glutation total). La oxidacion de glutation conduce a la formacién de
disulfuro de glutation (GSSG). El glutation reducido/oxidado (GSH/GSSG) es uno
de los muchos pares redox celulares que contribuyen directamente al estado redox.
Ademas, el agotamiento de GSH mediante la conjugacién, remocién de la célula o
la oxidacion de GSSG afecta significativamente el potencial redox global de la
célula (Nair y col., 1991; Ugochukwu y Cobourne, 2003).

En la Figura 3 se puede observar el efecto de una dieta alta en grasa saturada en
la concentracion de GSH en higados de ratas Sprague-Dawley. La disminucion en
la concentracion de GSH muestra una diferencia significativa (31%) en los
homogenados citosélicos de higado de las ratas con una dieta alta en grasa
saturada (P < 0.001) con respecto al grupo control. Los resultados de la
concentracion de GSH se muestran como la media + el error estandar (EE).

VI.2.2 Actividad enzimatica de glutation-S-transferasa (GST) en higado.

La GST representa una gran familia multigénica de proteinas con actividad
enzimética que desempefian un papel importante en la proteccién de los tejidos
contra el dafio oxidativo al actuar en el transporte de componentes 0 metabolitos
celulares siendo, por lo tanto, importantes para la desintoxicacion de muchos
xenobioticos diferentes en los mamiferos. La reaccion principal catalizada por las
GSTs es la conjugacion del glutatién (y-L-glutamil-L-cisteinil-glicina, GSH) con una
amplia variedad de compuestos electrofilicos exdégenos o endogenos. De esta

forma, las enzimas GSTs neutralizan los sitios activos del electréfilo y generan
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productos mas hidrosolubles y, por lo tanto, mas facilmente excretables (Mozer y
col., 1983; Girén y col., 1999; Garcia, 2004).
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Figura 3. Concentracion de GSH en el higado de ratas Sprague-Dawley
alimentadas durante doce semanas con una dieta alta en grasa saturada.

* Indica diferencia estadistica significativa de la media del grupo alto en grasa con respecto
a la media del control de acuerdo a la prueba t de Student (P < 0.001). Las barras
representan la media de los experimentos + error estandar (EE) de cada grupo.

En la Figura 4 se puede observar el efecto de una dieta alta en grasa saturada
sobre la actividad enzimética de GST en el higado de ratas Sprague-Dawley. La
disminucién en la actividad enzimatica de GST (18%) muestra una diferencia
significativa en los homogenados citosolicos de higado de las ratas con una dieta
alta en grasa saturada (P < 0.001) con respecto al grupo control. Los resultados de
la actividad enzimética de GST se muestran como la media * el error estandar
(EE).
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Figura 4. Actividad enzimatica de GST en el higado de ratas Sprague-Dawley
alimentadas durante doce semanas con una dieta alta en grasa saturada.

* Indica diferencia estadistica significativa de la media del grupo alto en grasa con respecto
a la media del control de acuerdo a la prueba t de Student (P < 0.001). Las barras
representan la media de los experimentos + error estandar (EE) de cada grupo.

VI.2.3 Actividad enziméatica de glutation peroxidasa (GPX) en higado.

GPX desempefia un papel importante en la defensa celular contra las EROs, es
una enzima que utiliza como cofactor al selenio y que se ha encontrado en el
citoplasma y las mitocondrias de los tejidos animales. Esta enzima metaboliza el
peréxido de hidrégeno a agua mediante el uso de GSH como donante de
hidrégeno. El glutatién disulfuro (GSSG) regresa a su estado de glutation por la GR,
utilizando el cofactor NADPH generado por la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa. A
diferencia de otras enzimas, como la CAT que realiza esta misma funcion, GPX
tiene un espectro mas amplio, porque también reduce peroxidos lipidicos,
catalizando la reaccion a través de la cual el GSH reacciona con peréxidos para

transformarlos en agua y alcohol. Durante este proceso, el glutation es oxidado
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para posteriormente ser regenerado a su estado original por la enzima GR, es
decir, de la misma forma que lo hace con el H,O, (Gonzalez y col., 2000; Limaye y
col., 2003; Maritim y col., 2003).

En la Figura 5 se puede observar el efecto de una dieta alta en grasa saturada
sobre la actividad enzimatica de GPX en el higado de ratas Sprague-Dawley. El
aumento en la actividad enzimética de GPX (1.8 veces) muestra una diferencia
significativa en los homogenados citosoélicos de higado de las ratas con una dieta
alta en grasa saturada (P < 0.001) con respecto al grupo control. Los resultados de
la actividad enzimatica de GPX se muestran como la media * el error estandar
(EE).
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Figura 5. Actividad enzimatica de GPX en el higado de ratas Sprague-Dawley
alimentadas durante doce semanas con una dieta alta en grasa saturada.

* Indica diferencia estadistica significativa de la media del grupo alto en grasa con respecto
a la media del control de acuerdo a la prueba t de Student (P < 0.001). Las barras
representan la media de los experimentos + error estandar (EE) de cada grupo.
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VI.2.4 Actividad enzimatica de catalasa (CAT) en higado.

La CAT es una enzima de amplia distribucion, que consiste de cuatro subunidades
proteicas. Se caracteriza por presentar una tasa de renovacion extraordinariamente
elevada (>40,000 moléculas por segundo). Su actividad se localiza basicamente en
los peroxisomas, en donde cataliza la conversion de H;O, en agua y oxigeno
molecular en muchos tejidos, siendo por tanto especificamente responsable de la
destruccion de H,0O, dafiino generado en exceso por diferentes procesos

subcelulares.
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Figura 6. Actividad enzimatica de CAT en el higado de ratas Sprague-Dawley
alimentadas durante doce semanas con una dieta alta en grasa saturada.

* Indica diferencia estadistica significativa de la media del grupo alto en grasa con respecto
a la media del control de acuerdo a la prueba t de Student (P < 0.001). Las barras
representan la media de los experimentos + error estandar (EE) de cada grupo.

El H,O, no solo es toxico para las células, sino también puede ser un precursor de
otras especies toxicas. Este es permeable a las membranas celulares y, por tanto,
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su sitio de accion puede ser diferente de su sitio de produccion. En el medio
extracelular, el H,O, puede reaccionar con metales de transicién tales como Fe?*y
Cu?* generando OH' altamente reactivo que puede dafiar macromoléculas en los
alrededores (Gonzalez y col., 2000; Limaye y col., 2003; Férnandez y col., 2004).
En la Figura 6 se puede observar el efecto de una dieta alta en grasa saturada
sobre la actividad enzimatica de CAT en el higado de ratas Sprague-Dawley. El
aumento en la actividad enziméatica de CAT muestra una diferencia significativa (1.8
veces) en los homogenados citosolicos de higado de las ratas con una dieta alta en
grasa saturada (P < 0.001) con respecto al grupo control. Los resultados de la
actividad enzimética de CAT se muestran como la media + el error estandar (EE).
Recapitulando, el cuadro 9 muestra el efecto de la dieta alta en grasa saturada
sobre la concentracién hepatica de GSH vy la actividad enzimatica de GST, GPX y
CAT.

Cuadro 9. Efecto de una dieta alta en grasa saturada sobre la concentracion
de GSH y la actividad enzimatica de GST, GPX y CAT en el higado de ratas
Sprague-Dawley.

Tipo de dieta
Marcador antioxidante :
Control Dieta alta en grasa
saturada
Glutation reducido 69.04 + 1.40 48.03 +1.25 *
(UM/mg de proteina)
Glutation-S-transferasa 1172.26 + 19.68 962.74 + 20.82 *
(nmoles/mg de proteina x min)
Glutation peroxidasa 398.35 + 21.20 719.23 +14.34 *
(nmoles/mg de proteina x min)
Catalasa (U/mg de proteina) 163.94 £2.94 295.67 +4.64 *

* Indica diferencia estadistica significativa con respecto a la media del control de acuerdo a

la prueba t de Student (P < 0.001). El cuadro muestra la media de los experimentos + error
estandar (EE) de cada grupo.
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VI.3 Concentraciéon de glutation reducido, malondialdehido y actividad de enzimas
antioxidantes en rifidn de ratas Sprague-Dawley con una dieta alta en grasa

saturada.

En el caso del rifidén, el estrés oxidativo representa un punto de convergencia del
mecanismo de dafio renal provocado por nefropatias resultantes de muy diversas
etiologias. Asi, el dafo que puede sufrir el rindn expuesto a isquemia, agentes
nefrotoxicos o infecciosos, y a obstrucciones de la via urinaria, se asocia a un

predominio prooxidante respecto a las defensas antioxidantes (Castillo y col., 2003).

VI.3.1 Concentracién de glutation reducido (GSH) en rifidn.

En la Figura 7 se puede observar el efecto de una dieta alta en grasa saturada
sobre la concentracién de GSH en el rifion de ratas Sprague-Dawley.
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Figura 7. Concentracion de GSH en el rifién de ratas Sprague-Dawley
alimentadas durante doce semanas con una dieta alta en grasa saturada.

Las barras representan la media de los experimentos * error estdndar (EE) de cada grupo.
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La disminucién en la concentracion de GSH (5%) no muestra una diferencia
estadistica significativa en los homogenados citosoélicos de rifién de las ratas con
una dieta alta en grasa saturada con respecto al grupo control. Los resultados de la

concentracion de GSH se muestran como la media + el error estandar (EE).

VI.3.2 Actividad enzimatica de glutation-S-transferasa (GST) en rifion.

En la Figura 8 se puede observar el efecto de una dieta alta en grasa saturada
sobre la actividad enzimética de GST en el rifidbn de ratas Sprague-Dawley. La
disminucién en la actividad enzimatica de GST (12%) muestra una diferencia
significativa en los homogenados citosoélicos de rifidn de las ratas con una dieta alta

en grasa saturada (P < 0.001) con respecto al grupo control.
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Figura 8. Actividad enzimatica de GST en el rifién de ratas Sprague-Dawley
alimentadas durante doce semanas con una dieta alta en grasa saturada.

* Indica diferencia estadistica significativa de la media del grupo alto en grasa con respecto
a la media del control de acuerdo a la prueba t de Student (P < 0.001). Las barras
representan la media de los experimentos + error estandar (EE) de cada grupo.
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Los resultados de la actividad enzimatica de GST se muestran como la media + el
error estandar (EE).

VI1.3.3 Actividad enzimatica de glutation peroxidasa (GPX) en rifion.

En la Figura 9 se puede observar el efecto de una dieta alta en grasa saturada
sobre la actividad enzimatica de GPX en el rifion de ratas Sprague-Dawley. El
aumento en la actividad enzimatica de GPX (1.5 veces) muestra una diferencia
significativa en los homogenados citosolicos de rifidn de las ratas con una dieta alta
en grasa saturada (P < 0.001) con respecto al grupo control. Los resultados de la

actividad enzimatica de GPX se muestran como la media + el error estandar (EE).
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Figura 9. Actividad enzimatica de GPX en el rifién de ratas Sprague-Dawley
alimentadas durante doce semanas con una dieta alta en grasa saturada.

* Indica diferencia estadistica significativa de la media del grupo alto en grasa con respecto
a la media del control de acuerdo a la prueba t de Student (P < 0.001). Las barras
representan la media de los experimentos + error estandar (EE) de cada grupo.
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VI.3.4 Actividad enzimatica de catalasa (CAT) en rifidon.

En la Figura 10 se puede observar el efecto de una dieta alta en grasa saturada
sobre la actividad enzimatica de CAT en el riidn de ratas Sprague-Dawley. El
aumento en la actividad enzimatica de CAT (1.5 veces) muestra una diferencia
significativa en los homogenados citosolicos de rifion de las ratas con una dieta alta
en grasa saturada (P < 0.001) con respecto al grupo control. Los resultados de la
actividad enzimatica de CAT se muestran como la media * el error estandar (EE).
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Figura 10. Actividad enzimatica de CAT en el rifion de ratas Sprague-Dawley
alimentadas durante doce semanas con una dieta alta en grasa saturada.

* Indica diferencia estadistica significativa de la media del grupo alto en grasa con respecto
a la media del control de acuerdo a la prueba t de Student (P < 0.001). Las barras
representan la media de los experimentos + error estandar (EE) de cada grupo.
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VI.3.5 Concentracién de malondialdehido (MDA) en rifidn.

La peroxidacion lipidica puede dar lugar a dafios reversibles e irreversibles en las
células y los tejidos. El proceso de peroxidacion lipidica se inicia por las EROs
como los radicales hidroxilo. En los sistemas biolégicos, el nivel de estado
estacionario de la peroxidacion lipidica se evalla a menudo mediante la medicién
de los productos de la peroxidacion de lipidos, como el malondialdehido (MDA). El
MDA es un producto final estable de la peroxidacion lipidica y por lo tanto puede
ser utilizado como un marcador indirecto de la acumulacion de peréxidos lipidicos
(Knutson y col., 2000).

En la Figura 11 se puede observar el efecto de una dieta alta en grasa saturada

sobre la concentracion de MDA en el rifidn de ratas Sprague-Dawley.
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Figura 11. Concentracion de MDA en el rifién de ratas Sprague-Dawley
alimentadas durante doce semanas con una dieta alta en grasa saturada.

Las barras representan la media de los experimentos * error estdndar (EE) de cada grupo.

54



La disminucion en la concentracion de MDA (5%) no muestra una diferencia
estadistica significativa en los homogenados citosolicos de rifion de las ratas con
una dieta alta en grasa saturada con respecto al grupo control. Los resultados de la
concentracion de MDA se muestran como la media + el error estandar (EE).
Recapitulando, el cuadro 10 muestra el efecto de la dieta alta en grasa saturada
sobre la concentracién renal de GSH y malondialdehido y la actividad enzimética
de GST, GPXy CAT.

Cuadro 10. Efecto de una dieta alta en grasa saturada sobre la concentracion
de GSH, MDAy la actividad enzimatica de GST, GPX y CAT en el rifién de ratas
Sprague-Dawley.

Tipo de dieta
Marcador antioxidante -
Control Dieta alta en
grasa saturada

Glutation reducido 32.72 +0.92 31.21 +0.81
(uM/mg de proteina)
Glutation-S-transferasa 349.61£6.71 | 307.43+4.95*
(nmoles/mg de proteina x min)
Glutation peroxidasa 566.16 + 25.44 | 836.12 + 21.32 *
(nmoles/mg de proteina x min)
Catalasa (U/mg de proteina) 110.53 +1.51 165.72 £+ 1.93 *
Malondialdehido 53.01 + 1.59 50.42 +5.21
(nmoles/mg de tejido)

* Indica diferencia estadistica significativa con respecto a la media del control de acuerdo a
la prueba t de Student (P < 0.001). El cuadro muestra la media de los experimentos + error
estandar (EE) de cada grupo.
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VII. DISCUSION.

En México, la obesidad en nifios y adolescentes es un problema de salud publica
gue esta creciendo alarmantemente. La obesidad es un padecimiento crénico,
complejo y multifactorial que se establece por un desequilibrio entre la ingesta y el
gasto energético. Los efectos negativos de la obesidad en etapas tempranas de la
vida, se deben, entre otras causas, a la resistencia periférica a la insulina, al
incremento de grasa abdominal, a la hipertension arterial y a las dislipidemias. La
asociacion entre la obesidad y diversas enfermedades cronicas, incluyendo
enfermedades cardiovasculares, esta bien documentada en la literatura cientifica.
Una gran cantidad de estudios sostienen que el estrés oxidativo y la inflamacion
son los mecanismos biolégicos mediante los cuales la obesidad conduce a
enfermedades cardiovasculares y otras enfermedades cronicas (Charles y col.,
2008; Fernandez y col., 2008).

El estrés oxidativo se define como un desequilibrio entre la produccién y la
eliminacién de las especies reactivas de oxigeno y nitrogeno. El estrés oxidativo
induce la produccion de EROs, las cuales son una pieza importante de los
mecanismos de defensa contra infecciones; no obstante, una generacion excesiva
o prolongada puede dafar tejidos, siendo toxicas para la célula, en particular para
la membrana celular, ya que estos radicales interactian con la bicapa lipidica y
producen peroxidos lipidicos. La peroxidacion lipidica provoca una degradacion
oxidativa de los acidos grasos poliinsaturados. Sin embargo, en condiciones
fisioldgicas, bajas concentraciones de peroxidos lipidicos se encuentran en los
tejidos. El dafio oxidativo se produce cuando las EROs producidas por las
mitocondrias no son eliminadas por la enzima citocromo P450 en el reticulo
endoplasmatico y los peroxisomas, evadiendo la desintoxicacion. Ya que el nivel
del estado estacionario de dafio oxidativo depende de la velocidad relativa de la
acumulacion de dafios, la reparacién, y la degradacién (Santhakumari y col., 2003;
Ugochukwu y Cobourne, 2003; Venkateswaran y Pari, 2003; Green y col., 2004;
Charles y col., 2008).
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Los altos niveles y/o la inadecuada eliminacion de EROs puede causar un grave
desequilibrio metabdlico y dafio oxidativo a macromoléculas biolégicas. El estrés
oxidativo in vivo es de suma importancia, ya que puede dafar no sélo los
receptores, las enzimas, las vias de transduccion de sefiales y proteinas de
transporte, sino también dar lugar a dafios secundarios en otras biomoléculas. Se
sabe que el estrés oxidativo provoca diversos efectos sobre la actividad de las
enzimas antioxidantes. Ademas, las proteinas modificadas oxidativamente pueden
ser reconocidas como “"extrafias" por el sistema inmune, provocando la formacion
de anticuerpos (Hidalgo y col., 2002; Limaye y col., 2003).

Los niveles de EROs, asi como el nivel de peroxidacion lipidica en células, estan
regulados por una variedad de mecanismos de defensa celular que consiste de
sistemas enzimaticos y no enzimaticos (GSH, a-tocoferol y otros secuestradores de
EROs). Las tres principales enzimas secuestrantes involucradas en la
desintoxicacion de EROs en los sistemas de los mamiferos son CAT, SOD y GPX.
El sistema antioxidante glutation juega un papel fundamental en la defensa celular
contra radicales libres reactivos y otras especies oxidantes. Se compone de
glutation reducido y una gran variedad de enzimas funcionalmente relacionadas
con los recursos genéticos de los cuales es responsable de la regeneraciéon del
glutation, mientras que GPX y GST trabajan juntas con el GSH en la
descomposicion del peroxido de hidrégeno u otros hidroperoxidos organicos. Otras
enzimas que participan en la defensa antioxidante contra los radicales libres son:
SOD y CAT. SOD cataliza la dismutacion del radical superdxido para producir
peroxido de hidrogeno y oxigeno molecular. CAT ha sido sefialada como
responsable de la detoxificacion del perdxido de hidrégeno (Girén y col., 1999;
Venkateswaran y Pari, 2003).

Los niveles altos de radicales libres y la disminucidén simultanea de los mecanismos
de defensa antioxidante pueden conducir al dafio de los organulos celulares y las
enzimas, el aumento de la peroxidacion lipidica y el desarrollo de resistencia a la
insulina. Estas consecuencias del estrés oxidativo favorecen el desarrollo de

complicaciones de la diabetes mellitus (Maritim y col., 2003).
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El concepto de que el estrés oxidativo es el factor comun subyacente a la
resistencia a la insulina, diabetes tipo 2 y enfermedades cardiovasculares, puede
explicar la presencia de inflamacion en todas estas condiciones. Es bien sabido que
la inflamacion es una manifestacion de estrés oxidativo, y de las vias que generan
los mediadores de la inflamacion, tales como moléculas de adhesion y las
interleucinas, las cuales son inducidas por el estrés oxidativo. Curiosamente, se ha
propuesto recientemente que el estado subclinico pro-inflamatorio observable en
muchas condiciones incluyendo la aterosclerosis, el cancer y el envejecimiento es
causado por una sobregeneracion mitocondrial de radicales libres. Por otra parte, la
hipotesis es apoyada por los estudios in vivo, que han demostrado que la glucosa y
acidos grasos libres que inducen la inflamacién a través del estrés oxidativo, tienen
un efecto acumulativo e independiente, y que los antioxidantes revierten el
fenomeno (Ceriello y Motz, 2004).

Dada la importancia citoprotectora de estos biomarcadores antioxidantes en el
organismo y tomando en cuenta la alta prevalencia de obesidad en nifios que
existe en nuestro pais, en el presente estudio se evaluaron dichos biomarcadores
después de la administracion de una dieta con un alto contenido de grasas
saturadas (23.70%) en el higado y riidbn de ratas Sprague-Dawley de
aproximadamente cuatro semanas de edad con un peso promedio de 30-50 g.

En el presente trabajo se encontré que el consumo de grasa saturada durante
etapas tempranas de crecimiento induce aumento en el peso corporal y genera un
almacenamiento en exceso de tejido adiposo en la zona visceral, lo cual representa
un factor de riesgo para el desarrollo de alteraciones metabdlicas.

La concentracion de GSH disminuyé estadisticamente (31%) en el higado del grupo
con una dieta alta en grasa saturada, comparado con el grupo control. Asi mismo,
la actividad enzimatica de GST en el higado de los animales con una dieta alta en
grasa disminuy0 estadisticamente en un 18% con respecto al grupo control. Dichos
resultados concuerdan con los obtenidos por Manjunatha y Srinivasan (2007),
quienes llevaron a cabo un estudio con ratas macho adultas Wistar de 100 — 105 g

de peso a las cuales alimentaron con una dieta alta en grasa (30%) durante 8
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semanas. Al final del periodo experimental, la concentracion de GSH en el higado
de los animales alimentados con la dieta alta en grasa disminuyo significativamente
(12%) con respecto al control; asi mismo, se observd el mismo comportamiento en
la actividad enzimética de GST, tanto en el higado (9%) como en el plasma (17%).
Xiong y colaboradores (2007) condujeron un estudio similar sobre el metabolismo
antioxidante de ratas macho Sprague-Dawley de 4 semanas de edad, las cuales
fueron alimentadas con una dieta alta en grasa (12%) por un tiempo de 5 semanas,
observandose que la concentracion de GSH en higado y plasma disminuyo
estadisticamente en un 11% y 22%, respectivamente, con respecto al grupo
control. Hsu y Yen (2007) obtuvieron resultados similares que los estudios
anteriores al llevar a cabo un estudio con ratas macho Wistar de 4 semanas de
edad, las cuales fueron alimentadas con una dieta alta en grasa (400 g/kg de peso
corporal de grasa animal incluida en el alimento para el caso del grupo alto en
grasa y 0 g/kg de peso corporal para el grupo control), con una duracién de 10
semanas. La concentracion de GSH vy la actividad enzimatica de GST disminuyeron
significativamente en un 69 y 44%, respectivamente, en el grupo alimentado con
una dieta alta en grasa comparado con el grupo control.

El GSH destruye efectivamente a los EROs, directa e indirectamente a través de
reacciones enzimaticas; no obstante, el agotamiento de GSH también aumenta la
sensibilidad de las células a las agresiones diversas y también tiene varios efectos
metabdlicos. Se sugiere que dicho agotamiento de GSH en el presente estudio es
debido al aumento de la actividad enzimatica de GPX, ya que el GSH participa en
la eliminacion de intermediarios reactivos por la reduccién de hidroperéxidos en la
presencia de GPX, la cual a su vez emplea al GSH como donante de hidrégeno,
creando con ello una insuficiente disponibilidad de GSH, siendo a pesar de ello
suficiente para el buen funcionamiento de GPX a las 12 semanas de la dieta alta en
grasa saturada de los animales usados en este estudio. La disminucion
estadisticamente significativa de la actividad enzimética de GST observada en este
estudio sugiere una depresién debido a un estrés oxidativo que no puede ser

contrarrestado. Dicho estrés es causado por el incremento de la ingesta caldrica o
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bien de sustrato lipidico en los animales con una dieta alta en grasa saturada, ya
qgue al incrementarse este sustrato la actividad de la GPX aumenta para
contrarrestar la peroxidacion lipidica (Cuadro 9), deprimiendo los niveles de su
donador de hidrégeno GSH, por lo cual la GST no puede llevar a cabo la
desintoxicacion de metabolitos reactivos, ya que requiere GSH para catalizar la
conjugacion.

La actividad de GPX en el higado de los animales tratados con una dieta alta en
grasa saturada incremento significativamente (1.8 veces) con respecto al control.
Esta induccion en la actividad enzimética fue también observada en la CAT
hepatica, la cual increment6 1.8 veces comparada con el grupo control. En un
estudio previo realizado por Catala y colaboradores (2008) con ratas macho y
hembra Wistar de 8 semanas de edad a las cuales alimentaron con una dieta alta
en grasa (55.20%) durante 14 semanas, se observo que la actividad de CAT y GPX
en el higado de los animales, tanto hembras como machos alimentados con la dieta
alta en grasa, disminuy6 significativamente con respecto al control. Lee vy
colaboradores (2009) llevaron a cabo un estudio con ratas macho Sprague-Dawley
de 165-185 g de peso corporal las cuales fueron alimentadas durante 6 semanas
con una dieta con 5% de grasa total para el grupo control y con 25% de grasa total
para el grupo denominado alto en grasa, observandose una disminucién
estadisticamente significativa de las actividades enzimaticas de GST, GPX, CAT
del grupo alto en grasa con respecto al control. Dichos resultados no son acordes
con los obtenidos para GPX y CAT en este estudio y las razones de ellos podrian
ser el excesivo peso de las ratas empleadas en el estudio de Lee y colaboradores
(2009) que representan el 400% del peso de las ratas empleadas en el presente
estudio, ademas los animales fueron de 6 semanas, es decir, ya no eran jovenes;
para el caso de Catala y colaboradores (2008) la edad de las ratas, que representa
el doble de las empleadas en este estudio y la excesiva ingesta de grasa (55.20%)
ya que en nuestro estudio la grasa total fue de 39%. Esta ultima razén se sugiere
gue podria haber ocasionado la depresién de los niveles de GPX, ya que la ingesta

excesiva de sustrato para esta enzima rebaso el poder de actividad de la misma
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gue no pudo contrarrestar la peroxidacion lipidica. La reduccion significativa de la
actividad de la catalasa en estos estudios denota una menor formacién de peréxido
de hidrogeno que podria estar relacionada con una disminucion de la actividad
enzimatica de SOD, por lo cual podria existir una excesiva acumulacién de
superoxidos. Dicho comportamiento ha sido reportado anteriormente por Kaul y
colaboradores (1995) quienes llevaron a cabo un estudio con ratas diabéticas
inducidas con una sola inyecciéon de estreptozotocina (65 mg/kg). A las 4 semanas
de la induccion de diabetes, los corazones de los animales diabéticos mostraron
una disminucién estadisticamente significativa de las actividades enzimaticas de
SOD (50%) y GPX (40%) con respecto al grupo control. No obstante, en un estudio
realizado por Adéchian y colaboradores (2009) con ratas macho Wistar adultas con
un peso aproximado de 323 g, las cuales fueron alimentadas durante 5 semanas
con una dieta alta en grasa consistente de 45% en lipidos totales, se reporté un
incremento no estadisticamente significativo de la actividad enzimatica de GPX
(1.05 veces) y CAT (1.05 veces) en el higado de las ratas tratadas con una dieta
alta en grasa. Asimismo, Marczuk y colaboradores (2009) llevaron a cabo un
estudio en ratas adultas hembras con un peso promedio de 230 g, las cuales
fueron divididas en dos grupos: el primer grupo recibié una dieta estadndar (control)
enriquecida con acido linoleico obteniendo un 15% final de grasa, el segundo grupo
recibi6 una dieta estandar enriquecida a un total de 15% de grasa con &cido
palmitico. Este estudio se llevo a cabo Unicamente por 4 semanas al final de las
cuales la actividad enzimatica de CAT y GPX en higado incrementaron
estadisticamente 1.75 y 1.21 veces (para la dieta enriquecida con acido linoleico y
acido palmitico, respectivamente) y 3.00 y 1.09 veces (para la dieta enriquecida con
acido linoleico y acido palmitico, respectivamente) con respecto al grupo control.
Dichos resultados concuerdan con los obtenidos en el higado de las ratas
empleadas en este estudio, sugiriendo que al mismo tiempo que incrementa la
actividad de GPX por el exceso de sustrato, la actividad de la SOD (no medida en
este estudio) también incrementa, por lo cual hay una disminucién de la

peroxidacion lipidica reflejada en el incremento de la actividad de CAT.
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El higado es la glandula de mayor tamafio en el organismo, entre 2% y 5% del peso
corporal; mientras que el rifién sélo representa entre 0.05% y 0.1%. Sin embargo, la
biotransformacion de sustancias toxicas y su excrecion como un mecanismo de
proteccion para el organismo constituye la funcion metabdlica mas importante que
realizan estos dos 6rganos en su conjunto. Las sustancias dentro del sistema
portal, que incluyen metabolitos y materiales toxicos, son recibidas por los
macrofagos y los hepatocitos para ser procesados metabdlicamente y ser vertidos
a la circulacién para llegar al rifidn y ahi ser nuevamente procesadas y excretadas
(Quezaday col., 2002).

Por lo tanto, un dafio en rifidn como resultado de un estado inflamatorio (crénico)
inducido por una dieta alta en grasa puede afectar seriamente el papel
biotransformador y de excrecion de este érgano. Por lo anterior, en este estudio se
evaluo la concentracion de GSH y la actividad enzimética de GST, GPX y CAT en
rinén.

Aungue no estadisticamente significativo, la concentracion de GSH en el riidn de
los animales alimentados con una dieta alta en grasa saturada disminuyo (5%)
comparado con el control; mientras que la actividad enzimatica de GST en el rifién
de las ratas con una dieta alta en grasa saturada disminuyé significativamente
(12%) respecto al control. Dichos resultados también fueron observados en otros
estudios, por ejemplo Vijayakumar y colaboradores (2004) llevaron a cabo un
estudio con ratas Wistar de 8-9 semanas de edad las cuales fueron alimentadas
con una dieta alta en grasa (20 % aceite de coco, 2% de colesterol y 0.125% sales
biliares mezclada con la dieta estdndar de pellets, la cual contenia 5% de grasa)
por 10 semanas. El higado, corazén y riidn de dichos animales mostraron una
reduccion significativa en la concentracion de GSH (58%, 41% y 37%,
respectivamente) y la actividad enzimatica de GST (53%, 23% y 69%,
respectivamente) en comparacion con el grupo control. Este mismo
comportamiento fue obtenido en modelos de diabetes como lo demuestra un
estudio realizado por Venkateswaran y Pari (2003), en el cual ratas macho Wistar

fueron inducidas con estreptozotocina (45 mg/kg de peso corporal) para presentar
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un cuadro diabético. A los 45 dias de experimentacion, se encontré que los niveles
hepéticos y renales de la concentracion de GSH tuvieron una disminucién
estadisticamente significativa (50% y 38%, respectivamente) comparado con el
grupo control; asimismo, la actividad enzimatica en higado y rifion de SOD, CAT,
GPX y GST disminuyeron de forma significativa (61%, 49%, 43% y 55%,
respectivamente en higado y 43%, 40%, 39% y 60%, respectivamente en rifion) en
comparacion al grupo control. Como se puede observar existe una disminucion en
el nivel de GSH en el higado y el rifién en la diabetes. La disminucion en el nivel de
GSH representa un incremento en su uso debido al estrés oxidativo, el cual se ve
reflejado en una menor actividad enzimatica de SOD, CAT, GPX y GST. A
diferencia del estudio de Venkateswaran y Pari (2003), los animales empleados en
este estudio soOlo presentaron una disminucion significativa en la concentracion
hepatica de GSH y la actividad enzimética hepatica y renal de GST. No obstante,
estas actividades antioxidantes mas bajas pueden ser el desequilibrio inicial
susceptible a inducir futuras alteraciones metabdlicas, como las ocurridas durante
la diabetes y sus complicaciones.

La actividad de GPX en el rifién de los animales tratados con una dieta alta en
grasa saturada incrementé significativamente (1.5 veces) con respecto al grupo
control; esta induccion en la actividad enzimatica fue también observada en la CAT
renal, la cual incrementdé 1.5 veces comparada con el grupo control. Dicho
comportamiento también se ha observado en animales diabéticos, Strother y
colaboradores (2001) compararon la actividad de CAT, GPX, GR y SOD, asi como
los niveles de GSH en higado y riibn de ratas Sprague-Dawley diabéticas
inducidas con estreptozotocina. A los 30 dias de experimentacion, se encontré que
la actividad hepatica de CAT, asi como los niveles hepaticos y renales de GSH se
redujeron de forma significativa en comparacion al control. Sin embargo, se
observd un aumento de la actividad de GPX en el higado, aumento de la actividad
de SOD en los rifiones, aumento de la CAT renal y disminucién de la actividad renal
de GR. Estos resultados comparados con los obtenidos en este estudio sugieren

gue existe un desequilibrio del estado oxidativo en ambos casos, por lo cual se
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considera que la dieta alta en grasa saturada incremento la oxidacion de los acidos
grasos a través de la via de oxidacion peroxisomal que se asocia con una mayor
generacion de peroxido de hidrégeno (H.0O,). La actividad enzimatica de la
catalasa, una enzima localizada en los peroxisomas que cataliza la descomposicion
de H,O, incrementd, y este aumento sugiere una respuesta compensatoria del
sistema de defensa bajo una condiciébn de incremento de generacion hepatica y
renal de H,O,. Por ultimo, se considera que los resultados sugieren que las
actividades de peroxidasa y catalasa son espacial y temporalmente coordinadas.
Un incremento en la concentraciéon de los productos finales de la peroxidacion
lipidica es la prueba més frecuentemente citada para determinar la participacion de
los radicales libres en las enfermedades humanas. Sin embargo, es probable que el
dafo oxidativo ocurra en muchas enfermedades humanas principalmente crénicas
y desempefie un papel patolégico importante en algunas de ellas. Un blanco
frecuente del ataque de los agentes prooxidantes son los lipidos de las membranas
de las células renales, ocasionando la peroxidacion de estos. Esta lipoperoxidacion
compromete la integridad de la membrana basal y del epitelio de los 6érganos, por lo
gue también puede afectar las funciones de transporte realizadas en el tubulo renal
(Halliwell y Chirico, 1993; Castillo y col., 2003).

Por lo anterior, en este estudio se evalud la concentracion de MDA en el rifion de
los animales alimentados con una dieta alta en grasa saturada, aunque no
estadisticamente significativo, la concentraciéon de MDA disminuyé (5%) comparado
con el control; dichos resultados también han sido observados en otros estudios.
Prapurna y colaboradores (1999) investigaron los efectos de la grasa de la dieta y
la edad en el nivel de MDA en el cerebelo, rifidbn e higado de ratas Fischer 344
hembras de 57 dias de edad, alimentadas con dietas que contenian diferentes
niveles de aceite de maiz (3, 5, 10, 15, o 20%) por un periodo de 2, 10 o 20
semanas. A las 2 semanas se observd que las ratas con las dietas de 3 y 5% de
aceite de maiz produjeron niveles significativamente mas elevados de MDA en
comparaciéon con las alimentados con dietas altas en grasa, es decir, 10, 15 0 20%

de aceite de maiz. Después de 20 semanas, la concentracion de MDA en cada uno
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de los tres 6rganos estudiados no mostro diferencias estadisticamente significativas
entre las dietas de ratas que consumian 10, 15, o 20% de aceite de maiz,
observandose ademas una disminucién en el nivel de MDA, tanto en el cerebelo y
el higado. Dichos resultados no concuerdan con los observados por Vijayakumar y
colaboradores (2004) quienes llevaron a cabo un estudio con ratas Wistar de 8-9
semanas de edad las cuales fueron alimentadas con una dieta alta en grasa (20%
aceite de coco, 2% de colesterol y 0.125% sales biliares mezclada con la dieta
estandar de pellets, la cual contenia 5% de grasa) por 10 semanas. El rifidn,
corazén e higado de dichos animales mostraron un aumento significativo en la
concentracion de MDA (1.54, 1.55 y 1,49 veces, respectivamente) en comparacion
con el grupo control. Milagro y colaboradores (2006) conformaron dos grupos de
ratas Wistar macho con un peso 265 gramos, el grupo de animales (control) fue
alimentado con una dieta estandar (16.60% de la energia en forma de proteinas,
73.10% de energia en forma de carbohidratos y 10.30% de la energia en forma de
lipidos) y los animales restantes fueron alimentados con una dieta alta en grasa
para generar una obesidad inducida por una dieta modelo (9.30% de la energia en
forma de proteinas, 31.50% de la energia como carbohidratos y 59.20% de la
energia como lipidos). Al final del periodo experimental (56 dias), los animales
alimentados con la dieta alta en grasas mostraron mayor peso corporal, una mayor
deposicion de grasa y el peso total del higado, y el consumo de energia aumentoé
en comparacion con los de la dieta estandar de grasa. Se observdé un aumento de
las concentraciones de MDA en el higado de las ratas alimentadas con dieta alta en
grasa en comparacion con las ratas control. Los niveles elevados de MDA en ratas
alimentadas con una dieta alta en grasa sugieren que el incremento de la
peroxidacién de lipidos en los depdsitos de grasa podria estar relacionada y tener
efectos perjudiciales en los hepatocitos y otras células hepaticas. En los
hepatocitos, las EROs y los productos de la peroxidacion lipidica pueden poner en
peligro la cadena respiratoria, ya sea directa o indirectamente a través de dafio
oxidativo en el genoma mitocondrial. Estas caracteristicas, a su vez, conducen a la

generacion de mas EROs, y se produce un circulo vicioso. A diferencia de los
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estudios de Milagro y colaboradores (2006) y Vijayakumar y colaboradores (2004),
los animales empleados en este estudio presentaron una disminucion no
significativa en la concentracion renal de MDA, lo que pudiera deberse a la eficiente
remocion de productos de peroxidacion lipidica y H,O, por GPX y CAT
respectivamente, las cuales se encuentran elevadas en este érgano. No obstante,
esta disminucién en la concentracion puede ser el desequilibrio inicial susceptible a
inducir futuras alteraciones metabdlicas, como las ocurridas durante la diabetes y

sus complicaciones.
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VIIl. CONCLUSIONES.

En el presente estudio se demuestra que una dieta alta en grasa saturada genera
un estrés oxidativo que altera los sistemas antioxidantes, modificando asi los
niveles de biomarcadores antioxidantes enziméticos (CAT, GPX y GST) y no
enzimaticos como GSH en higado y rifién y de MDA en rifion de ratas macho
Sprague-Dawley jovenes.

La ingesta prolongada de una dieta alta en grasa saturada puede dar lugar a una
disminucién de la actividad hepatica y renal de GPX como sucede en la diabetes,
debido a la inactivacion de esta enzima y a la insuficiente disponibilidad de GSH.
Los peroxidos lipidicos son removidos de manera eficiente por la GPX y, en ultima
instancia, el H,O, por la CAT por lo que la concentracion de MDA no se incrementa
al someterse a los animales a una dieta alta en grasa saturada.

A las 12 semanas con una dieta alta en grasa saturada se observa el nivel de
glucosa en ayuno normal pero la respuesta después de una carga de glucosa es
lenta a partir de 120 min, los niveles de PCR, insulina, creatinina y triglicéridos en
suero asi como de la proteina, creatinina y triglicéridos en orina se encuentran
elevados, por otro lado, la tasa de filtraciébn glomerular disminuye lo que denota
lesion del rifion.

En general, estos resultados sugieren que la administracion de una dieta alta en
grasa saturada promueve un estrés oxidativo que compromete los mecanismos
endogenos de defensa antioxidante, elevando la actividad de enzimas
antioxidantes (GPX y CAT) que juegan un papel importante en la regulacion de la
homeostasis redox celular, pero disminuye GST y GSH, el cual podria agotarse o
disminuir bajo condiciones continuas y cronicas, promoviendo el desarrollo de los

efectos adversos asociados al estrés oxidativo.
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X. ANEXOS.

ANEXO 1. Solucién amortiguadora de Tris/Sacarosa, pH 7

a)
b)
c)
d)
e)

f)

Pesar 7.9 g de Tris-HCI

Pesar 2.1 g de MgCl,

Pesar 1.9 g de KCI

Pesar 85.6 g de sacarosa ultra pura

Disolver con 1000 mL agua destilada

Medir el pH antes de aforar. En caso de almacenarse por un periodo
prolongado, esterilizar mediante filtracion (45 uM) al vacio en una atmésfera

estéril.

ANEXO 2. Solucién amortiguadora de fosfatos 50 mM, pH 7

a)
b)
c)

Pesar 1.362 g de NaH,PO,
Pesar 2.67 g de Na;HPO,
Disolver en 500 mL de agua destilada y medir el pH antes de aforar.

ANEXO 3. Solucién amortiguadora de fosfatos 0.1 M, pH 6.5

a)
b)
c)

Pesar 4.725 g de NaH,PO,
Pesar 2.237 g de Na;HPO,

Disolver en 500 mL de agua destilada y medir el pH antes de aforar.

ANEXO 4. Solucion de trabajo para la determinacién de proteina (Kit de BCA).

a) Solucion de trabajo = 10 mL de reactivo A + 200 uL de reactivo B.

ANEXO 5. Solucion amortiguadora TRIS 0.2 M, EDTA 0.02 M, pH 8.2

a)

b)

Pesar 0.744 g de EDTA, para preparar 100 mL de EDTA con una
concentracion de 0.02 M.
Pesar 3.152 g de TRIS, para preparar 100 mL de TRIS con una

concentracion de 0.2 M.
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c) Para ambas soluciones diluir en agua destilada.
d) Ajustar el pH antes de aforar.

ANEXO 6. Solucién de trabajo inicial para la curva estandar de GSH.
a) Pesar 0.00184 g de GSH.
b) Disolver en 10 mL de solucién amortiguadora TRIS 0.2 M, EDTA 0.02 M, pH
8.2.

c) Almacenar en refrigeracion.

ANEXO 7. Solucion de DTNB 2.46 mM
a) Pesar 0.0243 g de acido 5,5 -ditiobis dinitrobenzoico (DTNB).

b) Disolver en 25 mL de metanol.

ANEXO 8. Solucién de TCA al 20%
a) Pesar 1.1051 g de acido tricloro-acético.

b) Disolver en 5 mL de agua destilada.

ANEXO 9. Solucion de trabajo GSH 3 mM

a) Pueden prepararse una solucion inicial y el dia del experimento se puede
preparar la solucion de trabajo; el volumen debe modificarse de acuerdo a la
cantidad de muestras.

b) La solucién inicial 150 mM: Pesar 0.0461 g de GSH vy disolver en 1 mL de
solucion amortiguadora de fosfato de sodio 0.1 M pH 6.5.

c) Para la solucion de trabajo mezclar 140 pL de solucién inicial GSH 150 mM y
afiadir 6.86 mL de solucion amortiguadora de fosfatos de 0.1 M pH 6.5.

d) Los volumenes deben ajustarse de acuerdo al nUmero de muestras.

ANEXO 10. Solucion de trabajo CDNB 2 mM
a) Pueden prepararse una solucion inicial y el dia del experimento se prepara la

solucion de trabajo.
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b) La solucion inicial 60 mM: Pesar 0.0244 g de CDNB y afiadir 2 mL de etanol
100% puro.

c) Para la solucion de trabajo mezclar 300 pL de solucién inicial CDNB 60 mM
con 8.7 mL de buffer de fosfatos 0.1 M pH 6.5.

ANEXO 11. Solucién amortiguadora de reaccion 50 mM Tris-HCI, 0.5 mM EDTA,
pH 8.
a) Pesar 0.788 g de Tris HCI.
b) Pesar 0.01861 g de EDTA.
c) Disolver en 500 mL de agua destilada.

d) Ajustar el pH antes de aforar con agua desionizada.

ANEXO 12. Cocktail de GSH/GR (42 mM GSH, 10 unidades de GR/mL)
a) Pesar 0.0129 g de glutation reducido (GSH).
b) Adicionar 50 pL de glutation reductasa (256 unidades/mL).
c) Aforar a 1 mL con solucién amortiguadora.
d) El cocktail no se debe almacenar, la solucion es estable por dos horas, por lo

cual debe prepararse antes de cada determinacion.

ANEXO 13. NADPH 5 mM.
a) Pesar 0.004167 g de NADPH en 1 mL de solucion amortiguadora de
reaccion en la determinacion de GPX.
b) Se debe preparar inmediatamente antes de usarse.
c) La solucion es estable por 5 dias a 4 °C.

d) ElI NADPH es sumamente inestable, consérvese a -20 °C en desecador.
ANEXO 14. Hidroxicumeno 1 mM.

a) Pipetear 4.6 pL de hidroxicumeno al 80% y aforar a 25 mL con agua

destilada estéril.
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ANEXO 15. Peroxido de hidrégeno 30 mM.
a) Diluir 340 uL de H,O; al 30% en 100 mL de solucion amortiguadora de
fosfatos 50 mM pH 7.

ANEXO 16. Solucién amortiguadora de fosfatos 0.1 M, pH 7.4

a) Pesar 1.38 g de NaH,PO, para preparar 100 mL de NaH,PO, con una
concentracion de 0.1 M (solucion 1).

b) Pesar 1.42 g de Na,HPO, para preparar 100 mL de Na,HPO, con una
concentracion de 0.1 M (solucion 2).

c) Para ambas soluciones diluir en agua destilada.

d) Ajustar el pH antes de aforar.

e) Para obtener el pH 7.4 mezclar 15 mL de la solucion 1 con 35 mL de la

solucién 2.

ANEXO 17. Solucién amortiguadora de fosfatos 0.1 M, pH 7.4 con KCI 1.17%.
a) Afadir 0.117 g de KCI por cada 10 mL de la solucion amortiguadora de
fosfatos 0.1 M pH 7.4 indicada en el Anexo 16.

ANEXO 18. TBA al 0.67%
a) Disolver 0.234 g de &cido tiobarbiturico en 35 mL de agua destilada.

ANEXO 19. TCA al 10%
a) Disolver 3.5 g de TCA en 35 mL de agua destilada.
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