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RESUMEN

La obesidad representa un proceso patolégico el cual esta dado por factores genéticos y
ambientales, actualmente es un problema de salud mundial con consecuencias serias para la salud,
incluyendo a mujeres en edad reproductiva. Tras la concepcién, estas mujeres obesas se caracterizan
por tener comprometida la salud propia y la del producto, ya que, se ha observado que las alteraciones
nutricionales de un individuo durante periodos criticos del desarrollo como la gestacion y lactancia
pueden modificar su fisiologia y metabolismo permanentemente aumentando su predisposicion a
enfermedades metabdlicas en la vida adulta, lo cual se conoce como programacién del desarrollo. Uno
de los factores adversos de la programacion del desarrollo por la obesidad materna es el aumento de
la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y peroxidacion de lipidos, que acompafiado con
la deficiencia de los sistemas antioxidantes provoca estrés oxidante. De acuerdo a esta problematica,
se han buscado distintas medidas que permitan prevenir los efectos adversos originados por la
obesidad materna. Estudios en modelos animales muestran que moléculas biologicamente activas son
altamente capaces de disminuir el estrés oxidante, ademas de tener otras funciones importantes en el
organismo. El resveratrol, es una molécula con gran capacidad antioxidante y se ha observado que
tiene efectos benéficos en las enfermedades cardiovasculares y metabdlicas, tales como obesidad y
diabetes. Sin embargo, actualmente no se han explorado los efectos en el metabolismo y el estrés
oxidante de la descendencia (F1) de madres obesas (FO) que fueron intervenidas con resveratrol. Por
lo tanto, en este estudio se evalud el estrés oxidante en crias descendientes de madres obesas que
fueron intervenidas con resveratrol.

Como madres experimentales se usaron ratas hembras (FO) recién destetadas de 21 dias de
edad (d), asignadas a 4 grupos de acuerdo a su patrén de alimentacién. El grupo Control (C)
alimentado con dieta control (comercial 4 kcal/g), el grupo Control intervenido con resveratrol (Cres)
alimentado con dieta control, administradas desde un mes previo a la gestaciéon (90 d) y durante la
gestaciéon con 20 mg/dia/kg de peso de resveratrol, grupo de Obesidad Materna (OM) alimentado con
dieta alta en grasa (preparada en el laboratorio 5 kcal/g), grupo de Obesidad Materna intervenido con
resveratrol (OMres) alimentado con dieta alta en grasa, administradas desde un mes antes (90 d) y
durante la gestacién con resveratrol. Todos los grupos experimentales se aparearon a los 120 d con un
macho sano. Una vez que nacieron las crias (F1), se asignaron al mismo grupo experimental de la
madre, al destete (21 d) fueron alimentadas con dieta control hasta los 110 d, al llegar a esta edad las
crias fueron sacrificadas, obteniéndose tejido adiposo, higado y suero. Se midi6 el contenido de grasa
total, concentracion de triglicéridos, colesterol y malondialdehido (MDA) en suero y marcadores de
estrés oxidante en higado, tales como ROS y MDA, y la actividad de enzimas antioxidantes como
superoxido dismutasa (SOD) y glutation peroxidasa (GPXx).

La dieta alta en grasa ocasion6é una mayor ganancia de peso en las madres (FO) sin tener
cambio en los grupos intervenidos con resveratrol. Por otra parte, la descendencia (F0O) de las madres
obesas presentd un mayor contenido de grasa total y triglicéridos en suero con respecto al grupo C, el
cual se previno totalmente en las crias del grupo de obesidad materna que fue intervenido con
resveratrol (OMres). De acuerdo al estrés, la concentraciéon de MDA en el suero de las crias macho del
grupo OM fue mayor, la cual se encontr6 disminuida en el grupo OMres, en el caso de las hembras los
grupos Cres y OMres tuvieron menor concentracion de MDA con respecto a sus controles. Las
hembras OM tuvieron mayor concentracion de MDA en el higado comparado con el grupo C, sin
obtener cambio en los grupos intervenidos, los machos del grupo OMres tuvieron menor concentracion
de MDA comparado con OM. Las ROS fueron menores en los machos del grupo OMres, sin obtener
cambios en los demas grupos experimentales. La actividad de las enzimas antioxidantes no fue
diferente en las hembras, sin embargo, la actividad de GPx en los machos se encontré aumentada en
el grupo OM vy disminuida en el grupo OMres vy la actividad de la SOD se encontré disminuida en el
grupo OMres. La intervencion con resveratrol en madres obesas previene la acumulacion excesiva de
grasa y triglicéridos en las crias.



1. Introduccidn

La nutricidn constituye un pilar fundamental en la vida humana, el mantenimiento de la salud y
el adecuado desarrollo fisico y mental a lo largo de todas las etapas de la vida. Durante el
desarrollo fetal, periodo de lactancia, infancia, adolescencia, edad adulta y vejez, la correcta
nutricion es esencial para garantizar la supervivencia, crecimiento, desarrollo mental,

rendimiento, salud y sensacion de bienestar.

En la actualidad, en las sociedades occidentales predominan los desequilibrios
nutricionales por exceso debido a la adquisicibn de habitos alimentarios inadecuados que
conllevan un aporte excesivo de energia y/o diversos componentes nutricionales, lo cual
constituye un factor de riesgo de primer orden para el desarrollo de la obesidad, diversos

factores de riesgo cardiovascular y distintos tipos de cancer (Bellido, 2006).
1.1. Obesidad
1.1.1. Definicion

La obesidad y el sobrepeso se definen como una acumulacion anormal o excesiva de
grasa que puede ser perjudicial para la salud. El indice de masa corporal, IMC, es una
indicacién simple de la relacién entre el peso y la talla que se utiliza frecuentemente para
identificar el sobrepeso y la obesidad en adultos, tanto a nivel individual como poblacional. El

IMC se calcula como el peso en kilogramos dividido por el cuadrado de la altura en metros.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define el sobrepeso como un IMC igual o

superior a 25, y la obesidad como un IMC igual o superior a 30.

La causa fundamental de la obesidad y el sobrepeso es un desequilibrio entre el ingreso y
el gasto de calorias. Su aumento es atribuible a varios factores, entre ellos: la modificacion
mundial de la dieta, con una tendencia al aumento de la ingesta de alimentos hipercaloricos,
ricos en grasa y azucares, pero con escasas vitaminas, minerales y otros micronutrientes; y la
tendencia a la disminucion de la actividad fisica debido a la naturaleza cada vez mas
sedentaria de muchos trabajos, a los cambios en los medios de transporte y a la creciente

urbanizacién (Pastor, 2009).



1.1.2. Clasificacién y tipos de obesidad

La obesidad se puede clasificar de diferentes formas. De acuerdo al indice de masa

corporal se clasifica como:
Normopeso: IMC 18,5-24,9 kg/m?
Sobrepeso: IMC 25-29 kg/m?
Obesidad grado I: IMC 30-34 kg/m?
Obesidad grado II: IMC 35-39,9 kg/m?
Obesidad grado Ill: IMC 240 kg/m?
Obesidad de tipo IV (mérbida): IMC >50 kg/m?
Clasificacion morfométrica:

Obesidad androide o central o abdominal (en forma de manzana): el exceso de
grasa se localiza preferentemente en la cara, el térax y el abdomen. Se asocia a un mayor

riesgo de dislipemia, diabetes, enfermedad cardiovascular y de mortalidad en general.

Obesidad ginoide o periférica (en forma de pera): la grasa se acumula basicamente
en la cadera y en los muslos. Este tipo de distribucion se relaciona principalmente con
problemas de retorno venoso en las extremidades inferiores (varices) y con artrosis de rodilla

(genoartrosis).

Obesidad de distribuciéon homogénea: es aquella en la que el exceso de grasa no

predomina en ninguna zona del cuerpo.

Para saber el tipo de obesidad se tiene que dividir el perimetro de la cintura entre el
perimetro de la cadera. En la mujer, cuando es superior a 0,9 y en el varon cuando es superior
a 1, se considera obesidad de tipo androide (Sociedad Espafola para el estudio de la
obesidad, 2000, 2007).

Clasificacion histolégica:

Obesidad hiperplasica: el aumento de la grasa corporal se debe al incremento en el

namero de adipocitos.



Obesidad hipertréfica: el aumento del volumen de la grasa corporal es a expensas del
aumento del tamafio de los adipocitos, en los que se almacenan triglicéridos (Hernandez,
2010b).

Clasificacion etioldgica:

Obesidad primaria, esencial o idiopatica: es la forma mas frecuente (95%) y
realmente no suele ser tan idiopatica, puesto que aunque puede haber una predisposicion
genética, casi siempre esta presente un desbalance entre la cantidad de calorias ingeridas

con la alimentacion y el gasto energético.

Obesidad secundaria: sOlo afecta a menos del 5% de la poblacion obesa, las causas
pueden ser variables, pueden ser de origen endocrino, origen genético y por farmacos
(Hernandez, 2010b).

1.1.3. Prevalencia de obesidad y consecuencias en la salud

La obesidad representa un proceso patolégico en el ser humano. Dicho proceso ha
perdurado durante siglos por factores genéticos y ambientales, hasta convertirse actualmente
en una pandemia con consecuencias serias para la salud (Aguilar, 2011).

La obesidad es un problema de salud publica mundial en el cual aproximadamente 1, 700

millones de adultos padecen sobrepeso y 312 millones, obesidad.

En México, segun la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion 2012 (ENSANUT) la
prevalencia de obesidad fue de 32.4% y la de sobrepeso de 38.8%. La obesidad fue mas alta
en el sexo femenino (37.5%) que en el masculino (26.8%), al contrario del sobrepeso, donde

el sexo masculino tuvo una prevalencia de 42.5% y el femenino de 35.9%.

Por otra parte, las consecuencias de la obesidad alcanzan proporciones catastréficas.
Entre ellas cabria destacar las enfermedades cardiacas y vasculares, alteraciones del
metabolismo lipidico (dislipemias) y en consecuencia aterosclerosis; alteraciones en
determinado tipo de hormonas con gran actividad metabdlica como la insulina, originando
problemas de resistencia celular a la misma (hiperinsulinemia); menor tolerancia a la glucosa,
lo que origina riesgo de padecer diabetes mellitus tipo II; hipertensién arterial con el riesgo de
accidentes cerebrovasculares (ACV) que ello supone; déficit de hormona de crecimiento e

hiperleptinemia. Al conjunto de estos factores o alteraciones se le denomina sindrome
4



metabdlico, y algunos pueden hacer ya su aparicion a los 6 afios de edad en nifios y

adolescentes obesos (Juonala et al., 2011).
1.2.  Nutricién durante el embarazo

Las necesidades nutricionales durante el proceso reproductivo (gestacion y lactancia)
estan incrementadas, en comparacion con las de la mujer sana que no se encuentra
embarazada, para permitir el crecimiento y desarrollo tanto del feto como del lactante, asi
como para sobrellevar los cambios adaptativos que el organismo materno puede sufrir en este

periodo.

Uno de los aspectos destacados del control prenatal es el diagndstico, la evaluacién y el
manejo de la condicién nutricional de la embarazada. Es conocido el hecho de que el peso
materno pregestacional y la ganancia ponderal durante el embarazo influyen directamente
sobre el peso fetal. El bajo peso y la obesidad materna se relacionan con recién nacidos

pequefios y grandes para la edad gestacional, respectivamente (Gil et al., 2010).
1.3. Obesidad materna

En las mujeres mexicanas en edad fértil, la prevalencia de obesidad es alta (32%) y no
muestra signos de disminuir (Hernandez, 1996). La obesidad durante el embarazo se ha
asociado con una serie de complicaciones durante y después del embarazo, como la diabetes
gestacional, preeclampsia, defectos de nacimiento, y un mayor riesgo de tromboembolismo y
la distocia de hombro (Huda et al., 2010, Watkins et al., 2003).

En las mujeres de peso normal que viven en entornos saludables el aumento de peso de
11 a 16 kg durante la gestacion se asocia con un desenlace satisfactorio. Las directrices
emitidas por el Instituto de Medicina (IOM) recomienda que un aumento de peso de 11 a 16 kg
en mujeres con peso normal (IMC de 18.5 a 24.9), 13 a 18 en mujeres con bajo peso
(IMC<18.5) y 7 a 11 kg en las mujeres con sobrepeso (IMC 25 a 29.9). Dado que la crisis de
obesidad también afecta a las mujeres en su embarazo, el aumento de peso Optimo de un
lactante sano de una madre obesa se debe valorar teniendo en cuenta el aumento de riesgo
potencial para la salud de la madre asociado a su propio aumento de peso (Mahan et al.,
2009)



Por otra parte, se ha sugerido que la obesidad materna podria predisponer al feto a un
mayor riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares en la vida adulta (Forsen et al.,
1997).

1.4. Programacion del desarrollo

Estudios recientes sugieren que el desarrollo de la obesidad podria tener su origen en las
etapas mas precoces de la vida, esto es, durante el periodo fetal. Segun esto, en el periodo
fetal tendra lugar un mecanismo de programacion, el cual activara numerosos procesos
nutricionales, hormonales, fisicos y psicoldgicos, los cuales van a actuar en periodos criticos

de la vida configurando ciertas funciones fisiolégicas (Tounian, 2011).

El ambiente nutricional materno juega un papel importante en la programacion de la salud
en los hijos, como la concentracion de glucosa y el metabolismo de la insulina, el balance
energético y la predisposicion a los trastornos metabdlicos. En patrticular, la obesidad materna
se asocia con una elevada prevalencia de las enfermedades cardiovasculares en la

descendencia.

La evidencia de los estudios en humanos y animales experimentales, incluyendo roedores
y primates no humanos, ha indicado que la obesidad materna programa a su descendencia a
un mayor riesgo de presentar obesidad en la vida adulta (Dong et al., 2013).

La obesidad materna o la exposicion a una dieta rica en grasas predisponen la aparicion y
desarrollo de la obesidad, resistencia a la insulina, hipertrofia cardiaca y anomalias

miocardicas en la descendencia.
1.4.1. Mecanismos de la programacion de la obesidad

Numerosos factores han sido implicados en la aparicién de obesidad y diabetes tipo Il en la
descendencia en respuesta a la obesidad materna inducida. El uso de modelos animales
ayuda a distinguir entre la causa y efecto, lo que a su vez puede ayudar a comprender la

prevencion o la intervencién (Alfaradhi, 2011).
1.4.2. Alteracion en laregulacion del consumo de alimentos

El desarrollo de la hiperfagia en los hijos de madres obesas poco después del destete

sugiere una alteracion en la regulacién de la alimentacion/apetito. El hipotalamo es la region

6



del cerebro central que se encarga de la regulacion de la ingesta dietética a corto y largo
plazo a través de la sintesis de diversos neuropéptidos orexigénicos y anorexigénicos (Arora,
2006). El nucleo arqueado (ARC) actia como un centro de control de alimentacion que
contiene poblaciones neuronales que expresa el neuropéptido Y orexigénico (NPY) y el
péptido relacionado agouti (AgRP) y la proopiomelanocortina anorexigenica (POMC). ElI ARC
se encuentra inmediatamente por encima de la eminencia media, la interfaz est4
especialmente modificada para permitir la entrada de péptidos y proteinas periféricas, por lo

que es el sitio ideal para integrar las sefiales hormonales para la homeostasis de la energia.

La expresion desregulada de neuropéptidos hipotalamicos se asocia con la obesidad. La
sintesis y la secrecion de NPY se han encontrado aumentada en comparacion con los
controles en varios modelos de obesidad con animales experimentales (Beck et al., 1990,
Wilding et al., 1993), asi como la reduccion de expresiéon de POMC y su producto a-MSH (Kim
et al., 2000). Estos cambios pueden deberse a alteraciones en los péptidos que regulan su
produccion y liberacion, es decir, la leptina y la insulina. Niveles inapropiados o un cambio en
estas hormonas durante una ventana critica del desarrollo neuronal pueden tener

consecuencias estructurales permanentes.
1.4.3. Alteracion de la fisiologia de los adipocitos

La exposicion a la obesidad materna puede estar asociada con alteraciones programadas
en los genes importantes para la diferenciacion y la funcion de los adipocitos. La composicion
corporal alterada y el exceso de depdsitos de grasa en la progenie se observan con
frecuencia en respuesta a la sobrealimentacion materna. En un estudio se observé que a los
3 meses de edad, los descendientes de madres obesas mostraban hipertrofia de adipocitos
con el aumento de PPAR asi como la reduccion en los receptores (,-Bs-adrenérgicos y la
expresion de ARNm, indicativa de un aumento de la lipogénesis y la disminucion en la

regulacion de la lipdlisis (Samuelsson et al., 2008).

Sin embargo, el aumento de la adiposidad en si mismo es un factor causal de la
resistencia a la insulina a partir de la liberacién de varias adipocinas y citocinas inflamatorias.
Por lo tanto, la programacion de la expresion génica puede ser un mecanismo a través del
cual, la exposicion a la sobrealimentacion durante el desarrollo conduce a la adiposidad en la
vida adulta (Alfaradhi, 2011).



1.5. Obesidad y estrés oxidante

Como ya se ha mencionado, la obesidad es un problema de salud que puede provocar el
sindrome metabdlico y el incremento de varias enfermedades, incluyendo diabetes,
hipertension, dislipidemia, aterosclerosis y cancer. Se han propuesto diferentes mecanismos

gue asocian la obesidad con este tipo de enfermedades.

Uno de los candidatos es el estrés oxidante, que ha sido implicado en las complicaciones
vasculares de la diabetes e insuficiencia pancreatica. Usualmente las personas que presentan

obesidad, también presentan un aumento de estrés oxidante sistémico.

El estrés oxidante resulta de un incremento en la produccién de radicales libres y especies
reactivas de oxigeno y/o la diminucion en las defensas antioxidantes, este estrés causa dafio
severo en las macromoléculas biolégicas y provoca desregulacion del metabolismo y la

fisiologia normal.

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) son bien reconocidas por ser una espada de
doble filo. A una moderada concentracion éstas pueden ser benéficas contra diversos agentes
infecciosos, no obstante, una sobreproduccion se traduce en estrés oxidante, este proceso de
oxidacion puede provocar dafio a las estructuras celulares, incluyendo los lipidos de la
membrana, proteinas y el DNA (Valko et al., 2007).

Diversos estudios han mostrado una extensa relacion de marcadores de estrés oxidante

con la obesidad, resistencia a la insulina y la diabetes (Urakawa et al., 2003).

Estudios recientes sugieren que la produccion de ROS puede ser el comienzo de la
resistencia a la insulina y la obesidad en respuesta a la nutricion materna (Radaelli et al.,
2003). Ademas, la obesidad materna contribuye al anormal ambiente en el cual se desarrollan
los embriones y fetos; se sugiere que el estrés oxidante puede desencadenar mecanismos en
la descendencia, los cuales pueden ser cambios en la expresion de los genes (Alfaradhi,
2011).

1.6. Estrés oxidante

Las macromoléculas de importancia biolégica (proteinas, acidos nucleétidos, hidratos de
carbono y lipidos) son moléculas nucleofilicas que tienen electrones susceptibles de

compartir, es decir, pueden ser capturados (oxidacion).



Los oxidantes son compuestos electrofilicos que tienen avidez por los electrones y que
tienen afinidad para reaccionar con macromoléculas nucleofilicas, muchas de ellas de

importancia biolégica (Halliwell, 2007).

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) y nitrégeno (NOS), son un subgrupo de

moléculas oxidantes, que como su nombre lo indica son altamente reactivas.

Otro subgrupo son los radicales libres que no soélo tienen alta reactividad y capacidad
oxidativa, sino que adicionalmente pueden generar reacciones oxidativas en cadena. Los
radicales libres en particular y las especies reactivas en general, participan en algunas
funciones biolégicas (proliferacion celular, diferenciacion celular, fagocitosis, metabolismo,
reacciones inflamatorias) y se encuentran involucradas en diversas patologias (Konigsberg,
2008).

1.6.1. Ambiente oxidante

La mayoria de las células y organismos de nuestro planeta se enfrentan a ambientes con
agresores oxidativos. Todo inicia con el empleo del oxigeno como la molécula oxidante final
del metabolismo aerébico y oxidativo. Ello hace que las células mantengan una alta
concentracion de productos oxidantes del metabolismo, especies reactivas de oxigeno y en
muchas ocasiones radicales libres. Numerosas reacciones en las células implican
oxidaciones, en principio todas las degradaciones para obtener energia y muchas reacciones

del metabolismo intermedio (Winterbourn, 2008).
1.6.2. Los radicales libres

En forma general, un radical libre es un atomo que tiene uno o mas electrones
desapareados en sus orbitales externos y es capaz de tener una existencia independiente; sin
embrago, es muy reactivo ya que tiende a reducirse, es decir, sustrae un electrén de &tomos o

moléculas estables, a las cuales oxida, con el fin de alcanzar su propia estabilidad.

Una vez que el radical libre ha conseguido el electron que necesita para aparear a su
electrén libre, la molécula estable que pierde el electron se oxida y deja a otro electron
desapareado, lo que la convierte a su vez en un radical libre, iniciandose y después

propagandose de la misma manera, generando asi una reaccién en cadena (Torres, 2002).

Los radicales libres de importancia biolégica pueden clasificarse como:



Especies reactivas de oxigeno (ROS): Las principales son el oxigeno molecular (O,), el
ozono (O3) y el oxigeno singulete (O,'), asi como las especies de oxigeno que estan
parcialmente reducidas; como, el anién superédxido (O"), el peréxido de hidrégeno (H,0), el
hidroperoxilo (HO;") y el radical hidroxilo (OH). Estas especies son producto de la ruptura o

de la excitacion del O, y son mas reactivos que el O, en su estado basal.

Estas ROS son moléculas altamente reactivas que atacan constantemente al organismo
mediante reacciones bioquimicas de 6xido- reduccién, que ocurren como parte normal del

metabolismo celular o por factores patolégicos.

Metales de transicién: tienen la caracteristica de llegar a ser estables (Fe, Mn, Co, Ni y
Cu) por si mismos sin necesidad de reaccionar con otro elemento. La mayoria de los metales
de transicion tienen electrones desapareados y precisamente gracias a esta transicion pueden

existir en forma de radicales libres.

Otros radicales libres: dentro de este grupo se encuentran las especies reactivas de
nitrégeno (NOS); tales como, el éxido nitrico (NO") y el diéxido nitrico (NO,"). EI NO" es un
radical muy reactivo y de importancia fisiolégica, puede oxidar y dafiar, pero es esencial en
funciones biologicas complejas como son la neurotransmision y neurorregulacion del sistema
nervioso, asi como en procesos de agregacion plaquetaria y coagulacion sanguinea, con el O,
genera NO,'y con el O, forma peroxinitrito (ONOQ’). Las NOS son capaces de generar dafio

oxidativo y muerte celular.

La reactividad quimica de los diferentes tipos de radicales es variable pero siempre
elevada y de baja especificidad. La vida media biologica de los radicales libres es de no mas
de microsegundos, ya que puede reaccionar rapidamente con todo lo que esté a su alrededor,
pudiendo provocar un gran dafio a macromoléculas y a estructuras supramoleculares como

las membranas (Rendon, 2005).
1.6.3. Dafo inducido por radicales libres

Los radicales libres producidos en cantidades moderadas en los organismos pueden ser
neutralizados por el propio sistema. Ante un determinado insulto oxidativo, los organismos
suelen adaptarse rapidamente, en general, una agresion oxidante de baja intensidad hace que

una célula pueda resistir posteriormente condiciones mas oxidantes.
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Sin embrago, las ROS que se producen y escapan a los sistemas de defensa, producen
continuamente irremediables dafios a los hidratos de carbono, al DNA, proteinas y a los
lipidos.

Dafio al DNA: los radicales libres pueden causar entrecruzamiento de proteinas-DNA,
intercambio de cromatidas hermanas, dafio estructural de la desoxirribosa-fosfato, oxidacion
de las bases nitrogenadas, conversion de bases, aperturas de anillos, liberacion de bases,

rompimiento de cadenas.

Los radicales libres y en general las agresiones oxidativas modifican las bases
nitrogenadas, lo que induce mutaciones y carcinogénesis, ya sea por la pérdida de expresion

o por la sintesis de una proteina alterada.

Dafio a las proteinas: las ROS pueden provocar la fragmentacion de proteinas, pero
ademas existe una serie de alteraciones que pueden modificar notablemente su funcion,
modificando con ello el metabolismo, la estructura, el transporte, los receptores, las proteinas

reguladoras y los inmunorreguladores, entre otros.

Dafio a los hidratos de carbono: son daflados en menor proporcién que otras moléculas.
Azlcares tales como glucosa, manitol o ciertos desoxiazUcares pueden reaccionar con el
radical hidroxilo para producir sustancias reactivas. Asi mismo, los polisacaridos pueden sufrir
el ataque de los radicales, en este caso, fragmentandose en unidades mas sencillas como en

el caso de la despolimerizacion del acido hialurdnico.

Dafio a los lipidos: la oxidaciéon de los lipidos membranales provoca la pérdida de la
fluidez y la integridad de las membranas. Los acidos grasos polinsaturados de las membranas
celulares y las lipoproteinas son particularmente susceptibles al ataque del radical hidroxilo
"OH, el oxigeno singulete (O,') y del hidroperoxilo (HO,). Con esta reaccién se forma un
radical lipidico que después de un rearreglo, puede reaccionar con el oxigeno para originar el
radical peroxilo (R-OO"). Este a su vez puede reaccionar con otros acidos grasos de la
membrana, formando otros radicales lipidicos, transformandose en hidroperoxido (R-OOH).

El hidroperoxido, en presencia de varios complejos metalicos, se puede descomponer en
mas radicales libres, lo que provoca un fendmeno de expansion del dafio y propagacion de la

peroxidacion.
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En ausencia de iones metalicos, los hidroperéxidos se pueden acumular en la membrana y
con esto alterar su funciébn. También se pueden transformar en hidrocarburos volatiles,
alcoholes o aldehidos (malondialdehido, entre otros), los cuales pueden difundir lejos del lugar

de origen, ocasionando dafio a otras macromoléculas.

A este fenomeno se le llama lipoperoxidacion y, en ausencia de algun proceso que la
inhiba, puede provocar la rapida destruccion de la estructura lipidica de las membranas
(Escorza, 2009).

El malondialdehido (MDA), un importante indicador de la peroxidacion lipidica, es un
aldehido bifuncional que puede reaccionar con los grupos sulfidrilo y amino de las proteinas y
producir entrecruzamiento y agregacion de éstas. EI malondialdehido puede también unir el
grupo amino de la fosfatidiletanolamina y otras moléculas de fosfatidiletanolamina, de
fosfatidilserina o a proteinas. Ademas, puede difundir y reaccionar con las bases nitrogenadas
del DNA.

Su determinacion es muy simple, rapida y sensible. Este andlisis se realiza por medio de
la reaccién con dos moléculas de acido tiobarbitarico (TBA), en solucién acida, formando un

cromogeno rojo, medible por espectrofotometria a 532/535 nm.

Por otra parte, el TBA parece reaccionar, ademas, con los precursores lipidicos
peroxidados del MDA y no sélo especificamente con él, es por eso que algunos autores

proponen que esta técnica sea para especies reactantes con TBA.
1.7. Sistemas de defensa antioxidante

Para contrarrestar el efecto pernicioso de los radicales libres de oxigeno existen en los
sistemas biol6gicos una gran diversidad de sustancias, de naturaleza enzimatica y no
enzimatica, que constituyen los denominados sistemas de defensa antioxidante. Estos
sistemas de defensa antioxidante funcionan muy eficientemente de forma coordinada y su
mision es proteger la homeostasis celular frente a la alteracion oxidativa causada por radicales

libres y otras especies reactivas originadas durante el metabolismo del oxigeno.

12



1.7.1. Sistemas de defensa enzimaticos

Estan presentes en los seres vivos y protegen de las ROS producidas durante el
metabolismo. Dentro de éstos, se encuentran tres enzimas principales: la superoxido

dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) y la glutation peroxidasa (GPx).

Superéxido dismutasa (SOD): esta enzima cataliza la dismutacion del O," para producir
H.O, y O,. Su funcién catalitica fue descubierta por McCord y Fridovich. La velocidad de
dismutacién es 10* veces superior a la velocidad de la dismutacién espontanea que se

produce con pH fisioldgico.

Existen varios tipos de superéxido dismutasa y se clasifican en funcion de los grupos
prostéticos. La forma isoenzimética prevalente de las SOD es la CuZnSOD, una proteina
dimérica 32 kD que se ha encontrado en casi todas las células eucariodticas. El &tomo de cobre
es esencial para la actividad catalitica de la enzima, mientras que el a&tomo de zinc le

proporciona estabilidad.

Se ha encontrado otra CuZnSOD en los fluidos extracelulares. En este caso se trata de

una proteina de 135 kD constituida por cuatro subunidades unidas no covalentemente.

Ademas de las anteriores, se ha identificado una SOD que contiene manganeso. Esta es
una proteina tetramérica de subunidades idénticas que posee un peso molecular de 88 kD y
se encuentra en la mitocondria. Finalmente, se ha aislado una SOD que contiene hierro

(FeSOD) en bacterias aerobias y plantas, pero no en animales.

La actividad de las SOD varia entre los tejidos. En general, se han encontrado los niveles
mas altos en higado, glandulas suprarrenales, rifidn y bazo. Estas enzimas se regulan en
funcion de la oxigenacion de los tejidos en los que se encuentran, la cual afecta a la sintesis

de la proteina.

Catalasa (CAT): es una hemoproteina que cataliza la reduccion del H,O, a H,O y O,. Esta
enzima tiene constantes de velocidad relativamente elevadas, pero su afinidad es baja; de ahi
gue su papel resulte fundamental en condiciones de elevadas concentraciones de peroxido de
hidrogeno. Tiene un peso molecular de 240 kD y esta constituida por cuatro subunidades,

cada una de las cuales contienen un grupo hemo que forma parte de su centro activo.
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La mayoria de las células contienen catalasa, aunque en animales ésta abunda en el
higado, rifion y en los eritrocitos. En cuanto a su localizacion subcelular, la actividad catalasa
de las células eucariotas se localiza fundamentalmente en los peroxismas, organulos
citoplasmaticos que, por otra parte, contiene muchas de las enzimas generadoras de H,0, de

las células aerobias.

Glutatiéon peroxidasa (GPx): también contribuye a la eliminacion del peroxido de
hidrogeno pero, a diferencia de la CAT, que usa el perdxido de hidrogeno como dador de
electrones, utiliza el glutation reducido. Existen dos formas: la selenio dependiente y la selenio

independiente y, en vertebrados, se encuentran en el citosol y en las mitocondrias.

La enzima glutation peroxidasa dependiente de selenio (SeGSHpx) pertenece a la
familia de las peroxidasas que cataliza la reduccién del H,O, y de hidroperdxidos organicos
empleando el glutation (GSH) como cosustrato, el cual se oxida pasando a glutatién oxidado
(GSSG).

La SeGSHpx es una proteina tetramérica de peso molecular 85 kD que contiene 4 a&tomos
de selenio, unidos como selenocisteina, los cuales le confieren actividad catalitica. A
diferencia de la catalasa, la glutation peroxidasa tiene una elevada afinidad por su sustrato

pero baja actividad catalitica.

En cuanto a su distribucion en los tejidos humanos, hay una gran heterogeneidad, aunque

la actividad mas alta se encuentra en higado,

La enzima glutatiéon peroxidasa no dependiente de selenio (GSHpx) es la principal
responsable de la reduccidon de los hidroperéxidos reactivos hasta sus correspondientes
alcoholes. Esta enzima citosélica, a diferencia de la SeGSHpx, no es dependiente de selenio,
no metaboliza el H,O, y s6lo muestra especificidad por los hidroperdxidos organicos de bajo

peso molecular.

La SeGSHpx tiene un requerimiento absoluto de GSH para funcionar. La principal enzima
responsable de mantener elevada la relacion GSH/GSSG es la glutation reductasa. Esta
enzima cataliza la reduccion del glutation oxidado utilizando equivalentes redox en forma de
NADPH.
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Esta proteina enzimatica, de peso molecular 120 kD, contiene subunidades, cada una de
ellas con un grupo FAD en su centro activo. La distribucion tisular de la glutation reductasa es
similar a la de la SeGSHpx (Hernandez, 2010a).

H0+ 1220,
Catalasa

H;.O,\ g 2GSH T NADP* S Glucosa-6-fosfato
SC0 GSH GSH Glucosa 6-foafato
peroudasa recductasa ceshdrogenasa

2H,0 ../ \. 2GSSG ./ \ NADPH ./ \-6»rosfogll.<:on.no

Figura 1.7.1. Sistemas enzimaticos de defensa antioxidante. GSH: glutation; GSSG: glutation oxidado; NADP: nicotinamida
adenindinucleético-fosfato; NADPH: nicotinamida adenindinucledtido-fosfato reducido; SOD: superédxido dismutasa (Hernandez, 2010a).

1.7.2. Sistemas de defensa no enziméticos

Existen dos formas de adquirir estas defensas antioxidantes, de forma endogena, es decir,
gue el organismo las sintetiza como en el caso del glutatiébn; o de manera exdgena, es decir,
estan presentes en la dieta ingerida, sobre todo en frutas y verduras, por ejemplo, las
vitaminas, resveratrol, etc. Entre sus principales caracteristicas se encuentra su capacidad de
neutralizar un Unico radical libre por molécula, sélo actian a concentraciones elevadas, y

tienen un papel despreciable frente a los anteriores.

Dentro de este grupo de secuestradores no enzimaticos se encuentran diversas proteinas
y moléculas de bajo peso molecular como el glutatién, la vitamina C, vitamina E, distintos

carotenoides, etc.

Glutatiéon (GSH): el tripéptido y-glutamilcisteinilglicina, constituye el tiol de bajo peso
molecular mas abundante de las células de mamiferos. Los fluidos corporales, como la bilis, el

filtrado glomerular, el plasma sanguineo y la cubierta de las células epiteliales contienen GSH.

El glutation puede reaccionar con los radicales libres de oxigeno de diferentes maneras.
Primero, mediante la accion de la glutation peroxidasa puede reducir especies como el H,0, y
otros perdxidos organicos, oxidandose a GSSG. Segundo, puede reaccionar directamente con

radicales libres como O,", OH"y RO’, donando un atomo de hidrégeno (Hernandez, 2010a).
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Vitaminas (Vit): en la siguiente tabla se muestra un resumen de las defensas no

enzimaticas, mostrando su papel ante el estrés oxidante.

Tabla 1.7.2. Accidon y mecanismo de las sustancias antioxidantes.

Antioxidante Accion

Vitamina A Proteccién contra la oxidacion de lipidos y DNA

. . Inhibicion de las especies reactivas de oxigeno. Estimulo de poder antioxidante de Vit
Vitamina C _ N . , ) ,

E y selenio. Proteccion contra el dafio causado por lipoproteinas de bajo peso.

. . Proteccidn contra la peroxidacion de los acidos grasos insaturados de la membrana

Vitamina E ) .
celular y de las LDL. Convierte O, y H,O, en formas menos reactivas.
. Proteccion contra oxidacion de lipidos, LDL, proteinas y DNA. Secuestro e
Llcopeno . . . ) .
inactivacién de radicales libres.

Polifenoles Proteccidn contra la oxidacion de lipidos y DNA.

(Hernandez, 2010a)

1.8. Resveratrol

El resveratrol (3,5,4 -trihidroestilbeno) es un polifenol que fue descubierto en 1940, cuando
fue aislado de las raices de la planta de eléboro blanco. Méas tarde, en 1963 se aislé de las
raices de Polygonum cupsidatum, una planta utilizada en la medicina tradicional china y
japonesa. Sin embargo, el primer interés en este compuesto se produjo en 1992 cuando fue
postulado para explicar algunos de los efectos cardio-protectores del vino tinto y fue sugerido
como un factor importante de la llamada “paradoja francesa”, un término utilizado para
describir la observacion de que la poblacion francesa tiene baja incidencia de enfermedades

cardiovasculares, a pesar de su dieta alta en grasas saturadas (Liu et al., 2007).

En 1997, Jang y colegas reportaron el papel del resveratrol como un agente
guimioprotector, por su habilidad de inhibir la carcinogénesis en multiples estados (Jang et al.,
1997).

Ademas de sus propiedades de quimioprotector, se han detectado propiedades anti-
inflamatorias y antioxidantes. El interés en el resveratrol alcanzé su punto maximo despueés de
2003, cuando Howitz y colegas (Howitz et al., 2003) demostraron que el resveratrol podria ser
un potente activador de SIRT1, una enzima codificada por el gen SIRT1, encargada de regular

el gasto metabdlico y la regulacion de la longevidad.
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Se han realizado distintos estudios donde se logréo extender la vida de organismos

inferiores como gusanos, moscas y peces de corta duracion.
1.8.1. Fuentes y distribucion de resveratrol en la naturaleza

El resveratrol es un potente antioxidante producido por mas de 70 especies de plantas en
respuesta a situaciones estresantes (radiacion ultravioleta, infecciones fungicas, etc.). Esta
presente en varios frutos que forman parte de la dieta humana. Tales como los arandanos,
grosella, moras y cacahuetes. Otro alimento rico en resveratrol es el vino tinto, el cual es el

que aporta un mayor contenido de éste a la dieta mediterranea (Soleas et al., 1997).

El isomero méas abundante del resveratrol es el trans-resveratrol y, aunque también se ha
identificado el cis-resveratrol en el vino, este no se ha encontrado en el extracto de uva, por lo
que es probable que la sintesis de cis-resveratrol tenga lugar durante el proceso de
vinificacibn o mediante la accion de la luz ultravioleta. En cualquier caso, el contenido en
forma trans es mayoritario. El cis-resveratrol se puede obtener a partir del trans-resveratrol

mediante la fotorreaccion que se produce cuando se le somete a luz UV (Elies-Gémez, 2009).

I OH
) h Q O
HO

OH OH

trans-resveratrol cis-resveratrol

llustracién 1.8.1. Estructura quimica del trans- resveratrol y cis-resveratrol.

1.8.2. Metabolismo

Estudios en humanos y animales revelan que el resveratrol es principalmente
metabolizado a glucurénido y sulfatos conjugados, los cuales podrian tener alguna actividad
biolégica. Algunas propiedades fisicoquimicas del resveratrol estan involucradas en su

capacidad de ser absorbido y la funcion que lleva a cabo en el organismo.
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Solubilidad: La estructura quimica del resveratrol hace que tenga poca solubilidad en
agua, lo cual puede afectar la absorcién. La esterificacion de grupos hidroxilo con moléculas
alifiticas puede ser empleada como herramienta para incrementar su absorcion intestinal y
permeabilidad celular, como por ejemplo, la acetilacién del resveratrol aumenta su absorcion e

incrementa su captacion celular sin perder su actividad (Colin et al., 2009, Marel et al., 2008).

Reacciones redox: Como muchos otros polifenoles, el resveratrol puede sufrir un proceso
de autooxidacion, lo cual conlleva a la produccion de O, y H,O, y una mezcla compleja de
semiquinonas y quinonas que pueden llegar a ser citotoxicas. La molécula de resveratrol
oxidado puede generar complejos con el cobre capaces de fragmentar el ADN (Hadi et al.,
2010).

Papel de los transportadores en la absorcion: A nivel intestinal, el resveratrol se
absorbe, o bien por difusion pasiva o formando complejos con transportadores de membrana,
como las integrinas. Una vez en sangre, el resveratrol se encuentra basicamente en tres
formas distintas: como glucurénido, sulfatado y libre. La forma libre puede ser transportada
unida a la albumina y a lipoproteinas como la LDL (lipoproteina de baja densidad). Estos
complejos, a su vez, pueden ser disociados en membranas celulares que dispongan de
receptores para la alboumina y LDL, dejando libre el resveratrol y permitiendo que este penetre

en las células (Delmas et al., 2011).

Debido a las caracteristicas quimicas, el resveratrol es capaz de interaccionar con acidos
grasos, los cuales permiten un entorno lipofilico favorable para la unién del resveratrol.
Normalmente, son utilizados como vectores por su alta afinidad por el higado y por su
eficiente captacién celular, resultante de interacciones especificas con transportadores
transmembrana (Urpi-Sarda et al., 2007, Urpi-Sarda et al., 2005).

Interacciones del resveratrol con receptores celulares: La absorcion del resveratrol en
células de hepatoma y hepatocitos implica principalmente a la difusion pasiva, aunque

también podria estar mediada por la union a receptores.

El resveratrol es capaz de unirse a receptores de estradiol alfa y beta (ER-alfa y ER-beta)
con afinidades parecidas, pero esta interaccion es 7,000 veces menos potente que la

correspondiente al estradiol (Bowers, 2000).
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Metabolitos del resveratrol: Una vez que se encuentran en el torrente sanguineo, los
metabolitos pueden ser sometidos a la fase Il del metabolismo con las conversiones que se
producen en el higado, donde el transporte entero-hepético en la bilis puede resultar en
algunos ciclos de vuelta al intestino delgado (Crozier et al., 2009). Ademas, el resveratrol es
capaz de inducir su propio metabolismo, aumentando la actividad de las enzimas hepéaticas

detoxificantes de la fase Il (Lancon et al., 2004).

Posee un alto metabolismo que conduce a la produccion de sulfatos, glucurénidos y hasta
cinco metabolitos distintos presentes en la orina: monosulfato de resveratrol, dos formas
isoméricas de monoglucuronido de resveratrol, dihidroresveratrol monosulfato y
dihidroresveratrol monoglucurénido. Sin embargo, la naturaleza y la cantidad de metabolismos

varian entre sujetos.
1.8.3. Biodisponibilidad y farmacocinética

Uno de los puntos clave de la efectividad del resveratrol es su biodisponibilidad. Si bien los
estudios in vitro demuestran una alta eficacia del resveratrol en las células, hoy se sabe que
su distribucién en los tejidos es muy baja y, por lo tanto, podria no tener las acciones
deseadas descritas en los estudios in vitro.

La biodisponibilidad y la farmacocinética del resveratrol han sido ampliamente estudiados
tanto en seres humanos, como en animales experimentales. En los seres humanos, el
resveratrol es rapidamente metabolizado encontrando un pico de concentracion en suero a los
treinta minutos de haber ingerido una dosis baja (Goldberg et al., 2003). Se ha encontrado
que hasta un 70% del resveratrol ingerido puede ser biodisponible en el ser humano (Walle et
al., 2004), basado en los niveles encontrados en el suero, en el caso de las ratas se han
encontrado valores similares, hasta un 50% del resveratrol es biodisponible (Marier et al.,
2002).

Tanto en ratas, como en seres humanos, se sugiere que el resveratrol se somete al ciclo
enterohepatico, donde después de ser ingerido es tomado rapidamente por lo enterocitos,
quienes lo metabolizan a conjugados de glucurdnidos y sulfatos, los cuales son secretados de
nuevo al intestino donde pueden ser desconjugados y reabsorbidos para posteriormente ser

excretados en las heces (Gambini et al., 2013).
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También hay que tener en cuenta que la presencia de grupos hidroxilo permite a los
polifenoles asociarse con proteinas e hidratos de carbono, reduciendo la disponibilidad de
estos macronutrientes. La solubilidad de estos compuestos va a determinar sus efectos
fisiolégicos. Por ello, los complejos formados que mantengan la solubilidad tendran la
capacidad de ser absorbidos en el intestino delgado, mientras que los complejos insolubles

seran simplemente eliminados con las heces (Gambini et al., 2013).

Dos de los primero estudios en humanos de la absorcién y la biodisponibilidad del
resveratrol emplearon dosis orales Unicas de 25 mg, las cuales corresponden a un consumo
moderado de vino tinto. Los calculos aproximados muestran concentraciones maximas de 10
ng/mL, 0.5 a 2 h después de la dosis oral. Las estimaciones de las concentraciones
plasméticas de resveratrol mas los metabolitos totales fueron considerablemente mas altas,
alrededor de 400 a 500 ng/mL, lo cual indica una biodisponibilidad oral muy baja para el
resveratrol libre (Goldberg et al., 2003).

La excrecion urinaria de los metabolitos totales después de una dosis radiomarcada, la
absorcion oral de resveratrol parecio ser, al menos, de un 75%. Lo cual también se deduce de
una comparacion de los datos tras las dosis orales o intravenosas. Esta absorcion es
inusualmente alta para un polifenol dietético. Asi pues, la absorcion del resveratrol es bastante
eficaz, sin embargo la biodisponibilidad por los tejidos es muy poca.

1.8.4. Efectos benéficos del consumo del resveratrol

El resveratrol tiene propiedades cardioprotectoras, muchos investigadores han demostrado
que el resveratrol puede prevenir o retardar la progresion de una variedad de enfermedades
en modelos animales y en los seres humanos. El mecanismo de accion de este compuesto
aun no ha sido descrito, ya que, es muy complejo, por lo que, ha sido de gran interés para
investigadores en la rama de la biologia basica, la nutricién, la farmacologia y la medicina

clasica.

Actualmente se sabe que el resveratrol lleva a cabo diferentes funciones en el organismo,
tales como, potente antioxidante, antiinflamatorio, vasodilatador, antiagregante plaquetario,
efectos antitumorales, efectos estrogénicos, anticancerigeno y antimicrobiano. También se le
conocen efectos que pueden prevenir enfermedades metabolicas, como obesidad y diabetes
(Renddn, 2005).
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Efecto del resveratrol en la obesidad: Algunos estudios han sugerido que el resveratrol
puede tener efectos beneficiosos en la obesidad. Por ejemplo, el resveratrol parece inhibir la
proliferacion de adipocitos in vitro, y por lo tanto puede suprimir la produccién de nuevas
células de grasa (Hsu, 2006). Ademas, el resveratrol parece inhibir la lipogénesis, asi como la
acumulacion de lipidos en las células hepéticas humanas y adipocitos maduros (Shang et al.,
2008).

Varios estudios in vivo proponen que el resveratrol protege contra la obesidad inducida
por la dieta en modelos murinos. Por ejemplo, el aumento de peso corporal y acumulacion de
grasa fueron menores en ratones alimentados con una dieta alta en grasas e intervenidos con
una dosis de resveratrol de 400 mg/kg/dia durante 15 semanas. En estos ratones alimentados
con dieta alta en grasa presentaron un silenciamiento del gen SIRT1, que es un regulador

clave de la energia y la homeostasis metabdlica (Lagouge et al., 2006).

Mientras que los resultados de estudios celulares sugieren que el resveratrol puede
suprimir la produccion de nuevas células de grasa y evitar la acumulacion de grasa en las
células del higado y los adipocitos, los efectos del resveratrol en la obesidad in vivo han sido

mucho menos claros, por lo que, es un tema que requiere de mas investigacion.

Efectos del resveratrol en el higado: Especificamente en el higado, el resveratrol regula
la expresion de genes glucogénicos mediante la atenuacion de la sefializacién de insulina y
desacetilacion de la FOXO1 (Park et al., 2010). El resveratrol parece que disminuye la fibrosis
y promueve la regeneracion de hepatocitos, lo que aumenta la supervivencia de los ratones

durante la lesion hepética colestasica (Chan et al., 2011).
1.8.5. Mecanismo de accién

El mecanismo exacto a través del cual el resveratrol ejerce la amplia gama de efectos
benéficos, no es claro. Al igual gue en la mayoria de los otros polifenoles, el resveratrol posee
una capacidad intrinseca antioxidante, sin embargo, también esta implicado en la induccion de
la expresion de un numero de enzimas antioxidantes, probablemente ambos mecanismos

contribuyen a una reduccion general en el estrés oxidante.

El resveratrol interactla con un gran nimero de receptores, cinasas y otras enzimas que

plausiblemente podrian hacer una contribucién importante a sus efectos biolégicos.
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Howitz y sus colegas, propusieron que el resveratrol es capaz de estimular la familia de
genes SIRT1, que codifican las sirtuinas (histonas deacetilasas NAD-dependientes), y por lo
tanto, poner en marcha los procesos metabdlicos relacionados con la duracion de la vida, que
son los mismos que se desencadenan con regimenes hipocaldricos, mimetizando por ello la

restriccién calérica (Howitz et al., 2003).

El resveratrol también incrementa el gasto de energia en ratones, mediante el aumento de
la activacion de SIRT1, y durante condiciones de alta disponibilidad de grasa, el resveratrol es
capaz de prevenir la obesidad inducida por la dieta y la aparicion de enfermedades
metabdlicas relacionadas con la obesidad, lo que en ultima instancia, protege a los ratones
frenando los efectos asociados con la ingesta alta en calorias (Baur et al., 2006, Lagouge et
al., 2006).

El mecanismo molecular que subyace a estos efectos beneficiosos parecen depender del
aumento inducido por el resveratrol en el contenido mitocondrial, lo que se explica por el

aumento de la senalizacion a través del eje de la SIRT1 / PGC1a (Lagouge et al., 2006).

Ademas varios informes demuestran que el resveratrol también puede activar la AMPK
(Baur et al., 2006). En la actualidad se sabe que, la activacion de AMPK parece ser un blanco
importante de las acciones de resveratrol, proporcionando una explicacién plausible para una
gran parte de los beneficios para la salud observados en los informes publicados hasta la
fecha.

Sin embargo, definir plenamente las acciones del resveratrol que son biol6gicamente
relevantes es una tarea enorme, siendo mas dificil definir si los efectos son directos o

indirectos.
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2. Planteamiento del problema

La obesidad se ha convertido en un problema de salud mundial, actualmente México
ocupa el segundo lugar con una prevalencia de obesidad del 32.4% y de sobrepeso del
38.8%, estas cifras alarmantes incluyen a mujeres en edad reproductiva. Tras la concepcion,
estas mujeres obesas se caracterizan por tener comprometida su salud y la del producto, ya
que, se ha observado que las alteraciones nutricionales de un individuo durante periodos
criticos del desarrollo como la gestacion y lactancia pueden modificar permanentemente su
fisiologia y metabolismo aumentando su predisposicion a enfermedades metabdlicas en la

vida adulta, lo cual se conoce como programacion del desarrollo.

Se ha propuesto que durante la obesidad materna gestacional existe una sobreproduccion
de especies reactivas de oxigeno (ROS) y lipoperoxidacion de lipidos, el cual es acompafiado
con una deficiencia de los sistemas antioxidantes ocasionando estrés oxidante. Este estrés
oxidante es uno de los factores relacionados con la programacion del desarrollo. De acuerdo a
esta problematica, se han buscado distintas medidas que permitan prevenir los efectos

adversos originados por la obesidad materna.

Estudios muestran que el resveratrol es una molécula biolégicamente activa, que ademas
de poseer una gran capacidad antioxidante, tiene efectos bioldgicos importantes en

enfermedades cardiovasculares y metabdlicas, tales como la obesidad y diabetes.

3. Hipotesis

La intervencion con resveratrol previa y durante la gestacion en madres obesas disminuira
en su descendencia, los dafios metabdlicos y en el sistema antioxidante debido a la obesidad

materna.
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4.Objetivos
4.1. Objetivo general

Determinar en las crias de madres obesas, el efecto de la intervencidn materna con
resveratrol en algunos parametros metabdlicos, marcadores de oxidacion y actividad de

enzimas antioxidantes.

4.2. Objetivos particulares

e Generar obesidad experimental en ratas hembras Wistar con una dieta alta en grasa y
prefiarlas con un macho control a los 120 dias de edad (d)

e Administrar resveratrol (20 mg/dia/kg de peso) en las hembras experimentales desde un
mes previo y durante la gestacion.

e Determinar el peso corporal de las ratas hembras experimentales durante su crecimiento,
gestacion y lactancia.

e Determinar si el resveratrol tiene un efecto en el peso corporal de la hembra experimental.

e Obtener crias de las ratas hembras experimentales.

e Determinar la ingesta de alimento de las crias durante diez dias comenzando el dia 100
de edad.

e Después de los 110 dias de edad, obtener suero, higado y tejido adiposo de las crias.

e Obtener un perfil lipidico de las crias de 110 d.

e Determinar lipoperoxidacion en suero e higado, cuantificando la concentracion de
malondialdehido (MDA).

e Determinar especies reactivas de oxigeno (ROS) en higado.

e Determinar estrés oxidante en higado, determinando la actividad de las enzimas
superoéxido dismutasa (SOD) y glutation peroxidasa (GPXx).

e Determinar si la intervencién materna con resveratrol, tuvo beneficios en el metabolismo y

estrés oxidante de la cria.
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5. Diseo Experimental

Se emplearon ratas hembras (FO) de 21 d (recién destetadas), que a los 120 d fueron
apareadas con un macho adulto de la misma cepa. Previamente, las ratas experimentales
fueron asignadas a 4 grupos experimentales (evitando incluir hermanas en un mismo grupo)
segun su patron de alimentacion, ya sea con dieta Alta en Grasa (previamente preparada en
el laboratorio) o con dieta Control (alimento comercial especial para roedor) a partir del
destete, el cual se describe a continuacion:

- Grupo Control (C): ratas alimentadas con dieta control desde el destete hasta el final
de la lactancia de sus crias (n=8).

- Grupo de Obesidad Materna (OM): ratas alimentadas con dieta alta en grasa desde el
destete hasta el final de la lactancia de sus crias (n=8).

- Grupo control intervenido con resveratrol (resVida®, ver anexo B) previo y durante
la gestacion (Cres): ratas alimentadas con dieta control desde el destete hasta el final
de la lactancia de sus crias, pero que desde un mes previo y durante la gestacion
fueron tratadas con 20 mg/kg/dia de resveratrol (n=8).

- Grupo de obesidad materna intervenido con resveratrol previo y durante la
gestacion (OMres): ratas alimentadas con dieta alta en grasa desde el destete hasta el
final de la lactancia de sus crias, pero que desde un mes previo y durante la gestacion

fueron tratadas con 20 mg/kg/dia de resveratrol (n=8).

Se obtuvieron las crias (F1) de las hembras experimentales (FO) descritas anteriormente.
Las crias fueron alimentadas desde el destete (21 d) con una dieta control, identificandolas

con la misma nomenclatura de grupo asignado a la madre.

El peso de las crias fue registrado desde el nacimiento hasta el final del experimento, asi
como también fue registrada su ingesta de alimento durante 10 dias a partir del dia 100. A los
110 dias de vida se llevé a cabo la eutanasia, obteniendo sangre, higado y tejido adiposo

visceral y subcutaneo los cuales fueron pesados.

El método descrito anteriormente se esquematiza en la figura 5.1:
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GRUPO DIETAMATERNA Y RESVERATROL DIETA DE LAS CRIAS

21-90dias | 90- 120 dias| Gestacidn| Lactancia | 21 dias ——>110dias | €Utanasia
Triglicéridos
—
Control Dieta control — Suero Colesterol
(€)
MDA
MDA
Rg:::::;:ol Dieta control
(Cres) ‘ —— Higado Enzimas SOD y GPx
Resveratrol .
[ ‘ - Dieta ROS
Obesidad control
materna Dieta alta en grasa Tejido Contenido de
(M) T adi o
‘ ‘ poso grasa total
Obesidad .
materna + Dieta alta en grasa
Resveratrol !
(OMres) Resveratrol
‘ —

Figura 5.1. Esquema general del disefio experimental

6. Metodologia

6.1. Animales experimentales

Se utilizaron ratas albinas de la cepa Wistar, provenientes de la colonia mantenida en el
Departamento de Investigacion Experimental y Bioterio (DIEB) del Instituto Nacional de
Nutricion Salvador Zubirdn (INNSZ), realizando todos los procedimientos aprobados por el

Comité de Investigacion de Animales (CINVA) del mismo instituto.

Durante el estudio los animales tuvieron libre acceso a la dieta y agua. Los machos
empleados para el apareamiento de las hembras fueron alimentados con dieta control. Todas
las ratas permanecieron en las instalaciones del bioterio del DIEB a una humedad relativa de
75% y una temperatura controlada de 22+2 °C, respetando los ciclos de luz/oscuridad de 12

horas.

En grupos de 3 a 4 animales fueron alojados en cajas estandar de acrilico con una cama
de aserrin de madera virgen, que era cambiada periédicamente. Los animales permanecieron

de esta forma hasta el dia del apareamiento, cuando fueron separadas una por cada caja.
6.2. Dieta

La dieta control consistié en alimento comercial para roedor Rodent RQ 22-2 de Zeigler®,

formulada para mantenimiento, crecimiento, reproduccién y lactancia de ratas y ratones
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convencionales conteniendo 5% (p/p) de grasa y un contenido energético de 4 kcal/g (Tabla
6.2.1). La dieta Alta en Grasa fue preparada en la planta piloto del Departamento de Ciencia y
Tecnologia de los Alimentos (DCyTA) del INNSZ, la cual tenia un contenido de grasa del 20%
(p/p) y un contenido energético de 5 kcal/g (Tabla 6.2.1), cuya formulacion fue disefiada con
base a la recomendacion AIN-93 del American Institute of Nutrition (Reeves et al., 1993), asi
como modificaciones hechas a esta, por la Dra. Elena Zambrano y colaboradores (Zambrano
et al., 2010b) (Tabla 6.2.2). Para su elaboracion se utiliz6 una mezcladora de paletas Hobart
modelo A-200 de 20 L de capacidad, potencia de 1/3 HP y 1425 rpm.

Tabla 6.2.1 Composicion Nutricional de las Dietas.

Nutriente Dieta control Dieta Alta en Grasa

(p/p)* (p/p)**
Proteina 22.0 234
Grasa*** 5.0 25.0
Polisacéaridos 31.0 20.3
Azlcares simples 31.0 20.3
Fibra dietética 4.0 5.0
Minerales 6.0 5.0
Vitaminas 1.0 1.0

Contenido energético 4 Kcallg 5 Kcallg

*Datos obtenidos del andlisis garantizado de la dieta Rodent RQ 22-5 por el fabricante.
**Datos calculados a partir de la formulacion (ver tabla 7.2).
*** Manteca de cerdo.

Tabla 6.2.2. Formulacién de la Dieta Alta en Grasa.
Concentracién (g/100g

Componente de Dieta)
Caseina 11.7
Caseinato de calcio 11.7
L- Cistina, diclorohidrato 0.3
Mezcla de minerales AIN-76 5.0
Mezcla de vitaminas AIN-93 VX 1.0
Colina, clorhidrato 0.17
a- Celulosa 5.0
Almidén de maiz 20.065
Glucosa anhidra 20.065
Aceite de soya 5.0
Manteca de cerdo 20.0
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6.3. Medicion de peso corporal de las hembras FO

A partir del dia 21, semanalmente se registré el peso corporal de cada hembra hasta el

final del experimento, es decir, al final de la lactancia de sus crias.
6.4. Intervencion con resveratrol de las hembras FO

Al llegar al dia 90 de edad, se inicio el tratamiento con resveratrol via oral con una dosis
de 20 mg/kg de peso/dia, la mitad de las hembras del grupo C (n=16) y la mitad de las
hembras del grupo OM (n=16) fueron tratadas con el compuesto, el cual se preparé a la dosis
indicada tomando en cuenta el peso de las ratas y usando como vehiculo carboximetilcelulosa
al 0.5% (ver anexo B). La administracién con resveratrol se mantuvo durante el periodo de

gestacion y se suspendio al iniciar la lactancia.
6.5. Apareamiento y determinacion de la prefiez de las hembras FO

Cuando las hembras alcanzaron 120 d, fueron colocadas en cajas de manera individual,
en la misma caja se coloc6é un macho sano de edad adulta de fertilidad probada a fin de que

se llevara a cabo el apareamiento.

Para comprobar que se realiz6 el apareamiento se llevé a cabo un frotis vaginal cada 24
horas. La observacién de espermatozoides se consider6 como resultado positivo para el
apareamiento (tomando el dia del hallazgo como dia cero de gestacion), momento en el cual
el macho fue retirado de la caja de la hembra. Las ratas negativas para esta prueba por mas
de cinco dias consecutivos fueron descartadas del experimento. Los frotis fueron tefiidos con
solucién de Lugol (obtenida de la Farmacia del Area de Hospitalizacion del INNSZ) y

observados a 100x con un microscopio foténico (Axiostar Plus de Carl Zeiss®).
6.6. Medicidon de peso corporal y determinacion de ingesta de las crias (F1)

A los 21dias de edad las crias fueron destetadas y separadas de la madre, a partir de ese
dia fueron alimentadas con una dieta control hasta el final del experimento. Las crias fueron
identificadas con el mismo nombre del grupo experimental de la madre. El peso corporal fue
registrado desde los 21 d hasta los 110 d, la ingesta de alimento se cuantifico a partir del dia
100 y durante 10 dias consecutivos, se registré la cantidad inicial de alimento y 24 horas

después se registro la cantidad de alimento final presente en el comedero.
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6.7. Obtencion del suero de las crias de 110d

Cuando las crias llegaron a la edad de 110 d y después de un ayuno de 6 horas, se llevo
a cabo la eutanasia por medio de decapitacion rapida, con una guillotina para roedor (Thomas
Scientific), recolectandose la sangre de la region cervical, se dejo formar el coagulo a
temperatura ambiente y se centrifugd a 2000 rpm por 15 minutos (Sorval®, RT7), se recolecto
el suero en tubos Eppendorf® de 1.5 mL. Las muestras de suero fueron conservadas a -20°C

hasta su analisis.
6.8. Extraccion de higado y tejido adiposo de las crias de 110 d

Al terminar la extraccion de sangre se procedio a la diseccion del cuerpo, se extrajo el
higado y el tejido adiposo de diferente localizacion anatomica incluyendo: esternon, pancreas,
retro-peritoneal, ovarico y uterino (en hembras) y ademas del epididimo (en machos), todos
éstos fueron pesados individualmente en una balanza analitica BP 310S de Sartorius® (Cap.
max.= 320 g, d= 0.001 g). Después de pesar el higado se colocd inmediatamente en nitrogeno
liquido y posteriormente se guardaron a -70 °C en un ultracongelador (Revco®) para su

analisis.
6.9. Determinacién de triglicéridos y colesterol en suero de crias de 110 d

Las muestras de suero conservadas a -20 °C, fueron descongeladas a temperatura

ambiente durante 15 minutos previos al analisis.

La medicién de la concentracion sanguinea de colesterol total, y triglicéridos, fue realizada
con el sistema automatizado SYNCHRON CX® 5 Delta de Beckman-Coulter el cual utiliza el
multicalibrador MULTI™ SYNCHRON CX (CV intra e inter-ensayo de <6%) disefiado para
este sistema (que incluye los parametros que nos interesan entre otros), también se
analizaron las muestras de control de calidad correspondientes. Las determinaciones se
llevaron a cabo con reactivos disefiados especialmente para este sistema y los parametros
antes mencionados fueron programados en el equipo, el cual basicamente realiza un analisis

espectrofotométrico a partir de ensayos enzimaticos (Ver ANEXO 1).
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6.10. Homogeneizacion del higado de las crias de 110 d

Se tomaron aproximadamente 0.1 g de higado (previamente descongelado en un bafio de
hielo) y se colocaron en tubos de ensayo que contenian 1 mL de solucion salina isotonica.
Con la ayuda de un pistilo de teflén sujetado a un rotor eléctrico, se homogeneiz6 el tejido en

un bano de hielo.

Una vez que todas las muestras de tejido estuvieron homogeneizadas, se transfirieron a

tubos Eppendorf® de 1.5 mL colocdndose en un bafio de hielo.

De esta forma se tomaron alicuotas para cada determinacion, el nimero y la cantidad de

homogeneizado se ejemplifica a continuacion:

l 0.1 gde higado

1mL de SSI
4

l

Homogeneizar

(en bafio de hielo)

Tomar alicuotas

R I N N
[IRIRARIBEN

100 pL 50l 50pL lub SpL SOBRANTE
MDA sSoD GPx ROS PROTEINA

Congelar a -70°C hasta proximo analisis

llustracion 6.10. Toma de alicuotas para cada analisis.

Todas éstas alicuotas y el sobrante fueron inmediatamente congeladas a -70°C para su

posterior analisis.
6.11. Cuantificacion de proteina por Bradford en el higado de las crias de 110 d
Preparacion de la curva patron de albumina sérica bovina (ASB):

De la solucién stock de ASB con una concentracion de 1 mg/mL se tomaron 20 uL y se
agregaron 80 pL de agua desionizada. Se agitd en vortex y se pipeted en una placa de 96

pozos la cantidad indicada en la siguiente tabla:
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Tabla 6.11.Curva estandar de albimina sérica de bovino (BSA)

Volumen de Stock Cantidad de Reactivo A
de ASB (uL) BSA (4g) Bradford (pL) (595 nm)

0 0 200 0.0

2 0.4 200 0.139
5 1.0 200 0.130
10 2.0 200 0.410
15 3.0 200 0.469
20 4.0 200 0.702
30 5.0 200 0.943

Preparaciéon de la muestra:

Se descongel6 la alicuota de proteina conservada a -70°C y se le agregaron 495 pL de

agua desionizada mezclando bien.

Se colocaron 5 pL de la muestra diluida en una placa de 96 pozos y se agregaron 200 pL
del reactivo de Bradford, preparado previamente tomando 1 volumen de reactivo de Bradford
mas 4 volumenes de agua desionizada. Se incubd por 5 minutos y se leyé la absorbancia en
el lector multimodal a una longitud de onda de 595 nm.

6.12. Determinacion de estrés oxidante en higado

6.12.1. Determinacion de malondialdehido (MDA) en higado y sueros de las crias
de 110d

Preparaciéon de la mezcla de acidos:

Se prepararon 102.4 mL de una mezcla de &cido tiobarbittrico (TBA), acido clorhidrico
(HCI) y acido tricloroacético (TCA), para esto:

Solucién 1: Se pesaron 1.024 g de TBA y se disolvieron en 4.096 mL de HCL.

Solucion 2: Se pesaron 16.38 g de TCA disolviéndose en 51.2 mL de agua desionizada.
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Se mezclaron las soluciones (1) y (2) agregando 52.2 mL del volumen faltante de agua
desionizada lavando el vaso que contenia el TCA, esta solucion se dej6 en agitacion

magnética.
Preparacion de una solucion de butilhidroxitolueno (BHT):

En un tubo eppendorf se pesaron 5 mg de BHT y se disolvieron en 800 yL de MeOH.
Preparacion de la muestra:

Los sueros e higados fueron descongelados a temperatura ambiente 15 minutos previos al
analisis. Se tomaron 100 pL de suero (o 100 pL del homogeneizado de higado) y se colocaron
en tubos Eppendorf® de 1.5 mL de capacidad, a cada tubo se les agreg6 400 uL de la mezcla
de &cidos y se agitd en un voértex (Vortex-Genie® 2) durante unos segundos, posteriormente
se les afadieron 5 pL de BHT y se agitd nuevamente. Todas las muestras fueron incubadas
durante 30 minutos a una temperatura de 96°C en un horno de hibridacion (HYBAID®,
HS9320). Es importante sefialar que todo el procedimiento se realiz6 en un bafio de hielo.
Después de la incubacién, las muestras fueron colocadas en hielo y al estar frias se

centrifugaron a 8000 rpm, 15 minutos a 4°C en una microcentrifuga (eppendorf®, 5417R).

Al terminar la centrifugacion, se transfirieron 300 puL del sobrenadante a una placa de 96

pozos y se leyd la absorbancia (A= 532 nm) en un lector multimodal (Sinergy HT, BIOTEK®).

6.12.2. Determinacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) en higado de crias
de 110d

Se requirié preparar un amortiguador TRIS-HEPES en una proporcion de 18:1y 9:1.
Preparacién de la curva patron:

Solucion estandar 1: Se pesaron 4.0 mg de 2,7- Diclorofluoresceina (DFC) en un tubo
eppendorf y se agregaron 0.998 mL de MeOH grado HPLC.

Solucion estandar 2: A 50 mL de amortiguador 9:1 se le quitaron 500 yL y se le
agregaron 500 pL de MeOH, mezclandose. Nuevamente se quitaron 5 pyL y agregandose 5 L

de la solucién estandar 1 y se mezclé bien.
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Solucién estandar 3: En un eppendorf se tomaron 100 yL de la solucidon estandar 2 y

se agregaron 900 pL de amortiguador 9:1.

Se pipeteo en una placa de 96 pozos la cantidad indicada en la tabla 6.12.2:

Tabla 6.12.2. Volumen utilizado de solucién estandar 3 y amortiguador 9:1 para la construccién de la curva patrén para
determinar ROS.

Patrén/Blanco [DFC] Amortiguador Solucion
(ng/200 pL) CHE(T estandar 3 (L)
0 0 198 2 MeOH
1 0.16 198 2
2 0.2 195 5
3 0.4 190 10
4 0.8 180 20
S 1.6 160 20
6 2.4 140 50
7 3.2 120 80
8 4.0 100 100
9 4.8 80 120

Preparacion de la muestra:

Se descongel6 la alicuota de 1 uL previamente conservada a -70°C en un bafio de hielo y
protegiendo que no le dé la luz. Se le agregaron 149 pyL de amortiguador 18:1 y se agit6 en el
vortex. Todos los tubos eppendorf fueron cubiertos con papel aluminio para evitar que le diera

la luz.
Preparacién del 2,7- diclorofluoresceindiacetato (DFC-AC):

Solucién 1: Se pesaron 4.87 mg de DFC-AC y se agregd 1 mL de MeOH (cubierto de
la luz).

Solucion 2: En otro tubo se tomaron 50 pL de la solucion 1 y se agregaron 950 L de
MeOH (cubierto de la luz).

Soluciéon 3: Se tomaron en un tubo de ensayo cubierto de la luz 600 pL de la solucion

2 y se agregaron 5400 pL de amortiguador 18:1.
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Lectura:

Se pipetearon 150 yL de la muestra en una placa de 96 pozos y se agregaron 50 yL de la
solucién 3. Posteriormente se llevd a cabo la incubacién durante 1 hora a 37°C, haciendo
lecturas cada 15 minutos a una emisién de 480 nm y una excitacion de 525 nm.

6.12.3. Determinacion de las enzimas antioxidantes: superdoxido dismutasa (SOD)

y glutation peroxidasa (GPx) en higado de crias de 110 d

La determinacion de la actividad de la enzima superéxido dismutasa se llevé a cabo por
medio del kit RANSOD de RANDOX® (Cat. No. SD125).

Preparacion de la curva patron:

Se realiz6 por diluciones seriadas, se etiquetaron 5 tubos comenzando por el (S6) que
lleva 600 pL de patrén neto (solucion de la enzima SOD de origen bovino a una concentracion
conocida de 4.15 U/mL), se tomaron 500 uL del (S6) y se coloca al tubo etiquetado como (S5)
y se agregaron 500 pL de muestra diluyente (0.01 mol/L de un amortiguador de fosfato, pH
7.0) se agitdé en un Vértex, del tubo (S5) se tomaron 500 pL y se colocaron en el tubo
etiquetado como (S4), agregandose 500 pL de muestra diluyente, asi sucesivamente como se

muestra en la tabla 6.12.3.

Tabla 6.12.3. Volumen de solucion patrén y muestra diluyente para la construccion de la curva patrén para determinar SOD.

U SOD/mL Volumen de Solucion Volumen de muestra
Patron (uL) diluyente (uL)

S6 4.15 600 .

S5 2.08 500 (S6) 200
S4 1.04 500 (S5) 200
S>3 0.52 500 (54) =50
S2 0.16 300 (S3) 600
> ] - 100

Preparaciéon de la muestra:

Se descongeld la alicuota para SOD previamente conservada a -70°C, ya descongelada,

en una placa de 96 pozos, se pipetearon 300 pL de la curva patrén y 7 uL de la muestra, se
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agregaron 212.5 pL del sustrato mixto que contiene Xantina y cloruro de 2-(4-yodofenil)-3-(4-
nitrofenol)-5-fenil tetrazolio (I.N.T) y 31.3 uL de Xantina oxidasa. Se mezclo bien y se leyo la
absorbancia inicial al cabo de 30 segundos (A; a A= 505 nm). Pasados 3 minutos se leyo la
absorbancia final A,. La actividad de la SOD se midié por el grado de inhibicion de esta

reaccion, los calculos se muestran en el anexo E.

La determinacion de la actividad de la enzima glutation peroxidasa (GPx) se llevo a cabo
por medio del kit RANSEL de RANDOX® (Cat. No. RS504).

Se descongelaron las alicuotas previamente conservadas a -70°C, se tomaron 7 pL de la
muestra y se colocaron en una placa de 96 pozos, se adicionaron 250 pL de reactivo 1a que
contiene el glutation, la glutation reductasa y el NADPH. En seguida se agregaron 10 yL de
hidroperoxido de cumeno. Se mezcld y se leyo la absorbancia inicial de la muestra (A = 340
nm) y del reactivo blanco. Se realizaron dos lecturas al cabo de 1 y 3 minutos. Restar el valor
obtenido para el blanco de la muestra.

6.13. Andlisis estadistico
El andlisis estadistico se realiz6 por medio del analisis de varianza de una via (ANOVA) y

las diferencias entre medias se determinaron con la prueba de Tukey post hoc.

Un valor de P < 0.05 se consider6é como significativo. Todos los valores reportados son

expresados como Media + EE, n=8.
El (*) denota diferencia significativa entre grupos de diferente dieta materna pero misma

intervencion, (a) denota diferencia significativa entre grupos de misma dieta materna pero

diferente intervencion.
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7. Resultados

7.1. Peso corporal de las hembras experimentales FO.
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Figura 7.1. Peso corporal de las hembras experimentales (FO) durante la gestacion y la lactancia. Se muestra Mediat EE, n=8. (*) Denota
diferencia significativa entre diferente dieta experimental pero misma intervencion, (p<0.05). C= ratas alimentadas con dieta control, Cres=
ratas alimentadas con dieta control e intervenidas con resveratrol, OM= ratas alimentadas con dieta alta en grasa y OMres= ratas alimentadas
con dieta alta en grasa e intervenidas con resveratrol.

En la figura 7.1. se muestra la ganancia de peso corporal de las hembras experimentales
(FO). La ganancia de peso corporal a partir del dia 21 en los cuatro grupos es similar (no se
reportan datos). Al dia 68 de edad, 47 dias después de comenzar la alimentacién con dieta
alta en grasa, el peso corporal del grupo OM fue significativamente mayor del grupo C.
Durante el periodo de gestacion se observa que el peso del grupo OM es mayor con respecto
al grupo C, se observa que los grupos tratados con resveratrol (Cres y OMres), también son
menores con respecto a los grupos C y OM. El peso ganado durante el embarazo no fue
diferente en los cuatro grupos. Al inicio del periodo de lactancia, el peso corporal del grupo
OM era mayor con respecto al C, sin embargo, al terminar el periodo de lactancia el peso

corporal se igualo en los cuatro grupos.
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7.2. Peso corporal eingesta de las crias (F1) alos 110d

A los 110 d, se observa que tanto para machos como para hembras, el peso corporal, la
ingesta por dia y la ingesta relativa (g de alimento/100 g de peso corporal) no fue diferente
entre los cuatro grupos experimentales, pero se observa que los machos tienen mayor peso

corporal y mayor ingesta relativa que las hembras.
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Figura 7.2. Peso corporal (g), ingesta (g/dia) e ingesta relativa (g/100g de peso corporal) de las crias de ambos sexos correspondientes a los
cuatro grupos experimentales. Se muestra Media + EE, n=8. C= crias de madres alimentadas con dieta control, Cres= crias de madres
alimentadas con dieta control e intervenidas con resveratrol, OM= crias de madres alimentadas con dieta alta en grasa y OMres= crias de
madres alimentadas con dieta alta en grasa e intervenidas con resveratrol.

7.3. Adiposidad y perfil lipidico de las crias de 110 d

Se realizd un perfil lipidico y se encontré6 que, aunque las crias de los cuatro grupos
experimentales consumen la misma cantidad de alimento y tienen peso corporal similar, se
observé que tanto hembras como machos del grupo OM, presenta un aumento en el
contenido de grasa total, indice de adiposidad (g de grasa/100 g de peso corporal) y mayor
concentracion de triglicéridos en suero, con respecto al grupo C. En cambio, el grupo de
obesidad materna intervenido con resveratrol (OMres) presenta una disminuciéon en todos

estos parametros (figura 7.3.1).
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Figura 7.3.1. Adiposidad y perfil lipidico de las crias de 110 d, se reporta grasa total, indice de adiposidad, concentracién de triglicéridos y
colesterol en suero. Se muestra Media + EE, n=8. (*) Muestra diferencia significativa entre diferente dieta experimental pero misma
intervencion, (p<0.05). (a) Muestra diferencia significativa entre misma dieta experimental pero diferente tipo de intervencion. C= crias de
madres alimentadas con dieta control, (p<0.05). Cres= crias de madres alimentadas con dieta control e intervenidas con resveratrol, OM=

crias de madres alimentadas con dieta alta en grasa y OMres= crias de madres alimentadas con dieta alta en grasa e intervenidas con
resveratrol.

La distribucién de grasa en las crias macho se muestra en la tabla 7.3.2.1. El tejido
adiposo retroperitoneal, pancreatico, esternon y epididimal son significativamente mayor en el

grupo OM con respecto al grupo C, el cual se encontré disminuido en el caso del grupo
OMres.

Tabla 7.3.2.1. Distribucion de grasa en las crias macho.

C Cres OM OMres
T. A. Retroperitoneal (g) 5.1+0.3 42+0.3 10.2 £ 0.8* 45+0.3%
T. A. Pancreético (g) 09+0.1 0.8+0.1 1.3+0.2* 0.8+0.1%
T. A. Esternén (g) 0.2+0.02 0.3+0.02 0.4 + 0.05* 0.3 +0.03°
T. A. Epididimal (g) 47+05 4.6+0.3 8.4+0.8* 5.1+0.1%

Se muestra Media + EE, n=8. (*) Muestra diferencia significativa entre diferente dieta experimental pero misma intervencion, (p<0.05). (a)
Muestra diferencia significativa entre misma dieta experimental pero misma intervencion, (p<0.05). C= crias de madres alimentadas con dieta
control, Cres= crias de madres alimentadas con dieta control e intervenidas con resveratrol, OM= crias de madres alimentadas con dieta alta
en grasa y OMres= crias de madres alimentadas con dieta alta en grasa e intervenidas con resveratrol.

La distribucion de grasa en el caso de las hembras se encontr6 mayor el tejido
retroperitoneal, esterndn, grada ovarica y uterina, en el grupo OM con respecto al C, las
cuales se encontraron disminuidas significativamente en el grupo OMres con respecto al
grupo OM.
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Tabla 7.3.2.2. Distribucion de grasa en las crias hembra.

HEMBRAS

C Cres OM OMres
T. A. Retroperitoneal (g) 22+ 0.3 16+ 0.2 3.4+ 0.2* 2.4+ 0.3°
T. A. Pancreatico () 05+ 0.1 0.4+ 0.05 0.7+ 0.1 05+ 0.1
T. A. Esternén (g) 0.2+ 0.1 0.2+ 0.03 0.8+ 0.5* 0.2+ 0.03%
Grasa ovarica () 1.7+ 0.2 1.1+ 01 3.1+ 0.3* 2.2+ 0.2°
Grasa uterina () 1.2+ 0.1 1.3+ 0.1 3.0+ 0.4* 1.8+ 0.2°

Se muestra Media + EE, n=8. (*) Muestra diferencia significativa entre diferente dieta experimental pero misma intervencion, (p<0.05). (a)
Muestra diferencia significativa entre misma dieta experimental pero misma intervencion, (p<0.05). C= crias de madres alimentadas con dieta
control, Cres= crias de madres alimentadas con dieta control e intervenidas con resveratrol, OM= crias de madres alimentadas con dieta alta
en grasa y OMres= crias de madres alimentadas con dieta alta en grasa e intervenidas con resveratrol.

7.4. Cuantificacion de MDA en suero de crias de 110d

El MDA en suero es un marcador de estrés general del organismo, se observa que para
las crias macho hay una mayor lipoperoxidacion en el grupo OM con respecto al grupo control,
el cual se previno totalmente con la intervencién con resveratrol en el grupo OMres. En el caso
de las hembras, no hubo diferencia entre grupos de diferente dieta experimental, sin embargo,
se observa que en los grupos intervenidos (Cres y OMres) disminuy0 la lipoperoxidacion con

respecto a los controles (C y OM).
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Figura 7.4. Determinacion de MDA en suero de crias de 110 d. Se muestra Media * EE, n=8. (*) Muestra diferencia significativa entre grupos
de diferente alimentacién materna y mismo tipo de intervencion, (p<0.05). (a) Muestra diferencia significativa entre grupos de misma
alimentacion materna y diferente tipo de intervencion, (p<0.05). C= crias de madres alimentadas con dieta control, Cres= crias de madres
alimentadas con dieta control e intervenidas con resveratrol, OM= crias de madres alimentadas con dieta alta en grasa y OMres= crias de
madres alimentadas con dieta alta en grasa e intervenidas con resveratrol.
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7.5. Peso total y peso relativo del higado de las crias de 110 d

Se observo que el peso del higado de las crias macho no fue diferente en los cuatro
grupos experimentales. En las crias hembra, se observa que el higado es mas grande en el
grupo OM con respecto al grupo C; sin embargo, en el grupo OMres no se vio modificado con

respecto al grupo OM.
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Figura 7.5. Peso del higado y peso relativo del higado de las crias de 110 d. Se muestra Media + EE, n=8. (*) Muestra diferencia significativa
entre grupos de diferente alimentacion materna y mismo tipo de intervencion, (p<0.05). C= crias de madres alimentadas con dieta control,
Cres= crias de madres alimentadas con dieta control e intervenidas con resveratrol, OM= crias de madres alimentadas con dieta alta en
grasa y OMres= crias de madres alimentadas con dieta alta en grasa e intervenidas con resveratrol.

7.6. Cuantificacion de MDA en el higado de las crias de 110d

Existe una mayor lipoperoxidacion en las crias hembras del grupo OM con respecto al
grupo C, el grupo OMres no fue diferente con respecto al grupo OM. Para las crias macho no
se encontré diferencia entre el grupo C y el grupo OM, sin embargo, se observa que el grupo

OMres presentd menor lipoperoxidacion con respecto al grupo OM.
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Figura 7.6. Determinacién de MDA en higado de crias de 110 d. Se muestra Media + EE, n=8. (*) Muestra diferencia significativa entre grupos
de diferente alimentacion materna y mismo tipo de intervencién, (p<0.05). (a) Muestra diferencia significativa entre grupos de misma
alimentacion materna y diferente tipo de intervencion, (p<0.05). C= crias de madres alimentadas con dieta control, Cres= crias de madres
alimentadas con dieta control e intervenidas con resveratrol, OM= crias de madres alimentadas con dieta alta en grasa y OMres= crias de
madres alimentadas con dieta alta en grasa e intervenidas con resveratrol.

7.7. Determinacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) en higado de crias de 110 d

La determinacion de ROS no fue diferente en el grupo OM con respecto al grupo C,
tanto en hembras como en machos. Sin embargo, se observa que en los machos del grupo
OMres si se ve disminuida la concentracion de ROS con respecto al grupo OM. En las
hembras no fue diferente.
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Figura 7.7. Especies reactivas de oxigeno (ROS) en higado de crias de 110 d. Se muestra Media + EE, n=8. (a) Muestra diferencia
significativa entre grupos de misma alimentaciéon materna pero diferente tipo de intervencion, (p<0.05). C= crias de madres alimentadas con
dieta control, Cres= crias de madres alimentadas con dieta control e intervenidas con resveratrol, OM= crias de madres alimentadas con dieta
alta en grasa y OMres= crias de madres alimentadas con dieta alta en grasa e intervenidas con resveratrol.

7.8. Determinacion de enzimas antioxidantes SOD y GPX en higado de crias de 110 d

La actividad de las enzimas SOD y GPx se encontrd0 modificada en las crias macho, la
SOD no fue diferente en el grupo OM con respecto al grupo C, pero la actividad de la enzima

se encontrd disminuida en el grupo OMres con respecto al grupo OM. La actividad de la GPx
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se vio aumentada en el grupo OM con respecto al grupo C, sin embargo, en el grupo OMres
se observé disminuida con respecto al grupo OM. En el caso de las hembras no se modifico la
actividad de las enzimas en los cuatro grupos experimentales (figura 7.8).
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Figura 7.8. Actividad de las enzimas antioxidantes SOD y GPx en el higado de crias de 110 d. Se muestra Media + EE, n=8. (*) Muestra
diferencia significativa entre diferente dieta experimental pero misma intervencioén, (p<0.05). (a) Muestra diferencia significativa entre grupos
de misma alimentacion materna y diferente tipo de intervencién, (p<0.05). C= crias de madres alimentadas con dieta control, Cres= crias de
madres alimentadas con dieta control e intervenidas con resveratrol, OM= crias de madres alimentadas con dieta alta en grasa y OMres=
crias de madres alimentadas con dieta alta en grasa e intervenidas con resveratrol.
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8. Discusion

La obesidad es el resultado de un desequilibrio entre la ingesta de alimento y el gasto de
energia, este desequilibrio a su vez, esta dado por la sobrealimentacién o por el alto consumo
de grasa o hidratos de carbono en los alimentos. En este estudio se observé que las ratas
hembras experimentales alimentadas con una dieta alta en grasa obtuvieron un aumento de

peso significativo desde el dia 68 de edad, con respecto al grupo control.

A los 120 d se observé que las ratas que fueron alimentadas con dieta alta en grasa (OM),
son significativamente més pesadas con respecto al grupo control (C), sin embargo, se
observdé que al dia final de la gestacion, las ratas obesas que fueron intervenidas con

resveratrol (OMres) pesaron significativamente menos que el grupo OM.

Este hecho puede atribuirse a que, como se menciond, el resveratrol parece inhibir la
proliferacion de adipocitos in vitro (Hsu, 2006). Este efecto podria extrapolarse a los
humanos, ya que, el resveratrol parece inhibir la lipogénesis, asi como la acumulacion de

lipidos en las células hepaticas humanas y adipocitos maduros (Shang et al., 2008).

En modelos de roedores con obesidad inducida, una alta dosis de resveratrol (400 mg/kg
/d) mejora la sensibilidad a la insulina y reduce el peso corporal (Lagouge et al., 2006). Sin
embargo, la aplicacion de una dosis mas baja de resveratrol (~ 22,5 mg/kg/d) parece ser
insuficiente para producir pérdida de peso, aunque mejora la tolerancia de la glucosa (Baur et
al., 2006).

De acuerdo a los resultados obtenidos, se observa que se logré6 una ganancia mayor de
peso en las ratas alimentadas con dieta alta en grasa, estas ratas con obesidad inducida
fueron apareadas con machos control y a los 21 dias se obtuvieron las crias, de esta forma,
se debe considerar que estas crias estuvieron expuestas a la obesidad materna, por lo que

pueden estar afectadas, debido a una programacion intrauterina.

Muchos estudios epidemiolégicos y en animales experimentales han demostrado que la
restriccion materna de nutrientes o la sobrealimentacion durante el embarazo predispone a la
descendencia a una prevalencia mucho mayor de obesidad, intolerancia a la glucosa,

resistencia a la insulina, hipertensién, disfuncién vascular y las enfermedades del corazon
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(Bentham et al., 2010, Hales et al., 1991). Este fendmeno se refiere a menudo como

"programacion fetal" (Bouanane et al., 2010).

Al registrar el peso de las crias al nacimiento, se observa que las crias macho de madres
obesas pesan significativamente menos comparadas con el grupo control (no se muestran
resultados). A diferencia de las hembras, donde las crias de los 4 grupos experimentales

pesan lo mismo.

Sin embrago, en estudios pasados de nuestro grupo de trabajo, se ha demostrado que el
peso corporal al nacimiento no es diferente significativamente entre grupos de diferente
alimentacion (Zambrano et al., 2010a), esto difiere en lo que se menciona en la literatura,
donde hacen referencia a que el peso materno pregestacional y la ganancia de peso durante
el embarazo influye directamente en el peso del producto, lo que significaria que las crias de
madres obesas tendrian que ser mas pesadas que las crias de madres con una dieta control
(Gil et al., 2010). Ademas un bajo peso al nacer y una corta longitud del cuerpo al nacer se
asocia con un elevado riesgo de obesidad, enfermedades cardiovasculares y la diabetes no
dependiente de insulina en la vida adulta (Risbridger et al., 2005).

También es importante mencionar, que la obesidad afecta la tasa de fertilidad de las
hembras, por lo que, puede que las crias de madres obesas pesen mas que las crias de

madres control, sin embargo, puede ser que tengan un menor nimero de crias.

En nuestro grupo de trabajo y otros investigadores se han demostrado los efectos de la
alimentacion materna en animales experimentales, las crias macho estdn mas predispuestas
a los resultados adversos resultantes de la exposicién a los problemas como la mala nutricion
de la madre y el estrés en la homeostasis de la glucosa y la insulina (Zambrano et al., 2006),

asi como los niveles de lipidos en la descendencia.

En diversos estudios se reporta que los descendientes de madres obesas, en la vida
adulta tienen una mayor probabilidad de padecer enfermedades metabolicas como obesidad e
hipertension, resistencia a la insulina (Samuelsson et al., 2008), también se ha visto que nifios
con 11 afios de edad, expuestos a obesidad materna, ya presentan sintomas del sindrome

metabolico (Boney et al., 2005).

En los resultados obtenidos en este estudio, al llegar a la edad de 110 d, las crias de los

cuatro grupos experimentales, C, Cres, OM y OMres, pesan lo mismo y su ingesta de alimento
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tampoco muestra diferencia, estos datos no confirman que existan evidencias negativas que

indiquen la influencia de la obesidad materna sobre el peso corporal.

Sin embrago, los resultados del contenido de grasa en los cuatro grupos experimentales si
fueron diferentes, aunque las crias del grupo OM pesan y comen lo mismo, por lo que el peso

no puede ser un Unico parametro para evaluar el efecto materno.

En el grupo OM, tanto hembras como machos, presentan significativamente un mayor
contenido de grasa con respecto al grupo C, lo que comprueba que si existe una
consecuencia a la exposicion de la nutricibn materna. Efecto que no se observa en las crias
de madres obesas que fueron intervenidas con resveratrol un mes previo y durante la
gestacion, ya que muestran una disminucion significativa en el contenido de grasa total con

respecto al grupo OM.

Para poder explicar el fendbmeno antes mencionado, tenemos que considerar diferentes
posibilidades. Por una parte la administracion de resveratrol un mes previo a la gestacion
puede ayudar a mejorar los efectos adversos de la obesidad materna, y de esta forma atenuar
los efectos de la programacién del desarrollo de la cria, hablamos de un efecto indirecto del
resveratrol. Por otra parte, la administracion de resveratrol durante la gestacion, puede tener

un efecto directo en la cria, ademas del efecto materno.

Actualmente no existen estudios que demuestren si el resveratrol puede ser transmitido
por la leche materna, pero de acuerdo a sus propiedades, se sabe que el resveratrol es
lipofilico, la leche materna esencialmente esta compuesta de grasa, por lo que es posible que
se pueda encontrar resveratrol en leche materna, sin embargo, el resveratrol es rapidamente
absorbido por el sistema, teniendo su pico maximo de concentracion en suero de rata a los 30
minutos de haber consumido una dosis pequefia de 5 mg y se observa su pico minimo a los
60 minutos, y en dosis muy pequefias (0.3 mg/kg) aproximadamente el 50% de la dosis se
encuentra en la orina a las 24 horas (Soleas et al., 2001). Por lo que es probable, que aunque
pase por la leche materna, no seria posible que las crias tuvieran una fuente de resveratrol

por esa via.

En modelo experimental de ratas con hipoxia, se evallo el efecto del tratamiento con

resveratrol durante la gestacion. Lo interesante de este estudio, fue que se demostré que el
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resveratrol es capaz de traspasar la membrana placentaria, encontrandose una alta

concentracion de resveratrol en el plasma de los fetos (Bourgue et al., 2012).

Ademas, en el estudio antes mencionado, se encontré que el peso de la placenta era
mayor en las ratas que fueron tratadas con resveratrol y es posible que este sea un fenémeno
de mal adaptacion de la placenta en presencia de resveratrol, por lo cual seria interesante

caracterizar los efectos del resveratrol sobre la placenta.

Con lo antes mencionado, es posible que las crias de nuestros dos grupos experimentales
(Cres y OMres), puedan tener efectos tanto directos como indirectos (programacion

intrauterina) debido a la administracidn del resveratrol un mes previo y durante la gestacion.

Como ya hemos comentado, la obesidad materna puede predisponer a la descendencia a
padecer tanto enfermedades metabdlicas (obesidad, diabetes), como enfermedades
cardiovasculares (hipertension, ateroesclerosis); y una caracteristica principal de estas
enfermedades es la acumulacion de grasa y el aumento en la concentracion de triglicéridos

en la sangre, ademas del aumento en el estrés oxidante (Dong et al., 2013).

En las figuras 7.3.1 se reporta el contenido de grasa total, indice de adiposidad y el
contenido de triglicéridos en sangre en los 4 grupos experimentales. En el grupo OM, tanto en
machos como en hembras, se observa que hay una acumulacion de grasa significativamente
mayor con respecto al grupo C, lo cual es atribuido a que las crias de madres obesas estan
predispuestas a la acumulacién de grasa, normalmente esta acumulacion es debido a la
elevada ingesta de alimento, pero tomando en cuenta que las ratas de los 4 grupos
experimentales comen lo mismo y que ademas fueron alimentadas con una dieta control

desde su destete, este comportamiento es posible que se deba al efecto materno.

Observando el contenido de triglicéridos, también es mucho mayor en el grupo OM
comparado con el grupo C. De tal manera, que las crias intervenidas con resveratrol tienen

una diminucion en estos parametros (Cres y OMres) con respecto a su control.

Como ya se mencion0, el peso corporal de los cuatro grupos experimentales, tanto en
machos como en hembras, no fue diferente, pero la acumulacién de grasa si es mayor en el
grupo OM de ambos sexos. Una de las cuestiones a explicar es como se justifica que las crias
de los 4 grupos pesen lo mismo si no contienen la misma cantidad de grasa. En la figura 7.3.2.

se observa que la distribucion de grasas es diferente en los 4 grupos experimentales, en el
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caso de los machos del grupo OM tienen mayor cantidad de tejido adiposo retroperitoneal,
epididimal y del estern6n comparada con C, la cual se ve totalmente revertida en el grupo
OMres. En las hembras del grupo OM se observa que tienen mayor cantidad de tejido adiposo

retroperitoneal, grasa uterina y ovarica, la cual se ve disminuida en el grupo OMres.

También se puede suponer que las ratas obesas tienen menos masa muscular debido al
mayor contenido de grasa, sin embrago, no se cuenta con ese dato. Aunque no se reporta, Si

se sabe que los 6rganos de las crias OM son de diferente tamafio con respecto al grupo C.

Uno de los mas importantes efectos atribuidos al resveratrol es el observado en la
regulacion del acumulo de triglicéridos y la regulacion de la lipolisis en adipocitos murinos.
Estudios realizados in vitro utilizando células, indican que la incubacion de estas células con
resveratrol, provoca una disminucion de triglicéridos por un aumento de la lipdlisis,

aumentando la actividad de la triglicérido lipasa (Lasa et al., 2012).

La lipolisis es una de las vias metabdlicas mas importantes que regulan el peso del tejido
adiposo y la obesidad. Las dos enzimas principales que catabolizan a los triglicéridos son la
lipasa sensible a hormonas (HSL) y la adiposo triglicérido lipasa (ATGL) (Jenkins et al., 2004,
Villena et al., 2004, Zimmermann et al., 2004), ambas enzimas son estimulados por la unién
de catecolaminas a sus respectivos receptores B-adrenérgicos a través de eventos de

fosforilacion.

La fosforilacion de la HSL por la proteina cinasa A (PKA) conduce a su translocacién
desde el citosol a la superficie de gotas de lipidos. La PKA también fosforilalaperilipina en las

gotas de lipidos, lo que resulta en la estimulacion de la lipdlisis.

Pero ademas de esta via clasica en funcion de la PKA, hay algunas otras vias de
sefalizacion alternativas que pueden activar la lipdlisis, como por ejemplo, la via de AMPK
(cinasa activa por adenina-monofosfato). Los experimentos con adipocitos han sugerido que
la AMPK inhibe la activacion de HSL a traves de la fosforilacion. Por ultimo, se ha propuesto
gue el resveratrol puede activar AMPK (Zang et al., 2006).

Este efecto también se puede observar en el grupo control que fue tratado con resveratrol,
disminuy6 su cantidad de grasa, aunque no se sabe si esto puede ser benéfico o perjudicial

para la salud de los animales.
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La concentracion de triglicéridos, constituye el principal almacenamiento de los productos
intermediarios de lipidos, suelen ser empleados como indicadores de la acumulacion
intracelular de lipidos. No es sorprendente que los niveles de triglicéridos estan estrechamente
relacionados con el peso materno y el excesivo peso fetal. La concentracion elevada de
lipidos puede provocar un estado de lipotoxicidad, que a su vez puede alterar el metabolismo

de la glucosa y los mismos lipidos.

Por ejemplo, los acidos grasos intracelulares (AF) y acidos grasos de cadena larga como el
Acil-CoA pueden inhibir a las enzimas hexocinasa y la glucogeno sintasa (Ellis et al., 2000).
Por otro lado, los diacilgliceroles son capaces de interrumpir la sefalizacion de insulina a
través de la fosforilaciéon de la proteina cinasa C dependiente de serina/treonina (Yu et al.,
2002).

El exceso de AF o lipotoxicidad libre también pueden producir un efecto desfavorable en el
desarrollo fetal. La obesidad o la exposicion dietética de grasa durante el embarazo se
asocian con un exceso de acidos grasos y la acumulacion de grasa ectopica en el corazén, el

higado, el pancreas y la placenta.

El consumo crénico de una dieta materna alta en grasas, independiente de la obesidad
materna o la diabetes, aumentd significativamente el riesgo de enfermedad del higado graso
no alcohdlico (NAFLD) en fetos primates no humanos en desarrollo, esta enfermedad
persisti6 en el periodo postnatal. La evidencia de higado graso no alcohdlico incluye un
aumento de 3 veces el contenido de triglicéridos en el higado, la activacion de varios
marcadores de estrés oxidativo, y la activacibn prematura de genes relacionado con la

gluconeogénesis (McCurdy et al., 2009).

Ademas, la presencia de lipotoxicidad puede, a su vez, activar una serie de cascadas de
estrés en las células incluyendo las citocinas pro-inflamatorias y el estrés oxidante. Estos
mecanismos de sefalizacion de estrés pueden predisponer mujeres obesas que estan

embarazadas a la desregulacién metabdlica y la inflamacién.

Basandonos en que las crias de madres obesas estan sometidas a un ambiente oxidativo
intrauterino, lo que puede repercutir en su salud, y considerando que estas crias al nacer y

crecer, metabolicamente ya vienen afectadas, de acuerdo al contenido de grasa total, su
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propia acumulacion de grasa, en si, también puede provocar un alto nivel de estrés. Por lo

que se evaluaron los niveles de lipoperoxidacién en el suero y en el higado de las mismas.

Los resultados muestran que en el caso de los niveles de lipoperoxidacion en el suero de
las crias de los 4 grupos experimentales, tanto machos como hembras, si es mayor en el caso
del grupo OM, pero esta diferencia no llega a ser significativa, sin embrago, los grupos Cres y
OMres lograron disminuir estos niveles con respecto a su control. En el caso del higado, se
observa que las crias hembras del grupo OM presentan un mayor nivel de lipoperoxidacion
comparado con el grupo control, a diferencia de los machos, donde si se observa un claro

aumento pero no llega a ser significativo.

El resveratrol previene los altos niveles en el suero y el higado de especies reactantes con
tiobarbitlrico (TBARS) y es probable que esté relacionado con su capacidad antioxidante y
sea una defensa en estos animales. El resveratrol previene el incremento de la

lipoperoxidacion de los lipidos.

El contenido de grasa es muy importante, ya que, esta se ha visto implicada en la
produccion de especies reactivas de oxigeno. Una forma de explicar este suceso es que
cuando hay un aumento en el contenido de grasa, también hay un aumento de acidos grasos

libres, los que son susceptibles a la oxidacion.

La oxidacion de los acidos grasos libres en la mitocondria genera donantes de electrones
como el NADPH y FADHo,, los cuales son capaces de donar electrones al oxigeno molecular y
asi generar superoxido, por lo que hay una sobreproducciéon de ROS mitocondrial (Brownlee,
2005).

Por otra parte, la membrana plasmatica contiene NADPH oxidasa, que es una enzima que
convierte el oxigeno molecular a su radical superéxido y parece estar implicada en la

generacion de ROS a base de nutrientes.

Los &cidos grasos libres, especialmente palmitato, pueden estimular la sintesis de
diacilglicerol y activar la proteina quinasa C (PKC), que conduce a la activacion de la NADPH
oxidasa (Inoguchi et al., 2000). Por lo tanto, el aumento de la liberacion de acidos grasos de
grasa acumulada, que se asocia tipicamente con la sobrealimentacion o la obesidad, puede
activar la NADPH oxidasa en células adiposas o en otras células e inducir o agravar la

produccion de ROS en personas obesas 0 en animales experimentales.
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La cantidad de especies reactivas de oxigeno obtenidas en los resultados, tanto en
machos como hembras, se observa una tendencia, el grupo OM presenta una mayor cantidad
de ROS, sin embrago, en ninguno de los dos casos esta diferencia es significativa.

En cambio, para los machos del grupo OMres se observa una disminucion en las ROS
comparado con el grupo OM, y el en grupo Cres se observa la misma tendencia comparado
con su grupo control. Esto podria explicarse, con evidencia en diversas investigaciones donde
se han citado los posibles roles y efectos protectores del resveratrol contra ciertas formas de
dafio oxidante, a través de la donacion de electrones de sus grupos hidroxilo. Las
consecuencias de este hecho es la capacidad de secuestrar ROS, lo que provoca un efecto
protector contra el dafio al ADN y la peroxidacion de lipidos de la membrana celular (Leonard
et al., 2003). En las hembras se observa la misma tendencia, sin embargo, esta diferencia no

es significativa.

Es importante mencionar que una creciente evidencia del incremento del estrés oxidante,
esta involucrado en la patogenia de muchas enfermedades cardiovasculares y en el sindrome
metabolico (Roberts, 2009).

El estrés oxidante, puede ocurrir a consecuencia de un desbalance entre la produccién de
radicales libres y la capacidad de los sistemas de defensa antioxidantes, induciendo el dafio
celular y la desregulada produccion de adipocitocinas que contribuyen a la obesidad asociada

a la resistencia a la insulina, hipertension, dislipidemia y esteatosis hepéatica (Otani, 2011).

El organismo produce antioxidantes de forma natural, tales como las enzimas catalasa,
superéxido dismutasa, glutation peroxidasa, entre otras, y sustancias que también llevan a
cabo un papel antioxidante, como el glutatién y el &cido Urico. Todas estas sustancias forman
parte del sistema de defensa que actla contra una excesiva produccion de ROS, que da lugar

a un incremento en el estrés oxidante y un desbalance redox.

De tal manera, que evaluamos el comportamiento de las enzimas antioxidantes superoxido
dismutasa y glutation peroxidasa. Estudios han comprobado un decremento de la actividad de
estas enzimas en el tejido adiposo de individuos obesos (Furukawa et al., 2004, Okuno et al.,
2008, Okuno et al., 2010).

La obesidad ha sido relacionada con la modificaciéon de la actividad de las principales

enzimas antioxidantes. Asi, algunas investigaciones con humanos han propuesto que en el
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inicio del desarrollo de la obesidad en la poblacion infantil tiene lugar un aumento de la
actividad de la superéxido dismutasa (SOD) para intentar combatir el aumento en la formacion
de radicales libres producida por algunas complicaciones asociadas (Erdeve et al., 2004). No
obstante lo anterior, otros datos publicados recientemente han comprobado que una vez
establecida la obesidad se produce una disminucion tanto de la actividad como de la

expresion de ambas isoformas de la SOD.

Tomando en cuenta, que a la edad de las ratas a la que se realizaron los experimentos
equivale a la vida pre-adulta y sabiendo que ya se tenia una acumulacién considerable de
grasa, los resultados obtenidos pueden deberse a lo antes mencionado. La actividad de la
SOD en las ratas obesas, tanto en machos como en hembras con respecto al grupo control,
no fue diferente, lo que podria explicarse con lo anterior, sin embargo, en investigaciones
futuras se podria evaluar la actividad de la SOD a diferentes etapas de la vida, para
comprobar si la actividad de la SOD cambia de acuerdo al aumento de peso, contenido de

grasa y el establecimiento de la obesidad como tal.

En cambio, la actividad de la SOD en los machos del grupo OMres si fue
significativamente diferente, si retomamos, uno de los papeles fundamentales del resveratrol,
es su gran capacidad antioxidante, no obstante no hay mucha informacién que reporte el
efecto que ejerce el resveratrol sobre la actividad de las enzimas, sin embargo, el resveratrol
podria disminuir la actividad de estas enzimas, ya que, el resveratrol en primera instancia

ayudaria a combatir el exceso en la producciéon de ROS.

Finalmente, Furukawa, et al. estudiaron la actividad de SOD, GPx y CAT en modelos
animales de obesidad (ratébn KKAy), ratificando la disminucién tanto en la actividad como en la
expresion de estas enzimas en el tejido adiposo blanco en el grupo de animales obesos
(Furukawa et al., 2004).

Sin embargo, los resultados obtenidos con respecto a la actividad de la GPx en los
machos, no concuerda con lo reportado en el estudio anterior. Se observa que los machos del
grupo OM tiene una mayor actividad con respecto al grupo C, que esto también podria
deberse a un estado de adaptacion a la obesidad. En cambio, para el grupo OMres disminuyo6
la actividad de esta enzima. Para las hembras no se observaron cambios en la actividad de la

enzima GPx.
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Aunque se obtuvieron resultados con tendencias similares entre machos y hembras de los
4 grupos experimentales, los efectos de la obesidad y el estrés, no se muestra que sea igual
en ambos casos. Se observa que los machos son mas susceptibles a sufrir las consecuencias
de la obesidad y la programacion materna, de acuerdo a lo mencionado por Zambrano et al,
2010.

Lo antes mencionado se puede observar en los resultados obtenidos donde los machos
presentaron un mayor indice de estrés oxidante, lo cual se vio reflejado tanto en la cantidad
de ROS como en la modificacion en la actividad de las enzimas.

Estos efectos diferentes que se observan entre machos y hembras, pueden deberse al
dimorfismo sexual, lo cual indica que los dafios provocados por una programacién materna en

la descendencia, se da de la misma manera entre machos y hembras.

La actividad del resveratrol se debe a distintas propiedades biolégicas que posee, tales
como: su capacidad de unirse a diferentes receptores como el de los estrdgenos como un
fitoestrogeno, su capacidad de unirse a otras moléculas o aniones como el cobre, su

capacidad antioxidante, etc.

En los resultados obtenidos hemos observado que el dafio oxidativo se ve con menos

intensidad en las hembras y en los machos se observa un mayor dafio.

Se debe de tener en cuenta, que las hormonas juegan un papel importante. Los
estrogenos per se, son antioxidantes (Thibodeau et al., 2002), ya que poseen un anillo fenol,
el cual puede actuar como un barredor de radicales libres y, a la vez, le permite donar un
atomo de H*. Esta propiedad le posibilita al estrogeno intervenir en diferentes etapas de la
oxidacion lipidica. Eso podria explicar por qué existe una menor cantidad de ROS, la cual no

fue distinta en los 4 grupos experimentales.

Los estrogenos no solo participan como antioxidantes per se, sino que también pueden
modificar los niveles y capacidades de los mecanismos oxidativos y antioxidantes del cuerpo.
Strehlow, logré mostrar que el estradiol disminuia la produccion de radicales libres inducido

por la angiotensina Il en cultivos celulares de musculo liso (Strehlow et al., 2003).

Wassmann concluyd que el estradiol aumenta la transcripcion, expresion y actividad de
MnSOD y de SOD extracelular, sin afectar los niveles o la actividad de la Cu-ZnSOD, GSH-PX
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ni catalasa (Wassmann et al.,, 2005), lo cual puede explicar que tanto las ROS como la

actividad de las enzimas no se modificaran en las hembras, como se observa en los machos.

Ademas, el resveratrol ademéas de ser un fitoestrogeno, se sabe que el resveratrol actia
bifuncionalmente, esto quiere decir que, actia como un antioxidante y actla activando vias

gue regulan la actividad de las enzimas.

Por otra parte, los grupos intervenidos con resveratrol, lograron disminuir tanto contenido
de grasa, concentracion de triglicéridos en sangre, lipoperoxidacion en suero e higado,

cantidad de ROS, como la actividad de las enzimas SOD y GPX.

Aungue actualmente el mecanismo de accion del resveratrol no esta bien caracterizado, se
supone que el resveratrol actia a nivel genético e involucra la activacion de una familia de

enzimas llamadas Sirtuinas.

Una gran cantidad de datos indica que la activacion de la SIRT1 es crucial para los efectos
del resveratrol sobre la obesidad (Lagouge et al., 2006). Una vez que la SIRT1 se activa,
induce genes de la gluconeogénesis y la produccion hepéatica de glucosa por PGC-1aq, el cual
es un receptor regulador de la biogénesis mitocondrial y el metabolismo energético celular en
el musculo e higado (Rodgers et al., 2005).

Lee et. al. proporciond evidencia adicional que apoya la importancia de la activacién de
SIRT1 en el mecanismo de accion del resveratrol. Revelaron que la sobreexpresion de SIRT1
previno completamente la citotoxicidad mediada por citocinas, la produccién de NO y la
expresion iINOS (Lee et al., 2009).

La activacion de SIRT1 no es el Unico mecanismo propuesto por el cual el resveratrol
ejerce su efecto de restriccion de calorias. Recientemente, se inform6 de la AMPK actia como
un interruptor de energia que subyace a los efectos metabdlicos del resveratrol. Varios grupos
de investigacion informaron que el tratamiento con resveratrol podria inducir un aumento
sustancial en la fosforilacion de la AMPK, tanto in vitro como in vivo (Baur et al., 2006, Shang
et al., 2008), asi como en ratas Zucker obesas (Rivera et al., 2009). Lo mas importante, fue
que el resveratrol aumento la tasa metabdlica y la reduccion del contenido de grasa en los
ratones normales, pero no en ratones knock-out para la AMPK, proporcionando una evidencia
directa de que el efecto beneficioso metabdlico del resveratrol estd mediado a través de la

sefalizacion de AMPK (Um et al., 2010).
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Estos efectos se vieron reflejados en los resultados obtenidos en este trabajo
experimental, logrando disminuir las consecuencias de la obesidad materna en las crias que
pudieron ser programadas negativamente. Es importante mencionar que aun no se sabe a
ciencia cierta, la forma en que el resveratrol actia dentro del organismo, sin embargo, se
deben tener ciertas consideraciones de por qué se observan los cambios en los parametro

evaluados en el presente trabajo.

Se sabe que la nutricibn materna afecta directamente el desarrollo del feto, también se
sabe que la obesidad materna proporciona un ambiente estresante para las crias, lo cual
provoca una susceptibilidad del feto a sufrir dafilos en su informacion genética, por lo cual
podria activar o silenciar ciertos genes que pueden afectar irreversiblemente al producto. Una
de las posibilidades de mecanismo de accion del resveratrol, es que éste, actle silenciando
genes o activando otros que puedan revertir el dafio inducido por la obesidad materna.

Aunque las propiedades del resveratrol han sido altamente estudiadas en la actualidad,
falta mucha investigacion por delante que avale que efectivamente el resveratrol tiene estos
efectos benéficos en la salud. Para que posteriormente toda esta informacion se pueda
extrapolar a la vida cotidiana humana y pueda ser utilizada como un posible método de

prevencion.

9. Conclusién

La obesidad materna provoca resultados adversos en la descendencia, por lo que la

intervencidn materna con resveratrol mejora el ambiente metabdlico y oxidante en la madre.

La intervencién materna con resveratrol disminuye totalmente los dafios metabdlicos en las

crias, previniendo la acumulacién excesiva de grasa y triglicéridos en las crias.
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ANEXO I. Cuantificacion de triglicéridos y colesterol por medio de SYNCHRON CX® 5
I.1. Triglicéridos

Para esta determinacion se utiliza el reactivo GPO (ref.: 445850), mediante un método de
punto final a tiempo fijo el Sistema dispensa automaticamente los volimenes en proporcion de

1 parte de muestra por cada 100 partes de reactivo.

El reactivo se compone de: lipasa 68 U/L, ATP 2,56 mM, glicerol cinasa (GK) 4 KUI/L,
glicerofosfato oxidasa (GPO) 1,1 KUI/L, 4-AAP 0,71 mM, &cido 3,5-dicloro- 2-hidroxibenzeno
sulfonico (DHBS) 1,56 mM, peroxidasa de rabano (HPO) 9 KUI/L, ademas de otras

substancias no reactivas necesarias para el funcionamiento éptimo del sistema.

Los triglicéridos de la muestra por la adicion del reactivo son hidrolizados a glicerol y

acidos grasos libres por medio de la lipasa.

Se da asi una secuencia de tres pasos enzimaticos justamente, por la GK, el glicerol se
transforma en glicerol-3-fosfato, y este por accion de la GPO se transforma en
dihidroxiacetona y H,O, y asi la HPO causa el acoplamiento oxidante a partir del peréxido de
hidrogeno generado junto con el DHBS y la 4-AAP forman un colorante rojo de quinoneimina
(Figura 1.3).

Lipasa .
Triglicéridos » Glicerol + Acidos grasos
GK
Glicerol + ATP g » Glicerol-3-fosfato + ADP
. GPO
Glicerol-3-fosfato + 0, > Dihidroxiacetona +H,0,
HEO . ..
2H,0, +4-Aminoantipirina + DHBS » Colorante Quinoneimina +HCl+ 2H,0

Figura I.1. Reacciones empleadas para la cuantificacién de triglicéridos.
[.2. Colesterol

Se utiliza un método de punto final a tiempo fijo empleando el reactivo CHOL (No. Ref.:
467825) el cual se compone de 4-aminoatirpirina (4-AAP) 0.28 mM, fenol 8,06 mM, colesterol
esterasa (CE) 211 UI/L, colesterol oxidasa (CO) 216 UI/L, peréxidasa 6667 Ul/L, ademas de

otras substancias no reactivas necesarias para el funcionamiento optimo del sistema. El

60



SYNCHRON CX® dispensa en forma automatica los volimenes apropiados de muestra y

reactivo en una cubeta, en proporcién de 1 parte de muestra a 100 partes de reactivo.

En las reacciones efectuadas (Figural.2) en el equipo la CE hidroliza los ésteres de
colesterol a colesterol libre y 4cidos grasos, el colesterol libre es oxidado a colestén-3-ona y
peréxido de hidrogeno por medio de la CO, la peroxidasa cataliza la reaccion del peroxido de

hidrogeno con 4-AAP y fenol produciendo quinoneimina, un producto de color.

CE

Ester de colesterol Colesterol + cido graso

L 4

cao

Colesterol + 0,

L J

Colestén-3-ona +H,0,

Peroxidasa

2H,0; + 4-AAP + Fenol

Quinoneimina + H,0

L

Figura I.2.. Reacciones empleadas para la determinacién de colesterol en suero.

Asi, el sistema determina el cambio de absorbancia a A=582 nm, ya que este es
proporcional a la cantidad de colesterol en la muestra, de este modo el sistema puede calcular

y expresar la concentracién de colesterol en mg/dL.

Tanto la concentracion de triglicéridos y colesterol es dada automaticamente por el equipo
expresadas en mg/dL.
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ANEXO II. Especificaciones del Resveratrol (resVida®)
Extracto de Resveratrol 100% puro, presentaciéon en 300 capsulas que contienen 400 mg.

Ingredientes: Maltodextrina, celulosa microcristalina, trans-resveratrol, estearato de

magnesio, carbonato de calcio, didxido de silicio y talco.

Tabla Il. Informacién nutrimental del Resveratrol (resVida®) utilizado para este estudio.

INFORMACION NUTRIMENTAL

Tamano de la porcion: 1 cidpsula de 400 mg

Porciones por envase: 30

Cantidad Por 100g Por porcidn
Contenido energético 296.24 kcal 1.185 kcal
1239.46 K]j 4.74Kj
Proteinas 0.0g 0.0g
Grasas (lipidos) 00g 00g
de las cuales grasas saturadas 0.0g 0.0g
Carbohidratos 46.46 g 185.84 mg
de los cuales azucares 0.0g 0.0g
Fibra dietética 2769 110.4 mg
Sodio 00g 00g
Calcio 12g 0.048 g
Trans-Resveratrol 759 30 mg

Este producto es elaborado en México por Grupo Rostenberg S.A. de C.V. y hecho en

México para Vitalix de México S.A. de C.V.

Dosis diaria: 20 mg/kg/dia usando como vehiculo una solucién de carboximetilcelulosa
al 0.5%.
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ANEXO lll. Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford

Fundamento: consiste en la union del colorante azul de Coomasie G-250 con las
proteinas. El colorante azul de Coomasie existe en dos formas, una que es de color rojo y otra
que es de color azul. La forma roja se convierte en azul tras la unién del colorante con la
proteina. EI complejo proteina-colorante tiene un alto coeficiente de extincion lo que conduce
a una gran sensibilidad en la medicidon de la proteina. La unién del colorante a la proteina es
un proceso muy rapido de aproximadamente dos minutos y el complejo puede permanecer
disperso en solucion durante un tiempo relativamente largo (aproximadamente 1 h), lo que
hace el procedimiento muy rapido y no requiere de tiempo crucial para el ensayo. Esta union
provoca un desplazamiento en el maximo de absorcién del colorante de 465 a 595 nm, lo que

se monitoriza es el aumento de la absorbancia a 595 nm.

La determinacion del contenido proteico de una muestra requiere la comparaciéon del valor
de absorbancia de la muestra con los obtenidos a partir de cantidades conocidas de
proteinas, con los que se construye una curva de calibracién: a mayor cantidad de proteinas,
mayor color desarrollado y por lo tanto, mayor absorbancia. Recordar que esta

proporcionalidad es sélo lineal hasta un cierto limite de concentracion.

Para construir la curva de calibracion se requiere contar con un solucion testigo de
proteina de concentracion conocida (generalmente se utiliza albamina sérica bovina o
inmunoglobulina G). Se preparan por lo menos 4 tubos testigos con distintas cantidades de
proteinas y otro tubo denominado blanco (en el cual el volumen de la solucion de proteinas se
reemplaza por agua). En forma simultdnea, se procesan las muestras incognitas. Luego se
agrega la misma cantidad del reactivo de Bradford a cada tubo (dado que en definitiva se
compara el color desarrollado evidenciado por la absorbancia de la solucién en cada tubo, sus

volumenes finales deben ser iguales).
Céalculos: y= mx + b; donde:

y= absorbancia
X= concentracion de proteina (ug/ulL)

mg) Absorbancia — b

Concentracioén de proteina (H = x Factor de dilucién (

100uL>
m

S5uL
(http://www.fmvuba.org.ar/grado/medicina/ciclo_biomedico/segundo_a%C3%B1o/bioquimica/Seminario13/Sem13file3.pdf (15 abril 2013).
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ANEXO IV. Determinacion de malondialdehido (MDA)

El malondialdehido (MDA) es uno de los muchos productos finales de bajo peso molecular
procedente de la descomposicion de productos primarios y secundarios de la peroxidacion de
lipidos. Para la determinacion de MDA se utiliza la reaccion con &cido tiobarbitarico, que a un
bajo pH y altas temperaturas, el MDA participa en una adicion nucleofilica con el acido 2-
tiobarbiturico (TBA), generando un compuesto rojo, fluorescente, en una proporcion de 1:2
MDA:TBA. Este compuesto absorbe a 530 nm. Es importante tomar en cuenta que el ensayo
de TBA no es especifico para MDA y puede reaccionar con dialdehidos y pirimidinas que
producen espectros de absorbancia similares. Por lo tanto, se puede decir que se miden

especies reactantes con el acido tiobarbiturico.

[s] S
o 0 !‘\\f
-] 2
+ 2 |
5

It I
HC — CH, — CH

AN W P L
OH OH

MDA:TBA, 1:2
Compuesto colorido

Figura IV. Formacion del compuesto colorido entre el MDA y TBA a través de un mecanismo de adicion nucleofilica catalizada
por acido. La formacién del compuesto en acido, es probablemente iniciada en el carbono 5 del TBA y el carbono 1 del MDA,
seguido por una reaccion de deshidratacion y posteriormente la intervencion de la segunda molécula de TBA.

Las especies reactantes con el &cido tiobarbitirico se cuantificaron utilizando el
coeficiente de extincién molar del MDA que corresponde a 1.56x10°> M™cm™y los resultados se

expresan como nmoles/mg de proteina en caso del higado y nmoles en caso del suero.
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ANEXO V. Determinacion de enzimas antioxidantes: Superoxido dismutasa (SOD) y

Glutation peroxidasa (GPx)
V.1. Superoxido dismutasa

La funcion de la superoxido dismutasa (SOD) es acelerar la dismutacion de un radical
toxico, el radical superdxido (O2), producido durante un proceso oxidativo energético, en

peréxido de hidrogeno y oxigeno molecular.

Este método emplea Xantina y Xantin oxidasa (XOD) para formar radicales superoxido,
los cuales reaccionan con cloruro de 2-(4-yodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazolio (I.N.T)

para formar un colorante formazan rojo.

Se mide la actividad de la superdxido dismutasa por el grado de inhibicion de esta
reaccion (Kit RANDOX®)

XOD . .
Xantina —> Acido Urico+ 0,

0 .

I.NT ——— Colorante formazan

SOD

Figura V.1. Principio de la reaccion para la determinacion de la SOD.

Céalculos:

A —
% = DA/ min de patron o de muestra

El indice de muestra diluyente (S1) corresponde al indice de reaccion sin inhibir, esto

quiere decir que S1 corresponde al 100% de la reaccién.

Todos los indices tanto de los patrones como de las muestras diluidas deben ser
convertidos en porcentajes del indice del blanco y sustraidos del 100% para obtener el
porcentaje de inhibicion.

AApatrén/min x 100

100 — = 0 inhibicidén

AASl /min
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A‘élmuestra/min x 100

100 — = 0 inhibicion

AASl /min

Representar el porcentaje de inhibicion para cada patron frente a Log 10 (concentracion

de patrones en unidades SOD/mL).

Utilizar el porcentaje de inhibicion de la muestra para obtener las unidades SOD de la

curva patron.

Unidades SOD/mL de la muestra total= Unidades SOD de la curva patrén/mL X factor de
dilucion.

Las unidades SOD se expresan por mg de proteina= USOD/mg de proteina.

V.2. Glutatiéon peroxidasa (GPx)

Este método estd basado en el trabajo de Plagia and Valentine. La Glutation Peroxidasa
(GPx) cataliza la oxidacion de Glutation (GSH) por el hidroperoxido de cumeno. El Glutation
oxidado (GSSG) en presencia de Glutation Reductasa (GR) y NADPH es inmediatamente
convertido en su forma reducida con una oxidacién concomitante de NADPH en NADP". Se
mide la disminucién de la absorbancia a 340 nm (Kit RANDOX®).

GP
2 G5H + ROOH — ROH + GS5H + H,0

GR
GSSG + NADPH + H* —> NADP" + 2 GSH

Figura V.2. Principio de la reaccion para determinacion de GPx.

La concentracion de glutatién peroxidasa puede calcularse a partir de la siguiente formula:

mUGPx/mg de proteina= [(AA 340nm/min) X coeficiente de extincién molar NADH (6220 M™
cm™) X factor de dilucién / mg de proteina] x 1000
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ANEXO VI. Determinacion de especies reactivas de oxigeno (ROS)

Este método se basa en la oxidacion del 2,7-diclorodihidrofluoresceina (DCFH) originando
2,7-doclorofluoresceina (DFC), un compuesto fluorescente (Aexcitacion = 498 NM; Aemisisn = 522
nm) que inicialmente se pensaba que era Util como marcador especifico para H202. Sin
embargo, ya fue demostrado que el DCFH es oxidado por otras especies reactivas de oxigeno
(ROS), tales como HO’y ROQO’, y también por especies reactivas de nitrogeno (RNS) como
‘NO y ONOO'.

La forma DCFH diacetato (DCFH-DA) puede ser aplicado a estudios celulares, debido a
su capacidad para difundirse a través de la membrana celular, siendo entonces

enzimaticamente hidrolizado por esterasas intracelulares a DCFH.

El DFC puede sufrir fotoreduccion, ya sea en presencia de luz visible o por la accion de
radiacion UV. Se supone que el mecanismo de esta reduccién involucra la generacion del
radical semiquinona de DFC (DFC™) que por reaccién con el O,, se origina O,". A su vez, la
dismutacion de O," genera H,0,, lo que conduce a un aumento artificial de la oxidacién de
DCFH, y en consecuencia una amplificacion de la fluorescencia de DCF. Debido a la
existencia de varias sustancias que interfieren con la formacién de DFC, se debe tener

cuidado cuando se utiliza.

Oxidacién
— (I

DCFH DCF
(Nofluorescente) (Fluorescente)

Aexcitacion=498 nm

Aemisidn= 522 nm
Esterasas
o HO-

OCOCH; OCOCH,

Cl

DCFH-DA
(Mo fluorescente)

Figura VI. Mecanismo de reaccion de esterificacion del 2,7- diclorodihidrofluoresceina diacetato a 2,7-diclorofluoresceina, y la
posterior oxidacion por ROS y NOS para dar el compuesto fluorescente diclorofluoresceina,

67



	Portada

	Índice

	Resumen

	1. Introducción

	2. Planteamiento del Problema   3. Hipótesis

	4. Objetivos

	5. Diseño Experimental

	6. Metodología

	7. Resultados

	8. Discusión

	9. Conclusión

	10. Referencias

	Anexos


