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RESUMEN

En los dltimos afios se ha observado la creciente relacion entre el consumo de dietas ricas
en hidratos de carbono durante etapas tempranas de la vida con el aumento a desarrollar
enfermedades como la hipertension y el sindrome metabdlico (SM) en ratas adultas. Por
otra parte se ha demostrado que el consumo de polifenoles, como el resveratrol (RSV) y/o
quercetina (QSC), disminuye los signos caracteristicos del SM. Estos compuestos actdan
sobre las sirtuinas (SIRTS), que son deacetilasas de histonas, las cuales se han relacionado
con la disminucion en presion arterial y estrés oxidativo. En este estudio se propuso
modificar la dieta en un periodo corto que abarca del dia 12 al 28 (parte de la lactancia y el
destete) incluyendo agua con sacarosa al 30% en el agua de bebida y posterior a ésto, las
ratas ingirieron agua sin sacarosa hasta los 6 meses (grupo PC). El objetivo fue determinar
el efecto de este tratamiento en el aumento de la presion arterial al dia 28 y a los 6 meses,
asi como los posibles mecanismos involucrados en este padecimiento. A modo de
comparacion se utilizo otro grupo con un tiempo largo de exposicién al hidrato de carbono
(SM). Finalmente a las ratas adultas se les administré una mezcla de RSV/QSC en dosis de

50/0.95 mg/kg/dia respectivamente, para observar si esto revertia los efectos.

La presente tesis mostro que el consumo de sacarosa durante los dias 12 al 28 esta asociado
con el aumento de la presion arterial de las ratas. Este aumento en la presién arterial
coincide con la disminucién de la expresion de eNOS, el aumento en la concentracién de
acido oleico, aumento en compuestos de lipoperoxidacion, disminucién en capacidad
antioxidante enzimatica y no enzimatica, asi como la disminucion en la expresiéon de la
enzima SIRT 3. Ademas, el consumo de sacarosa durante este periodo tuvo un impacto a
largo plazo cuando las ratas llegaron a adultas generando un aumento en la presion arterial,
probablemente relacionada con el aumento en el estrés oxidativo que a su vez genero una
disminucion en la expresion de eNOS. Por otra parte, la mezcla RSV/QSC revirtié dichos

efectos.

Estos resultados demuestran que el consumo de altas cantidades de sacarosa puede
predisponer a las crias a desarrollar enfermedades cardiovasculares en la etapa adulta,

condicion que es posible revertir con un tratamiento de polifenoles.



I. INTRODUCCION

Durante las primeras etapas de vida existen periodos de tiempo relativamente cortos donde
ocurren cambios en cuanto a la funcién, estructura y establecimiento de puntos de control
en algunos drganos. Estos lapsos de tiempo son conocidos como periodo critico (PC), y
cambios ambientales durante su transcurso, pueden generar modificaciones permanentes en
el individuo (Lucas, 1998; Aguayo, et al, 2006). Nuestro equipo de trabajo ha demostrado
que cuando a las ratas se les administra una solucion de sacarosa al 30% durante los dias 12
al 28 postnatal, presentan un incremento en la presion arterial, con disminucion en la
expresion de eNOS y aumento en la expresion de iNOS en las aortas de los animales
cuando llegan a la edad adulta (Guarner, et al, 2014). En este trabajo se evalud el impacto
del consumo de sacarosa durante un periodo corto de tiempo en el aumento en la presién
arterial al dia 28 y a los 6 meses de edad, el cual podria estar asociado a tres mecanismos.
El primer mecanismo es a través de la insulina, la cual inhibe la actividad de eNOS por la
via de las MAPK (Hernandez, et al, 2015); el segundo es por medio del incremento en los
acidos grasos libres, principalmente el acido oleico, que disminuye la actividad de eNOS. Y
el tercero es debido a la presencia de estrés oxidativo, ya que la eNOS desacoplada asi
como otras enzimas pueden generar especies reactivas de oxigeno (EROS) las cuales
reaccionan con el 6xido nitrico (NO) disminuyendo su biodisponibilidad (Pérez, et al,
2013). Se ha observado que una dieta rica en polifenoles como son el RSV y la QSC
disminuyen la presion arterial simulando los efectos de la restriccion caldrica (Rivera, et al,
2008). El efecto de la mezcla de RSV/QSC puede aumentar la actividad de las SIRTs
(Wakeling, et al, 2009). Las SIRTs son deacetilasas de histonas que tienen como sustrato al
nicotin adenin dinucleotido oxidado (NADY), que es un sensor energético de la célula
(Potente, 2010). ElI RSV y las SIRTs pueden regular componentes relacionados con la via
del NO. La SIRT 1 aumenta y promueve la actividad de eNOS acoplada (Rivera, 2008),
mientras que la SIRT 3 activa la enzima super oxido dismutasa (SOD), esta enzima tiene
capacidad antioxidante al reducir las EROS, evitando que el NO se vea disminuido. Estos
mecanismos podrian estar asociados con la disminucion en la presion arterial observada
después de un tratamiento con RSV/QSC, lo cual representa una alternativa en el

tratamiento contra este padecimiento.




Il. MARCO TEORICO

2.1 Periodos criticos en el desarrollo y cambios epigenéticos

2.1.1 Modificaciones en la dieta como reguladores de la expresion génica
En la actualidad se sabe que los cambios ambientales pueden inducir modificaciones
persistentes en la estructura y funcién de los tejidos a través de la alteracién en la
regulacion de la transcripcion de los genes durante etapas tempranas del desarrollo. A estos
cambios se les conoce como cambios epigenéticos, y pueden generar un posible riesgo en la
salud que puede ser heredable (Rubio, 2014). Se ha descrito que estos posibles cambios

epigenéticos podrian contribuir al desarrollo de enfermedades como hipertension y SM.

Diversos autores han utilizado modelos en ratas en donde modificaciones en la dieta como:
el aumento en el consumo de hidratos de carbono, sal, el destete temprano, y una sobre
alimentacion en la gestacion y la lactancia predispone a las crias a tener hipertensién y
obesidad. Srinivasan y colaboradores (2005) demuestran que ratas cuyas madres fueron
alimentadas con una dieta rica en hidratos de carbono durante la gestacion, presentan
hiperinsulinemia y obesidad al llegar a la etapa adulta. Ademas, se ha observado que un
destete temprano en ratas (4 dias de edad) y una alta ingesta de hidratos de carbono (56 %)
en la formula lactea en los primeros dias postnatales generan cambios en el pancreas a
partir de los 12 dias de edad, lo cual predispone a las crias a desarrollar hiperinsulinemia y

obesidad, condicion se mantiene hasta la edad adulta (Aalinkeel, et al, 1999).

Sumado a esto, se han analizado los genes que participan en el desarrollo de células beta,
observando que la expresion de estos genes aumentd en crias alimentadas con leche rica en
hidratos de carbono del dia 12 al 100 (Song, et al, 2001). Otros estudios han disminuido el
namero de crias por camada lo cual genera una sobre alimentacion durante la lactancia. Bei
y colaboradores en 2015, midieron los parametros bioquimicos en ratas sobrealimentadas al
dia 21 (destete) y a los 4 meses de edad. Los resultados mostraron un aumento en la
glucosa, insulina, TG y acidos grasos libres a los 21 dias, mientras que a los 4 meses la
glucosa present6 valores normales. Contrario a esto, los acidos grasos libres, la insulina y

los TG se vieron elevados respecto al grupo control. Estudios similares demostraron que




ratas sobrealimentadas durante la lactancia presentaron altos niveles de insulina en plasma
en el dia 15 de edad y al llegar a la adultez desarrollaron hipertension arterial y obesidad
(Plagemann, et al, 2012).

Por lo tanto, la hipertension arterial es una de las principales enfermedades que es posible
desarrollar a partir de modificaciones en la dieta durante periodos criticos del desarrollo.
Factores como la resistencia a la insulina (RI) y el aumento en la concentracion de TG y

acidos grasos libres, se han asociado con la presencia de esta enfermedad.

2.2 Hipertension

La hipertension arterial es considerada como uno de los grandes problemas de salud publica
mundial. La presencia de presion arterial elevada aumenta el riesgo de desarrollar
cardiopatias, insuficiencia renal y accidentes cerebrovasculares (OMS, 2013). A nivel
mundial se estima que el 40% de la poblacion mayor a 25 afios presenta hipertension,
mientras que en México el 25 % de la poblacién padece esta enfermedad (ENSANUT,
2016).

La hipertension arterial se considera un trastorno donde los vasos sanguineos tienen una
tension persistentemente alta. La tensién arterial es la fuerza que ejerce la sangre contra las
paredes de los vasos al ser bombeada por el corazon; cuanta méas alta es la tension, méas
esfuerzo tiene que realizar el corazén para bombear (OMS, 2013). La hipertension se define
como una presion sistdlica de 140 mmHg o mayor y la presion diastélica es de 90 mmHg o
mayor, considerandose una presion normal cuando los valores son de 120 mmHg/ 80
mmHg (OMS, 2013; ENSANUT, 2016).

Esta enfermedad tiene diversas causas y puede estar relacionada con otras enfermedades
como son diabetes, SM, obesidad, entre otras. Existen factores que pueden influir en la
poblacion a desarrollar estas enfermedades como son la predisposicion genetica y el estilo
de vida de cada individuo. Por ello, y con el fin de poder prevenir o revertir los dafios
generados por estos padecimientos, investigadores y organismos de salud estan interesados

en conocer las causas y los tratamientos relacionados a estas enfermedades (OMS, 2013).




2.2.1 Etiopatogenia

2.2.1.1 Disfuncién endotelial

En este trabajo se explicaran algunas de las posibles causas que se han relacionado con el
desarrollo de la hipertension arterial. Algunos autores consideran la disfuncion endotelial
como uno de los mecanismos que producen hipertension arterial, mientras que otros
proponen a la hipertension como la causa que genera el dafio al endotelio (Davignon, 2004;
Goligorsky, 2005). La disfuncion endotelial puede definirse como el desbalance en la
regulacion del tono vascular, el desequilibrio en la liberacion de vasodilatadores y
vasoconstrictores, asi como alteraciones en la inhibicién y estimulacion de la proliferacion

celular endotelial.

Ademas es considerada como un marcador temprano en la aterosclerosis. Sin embargo, para
entender con mayor claridad lo que es la disfuncidn endotelial es necesario conocer que €s
el endotelio. El endotelio es un drgano paracrino, que se dispone formando una monocapa
celular polarizada que reviste a los vasos sanguineos. Cuenta con una membrana apical con
glicocalix orientada hacia el lumen de los vasos sanguineos y el corazon, y se encuentra
adherida a una membrana basal adluminal. Las células endoteliales poseen una alta tasa de
sintesis proteica, son metabdlicamente muy activas y utilizan como sustratos energéticos

glucosa y &cidos grasos (Gonzélez, 2009).

Algunas funciones del endotelio son: 1) actuar como barrera entre la sangre y la pared
vascular y a nivel capilar entre la sangre y los tejidos donde actGa como una membrana
semipermeable que regula el pasaje de los fluidos, nutrientes y leucocitos hacia el
intersticio (London, et al, 2009); 2) prevenir la coagulacion intravascular mediante
mecanismos anticoagulantes y antiplaquetarios (Verhamme, et al, 2006) y 3) participar en
la regulacion del tono vascular por medio de la liberacion de sustancias vasodilatadoras y
vasoconstrictoras que acttan sobre las células musculares de la pared vascular (VSMC)
(Gonzélez, 2009).




Vasodilatadores y vasoconstrictores

Para el adecuado funcionamiento vascular, es importante que las sustancias vasodilatadoras
y vasoconstrictoras que son liberadas por el endotelio tengan un equilibrio ya que un
desequilibrio en estos compuestos puede llevar al aumento o disminucién en la presion
(Feletou et al, 2006).

El agente vasodilatador més importante es el NO, el cual es un gas formado a partir de su
precursor L-arginina. La reaccion es catalizada por la enzima Oxido Nitrico Sintetasa
(NOS). Existen tres isoformas, la neuronal (nNNOS), la inducible (iNOS) y la endotelial
(eNOS); esta ultima estd presente en invaginaciones de la membrana de las células
endoteliales denominadas caveolas (Matsubara, 2003). Esta enzima convierte al
aminoacido L-arginina en L-citrulina y NO. Para catalizar esta reaccion la eNOS necesita
de calmodulina (CaM) y cuatro cofactores que son: el flavin mononucleétido (FMN), el
flavin adenin dinucleétido (FAD), la 5,6,7,8-tetrahidrobipterina (BH4) y nicotinamida
adenin dinucleotidofosfato (NADPH).

El NO difunde desde las células endoteliales a las VSMC de la pared vascular, donde activa
a la guanilato ciclasa, provocando vasodilatacién en el musculo liso dependiente de GMP
ciclico (GMPc) y la consecuente vasodilatacion (Deanfield, et al, 2007; Xia, et al, 2014).
Por otra parte, la actividad de eNOS puede regularse a través de modificaciones
postraduccionales en diferentes residuos de aminoacidos, un ejemplo es la fosforilacién en
la serina 1177 que activa a la enzima, mientras que la fosforilacion en la treonina 495 la
inhibe (Forsterman, et al, 2010). Ademas, existen factores epigenéticos como la SIRT 1 que

es capaz de regular de manera positiva la actividad de eNOS (Mattagajasingh, et al, 2007).

2.2.1.2 Factores asociados a la disfuncion endotelial
Considerando la disfuncion endotelial como una de las principales causas que se han
asociado a la hipertension arterial, a continuacion se describiran algunos factores

relacionados con el desarrollo de la disfuncién en el endotelio.




2.2.1.2.1 Sindrome metabdlico

El SM es una patologia heterogénea caracterizada por una serie de signos que involucran
desordenes metabdlicos como son la RI, hipertension arterial, obesidad, alteraciones en los
niveles de glucosa en sangre, elevacion en los niveles de TG en sangre y disminucion en los
niveles de lipoproteinas de alta densidad (ATP I11, 2018).

De acuerdo con el Panel de adultos Il (ATP 1Il) del Programa de educacion sobre el
colesterol, para poder diagnosticar a una persona con SM es necesaria la presencia de tres o

mas caracteristicas que se describen en la siguiente tabla.

Tabla 1. Criterios para diagnosticar SM

Factor de riesgo Valor
Obesidad abdominal
Hombres > 102 cm
Mujeres >88cm
TG > 150 mg/dL
C-HDL
Hombres <40 mg/dL
Mujeres < 50 mg/dL
Presion arterial > 130/80 mmHg
Glucosa en ayuno > 110 mg/dL

En modelos murinos de SM, se ha demostrado que una dieta rica en azlcares
(principalmente sacarosa) puede generar hiperinsulinemia, aumento en grasa visceral, TG,
acidos grasos libres y lipoproteinas de baja densidad (LDL) asi como disminucion en
proteinas de alta densidad (HDL). Todos estos factores se han asociado directamente con el
aumento en la presion arterial lo cual puede llevar a infartos y accidentes cerebrovasculares.
(El Hafidi, et al, 2004; Pierre, 2007). En el SM, la presencia de estas variables, ya sea de

forma independiente o en conjunto, pueden conducir a la disfuncion endotelial.

En este trabajo postulamos tres vias que podrian estar asociadas con el aumento en la
presion arterial, esto con el objeto de comparar si el consumo de sacarosa por un periodo
corto de tiempo tiene el mismo impacto que la ingesta de azucares por un periodo

prolongado de tiempo (SM).




2.2.1.2.2 Resistencia a la insulina

El primer mecanismo es la R1 la cual se define como una disminucion de la sensibilidad y/o
la capacidad de respuesta a las acciones metabolicas de esta hormona que promueven la
utilizacion de la glucosa (Kim, 2006). Cuando los valores de insulina y glucosa son
normales, la insulina promueve la produccion de NO mediante mecanismos
postraduccionales rapidos, asi como por la induccion de la expresién génica de eNOS
(Kuboki, et al, 2000).

Se ha observado que la insulina se une a un receptor con actividad de tirosin cinasa, el cual
fosforila al sustrato del receptor de insulina (IRS-1), que luego se une y activa a la
fosfoinositol 3 cinasa (PI3-K) que a su vez activa a la cinasa 1 dependiente de fosfatidil
inositol (PDK 1), la cual activa a la protein cinasa B (Akt) que finalmente fosforila a la
eNOS en la serina 1177 dando como resultado el aumento en la actividad de esta proteina
con la consecuente produccion de NO (Montagnani, et al, 2002; Zeng, et al, 2000). Sumado
a esto, se ha demostrado en células endoteliales adrticas porcinas nativas incubadas durante
2 horas con insulina, el ARNm de eNOS aument6 al doble; y después de 18 a 24 horas, se
observo un aumento equiparable en la proteina eNOS. Los autores han asociado el aumento
en el ARNm y en la proteina mediante un mecanismo que implica la activacion combinada

de una via dependiente de PI3-K y la proteina activadora 1 (AP-1) (Fisslthaler, 2003).

Por otro lado, cuando se presenta el fendbmeno de RI es probable que exista
hiperinsulinemia e hiperglicemia, que a su vez producen un aumento en la contractilidad
vascular por medio de la endotelina 1 (ET-1) (vasoconstrictor) (Nava et al, 1997); ya que la
insulina activa la expresion de ET-1, probablemente por la ruta de la proteina cinasa
activada por mitégeno (MAPK). Esto se ha demostrado en células endoteliales de ratones
knockout del receptor de insulina, en donde la expresion de ET-1 disminuyd en 42 %
(Oliver, et al, 1991; Vicent, et al, 2003). Ademas, se observo que PKC inhibe la actividad
de PI3-K asociada a IRS 2 en células endoteliales y en ratas obesas se aprecié una mayor
actividad vascular de PKC y disminucion en la fosforilacién de IRS estimulada por insulina
(Naruse, et al, 2006).




2.2.1.2.3 Dislipidemia

El segundo mecanismo que postulamos esta relacionado con la dislipidemia ya que este
padecimiento se ha asociado con el aumento en &cidos grasos libres. La dislipidemia es
detectada a traves de concentraciones sanguineas anormales de colesterol total, TG y/o C-
HDL y/o C-LDL, que participan como factores de riesgo cardiovascular (Secretaria de
Salud).

Se ha observado que individuos con exceso de grasa abdominal presentan adipocitos
agrandados y esto se asocia con un aumento en la tasa de lipolisis lo que conlleva a una
mayor liberacion de lipidos y acidos grasos libres al torrente sanguineo (Berger, et al, 1999;
Grekin, et al; 1995). Enfermedades como la obesidad e hipertension arterial se han
relacionado con aumento en los acidos grasos saturados y monoinsaturados
(particularmente &cido oleico), asi como una disminucion en los acidos grasos

poliinsaturados (Pérez, et al, 2013).

Estudios en nuestro laboratorio demostraron un aumento en la concentracion serica de
acido palmitoleico y oleico en ratas con SM, lo cual esta acompafiado de un incremento en
la presion arterial. Ademas, se observo una disminucion en los acidos: estearico, linoleico y
araquidonico. Cabe mencionar que el acido palmitico y estearico son precursores del acido
palmitoleico y oleico, respectivamente; las desaturasas son las enzimas limitantes que
participan en la conversion de estos acidos grasos y algunos autores han reportado que
después de un consumo prolongado de sacarosa, la actividad de estas enzimas aumenta
(Peredo, et al 2015; Pérez, et al, 2013).

Los mecanismos que relacionan el aumento en la presion arterial con algunos de los acidos
grasos libres no se han dilucidado completamente; sin embargo, diversos autores han
demostrado que el aumento en la concentracion del acido oleico activa a PKC la cual
fosforila a eNOS en la treonina 495 mediante experimentos in vitro e in vivo. Esta
fosforilacion disminuye la actividad de la enzima y por consiguiente disminuye la
vasodilatacion (Davda, et al, 1995; Mamoru, et al, 2003; Sainsbury, et al, 2004).

Adicionalmente, se ha asociado una disminucién en la concentracion de acidos grasos

poliinsaturados esenciales como el acido linoleico y a-linoleico que solo pueden ser




obtenidos a partir de la dieta en ratas con SM. Una parte del &cido linoleico es desaturado a
a-linoleico, que a su vez es convertido en DHA y EPA; mientras que la otra parte
constituyente del &cido linoleico se convierte en AA el cual es un precursor de compuestos
vasodilatadores  (prostaglandinas) y vasoconstrictores (tromboxanos) que son
metabolizados mediante la enzima COX (Chung, et al, 2007; Rabelo, et al, 2010). La
direccion del metabolismo hacia la produccion de una u otra sustancia dependera del estado
fisiologico de la celula (EI Hafidi, et al, 2004).

2.2.1.2.4 Estrés oxidativo

El tercer mecanismo asociado al aumento en la presion arterial es el estrés oxidativo que se
define como el desequilibrio entre la excesiva produccion de ERO que provocan un dafio en
las biomoléculas y la disminucion en la capacidad de los sistemas antioxidantes, los cuales
eliminan estos radicales. Las ERO se definen como especies que pueden o no ser radicales
libres y que son mas reactivas que el oxigeno molecular debido a que contienen oxigeno
incompletamente reducido o con una distribucion electronica diferente (Sanchez, et al,
2011).

Implicaciones en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares

Estudios han demostrado la importancia de las ERO en el desarrollo y progresion de
enfermedades cardiovasculares como obesidad y diabetes; especificamente, se ha
observado una relacién directa entre el aumento del estrés oxidativo y la elevacion en la
presion arterial. Los principales factores que participan en el aumento de ERO son:
hiperglicemia, R1 y elevacidon en la concentracion de acidos grasos libres (Forsterman, et al,
2010; Kizub, et al, 2014).

Algunos investigadores han comprobado en diferentes modelos (células endoteliales,
VSMC, y aortas de ratas diabéticas e hipertensas) que las principales fuentes generadoras
de ERO son: NADPH oxidasa (NOX), eNOS desacoplada, la disminucion del cofactor
BH, y la xantina oxidasa (XO); aunque el papel de ésta ultima enzima aun es controversial
(Li et al 2006; Sorescu, et al, 2002; Landmesser, et al, 2007).




eNOS desacoplada y oxidacion de BH,

La eNOS es un dimero que transfiere electrones de NADPH, a través de las flavinas (FAD
y FMN) y del BH,4 en el dominio carboxi-terminal reductasa, al grupo hemo en el dominio
oxigenasa amino-terminal, donde el sustrato L-arginina se oxida a L-citrulina y NO. El
flujo de electrones dentro de eNOS esté estrechamente regulado, y si se altera, la reduccién
quimica del oxigeno y la generacion de NO se desacoplan y se genera O;~ a partir del

dominio oxigenasa (Stuehr, et al., 2001; Forsterman, et al, 2010).

Uno de los factores que conducen al desacople de eNOS es la oxidacién del co-factor BHy,
Esta molécula se biosintetiza a partir del trifosato de guanosina (GTP), siendo la GTP
ciclohidrolasa | (GTPCH 1) la enzima limitante de la velocidad. En condiciones de estrés
oxidativo el 0;~ y el ONOO™ pueden reaccionar con el BH, formando dihidropterina (BH,).
Esto conduce a una deficiencia de BH, y por lo tanto al desacoplamiento de eNOS (Li, et
al, 2013).

eNOS ACOPLADA eNOS DESACOPLADA

Figura 1. Produccién del radical 0, por el desacople de eNOS debido a la oxidacion de la BH,.
Modificado de Schmidt y cols (2007)
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Disminucién de enzimas antioxidantes

Otro de los factores que pueden estar asociados al desarrollo de la hipertension es la
disminucion en las enzimas que eliminan las ERO como son la superoxido dismutasa
(SOD), catalasa, glutation peroxidasa (GPx), glutation reductasa (GR) y glutation S-
transferasa (GST) (Coudray, et al, 2008; Kizub, et al, 2014).

Las células pueden eliminar las ERO mediante sistemas enzimaticos y no enzimaticos,
dentro de los sistemas enzimaticos, la SOD es la encargada de convertir los O;~ en
peroxido de hidrogeno (H,0,). Existen tres tipos de SOD, las primeras dos se encuentran en
el citosol y son: la SOD 1 que depende del cofactor zinc y la SOD 3 que depende del
cofactor cobre. El tercer tipo es la SOD 2, la cual se encuentra en la mitocondria, siendo
este organelo uno de los principales lugares en donde se producen ERO, especialmente por
el complejo | y el complejo 11l de la cadena transportadora de electrones. La SOD 2 es
dependiente del cofactor manganeso (Kizub, et al, 2014). Una vez que se obtiene el H,0,
este puede ser eliminado mediante la catalasa o la GPx, esta ultima utiliza al glutation como

agente reductor para eliminar el H,O, (Coudray, et al, 2008).

Varios estudios han demostrado que el AA y el acido oleico pueden disminuir los niveles
de glutatién reducido en cultivos de células humanas y modular genes de enzimas
antioxidantes como la SOD, GPx y GST (Verlengia, et al, 2003).

2.3 Terapéutica de la hipertension arterial

Una de las principales recomendaciones para disminuir la hipertension es restringir la
ingesta caldrica en 5 a 10 % vy realizar actividad fisica. Estudios han comprobado que esto
disminuye el peso corporal, estrés oxidativo, presion arterial y mejora la sensibilidad a la
insulina entre otros (Bafos, et al, 2011). Aunado a esto, se recomienda un tratamiento con
farmacos los cuales estan enfocados en aumentar la expresion y actividad de eNOS,
disminuir el estrés oxidativo inhibiendo la expresion y actividad de la NOX y por ultimo en
inhibir a PKC (Forsterman, et al, 2010).
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Como se menciond anteriormente, uno de los principales objetivos para los investigadores e
instituciones de salud, es determinar las posibles causas en el desarrollo de la hipertension
arterial con el fin de encontrar tratamientos. Una alternativa terapéutica ha sido el uso de
compuestos naturales, ya que estos tienen la ventaja de no tener efectos secundarios en el
organismo; en la siguiente seccion, se describiran algunos de los estudios que proponen a

estos compuestos como tratamiento para disminuir la presion arterial.

2.3.1 Compuestos naturales como terapia alternativa

Se ha demostrado que las vitaminas, polifenoles y minerales, presentes en los frutos y
vegetales, tienen capacidad antioxidante. Ademas, el uso de compuestos naturales se ha
propuesto como una alternativa al uso de farmacos, tal es el caso de la jamaica (Hibiscus
sabdariffa Linne), la cual se ha comprobado que incrementa la capacidad antioxidante
celular, disminuye el estrés oxidativo y aumenta la actividad de eNOS en modelos de ratas
con sindrome de Marfan (Pérez, et al, 2016). Estudios previos en el laboratorio han
demostrado que la administracion de una mezcla de RSV/QSC en una dosis de 50/0.95
mg/kg/dia, respectivamente, disminuye los signos caracteristicos del SM; estos son: el
aumento en la presion arterial, RI, hiperinsulinemia, aumento en grasa visceral y
dislipidemia (Peredo, et al, 2015).

2.3.2 Resveratrol y quercetina

El resveratrol (3,5,4-trihidroxiestilbeno) (RSV) es un polifenol que se encuentra en los
vinos, cacahuates, moras y uvas (Miatello, et al, 2005). En las plantas tiene la funcion de
fitolaexina ya que las protege contra patdgenos (Kapetanovic, et al, 2011). Se ha
demostrado que el RSV puede tener efectos anticancerigenos, cardioprotectores,

antioxidantes asi como aumentar la esperanza de vida (Forsterman, et al, 2010).

La quercetina (2-(3,4-dihidroxifenil)- 3,5,7-trihidroxi-4H-cromen-4-no) (QSC) es un
compuesto polifendlico perteneciente a un grupo de compuestos llamados flavonoides. La
QSC se puede encontrar en alimentos como el té, vino, cebollas y manzanas (Boer, et al,
2005). Los estudios realizados han comprobado que la QSC tiene efectos antioxidantes y

antiinfalmatorios, por esto se ha asociado principalmente con la prevencion y el tratamiento
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de enfermedades cardiovasculares y cancer (Russo, et al, 2012). En la siguiente figura se

muestran las estructuras quimicas del RSV y la QSC.

I OH

HO I N
OH
Figura 2. Estructuras quimicas del RSV (izquierda) y QSC (derecha)

Farmacocinética

Uno de los problemas que se presentan al momento de utilizar un compuesto como agente
terapéutico es la eficacia que este puede tener sobre los blancos, para esto es muy
importante conocer la biodisponibilidad del compuesto en el organismo. En el caso del
RSV su actividad bioldgica puede ser limitada ya que su metabolismo es de primer paso. Se
ha observado que la concentracion sérica en animales de RSV es de 3 uM, Yy esto se puede
explicar ya que en el suero el RSV estd conjugado como glucurénido o sulfato. Sin
embargo, Chung (2012) explica que en tejidos como el musculo esquelético, se pueden
expresar glucuronidasas las cuales pueden eliminar los conjugados y aumentar los niveles
de RSV en el tejido. Por otra parte, se piensa que los efectos del RSV en los diferentes

tejidos estan afectados por el estado hepético del organismo.

La biodisponibilidad de la QSC dependera de la forma en que se encuentre, esta puede ser
de forma aglicona (sin grupos de azucar) o glicosilada. La forma aglicona es absorbida a
nivel intestinal por difusion pasiva debido a su naturaleza hidrofobica, mientras que la
forma glicosilada tiene que ser deglucosidada a nivel intestinal y/o en el transporte mediado
por portadores. Posterior a esto, la QSC se puede metabolizar en el intestino delgado, el
colon, el higado y el rifion. En ese momento, la molécula se conjuga con grupos metilo,
sulfato y acido glucordnico para formar sus principales conjugados. Como resultado de la
absorcion y metabolismo la concentracion de QSC en plasma es menor a 100 nM. Los

metabolitos de QSC en tejidos de ratas se encuentran principalmente en pulmén y en el
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caso de los cerdos las concentraciones mas altas se encuentran en higado y rifion (Russo, et
al, 2012; Boer, et al, 2005).

2.3.3 Efecto del RSV/QSC en enfermedades cardiovasculares

Se ha demostrado que el RSV previene la hipertrofia ventricular izquierda, en ratones
alimentados con una dieta rica en grasas y sacarosa (Qin, et al, 2012). Sumado a esto se
observd que el RSV mejora la recuperacion funcional post-isquémica y reduce el tamafio
del infarto de miocardio en los sistemas modelo (Dai, et al, 2007). En pacientes hipertensos
en estadio 1, la administracion de 730 mg de QSC/dia durante 28 dias, se asocié con
presiones arteriales sistolica, diastdlica y media, reducidas (Edwards, et al, 2007). De
manera similar, en una poblacion de 93 sujetos con sobrepeso u obesidad con
caracteristicas de SM en riesgo, la suplementacion con 150 mg de QSC/ dia durante 6
semanas disminuyo la presion arterial sistolica y las concentraciones plasmaticas de LDL
oxidada (Egert, et al, 2009).

Maccha y colaboradores (2005) demostraron que la administracion oral de una mezcla de
baicaleina, flavona y QSC en una dosis de 10 mg/kg/dia durante cuatro semanas disminuyé
la presion arterial sistolica en un modelo en ratas espontaneamente hipertensas. Se aislaron
los anillos de ratas y se observé que las ratas tratadas con la mezcla de flavonoides
mostraron mayor relajacion dependiente del endotelio con acetilcolina y nitroprusiato en
comparacion con las ratas que no recibieron el flavonoide, lo que sugiere que la QSC
mejora las funciones endoteliales vasculares por medio de diferentes mecanismos. Ademas
se ha demostrado que la QSC a una concentraciéon de 5 y 10 uM es capaz de activar a
eNOS y a AMPK, aumentar las concentraciones de S-nitrosotioles y nitrito en el medio de
cultivo celular en células del endotelio aértico humano (HAEC) y en anillos de aorta de
ratones C57BL. Estos datos sugieren el efecto benéfico que puede tener la QSC sobre las
funciones de las células endoteliales y que pueden estar mediados a través de la AMPK
(Shen, et al, 2012).

Uno de los factores que se han relacionado con el aumento en la presion arterial es el
aumento en el estrés oxidativo. EI RSV y la QSC pueden ejercer funcion antioxidante de

forma indirecta activando ciertas moléculas que tienen funciones antioxidantes (Xia, et al,
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2014). Algunos autores han publicado que el RSV es capaz de regular de manera positiva:
las tres isoformas de SOD, GPx, catalasa, entre otras enzimas antioxidantes en tejidos
cardiovasculares. Se piensa que este mecanismo puede estar mediado por SIRT 1 que activa
a FOXO 1 y FOXO 3 rio abajo, lo cual aumenta la expresion de estas enzimas (Zhang, et
al, 2008; Xia, et al, 2013).

Diversos estudios se han realizado para conocer el mecanismo preciso por el cual actia el
RSV y la QSC en el sistema cardiovascular; sin embargo, se ha llegado a la conclusion de
que estos compuestos tienen efectos pleiotropicos y pueden estar implicados en diversos

cambios celulares (Chung, et al, 2012).

2.3.4 Efecto del RSV/QSC como moduladores epigenéticos (SIRTS)

Tanto el RSV como la QSC se han caracterizado por actuar en blancos epigenéticos como
son las SIRTs, a su vez estas enzimas se han asociado con la activacion de ciertos
mecanismos que disminuyen la presion arterial. Estudios han comprobado la existencia de
compuestos activadores de sirtuinas (STAC) naturales y sintéticos. Dentro de los
compuestos naturales se encuentra el RSV y la QSC, y su principal caracteristica es

aumentar la actividad de la SIRT 1 en 13 y 5 veces, respectivamente.

Ademéas se ha observado en ratas con SM que la administracion de una mezcla de
RSV/QSC aumenta la expresion de las proteinas SIRT 1 y 2 en tejido adiposo (Peredo, et
al, 2015). El aumento en la actividad de SIRTs se ha relacionado con activacion alostérica,
al disminuir la constante de Michaelis (Km) por los sustratos acetilados y por NAD"
(Howitz, et al, 2003; Haigis, et al, 2010). Se han encontrado otros mecanismos por los
cuales el RSV puede activar a SIRT 1, uno de ellos es el publicado por Park y
colaboradores (2012) quienes demostraron que el RSV inhibe las enzimas fosfodiesterasas
(PDE) y activa a SIRT 1 mediante una cascada de sefializacion que involucra al adenosin
monofosfato ciclico (AMPc), factor de cambio directamente activado por AMPc 1 (Epacl),
calcio (Ca?"), calcio/calmodulina dependiente de cinasa cinasa f (CamKKf) y AMPK. La
activacion de AMPK mejora la disponibilidad de NAD" para SIRT 1 al cambiar de hidratos
de carbono a lipidos como fuente de energia principal y al mejorar la expresion de la
enzima productora de NAD" (Nampt) (Fulco, et al, 2008; Canto, et al, 2010).
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Otro mecanismo es directo, donde el anillo trans estilbeno del RSV se une a la glutamina
230 en su dominio N-terminal aumentando asi la actividad de SIRT 1 (Xia, et al, 2014;
Hubbard, et al, 2013). Por otra parte, el RSV aumenta el nivel mitocondrial de NAD"
mediante la estimulacion directa del complejo I, lo que lleva a la activacién de SIRT 3
(Desquiret, et al, 2013).

Caracteristicas generales de las SIRTs

La cromatina (ADN vy proteinas) se encuentra empaquetada en nucleosomas, los cuales
estan formados por 146 pares de bases enrolladas alrededor de 4 pares de proteinas
Ilamadas histonas (H3, H4, H2A, H2B), cuando existe division celular esta compactacion

ocurre a niveles superiores formando los cromosomas.

Por otra parte, cuando ocurre la transcripcién, la cromatina se puede encontrar de forma
laxa (eucromatina) o de forma compacta (heterocromatina). Cada estado dependera del tipo
y de las necesidades de la célula en ese momento, ya que si la cromatina se encuentra muy
compactada los factores transcripcionales y la ARN polimerasa no podran actuar sobre el
ADN (Kubicek, et al, 2006). El proceso de regulacion de la transcripcion estd dado por
modificaciones en las histonas. Para permitir la transcripcion y que la cromatina se
mantenga laxa, las histonas se acetilan; por el contrario, cuando las histonas estan
desacetiladas la cromatina se compacta inhibiendo la transcripcion del gen (Kouzarides,
2007). La acetilacion de las histonas esta dada por las enzimas llamadas histonas acetil
transferasas (HAT) y la desacetilacién por las SIRTS.

El nombre de sirtuinas proviene de las siglas en inglés “Silent Information Regulator Two”
(Sir 2) y el sufijo —in de proteina. Las SIRTs forman parte de una familia de enzimas
evolutivamente conservadas que se encuentran en un amplio rango de organismos desde las
bacterias hasta los mamiferos. En los humanos existen siete tipos de SIRTS, cada una con
localizacion subscelular, actividad enzimatica y blancos diferentes. Las SIRTs pueden
clasificarse en cuatro clases diferentes, esto de acuerdo al analisis filogenético de los 60
dominios nucleares en eucariotas (Feldman, et al, 2012; Houtkooper, et al, 2012). A

continuacion se muestra una tabla con las caracteristicas principales de las SIRTS.
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Tabla 2. Caracteristicas principales de las SIRTs

. Localizacion Proteinas .
Sirtuina Clase - Funcién
intracelular blanco
, FOXO, PGC-1a, . ,
SIRT 1 | Nucleo LKB1, eNOS Metabolismo/ Estrés
SIRT 2 I Citoplasma a-tubulina, H4, Ciclo celular
Nucleo y Metabolismo/
SIRT 3 ! mitocondria Ace-CS52, 50D 2, Antioxidante
SIRT 4 I Mitocondria GDH Secrecion de insulina
SIRT5 Il Mitocondria CPS1 Ciclo de la urea
Nucleo . Reparacion de escision
SIRT6 v (heterocromatina) DNA polimerasa B de bases, metabolismo
SIRT 7 v Nucleo y nucleolo  RNA-polimerasal  Transcripcion de ADNr
Las SIRTs son deacetilasas de histonas tipo I1Il (HDAC Ill) ya que catalizan la

deacetilacion de proteinas con lisinas e-amino-acetiladas, utilizando como sustrato a NAD*
y esto es lo que las diferencia de las HDAC clase I, 11 y IV, que cuentan con un mecanismo
catalitico dependientes de Zn?* e independiente de NAD". Aunque se ha descubierto que las
SIRTs 4 y 6 tienen actividad ADP-ribosiltransferasa (Haigis, et al, 2010; Chen, et al, 2015).
La reaccion que catalizan las SIRTSs se realiza en dos etapas, la primera es una hidrolisis del
enlace glicosidico entre NAD" y la ADP-ribosa, la segunda etapa es una escision del enlace
C-N entre el grupo acetilo y la lisina del sustrato acetilado dando como productos la
nicotinamida (NAM), O-acetil-ADP-ribosa (AADPR) y el sustrato deacetilado (Feldman, et
al, 2012). En el presente trabajo nos enfocaremos en las SIRTs 1 y 3.

Otras de las caracteristicas de las SIRTs son: actuar como sensores energéticos de la célula,

contribuir a la estabilidad genomica, al silenciamiento transcripcional y en la reparacion del
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ADN. La actividad de deacetilacion de las SIRTs se dirige a las proteinas histonas, a p53,

FOXO vy otros factores de transcripcion (Pirola, et al, 2008).
SIRT 1

La SIRT 1 es una de las enzimas mas estudiadas en la familia de las SIRTs. Se encuentra
localizada en el nucleo y en el tejido adiposo es capaz de reprimir al proliferador de
peroxisoma- gamma (PPAR-y), lo cual genera la movilizacion de las grasas y consecuente
pérdida de peso (Borradailer, et al, 2009). Sumado a esto SIRT 1 controla la acetilacion de
los factores de transcripcion FOXO (forkhead), que son reguladores de los lipidos y la
glucosa, asi como de la respuesta al estrés (Houtkooper et al, 2016). Por otro lado, estudios
mas recientes han demostrado en células endoteliales que la SIRT 1 tiene funciones
homeostaticas importantes en el endotelio vascular. Zu y colaboradores (2010),
demostraron que el aumento de SIRT 1, modifica la via de sefializacion LKB1/AMPK, lo

cual disminuye la senescencia de células endoteliales.

La SIRT 1 puede aumentar la expresion de eNOS mediante la deacetilacion de los factores
de transcripcion FOXO en estudios in vitro e in vivo. Ademas, la SIRT 1 es capaz de
deacetilar a eNOS en la lisina 496 y 506 lo cual aumenta su actividad. Sumado a esto, la
SIRT 1 también regula positivamente a GTPCH 1 enzima limitante para la produccién de
BH, (Mattagajasingh, et al, 2007; Xia, et al, 2014). Por otra parte, se ha observado en
ratones ancianos y obesos que un tratamiento con RSV mejora la reactividad vascular, la
elasticidad aortica y la reduccion del estrés oxidativo en la pared vascular. Una explicacion
a esto puede ser la relacion directa que existe entre el RSV vy la activacion de la SIRT 1, ya
que, se ha observado que un incremento en la actividad de SIRT 1 tiene un efecto en la
disminucion de p53, el cual reprime el dafio al ADN en cultivos de VSMC (Gilblin, et al,
2015; Borradeile, et al, 2009).

SIRT 3

La SIRT 3 es una proteina deacetilasa ubicada en la mitocondria. Estudios han relacionado
esta enzima con el control de la termogénesis adaptativa ya que aumenta la funcion
mitocondrial en adipocitos marrones (Shi, et al, 2005). En fibroblastos cardiacos de ratdn se
describidé que SIRT 3 inhibe la via del factor de crecimiento transformante (TGF-f-Smad3)
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en respuesta a la angiotensina Il, esto se refleja en la mejora en la funcién cardiaca (Chen et
al, 2014).

Por otro lado, se ha descrito la funcion de SIRT 3 en la disminucion del estrés oxidativo, ya
que estudios in vitro e in vivo han demostrado que SIRT 3 es capaz de aumentar la
expresion y actividad especifica de SOD 2, mediante la activacion de factores
transcripcionales como FOXO 3 y por medio de la deacetilacion en la lisina 68 de SOD 2 lo
cual aumenta su actividad (Chen, et al, 2015; Sebastian, et al, 2012). Ademas, se ha
descrito que aumenta la actividad de la isocitrato deshidrogenasa 2 (IDH2), lo que aumenta
la proporcion de glutation reducido a oxidado y esto a su vez disminuye las especies
reactivas de oxigeno (Lombard, et al, 2013).

En resumen, los antecedentes descritos sugieren que el tratamiento con RSV/QSC puede

revertir el aumento en la presién arterial mediante la activacion de blancos epigenéticos.

HO
O h
OH

RSV

eNOS-P 4 eNOS-AcV

SOD 2 4
expresion

GTPCH 14

actividad eNOS # [ expresioneNOS 4 § eNOS acoplada 4

Biodisponibilidad de NO 4

Hipertension arterial ¥

Figura 3. RSV y QSC como moduladores epigenéticos y su efecto en la biodisponibilidad del NO para el control en

la presidn arterial
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I11. JUSTIFICACION

Es conocida la existencia de periodos criticos en el desarrollo, donde factores ambientales
como la alimentacion, pueden predisponer a la progenie a desarrollar enfermedades como
son obesidad, diabetes e hipertension arterial. Sumado a esto, se ha demostrado que un
consumo prolongado de azucares puede generar RI, incremento en la concentracion de
acidos grasos libres, principalmente el acido oleico y aumento en el estrés oxidativo. Estos
elementos pueden disminuir la expresion y la actividad de eNOS, asi como aumentar la

cantidad de ERO las cuales disminuyen la biodisponibilidad del NO.

Se ha propuesto el uso de compuestos naturales como son el RSV y/o la QSC como
tratamiento en las enfermedades cardiovasculares, ya que estos compuestos son capaces de
activar a las SIRTs. Estas proteinas activan la expresion y actividad de eNOS y SOD 2 por
la SIRT 1 y SIRT 3 respectivamente. Aunque se ha descrito un aumento en la
predisposicion a desarrollar hipertensién con cambios en la dieta durante periodos que
abarcan la gestacion y la lactancia en ratas, los cambios en la dieta en tiempos mas cortos
no se han determinado. Tampoco se conoce si los efectos pueden ser contrarrestados por un
tratamiento rico en polifenoles en el momento en el que se establece la hipertension de

estos animales al llegar a la etapa adulta.

Por lo que en este proyecto se determind el efecto del consumo de sacarosa durante un
periodo corto cercano al destete en ratas y el efecto que éste tiene en el desarrollo de la
hipertension arterial en la etapa adulta. Ademas, se evaluaron los efectos de una mezcla

RSV/QSC sobre los mecanismos postulados.
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IV. HIPOTESIS

Las ratas que consuman agua con sacarosa presentaran aumento en la presion arterial
asociada a resistencia a la insulina, aumento en la concentracion de acido oleico, aumento
en el estrés oxidativo, asi como disminucion en la expresion de eNOS, SIRT 1y 3. Esta

condicion se mantendré en la etapa adulta.

El tratamiento con una mezcla de RSV/QSC en una dosis de 50 mg/kg/dia y 0.95
mg/kg/dia, respectivamente, disminuird la presion arterial elevada en las ratas adultas, el

estrés oxidativo y aumentara la expresion de las proteinas eNOS, SIRT 1y 3 en aortas.

V. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Determinar el efecto del consumo de sacarosa por un periodo corto de tiempo (dia 12 al 28)

sobre la presion arterial en ratas neonatas y adultas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Determinar los mecanismos involucrados en cambios de la presion arterial en ratas
neonatas y adultas.

e Evaluar la reversion de los efectos por la administracién de una mezcla RSV/QSC.
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VI. MATERIALES Y METODOLOGIA

6.1 Animales

Se utilizaron ratas Wistar macho de 12 dias de edad, las cuales fueron proporcionadas por
el bioterio del Instituto Nacional de Cardiologia, “Ignacio Chavez”. Los animales
recibieron agua y alimento marca LabDiet 5001 ad libitum y se mantuvieron en
condiciones de temperatura y ciclo de luz:obscuridad controladas. Los experimentos con
animales fueron aprobados por el Comité de Atencion de Animales de Laboratorio del
Instituto Nacional de Cardiologia "Ignacio Chavez" y se llevaron a cabo en conformidad
con las especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de
laboratorio descritas en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999 en congruencia

con la guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio de los Estados Unidos (USA).

6.2 Disefio experimental

e Ratas al finalizar el periodo critico
Con el fin de conocer el estado fisiologico en el que se encontraban las ratas al finalizar el
periodo critico se utilizaron dos grupos cada uno conformado por 10 animales (n=10). El
grupo Control (C) que recibi6 agua natural del dia 12 al 28y el grupo Periodo critico (PC)
que recibid agua con sacarosa al 30 % del dia 12 al dia 28. Ambos grupos se destetaron al
dia 21 y al llegar al dia 28 se sacrificaron. A manera de resumen se muestra el siguiente

esquema. C (n=10) Sin sacarosa
PC (n=10) Sacarosa 30%
I I

0 dias 12 dias 21 dias 28 dias
Destete Sacrificio

Figura 4. Esquema del disefio experimental para ratas neonatas

e Ratas adultas y tratamiento con la mezcla resveratrol/quercetina

Para conocer el efecto a largo plazo producido por la administracion de sacarosa al 30 %
durante los dias 12 al 28 en ratas adultas, se utilizaron tres grupos, cada grupo conformado
por 10 animales (n=10). El grupo Control (C), recibié agua natural hasta los 6 meses, el
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grupo Sindrome metabdlico (SM), el cual fue previamente caracterizado en el laboratorio y
que sirvié como modelo de comparacion, recibié agua con sacarosa al 30 % hasta los 6
meses Y el grupo Periodo critico (PC) que recibi6 agua con sacarosa al 30 % del dia 12 al
28 y posteriormente recibié agua natural hasta los 6 meses. Los tres grupos fueron
destetados al dia 21. Cinco meses después cada grupo fue dividido en dos, la mitad de cada
grupo sigui6 con el tratamiento asignado, mientras que la otra mitad recibi6é una mezcla de

resveratrol/quercetina disuelta en etanol (0.2%) en el agua de bebida.

La mezcla de RSV/QSC se obtuvo a partir del producto comercial ResVitale, el cual
contiene 20 mg de quercetina por cada 1 050 mg de resveratrol. La dosis utilizada fue de
50 mg/kg/dia de RSV y de 0.95 mg/kg/dia de QSC. Cada semana se determiné el peso de

los animales con el fin de ajustar la dosis. A manera de resumen se muestra el siguiente

esquema.
Determinacion pesoy
presion semanalmente
SM
! PC '
sacarosa 30 % PC agua simple
| |l |I CONTROL l
| | | | RSV/QSC |
0 dias 12 dias 28 dias Sifases 6 meses

Sacrificio

n=5

n=10 RSV 50 mg/kg/diay QSC 0.95 mg/kg/dia]

n=5

RSV 50 mg/kg/diay QSC 0.95 mg/kg/dia J

n=5

RSV 50 mg/kg/diay QSC 0.95 mg/kg/dia ]

n=5

Figura 5. Esquema del disefio experimental para ratas adultas




6.3 Determinacion de presion arterial sistdlica

e Ratas finalizando el periodo critico

Los animales fueron previamente anestesiados con pentobarbital sédico en una
concentracion de 40 mg/kg/pc, se realizé una traqueotomia, posteriormente se introdujo un
catéter en la carétida y se conectd a un transductor de presion y a un poligrafo. La presion
se expresa en mmHg. La presion arterial se registré al minuto 1 y al minuto 10.

e Ratas adultas tratadas con la mezcla resveratrol/quercetina

La presion arterial sistélica fue medida a los 5 meses para conocer si los grupos de PC y
SM presentaban una elevacion en la presion arterial, asi mismo se determiné la presion un
mes después de administrado el tratamiento con RSV/QSC para conocer el efecto que estos
compuestos tenian sobre la presion arterial. La determinacion fue realizada mediante el uso
de un brazalete en la cola de los animales conscientes, que esta conectado a un transductor
de pulso neumatico (Narcobio-systems, Inc., Healthdyne. CO, EUA) y a un

electroesfingomandmetro programado.
6.4 Determinacion del consumo energético

Para comparar el consumo de agua y alimento en kcal de las ratas control contra las ratas
que reciben agua con sacarosa al 30 % finalizando el periodo critico, se utilizaron jaulas
metabolicas. Cada rata fue colocada de manera individual un periodo de 48 h (24 h de
adaptacion y 24 h para la evaluacion del consumo energético). Se midi6 el volumen del
liquido colocado en los bebedores y se pesaron 45 g de alimento, 24 h después se midid el
volumen y se peso el alimento sobrante, mediante una resta se determiné la cantidad de
liquido y alimento consumido. Para evaluar el consumo energético, se considerd que 100 g
de alimento Rodent Diet 5001 aporta 156.5 kcal y 100 mL de agua con sacarosa al 30%

aportan 120 kcal. Se utilizaron 6 ratas de cada grupo de 27 dias de edad.
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6.5 Determinacion parametros bioquimicos en suero

6.5.1 Obtencidén de suero

Se dejaron las ratas en ayuno 12 h previas al sacrificio (decapitacion). Se recolecto la
sangre y se dejo en reposo para que se formara un coagulo. Posterior a esto, se obtuvo el
suero mediante centrifugacion a 2 250 rpm durante 10 minutos, a temperatura ambiente.

Finalmente se separ0 el suero y guardo a - 20 ° C hasta su utilizacion.
6.5.2 Determinacion de glucosa, TG y colesterol total en suero

La determinacién de glucosa, TG y colesterol total en suero se determind por métodos

enzimaticos colorimétricos comerciales (Pointe scientific).
6.5.3 Determinacion de insulina en suero

La concentracion de insulina en suero se determind mediante un ensayo de
Radioinmunoandlisis (RIA), con un estuche comercial especifico para ratas (Linco
Research, Inc, MO, EUA) con una sensibilidad de 0.1 ng/mL.

6.5.4 Célculo del indice HOMA-IR (Homeostatic Model Assessment
of insulin Resistance)
Para calcular el indice que indica si existe RI (HOMA-IR) a partir de las determinaciones

de glucosa e insulina en suero. Se utilizé6 la formula publicada por Matthews y
colaboradores (1985).

HOMA-IR: (Insulina (uU/mL)) x (Glucosa (mmol/L) / 22.5
6.5.5 Indice de tolerancia a la insulina

Para realizar la curva de tolerancia a la insulina se utilizaron 6 animales de cada grupo,
dejandolos en ayuno por 12 h previas al estudio. Se pesaron a los animales para
determinar la concentracion de insulina administrada que se mezclé con solucion
fisiologica para obtener un volumen final de 100 uL, el cual fue inyectado de forma

intraperitoneal y que corresponde a una concentracion de 1U/kg pc.
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La concentracion de glucosa fue determinada en sangre obtenida mediante una pequefia
incision en la cola de los animales utilizando un glucometro de tiras reactivas (Abbot, Free
Style Optium, UK). La determinacién de glucosa se realiz6 al tiempo cero (previa a la
inyeccion de insulina) y posteriormente al minuto 15, 30, 60, 90 y 120. Se graficd en

porcentaje de cambio de concentracion de glucosa.

6.5.6 Determinacion de colesterol HDL y colesterol no HDL en

Suero

Se determind el C-HDL y no-HDL mediante ultracentrifugacion secuencial del plasma a
una densidad de 1.063 g/mL por 2.5 h a 436 000 xg (Beckman 6ptima TLX) (Peredo, 2015;
Pérez y Garcia, 2007).

La concentracion de colesterol no-HDL se determind mediante la resta del colesterol total
menos el C-HDL. Cabe mencionar que el colesterol no-HDL incluye el colesterol LDL,
IDLy VLDL.

6.5.7 Determinacion del perfil de acidos grasos libres en suero

El perfil de &cidos grasos libres en suero se determiné mediante cromatografia de gases.
Para esto se utilizaron 200 uL de cada muestra y se afiadieron 100 uL de estandar interno
(&cido heptadecanoico; 1mg/mL). Para extraer los lipidos de la muestra se utiliz6 el método
de Folch, et al. 1957. Posteriormente se derivatizd la muestra, afiadiendo 1 mL de 2, 2
metoxipropano y 10 uL de H,SO, para efectuar la reaccion, se agregé 1 mL de NaCl 5% y
2 mL de hexano. Se centrifugd a 3000 rpm durante 4 min. Se recuper0 la fase organica y se
evaporé a sequedad utilizando un flujo de nitrogeno. Para inyectar la muestra en el
cromatdgrafo, se resuspendid la muestra en hexano y se inyectaron 4 uL en el cromatdgrafo

de gases. Los resultados fueron expresados como porcentaje de cada acido graso.
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6.6 Extraccion de proteina de la aorta toracica

6.6.1 Determinacion de proteina

Se macero la aorta toracica utilizando nitrégeno liquido y se homogenizo6 con ayuda de una
jeringa en un buffer de lisis (Hepes 25mM, NaCl 100 mM, Imidazol 15 mM, Glicerol
10 %, Triton 100x 1 %, desoxicolato de sodio 19.1 mM, floruro de sodio 0.1 mM, O-
vanadato 0.001 mM, Inhibidor de proteasas marca Amresco, pH: 8.0). Posteriormente se
mantuvo en agitacion suave a 4 °C por 1 h, seguido de esto se centrifugd a 14 000 rpm
durante 10 minutos a 4 °C. Finalmente se recuper0 el sobrenadante y se mantuvo en

congelacion hasta su uso.
6.6.2 Determinacion de expresion proteica por Western Blot

Se utilizo el volumen equivalente a 50 ug de proteina de cada muestra por ensayo. La
electroforesis se realizé en geles de acrilamida/bis-acrilamida (30% : 8%) de concentracién
fija al 8 %, 10% y 15 % a 100 V. Una vez terminado el tiempo de corrida, los geles se
transfirieron a membranas de floruro de polivinilideno por el método de Towin (1979) a
400 mV durante 1h 40 minutos para el gel al 8%, 1 h 20 minutos para el gel al 10 % y

durante 1 h 5 minutos en los geles al 15%.

Las membranas se bloguearon con leche descremada al 5 % en TBS-tween 0.1 % durante
50 minutos a temperatura ambiente. Seguido de ésto, las membranas se incubaron con
anticuerpo primario durante toda la noche en agitacion constante a una temperatura de 4 °C.
Los anticuerpos utilizados fueron SIRT 1, SIRT 3, SOD 1, SOD 2, eNOS y GAPDH.
Todos se emplearon en una dilucion 1:1000. Posteriormente las membranas se incubaron
con inmonuglobulina G conjugada con peroxidasa de rabano en una dilucién 1:10 000,
durante toda la noche en agitacion constate y a una temperatura de 4 °C. Las membranas se
revelaron por el método de quimioluminiscencia “Immobilon Western Chemiluminiscent
HRP” y fueron expuestas a placas de rayos X en oscuridad. Para la normalizacion de los
datos las membranas se incubaron con el anticuerpo GAPDH, como control de carga. La
semicuantificacion de las bandas se determind mediante el densitémetro (Bio-Rad GS-800)

y el programa Quantity One 4.6. El valor de cada proteina fue calculado a partir de la
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expresion de su GAPDH correspondiente. Los valores se graficaron como unidades
arbitrarias (UA).

6.6.3 Determinacion de compuestos de lipoperoxidacion

En un tubo se afiadio el equivalente a 100 pg de proteina de cada muestra, 1 mL de
KH,PO, (0.15 M) y 50 uL de BHT. Posteriormente se introdujeron los tubos en un bafio de
agua caliente (37 °C) durante 30 min en agitacion constante y se agregaron 1.5 mL de &cido
tiobarbiturico al 0.8 % y 1 mL de acido acético al 20 %. Posterior a ésto, se introdujeron los
tubos en agua en ebullicion durante 1 h, al término de la hora se afiadié 1 mL de solucion
salina y se agitd por 15 segundos; se agreg6d 1.5 mL de butanol y se agit6 por 20 segundos.
Posteriormente, se centrifugd a 2 500 rpm durante 4 minutos. Finalmente, se recuperd la
fase organica y se leyo en el espectrofotémetro a una longitud de onda de 532 nm. Los

valores fueron expresados como nmol de malondialdehido / mg de proteina.
6.6.4 Determinacion de capacidad antioxidante no enzimatica

En un tubo eppendorf se colocd el equivalente a 100 pg de proteina de cada muestra, se
afiadio 1 mL de la mezcla acetato de sodio (300 mM): 2,4,6 Tris (10 mM) : Cloruro férrico
(20 mM) en una proporcién 10:1:1. Se introdujeron las muestras en un bafio de agua a una
temperatura de 37 °C durante 15 minutos en agitacion constante. Terminado el tiempo, se
centrifugd a 5 000 rpm por 2.30 minutos. Finalmente se leyd en el espectrofotdmetro a
593 nm. Los resultados fueron expresados como nmol de alfa-tocoferol/ mg de proteina.

6.7 Analisis estadistico

Los valores de describieron como la media + error estandar como se indica en cada pie de
figura o tabla. Para comparar tres grupos se realizé un analisis de varianza (ANOVA) de
una sola via seguido por la prueba de comparacion mdaltiple de Fisher. Para la comparacion
de dos grupos se utilizd la prueba t-student. Esto con el fin de determinar si existia
diferencia estadistica significativa (P<0.05 o P<0.001) en los grupos de estudio. El

programa utilizado fue SigmaPlot 12.
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VII. RESULTADOS

7.1 Efectos del consumo de sacarosa al finalizar el periodo critico

7.1.1 Caracteristicas generales en el modelo PC

En la tabla 3 se presentan las caracteristicas generales del modelo PC, donde se puede
observar que las ratas que recibieron sacarosa consumieron menos agua y alimento que las
ratas C. Sin embargo, el consumo calorico fue mayor en las ratas pertenecientes al grupo
PC, paraddjicamente el peso de las ratas que consumieron sacarosa fue menor. Ademas, no

se observo una diferencia significativa en la cantidad de grasa visceral.

Tabla 3. Caracteristicas generales del grupo PC

C PC
Peso corporal (g) 128+ 2 08+2
Grasa visceral (mg) 451.3+0.1 461.3+0.1
Consumo liquido (mL/dia) 34+1 21+1
Equivalente kcal 0 25+1
Consumo alimento (g/dia) 15+1 B+l
Equivalente kcal 24 £ 2 “13+1
Total kcal 24 +2 38+2

En cuanto a los valores de presion arterial se aprecia en la figura 6 que el grupo PC mostré

un aumento significativo con respecto al grupo C.

120 - *
100 1
80
60
40 1

20

0 A
C PC
Figura 6. Efecto del consumo de sacarosa al 30% durante el
periodo critico en la presidn arterial. Los valores son medias + error
estandar. n=16 por grupo. P<0.001 C: Control PC: Periodo critico
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7.1.2 Efecto del consumo de sacarosa en la resistencia a la insulina

En tabla 4 se muestran las determinaciones de los niveles de glucosa e insulina en suero,
observando que no hubo diferencia significativa entre el grupo PC y el grupo C. Con estos
datos se calculd el indice HOMA para determinar el indice RI, el cual no present6
diferencia significativa.

Tabla 4. Parametros relacionados con la RI

C PC
Glucosa (mg/dL) 62+4 58.90 + 3.3
Insulina ( pU/mL) 0.9268 + 0.2 0.5738+0.1
HOMA-IR 0.1849 + 0.04 0.0895 £ 0.02

Los valores son medias + error estandar. n=16 por grupo. C: Control,
PC: Periodo critico HOMA-IR: Homeostatic model assesment of insulin resistance.

Se calculé el indice de tolerancia a la insulina; en la figura 7 se puede apreciar que el grupo
PC presenta una tendencia a la RI, ya que en los 15 minutos posteriores a la inyeccion de
insulina la concentracion de glucosa se mantiene elevada y no es hasta el minuto 30 donde

los valores se igualan con el grupo C.

120 4

memm Control
110 + mOm PC
100 + *

% glucosa
(]
o

70 -
60 -
50 -

40 . . . . . .
t0 t15 t30 t60 90  t120
Tiempo (min)
Figura 7. Efecto del consumo de sacarosa al 30% durante el periodo critico
en el indice de tolerancia a la insulina. Los valores son medias + error
estandar. n=6 por grupo. P<0.05 C: Control, PC: Periodo critico
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7.1.3 Efecto del consumo de sacarosa en el perfil lipidico y concentracion de
acidos grasos libres

Se determino el perfil lipidico sérico, observando que las ratas correspondientes al PC no
mostraron cambios en cuanto al colesterol total y C-No HDL, mientras que los TG
presentaron un aumento en su concentracion y el C-HDL una disminucion significativa con
respecto al grupo C.

Tabla 5. Perfil lipidico sérico

C PC
TG (mg/dL) 75+5 120+ 11
Colesterol total (mg/dL) 84+5 82+ 4
C-HDL (mg/dL) 25+ 1 9+ 2
C-No HDL (mg/dL) 50+4 63+ 5

a
Los valores son medias + error estandar. n=16 por grupo P<0.05 C: Control,
PC: Periodo critico C-HDL.: Colesterol asociado a proteinas de alta densidad,
C-No HDL: Colesterol no HDL

En cuanto al perfil de acidos grasos libres, en la figura 8 se observa que las ratas PC
presentaron un aumento en la concentracion de acidos grasos monoinsaturados y una
disminucion en los acidos grasos poliinsaturados con respecto al grupo C, mientras que los
acidos grasos saturados no mostraron cambio entre ambos grupos. De manera particular, en
la tabla 6 se puede apreciar que el grupo PC mostr6 un aumento en el &cido oleico, asi

como una disminucidn en los acidos estearico y linoleico comparado con el grupo C.

mm C
50 - = PC
Tabla 6. Composicién AGL en suero
40 -
— _|
Acido graso (%) C PC 2
Palmitico 27+1 30+1 o 301 *
Esteérico 13+1 1+1 g
Oleico 18+ 3 231 g 2]
Linoleico 15+1 122+ 0.4 Y
Araquidonico 9+1 71

Los valores son medias + error estdndar. n=16 por grupo

. Saturados Monoinsaturados Paliinsatiiradns
P<0.05 C: Control, PC: Periodo critico

Figura 8. Perfil AGL en suero. Los valores son medias
+ error estandar. n=16 por grupo P<0.001 C: Control,
PC: Periodo critico
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7.1.4 Efecto del consumo de sacarosa en el estrés oxidativo

Para conocer el efecto del consumo de sacarosa en el estrés oxidativo se determind en

homogenado de aorta la capacidad antioxidante no enzimatica (a-tocoferol), observando en

la figura 9 que el grupo PC mostré una disminucion respecto al grupo C; la concentracion

de compuestos de lipoperoxidacion (malondialdehido) se aprecian aumentados en los

animales del grupo PC comparada con los animales del grupo C (figural0).

C PC

Figura 9. Capacidad antioxidante en homogenado de
aorta. Los valores son medias * error estandar. n=16
por grupo *P<0.001. C: Control, PC: Periodo critico
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Figura 10. Producto de lipoperoxidacion en homogenado
de aorta. Los valores son medias + error estandar. n=16 por
grupo. *P<0.001. C: Control, PC: Periodo critico

Con respecto a la capacidad antioxidante enzimatica se determind la expresion de las

proteinas SOD 1 y SOD 2, donde se observa que la Gnica que mostro una reduccion

significativa en su expresion fue la SOD 2 en el grupo PC con respecto al grupo C

figura 12).
(fig ) oc

ﬁ.d&- & sop1
RS = —= GAPDH
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C PC
Figura 11. Efecto del consumo de sacarosa al 30%
durante el periodo critico en expresion de SOD 1.
Los valores son medias + error estandar. n=6 por

grupo. C: Control, PC: Periodo critico
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Figura 12. Efecto del consumo de sacarosa al 30 %
durante el periodo critico en expresion de SOD 2.
Los valores son medias + error estandar. n=6 por
arupo. *P< 0.05. C: Control, PC: Periodo critico



7.1.5 Efecto del consumo de sacarosa en la expresion de eNOS y su regulacion

por factores epigenéticos

Para conocer si el consumo de sacarosa influia en la expresion de las proteinas eNOS,
SIRT 1y SIRT 3, se realizaron los siguientes western blot. En la figura 13 se observa que la

expresion de eNOS en el grupo PC disminuye significativamente con respecto al grupo C.
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Figura 13. Efecto del consumo de sacarosa al 30 %
durante el periodo critico en la expresion de eNOS. Los
valores son medias + error estandar. n=6 por grupo.
*P<0.05. C: Control, PC: Periodo critico

En cuanto a la expresion de SIRT 1, los resultados muestran que tanto las aortas de los
animales C como los del grupo PC expresan la SIRT 1 en la misma proporcion (figura 14).
En cuanto a la expresién de SIRT 3 se observé una disminucion significativa del grupo PC
con respecto al grupo C (figura 15).

33



PC C PC
A

C
: M| sRTL | w——— . TR - SIRT3
S = — GAPDH I . 8 GAPDH

= 0.35 T 0.6
5 . g
< < 0.5
©)
Q o2 = *
— : ™
- =04
x o2 e
) 2
~ 0.3
g 015 g
© R
E 0.1 o 0.2
ko] ©
S 005 S o1
2 2
5} 0 9 [
a 0 9o r .
C PC C PC
Figura 14. Efecto del consumo de sacarosa al 30 Figura 15. Efecto del consumo de sacarosa al 30 %
% durante el periodo critico en expresion de durante el periodo critico en la expresion de SIRT 3.
SIRT 1. Los valores son medias + error estandar. Los valores son medias + error estdndar. n=6 por
n=6 por grupo. C: Control, PC: Periodo critico grupo. *P<0.05. C: Control, PC: Periodo critico

7.2 Efecto de la administracion de la mezcla RSV/QSC después del
consumo de sacarosa durante el periodo critico sobre el desarrollo de la

hipertension arterial en ratas adultas

7.2.1 Caracteristicas generales de las ratas adultas en el modelo PC

De manera paralela, el grupo PC se estudid hasta llegar a la edad adulta (6 meses) y se
compardé con un grupo C y un grupo SM, el cual fue previamente caracterizado en el
laboratorio (Peredo, 2015) con el fin de observar las similitudes que se presentan por un

consumo prologando de sacarosa.

En los animales adultos, se estudiaron los mismos mecanismos asociados al aumento de la
presion arterial que se evaluaron en las ratas de 28 dias de edad. Es decir, pardmetros
bioquimicos, RI, perfil de acidos grasos libres y presencia de estrés oxidativo. De forma
adicional, se quiso identificar si en este modelo, la administracion de la mezcla de
RSV/QSC (en una dosis de 50/0.95 mg/kg/dia respectivamente) era eficaz para reducir la

presion arterial.

Para caracterizar los modelos se determind el peso corporal, la presion y parametros

bioquimicos séricos. Estos resultados se muestran en la tabla 7. EI grupo con SM presenta
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elevacion en la presion arterial, aumento en la grasa visceral, hiperinsulinemia, Rl (HOMA-
IR) y un aumento en la concentracion de TG con respecto al grupo C. El grupo PC presento
una elevacién en la presion arterial con respecto al grupo C, asi como una disminucion
significativa en la concentracion de insulina y TG, ademas presentd un aumento en el C-

HDL con respecto al grupo SM.

Tabla 7. Pardmetros generales y pardmetros bioquimicos en SMy PC

C SM PC

Presion (mmHg) 105+2 126+ 4 126+ 4

Glucosa (mg/dL) 101£5 101+5 93+4
Insulina (uU/mL) 8+1 41 °10 +1
HOMA-IR 14+£0.2 225+0.3 20x£0.2
Peso corporal (g) 509+ 4 420 £5 496 £5
Grasa visceral (g) 41+04 “10+1 42+04
TG (mg/dL) 67 + 10 1127 +8 47 +5
Colesterol total (mg/dL) 51+4 55+5 62+ 4
C-HDL (mg/dL) 26+ 2 20+ 2 ®34 +3
C-No HDL (mg/dL) 24 +2 32+4 26+ 2

Los valores son medias + error estandar. n=10 por grupo. ®P<0.05 vs C, ®P<0.05 vs SM. C: Control,
SM: Sindrome metabdlico, PC: periodo critico.

7.2.2 Efecto del consumo de sacarosa en la expresion de la proteina eNOS

En la figura 16 se observa que el grupo PC mostré una disminucion significativa en la
expresion de eNOS con respecto al grupo C, la cual se asemeja a la disminucién en la

expresion de esta proteina en el grupo SM.
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Figura 16. Expresion de eNOS en los grupos experimentales. Los valores
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7.2.3 Efecto en la presion arterial

En la figura 17 se observa que tanto el grupo PC como el grupo SM presentan un aumento
en la presion arterial con respecto al grupo C, este incremento se vio atenuando de manera

significativa en ambos grupos después de un mes de recibir la mezcla RSV/QSC.

I m Sin Tx
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Figura 17. Efecto de la mezcla RSV/QSC en la presion arterial. Los valores son medias + error estandar. n=10
por grupo. #P<0.05 vs C, "P<0.05 vs mismo grupo sin tratamiento. C: Control, SM: Sindrome metabélico, PC:
periodo critico. RSV/QSC: RSV a dosis 50 mg/ kg de peso/ dia y QSC a dosis 0.95 mg/ kg de peso/ dia. Sin
Tx: Sin tratamiento
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7.2.4 Efecto en la resistencia a la insulina.

En la tabla 8 se puede apreciar que el grupo SM presenta un incremento en la concentracion
de insulina e indice HOMA-IR con respecto al grupo C, estos valores disminuyen
significativamente posterior al tratamiento con RSV/QSC. En el caso del grupo PC se
observa que después del tratamiento se atenla significativamente la concentracion de

insulina mostrando valores equiparables al grupo C.

Tabla 8. Efecto de la mezcla RSV/QSC en los parametros involucrados con la Rl

PC
C C RSV/QSC SM SM RSV/QSC PC RSV/OSC
Glucosa (mg/dL) 111+5 88+6 101+5 89+6 93+4 71+4
Insulina (LU/mL) 8+1 8 +1 4 +1 "9+1 P10+1 ‘8+1
HOMA-IR 1.4 +0.2 1.5+0.2 25+0.3 ®1.6+0.3 2.0+0.2 1.6 +0.2

Los valores son medias + error estandar. n=10 por grupo. ®P<0.05 vs C, "P<0.05 vs SM, °P<0.005 vs PC. C: Control, SM: sindrome
metabélico PC: periodo critico, RSV/QSC: RSV a dosis 50 mg/ kg de peso/ dia y QSC a dosis 0.95 mg/ kg de peso/ dia

Como se observa en la tabla 8 los valores de insulina e indice HOMA del grupo PC
presentan una tendencia a incrementarse comparados con el grupo C. Para comprobar la RI
en el grupo PC y el efecto que tiene la administracion de la mezcla RSV/QSC sobre este

pardmetro se realizo el indice de tolerancia a la insulina.

En el panel A de la figura 18 se puede apreciar que existe una tendencia en la disminucién a
la sensibilidad a la insulina en el grupo PC ya que la concentracion de glucosa en el minuto
15 y 30 fue significativamente mayor con respecto al grupo C posterior a la inyeccion de
insulina. En el caso del grupo SM se observa que la concentracion de glucosa fue mayor
solo en el minuto 15 posterior a la inyeccion de insulina. Ambos grupos mostraron un

comportamiento similar al grupo C a partir del minuto 60 y hasta el minuto 120.

En el panel B de la figura 18 se presenta el efecto de la administracion de la mezcla
RSV/QSC sobre los grupos experimentales, observando que después de un mes de
tratamiento los grupos PC y SM mejoraron la sensibilidad a la insulina, ya que ambos
grupos presentan un comportamiento similar al grupo C. A pesar de que el grupo PC
muestra una concentracion mayor de glucosa al minuto 15 después de la inyeccion de

insulina, este valor no es significativo.
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Figura 18. indice de tolerancia a la insulina en los grupos experimentales. Los valores son medias + error estandar. n= 6 por
grupo. #P<0.05 PC vs C, "P<0.05 SM y PC vs C. C: Control, SM: Sindrome metabdlico, PC: periodo critico. RSV/QSC: RSV
a dosis 50 mg/ kg de peso/ dia y QSC a dosis 0.95 mg/ kg de peso/ dia.

7.2.5 Efecto sobre el peso corporal, perfil lipidico y acidos grasos libres.

Para conocer el efecto del tratamiento con RSV/QSC en el peso corporal, se determind el
peso de las ratas asi como la cantidad de grasa visceral, observando que el peso fue similar
en todos los grupos. Sin embargo, el grupo SM present6 una disminucion significativa en la
cantidad de grasa visceral posterior al tratamiento, en cuanto al grupo PC se pueden

apreciar valores similares al grupo C (tabla 9)

Tabla 9. Efecto de la mezcla RSV/QSC en el peso corporal

PC
C C RSV/QSC SM SM RSV/QSC PC RSV/OSC
Peso corporal (g) 509+ 4 503+ 13 420 £5 460 = 24 496 +5 485+ 14
Grasa visceral (g) 41+04 5+1 “0+1 6+1 42+0.4 5+1

Los valores son medias * error estandar. n=10 por grupo. *P<0.05 vs C, "P<0.05 vs SM. C: Control, SM: Sindrome metabélico PC: Periodo critico,
RSV/QSC: RSV a dosis 50 mg/ kg de peso/ dia y QSC a dosis 0.95 mg/ kg de peso/ dia

Por otra parte se puede observar en la tabla 10 una disminucion de los TG asi como del

C-No HDL en el grupo SM. En cuanto al grupo PC no se presentan cambios significativos.
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Tabla 10. Efecto de la mezcla RSV/QSC en el perfil lipidico

PC
C C RSV/QSC SM SM RSV/QSC PC RSVIOSC
TG (mg/dL) 67 + 10 58+ 7 127 +8 595 + 4 47+5 56+ 4
Colesterol total (mg/dL) 5144 5244 5545 50+ 4 62+ 4 68+ 4
C-HDL (mg/dL) 26+ 2 29+2 20+2 22+2 34+3 34+3
C-No HDL (mg/dL) 24 +2 17.1+0.4 32+4 b9+ 2 26 + 2 31+2

Los valores son medias * error estandar. n=10 por grupo. ?P<0.05 vs C, °P<0.05 vs SM. C: Control, SM: Sindrome metabélico PC: Periodo critico,
RSV/QSC: RSV a dosis 50 mg/ kg de peso/ dia y QSC a dosis 0.95 mg/ kg de peso/ dia

Se analiz6 el perfil de acidos grasos libres en suero y su posible relacion con la hipertension
arterial asi como el efecto de la administracion de la mezcla de los polifenoles. Los
resultados se muestran en la tabla 11. Se puede apreciar que el perfil de acidos grasos libres
del grupo PC es muy parecido al perfil del grupo C; en el grupo SM se observa que el &cido
palmitico y linoleico estan aumentados con respecto al grupo C, mientras que el acido
estedrico y araquidonico se ven disminuidos significativamente con respecto al grupo C. El

acido oleico mostrd una tendencia al incremento, sin embargo este no es significativo.

Posterior al tratamiento con polifenoles, se puede apreciar que en el grupo SM disminuy6
significativamente la concentracidn de acido oleico y araquidonico con respecto al mismo
grupo sin tratamiento; mientras que en el grupo PC se observé una disminucién en el &cido

linoleico con respecto al mismo grupo sin tratamiento.

Tabla 11. Efecto de la mezcla RSV/QSC en el perfil de AGL

Acido graso (%) C C RSV/QSC SM RS\S/;\(/I;)SC PC PC RSV/QSC
Palmitico 27+1 27.7+0.3 34+ 1 32+1 27 +1 28+1
Estearico 33+1 31+1 21+1 20+1 33+ 1 32.4+04

Oleico 25+1 24.3+0.4 23+1 ‘18+1 242+0.4 26+1
Linoleico 25+0.3 2+1 M1+1 10+1 b5+ 1 2+1
Araquidonico 11+1 13+2 B+l 7.7+0.2 10+1 12+1

Los valores son medias * error estandar. n=8 por grupo. *P<0.05 vs C, ®P<0.05 vs SM °P<0.05 vs mismo grupo sin tratamiento.
C: Control, SM: Sindrome metabdlico PC: Periodo critico, RSV/QSC: RSV a dosis 50 mg/ kg de peso/ dia y QSC a dosis 0.95
mg/ kg de peso/ dia
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7.2.6 Efecto en el estrés oxidativo.

Respecto al estrés oxidativo se evalud la concentracion de malondialdehido en el
homogenado de aorta observando que ninguno de los grupos presentd diferencias
significativas por la exposicion al agua azucarada, ni después de la administracion de la
mezcla RSV/QSC (figura 19). En cuanto a la capacidad antioxidante no enzimatica (a-
tocoferol), se puede apreciar en la figura 20 que los grupos SM y PC mostraron una
disminucion significativa con respecto al grupo C; sin embargo, después de la
administracion de los polifenoles solo el grupo PC mostré un aumento significativo en la

cantidad de a-tocoferol con respecto al mismo grupo sin tratamiento (Sin Tx).
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Figura 19. Efecto de la administracion de la mezcla RSV/QSC
en productos de lipoperoxidacién en homogenado de aorta. Los
valores son medias + error estandar. n=6 por grupo C: Control
SM: sindrome metabdlico PC: periodo critico. RSV/QSC: RSV a
dosis 50 mg/ kg de peso/ dia y QSC a dosis 0.95 mg/ kg de peso/
dia. Sin Tx: Sin tratamiento

Figura 20. Efecto de la mezcla RSV/QSC en capacidad
antioxidante no enzimética en homogenado de aorta. Los
valores son medias + error estandar. n=6 por grupo. #P<0.05 vs
C, "P<0.05 vc PC. C: Control SM: sindrome metabélico PC:
periodo critico. RSV/QSC: RSV a dosis 50 mg/ kg de peso/ dia
y QSC a dosis 0.95 mg/ kg de peso/ dia. Sin Tx: Sin tratamiento

Para evaluar la capacidad antioxidante enzimatica se determind la expresion de las
proteinas SOD 1y SOD 2 mediante western blot. En la figura 21 se puede observar que el
consumo de sacarosa no tuvo ningun efecto sobre la expresion de SOD 1, sin embargo
después del tratamiento con RSV/QSC los tres grupos mostraron un aumento significativo

en la expresion con respecto al mismo grupo sin Tx.
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Figura 21. Efecto del RSV y QSC en la expresion de SOD 1 en aorta toracica. Los
valores son medias + error estandar. n=6 por grupo P<0.05 vs mismo grupo sin
tratamiento. C: Control SM: sindrome metabolico PC: periodo critico RSV/QSC: RSV
a dosis 50 mg/ kg de peso/ dia y QSC a dosis 0.95 mg/ kg de peso/ dia. Sin Tx: Sin
tratamiento

En cuanto a la proteina SOD 2 se aprecia que los grupos SM y PC que no recibieron la
mezcla RSV/QSC mostraron una disminucién significativa en la expresion con respecto al
grupo C, posterior al tratamiento con los polifenoles se observa que en los tres grupos

aumento la expresion de esta enzima de manera significativa (figura 22).
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Figura 22. Efecto del RSV y QSC en la expresion de SOD 2 en aorta torécica. Los
valores son medias + error estandar. n=6 por grupo. #P<0.05 vs C, “P<0.001 vs
mismo grupo sin tratamiento. C: Control SM: sindrome metabdlico PC: periodo

critico. RSV/QSC: RSV a dosis 50 mg/ kg de peso/ dia y QSC a dosis 0.95 mg/ kg
de peso/ dia. Sin Tx: Sin tratamiento
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7.2.7 Efecto en la expresion de eNOS y su regulacion por factores epigenéticos.

Para conocer el efecto del tratamiento con RSV/QSC en la expresion de eNOS se realizo el
siguiente western blot (figura 23), como se mostré en la figura 14 el grupo SM y PC
presentaron una disminucion en la expresion de esta enzima con respecto al grupo C. Sin
embargo, después de un mes de tratamiento con polifenoles se puede apreciar que en los

tres grupos la expresion de esta enzima aumentd con respecto al mismo grupo sin Tx.
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Figura 23. Efecto del RSV y QSC en la expresion de eNOS en aorta toracica. Los
valores son medias * error estandar. n=6 por grupo, #P<0.001 vs C, “P<0.05 vs mismo
grupo sin tratamiento. C: Control SM: sindrome metabolico PC: periodo critico.

RSV/QSC: RSV a dosis 50 mg/ kg de peso/ dia y QSC a dosis 0.95 mg/ kg de peso/ dia.
Sin Tx: Sin tratamiento

En cuanto a los factores epigenéticos, se observa que la expresion de la enzima SIRT 1 no
presentd diferencia significativa entre los grupos que no recibieron tratamiento, sin
embargo, en el grupo SM después de la administracion de polifenoles se observd un
aumento en la expresion de esta proteina con respecto al mismo grupo sin Tx (figura 24).
Para el caso de la enzima SIRT 3 no se observé diferencia significativa en ninguno de los
tres grupos sin Tx; posterior a un mes de tratamiento con RSV/QSC la expresion de esta

enzima aumento en los tres grupos con respecto al mismo grupo sin Tx (figura 25).
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Figura 24. Efecto del RSV y QSC en la expresion de SIRT 1 en aorta

toracica. Los valores son medias # error estandar. n=6 por grupo, "P<0.05 vs
mismo grupo sin tratamiento. C: Control SM: sindrome metabdlico PC: periodo
critico. RSV/QSC: RSV a dosis 50 mg/ kg de peso/ dia y QSC a dosis 0.95 mg/
kg de peso/ dia. Sin Tx: Sin tratamiento
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Figura 25. Efecto del RSV y QSC en la expresion de SIRT 3 en aorta
toracica. Los valores son medias * error estandar. n=6 por grupo, P<0.001 vs
mismo grupo sin tratamiento. C: Control SM: sindrome metab6lico PC:
periodo critico. RSV/QSC: RSV a dosis 50 mg/ kg de peso/ dia y QSC a dosis
0.95 mg/ kg de peso/ dia. Sin Tx: Sin tratamiento
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En la siguiente tabla se comparan los resultados obtenidos para el grupo PC a los 28 dias, a
los 6 meses y posterior al tratamiento con RSV/QSC. Se observa que tanto las ratas a los 28
dias como las ratas adultas presentaron un aumento en la presion arterial, tendencia en la
RI, disminucion en concentracion de a-tocoferol, asi como en la expresion de las proteinas
eNOS y SOD 2. Sin embargo, posterior a la administracion de la mezcla de polifenoles, la

presion arterial y la tendencia a la RI disminuyeron. En cuanto a la concentracion de o-

tocoferol y la expresion de las proteinas determinadas se observo un aumento.

Tabla 12. Comparacion de parametros determinados en ratas PC al dia 28 vs ratas PC adultas vs
ratas PC adultas que recibieron tratamiento RSV/QSC

28 dias

Adultas PC
sin tratamiento

PC
RSV/QSC

Elevacion en presion arterial

Tendencia a RI

Aumento en concentracion de
acido oleico

Aumento en concentracion de
malondialdehido y
disminucién en concentracién
de a-tocoferol

Disminucidn en expresion de
eNOS, SOD 2y SIRT 3

Elevacion en presion arterial

Tendencia a RI

Concentracion de acido oleico
parecido al control

Disminucién en
concentracion de a-tocoferol

Disminucién de expresion de
eNOS y SOD 2

Disminucién presion arterial

Disminucién en la tendencia a
RI

No present6 cambios en
concentracion

Aumento de a-tocoferol

Aumento en expresion de
eNOS, SOD 1y 2, SIRT 3

A continuacion, la figura 26 ilustra la relacion de cada uno de los pardmetros estudiados con el

aumento en la presion en la presion arterial y su reversion por la administracion de la mezcla

RSV/QSC.
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Figura 26. Esquema de los mecanismos asociados en el aumento en la presion arterial y su reversion por RSV/QSC. eNOS: sintasa
de dxido nitrico endotelial, P13K: fosfoinositol 3 cinasa, Akt: protein cinasa B, BH,: tetrahidrobiopterina, NO: 6xido nitrico, PKC:
protein cinasa C, NOX: NADPH oxidasa, 0;~: anion superoxido, BH,: dihidrobiopterina, ONOOQ™: peroxinitrito, SOD: superdxido
dismutasa, P: fosfato, Ac: acetato, H,0O,: peroxido de hidrogeno, ‘OH: ion hidroxilo, MAPK: proteina cinasa activada por
mitégeno, ET-1: endotelina 1, ROO": radical peroxilo, ROOH: Hidroperdxido, RI: resistencia a la insulina, SIRT 1: sirtuina 1,
SIRT 3: sirtuina 3, RSV: resveratrol, QSC: quercetina
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VIII. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Paradojicamente el peso de las ratas que consumieron sacarosa fue menor y no presentaron
un aumento en la cantidad de grasa visceral. Estos resultados fueron sorpresivos ya que
modelos en ratas con SM no presentan diferencia en el peso y tienen un incremento en la
grasa visceral, como consecuencia de tener una mayor ingesta calérica (Hafidi, et al, 2001).
Estos resultados podrian explicarse debido a los cambios corporales que se presentan
asociados al desarrollo de los animales. Las ratas PC estan en etapa de crecimiento por lo
que al consumir menos alimento sélido estdn teniendo una deficiencia en cuanto a
proteinas, grasas y minerales, teniendo un exceso en el consumo de hidratos de carbono.
Por ello, es probable que las ratas PC sean mas activas que las ratas C y que el exceso en
kcal consumidas se esté utilizando para estas actividades y no para desarrollar masa

muscular.
Presion arterial

En relacion a la presion arterial, observamos que las ratas PC mostraron un aumento
significativo con respecto al grupo C (figura 6), estos datos son parecidos a los publicados
por Samuelsson y cols (2013) donde reportan que las crias de ratas alimentadas con un
dieta rica en hidratos de carbono (26 % de la energia total) antes, durante y después del

embarazo, presentan una elevacion en la presion arterial al llegar a los 3 meses de edad.
Insulina y glucosa

Estudios previos han mostrado que la RI y la hiperinsulinemia estdn asociados con el
aumento en la presién arterial ya que el aumento en la concentracién de insulina es capaz
de potenciar la expresion de ET-1 por la ruta MAPK, ademas de disminuir la actividad de
eNOS a través de la inhibicion de la via P13-K — Akt (Nava, et al, 1997; Vicent, et al, 2003;
Naruse, et al, 2006). Con estos antecedentes, determinamos la concentracion de glucosa e
insulina en suero, asi como el indice HOMA-IR (tabla 4), apreciando que no hubo
diferencia significativa entre ambos grupos. En el caso del grupo C este valor coincide con
lo publicado por Aguayo y cols (2006) donde determinaron los valores de insulina en
plasma del dia 12 al 28 observando que la concentracion de insulina tenia el valor mas alto

al dia 20 pero disminuia al dia 28. En el caso del grupo PC se aprecia que el consumo
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durante 15 dias de sacarosa al 30% no fue suficiente para elevar los niveles de insulina y
glucosa en suero, esto se puede deber a que la concentracion de sacarosa fue excesiva y por

consiguiente los animales consumieron menos liquido.

Para corroborar el resultado anterior, se realizo el célculo del indice de tolerancia a la
insulina. En la figura 7 se puede observar que en el grupo PC existe una tendencia a la Rl,
estos valores son muy similares a los resultados obtenidos en el modelo de SM que se ha
estudiado en el laboratorio (Peredo, et al, 2015). Con base en estos resultados no podemos
descartar totalmente la hipdtesis de que la RI tenga una posible contribuciéon con el
aumento en la presion arterial; sin embargo no se le atribuye un papel importante para la

explicacién de este fenémeno.
Perfil lipidico

La tabla 5 muestra el perfil lipidico sérico en ambos grupos de animales. Los valores de TG
presentaron un aumento significativo en el grupo PC con respecto al grupo C; mientras que
el C-HDL del grupo PC mostré una disminucion significativa con respecto al grupo C.
Estos parametros son importantes ya que un aumento en TG y C-No HDL, asi como una
disminucion en los niveles de C-HDL en el suero estan relacionados con problemas de
aterosclerosis, hipertension y riesgo de sufrir eventos cardiovasculares (Rohatgi, et al,
2014). Ademés, los resultados de este estudio son muy similares a los obtenidos en el
modelo de SM (Peredo, et al, 2015), por lo que se puede inferir que el consumo de sacarosa
por un periodo de tiempo corto impacta de forma similar que un consumo prolongado de

hidratos de carbono (6 meses) sobre el incremento de la concentraciéon de TG y colesterol.

Estudios previos han demostrado que un incremento en la concentracion de TG
generalmente viene acompafiado de un aumento en la concentracion de acidos grasos libres
en suero (Bei, et al, 2015); los cuales, a su vez pueden generar un aumento en la presion
arterial. Estudios en modelos animales de SM han mostrado que una disminucion en el
acido estearico, es consecuencia de que las enzimas desaturasas convierten este acido graso
en &cido oleico. Se ha descrito mediante experimentos in vitro e in vivo que el acido oleico
disminuye la actividad de eNOS a través de la activacion de PKC la cual fosforila a eNOS
en la treonina 495, lo cual disminuye la actividad de la enzima y por consiguiente

disminuye la vasodilatacion (Matsubara, et al, 2003; Sainsbury, et al, 2004; Pérez, et al,
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2013). Por otra parte en modelos de SM se ha observado una disminucién del acido
linoleico, lo cual se debe a que puede ser desaturado a AA. Este a su vez, puede ser
metabolizado a prostaglandinas y tromboxanos (PGE,, PGl,, TXA;), los cuales se
encuentran implicados en la regulacion del tono vascular (Davda, et al, 1995; Hafidi, et al,
2001). Estos resultados concuerdan con lo obtenido el grupo PC (tabla 6), lo cual es

consistente con el aumento en la presion arterial.
Estrés oxidativo

El estrés oxidativo puede estar asociado con el aumento en la presion arterial. Se han
encontrado alteraciones en las principales enzimas generadores de ERO como la NOX,
eNOS desacoplada y una disminucion del cofactor BH,4 en aortas de ratas diabéticas e
hipertensas (Li, et al, 2006; Sorescu, et al, 2002; Landmesser, et al, 2007). Sumado a esto,
diversos estudios han demostrado que ratas con SM y problemas cardiovasculares como el
Sindrome de Marfan presentan un aumento en los productos de lipoperoxidacion
(malondialdehido) y una disminucion en la capacidad antioxidante no enzimatica (a-
tocoferol) en suero (Soto, et al, 2016; Pérez, et al, 2016). En el presente estudio se
reportaron resultados de la capacidad antioxidante total y de la lipoperoxidacién en
homogenado de aorta (figura 9; figura 10). Estos resultados coinciden con lo reportado por
otros autores. En cuanto a la capacidad antioxidante enzimatica existen investigaciones en
cultivos de células humanas donde un incremento en el &cido oleico disminuye la expresion
de los genes para SOD (Verlengia, 2003). Esto coincide con el aumento en este acido graso
y la disminucién de la expresion de la proteina SOD 2 en el grupo PC de este trabajo
(figura 12). Es importante mencionar que la SOD 2 se encuentra en la mitocondria, lugar
donde ocurre la mayor produccion de ERO (Chen, et al, 2011). Por ello se infiere que al
existir un aumento en la produccion de ERO y tener un sistema antioxidante deficiente, los
aniones superoxido estén reaccionando con el NO formando peroxinitritos (Sainsbury, et
al, 2004). Ademas es probable que las ERO estén reaccionando con la BH,4, cofactor
esencial para que la eNOS este acoplada. La eNOS desacoplada se convierte en una fuente
de radicales libres lo que disminuye la biodisponibilidad de NO. Todo esto podria explicar

el aumento en la presion arterial que presenta el grupo PC.

48



eNOS y su regulacion por factores epigenéticos

En la figura 13 se observa que la expresion de eNOS en el grupo PC, disminuye
significativamente con respecto al grupo C. Este hallazgo, se relaciona directamente con el
aumento en la presion arterial del grupo PC. Los resultados obtenidos coinciden con lo
reportado para un modelo de SM donde la expresion de esta proteina se encuentra

disminuida (Pérez, et al, 2013), dando como consecuencia una menor produccion de NO.

Finalmente, y para asociar los resultados anteriores con la regulacién epigenética, se evalud
la expresion de las SIRTs 1y 3. Estas proteinas se han relacionado con la disminucion de
algunos sintomas del SM en la rata adulta, particularmente en la disminucién de la
hipertension arterial (Peredo, et al, 2015). Se conoce que SIRT 1 aumenta la expresion y la
actividad de eNOS mediante la activacion del factor de transcripcion FOXO 1 vy la
desacetilacion en la lisina 496 y 506 del dominio de unién a la calmodulina
respectivamente (Mattagajasingh, et al, 2007; Napoli, et al, 2008, Xia, et al, 2013; Xia, et
al, 2014). Por otra parte, la SIRT 3 aumenta la expresion y actividad de SOD 2 mediante la
activacion de FOXO 3 y la desacetilaciéon en la lisina 68 respectivamente (Chen, et al,
2011; Sebastian, et al, 2012). En la figura 14 se observa que el consumo de sacarosa
durante este periodo no afectd la expresién de SIRT 1, sin embargo se aprecia una
tendencia al incremento en el grupo PC. Esto puede ser explicado por el incremento en el
estrés oxidativo el cual aumenta la expresion y actividad de SIRT 1 como un mecanismo
para revertir el dafio, tal como lo explica Chen y cols (2010). Estos autores evaluaron la
expresion de SIRT 1 utilizando cultivos de células endoteliales, las cuales fueron expuestas
a estrés durante varias horas, observando que la expresion y actividad de SIRT 1 aumentaba
de manera tiempo — estrés dependiente. Respecto a la SIRT 3 se observo una disminucién
significativa en el grupo PC con respecto al grupo C (figura 15), este hallazgo coincide con
algunos autores que reportan la disminucién en la expresion de esta enzima en higado por

el consumo de una dieta hipercalorica (Bao, et al, 2010; Hirschey, et al, 2011).

De manera paralela y con el fin de conocer el efecto que tiene el consumo de sacarosa
durante los dias 12 al 28 en las ratas del grupo PC sobre la presion arterial y los posibles
mecanismos gue se relacionan con este fendmeno en ratas adultas, se realizaron las mismas

determinaciones en los grupos C, PC y SM. Este ltimo grupo se utilizé con el fin de
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comparar los efectos que genera un consumo prologando de sacarosa con el consumo

limitado al periodo anteriormente descrito.

Como primer punto se realizo la caracterizacion de los tres modelos, observando en la tabla
7 que el grupo SM present6 un perfil muy similar al obtenido previamente en el laboratorio
(Peredo, et al, 2015). En el caso del grupo PC se observd un aumento en la presion arterial
el cual es equiparable al valor presentado por el grupo SM. Sin embargo, los demas
parametros fueron muy parecidos al grupo C. Es importante mencionar que los niveles de
insulina y HOMA-IR presentan una tendencia al incremento con respecto al grupo C a

pesar de no ser significativos.

Con relacion a la expresion de eNOS se puede apreciar que tanto el grupo SM como el
grupo PC mostraron una disminucion en la expresion de esta enzima (figura 16). Esto es un
reflejo del impacto que tiene el consumo de sacarosa durante los dias 12 al 28, cuando las
ratas llegan a la etapa adulta y que es equiparable con el consumo prologando de sacarosa

como es el caso del grupo SM.
El efecto del RSV/QSC

Al evaluar el efecto de la mezcla RSV/QSC en una dosis de 50/0.95 mg/kg/dia
respectivamente, se observé que esta mezcla es efectiva para disminuir la presion arterial
elevada en los grupos PC 'y SM en 17 % y 11 % respectivamente (figura 17). Ademas de
disminuir los niveles de insulina en 34 % (SM) y 20 % (PC) y mejorar la sensibilidad a la
insulina, lo cual se puede apreciar en una mejora del 38 % en el HOMA-IR para el grupo

SM (tabla 8), tal como lo reporta Peredo y cols (2015) para este modelo.

Por otra parte, se realizé el calculo del indice de tolerancia a la insulina (Panel A_figura 18)
observando que el grupo PC y SM muestran una tendencia a la RI, lo cual concuerda con el
modelo de SM que se tiene previamente caracterizado en el laboratorio. Estos resultados
sugieren una posible influencia de la insulina sobre el aumento en la presion arterial, de
manera importante en el grupo PC. En el panel B de la figura 18 se observa como la
sensibilidad a la insulina mejoré en los grupos PC y SM tal como lo reportan otros autores
(Rivera, et al, 2008; Peredo, et al, 2015).
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Se ha demostrado en otros modelos de SM, que el aumento en la adiposidad central y la
dislipidemia estan relacionadas con un mayor riesgo de sufrir enfermedades
cardiovasculares (Pierre, et al, 2007; Peredo, et al, 2015). En este estudio se observo que el
aumento en TG coincide con lo reportado en el grupo SM; sin embargo, en el colesterol
total, C-HDL y C-No HDL no se observaron diferencias con respecto al grupo C. En el
grupo PC no se observaron alteraciones en estos pardmetros con respecto al grupo C (tabla
10). Esto se puede explicar debido a que a partir del dia 28 el grupo PC dejé de consumir
sacarosa en el agua de bebida, por lo tanto no se generé un aumento en la adiposidad
central. Posterior al tratamiento con polifenoles se observo que el grupo SM disminuyo en
43 % la adiposidad central (tabla 9), en 25 % la concentracion de TG asi como en 40 % la
concentracion del C-No HDL (tabla 10), tal como lo reporta Peredo para este modelo,

mientras que en el grupo PC no se observaron cambios.

En nuestro modelo de SM se observo un aumento en el &cido palmitico. Este acido se ha
relacionado con el aumento en la actividad de NOX, que a su vez aumenta el estrés
oxidativo (Inoguchi, et al, 2000); sin embargo, el acido oleico no presenté cambios. Por
otra parte se observd que el AA disminuyd su concentracion (tabla 11), probablemente
porque se estd metabolizando a tromboxanos (Davda, et al, 1995). En cuanto al grupo PC
se aprecia un perfil muy similar al grupo C, dato que sugiere que los &cidos grasos libres
podrian no desempefiar un papel importante en el aumento en la presion arterial en la etapa
adulta. Posterior al tratamiento con RSV/QSC, el grupo SM mostr6 una disminucién
significativa en la concentracién del &cido oleico, lo cual concuerda por lo reportado por
Peredo y cols (2015) en este modelo. En los grupos C y PC no se observé que la mezcla

tuviera algun efecto en la concentracion de los acidos grasos libres (tabla 11).

En cuanto al estrés oxidativo no se presentd diferencia en la concentracion de
malondialdehido en ninguno de los tres grupos (figura 19); sin embargo, en el caso de la
capacidad antioxidante no enzimatica (a-tocoferol) y enzimatica (expresion de SOD 2) se
observo una disminucién en los grupos SM y PC que no recibieron tratamiento (figura 20;
figura 22) lo cual coincide con experimentos hechos en el laboratorio en un modelo de SM
(Pérez, et al, 2013). Ademas estos resultados coinciden con los obtenidos en el grupo PC a

los 28 dias de edad. Debido a esto, se puede inferir que en el grupo PC existe un desbalance
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entre las ERO producidas de manera normal, principalmente por la mitocondria y la
eliminacion de estas ya que tanto el sistema antioxidante enzimatico como no enzimatico
estan disminuidos, lo cual podria estar generando el desacoplamiento de eNOS asi como la
produccién de peroxinitritos, que a su vez disminuyen la produccion de NO. Con base en
los experimentos realizados se puede atribuir al estrés oxidativo un papel importante en el

aumento en la presion arterial en las ratas adultas del grupo PC.

Posterior al tratamiento con RSV/QSC se observa que la capacidad antioxidante no
enzimatica solo aumenta en el grupo PC (figura 20), mientras que la expresion de las
enzimas antioxidantes (SOD 1 y SOD 2) aumenta en los tres grupos (figura 21; figura 22),
esto coincide con lo reportado por varios autores quienes indican que tanto el RSV como la
QSC activan los genes de las enzimas antioxidantes y aumentan la capacidad antioxidante
(Maccha, et al, 2007; Xia, et al, 2014).

Por otro lado, al administrar la mezcla de los polifenoles, se aprecia un aumento
significativo en la expresion de eNOS en los tres grupos de estudio (figura 23) tal como lo
habia reportado previamente Csiszar y cols (2009). Esto coincide con la disminucion en la
presion arterial en los grupos PC y SM posterior al tratamiento. Sorpresivamente la
expresion de eNOS también aumento en el grupo C, sin embargo, no se observo que este
grupo presentara una disminucion en la presion arterial. Por ello, se puede inferir que a
pesar de mostrar un aumento en su expresion, los mecanismos involucrados en la actividad

de la enzima no estan incrementados.

Diversos autores han relacionado el aumento en la expresion y actividad de eNOS y SOD 2
con SIRT 1y SIRT 3, respectivamente. A su vez, las SIRTs pueden aumentar su expresion
y actividad al ser estimuladas por el RSV y la QSC mediante activacion alostérica al
disminuir la constante de Michaelis (Km) por los sustratos acetilados y por NAD" (Chen, et
al, 2015; Haigis, et al, 2010; Howitz, et al, 2003; Mattagajasingh, et al, 2007). En la figura
24 se aprecia que los grupos que no recibieron la mezcla de polifenoles no mostraron
cambios en la expresion de SIRT 1. Sin embargo, posterior al tratamiento se puede observar
que los tres grupos mostraron un aumento significativo en su expresion. Estos datos
coinciden con los resultados obtenidos previamente en tejido adiposo de los animales con

SM, reportado por Peredo y cols quienes observaron un aumento en la expresion de esta
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proteina después de un mes de tratamiento con RSV/QSC en dosis de 50/0.95 mg/kg/dia.
Ademas esto podria estar asociado con el aumento en la expresion de eNOS en los tres

grupos asi como la consecuente disminucion en la presion arterial.

En cuanto a la SIRT 3 se observa que no hay diferencias en la expresion de esta proteina en
ninguno de los tres grupos sin Tx (figura 25). Sin embargo, después de la administracion de
la mezcla RSV/QSC se observa un incremento en la expresion de esta enzima en los tres
grupos de estudio, lo cual puede relacionarse con el aumento en la expresion de SOD 2
(Chen, et al, 2011). Esto coincide con lo reportado por Zhou y cols (2014) donde utilizaron
celulas de corddn umbilical humano pre-tratadas con RSV en una concentracion de 10 uM
durante dos horas observando un incremento en la expresion de SIRT 3 y la actividad de
SOD 2, asi como una disminucién en la expresion de SOD 2 acetilada. Sumado a esto,
experimentos in vitro demostraron que dosis bajas de RSV (1-5 pM) estimulan
directamente la actividad del complejo | mitocondrial, aumentando la proporcion
NAD*/NADH. El incremento en NAD™ inicia un aumento dependiente de SIRT 3 en las
vias del ciclo del &cido tricarboxilico y la oxidacién de los &cidos grasos (principales

sustratos mitocondriales) (Desquiret, et al, 2013).

Los resultados obtenidos en la presente tesis demuestran la importancia de tener una
alimentacion balanceada en las etapas tempranas de la vida. El exceso de hidratos de
carbono (sacarosa, en este caso) puede predisponer a las crias a desarrollar enfermedades
cardiovasculares en la etapa adulta, como la hipertensiéon. Adicionalmente, estudiamos tres
de los mecanismos que podrian estar involucrados en el aumento de la presion arterial y
demostramos que el tratamiento con RSV y QSC es una herramienta terapéutica util para

esta patologia.
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IX. CONCLUSIONES

El consumo de sacarosa durante los dias 12 al 28 aumento la presion arterial de las ratas, lo
cual podria estar asociado a la disminucion de la expresion de eNOS, el aumento en la
concentracion de &cido oleico, aumento en compuestos de lipoperoxidacion, disminucion
en capacidad antioxidante enziméatica y no enzimética asi como la disminucién en la
expresion de la enzima SIRT 3. Ademas, el consumo de sacarosa durante este periodo tuvo
un impacto a largo plazo cuando las ratas llegaron a adultas generando un aumento en la
presion arterial, la cual podria estar relacionada con el aumento en el estrés oxidativo que a
su vez generd una disminucion en la expresion de eNOS. Por otra parte, la mezcla
RSV/QSC administrada en una dosis de 50/0.95 mg/kg/dia respectivamente revirtié dichos

efectos.
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