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“Let food be your medicine and medicine be your food”

- Hippocrates
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TESIS

EL EFECTO DEL RESVERATROL SOBRE EL ESTRES DE RETICULO ENDOPLASMATICO

EN LA LIPOGENESIS RENAL EN RATONES C57BL/6
i —

' 1.0 RESUMEN

Cuando existen perturbaciones en la homeostasis del reticulo endoplasmico (RE),
se puede ocasionar una alteracién en la traduccion y plegamiento normal de
proteinas que provoca el estrés del RE, y la respuesta ante ésta condicion se
conoce como Respuesta a las proteinas mal plegadas (Unfolded protein response,
UPR). Se ha demostrado que diversas condiciones en el establecimiento de la
obesidad provocan la induccion del estrés del RE y la activacion de la UPR (Ozcan
et al., 2004, Hotamisligil, 2010, Bravo et al., 2013).

Por otro lado, durante el establecimiento de la enfermedad renal asociada a
obesidad se ha descrito la presencia de depdésitos lipidicos en el rifidén, y se ha
propuesto que éstos depdsitos pueden desarrollar un papel importante en la
patogénesis de ésta enfermedad (Soetikno et al., 2013). Se ha demostrado que la
induccion farmacoldgica del estrés de RE por medio de tunicamicina, provoca el
aumento en la lipogénesis renal de ratones C57BL/6 (Tovar-Palacio et al., 2014).
Por lo que se propone que el estrés de RE como uno de los posibles mecanismos
responsables del desarrollo de depdsitos lipidicos en esta enfermedad.

El resveratrol es una fitoalexina polifendlica que se encuentra de forma natural en
muchas especies de plantas, incluyendo vides de uva y bayas. Esta molécula se
considera como un posible tratamiento para ayudar a combatir diversas
enfermedades crénicas degenerativas y desordenes metabdlicos como la
obesidad (Fernandez-Mar et al., 2012) debido a que produce diversos efectos
benéficos para salud, por lo que se propone al resveratrol como un posible
compuesto modulador de la respuesta al estrés del RE.

El objetivo de éste proyecto fue determinar si existe un efecto modulador del
resveratrol (200 mg/kg pc/dia) en ratones C57BL/6 alimentados con en una dieta
alta en grasa, ante la respuesta al estrés del RE a nivel renal. Con éste fin se
propusieron cuatro tratamientos dietarios durante 28 semanas: 1) Control (C), 2)
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Control + resveratrol (CR), 3) Alta en grasa (AG) y 4) Alta en grasa + resveratrol
(AGR), y a la mitad de los animales de cada uno de los tratamientos dietarios se le
administré tunicamicina (T) (inductor del estrés del RE).

En éste proyecto se realizd una curva de crecimiento y ganancia de peso corporal,
una prueba de tolerancia a la glucosa intraperitoneal, una calorimetria indirecta y
la determinacion de parametros bioquimicos en suero (glucosa, colesterol total,

colesterol LDL, colesterol HDL, triglicéridos, ALT, AST, creatinina y albumina)

Los principales hallazgos encontrados en este proyecto consistieron en que la
suplementacién con resveratrol indujo cambios estadisticamente significativos en
el peso corporal, la velocidad oxidativa del metabolismo y la concentracion de
colesterol total y LDL. Asi mismo, la suplementacion con resveratrol mostré una
tendencia a mejorar el perfil de parametros renales en suero, tanto en la
concentracion de creatinina como en la concentracion de albimina, y mantuvo la
concentracion de ambos parametros en valores normales a diferencia de los
grupos no suplementados con resveratrol, aunque no presentaron diferencia

significativa.

Ante la induccion del estrés del RE, la tunicamicina indujo cambios de forma
estadisticamente significativa en la concentracion de glucosa, colesterol total y
LDL, triglicéridos, ALT y AST; mientras que los grupos suplementados con
resveratrol y tratados con tunicamicina no mostraron cambios significativos
respecto a los grupos sin tunicamicina en éstos parametros y se mantuvieron en
valores normales. En los parametros renales, la tunicamicina indujo una tendencia
a incrementar la concentracién de creatinina en todos los grupos respecto a los
grupos sin tunicamicina, por lo que todos los grupos presentaron valores mayores
a los establecidos en el rango normal siendo mayor en el grupo HF+T, sin
embargo, no presentaron diferencia estadisticamente significativa respecto a los
grupos sin tunicamicina. Y finalmente, la tunicamicina indujo una tendencia a
reducir los valores de la concentracibn de albumina en todos lo grupos, vy
posiciond a los grupos C+T y AG+T en valores menores al rango normal a
diferencia de los grupos CR+T y AGR+T, aunque ninguno de los grupos presentd

diferencia estadisticamente significativa respecto a los grupos sin tunicamicina.



2.0 ANTECEDENTES

2.1 OBESIDAD: DEFINICION Y PREVALENCIA EN MEXICO

De acuerdo a la Organizacién Mundial de la Salud, la obesidad se define
como una acumulacion anormal o excesiva de grasa que puede ser perjudicial
para la salud (OMS, 2015).

El indice de masa corporal (IMC) es un indicador de la relacién entre el peso y la
talla que se utiliza para identificar el sobrepeso y la obesidad en los adultos, y se
calcula dividiendo el peso de una persona en kilos entre el cuadrado de la talla en
metros (kg/m?) (Lobstein, 2015). De acuerdo a la definicién de la OMS, un IMC
igual o superior a 25 kg/m? determina sobrepeso y un IMC igual o superior a 30
kg/m? determina obesidad (OMS, 2015).

La obesidad es una epidemia mundial que se ha convertido en el sexto factor
principal de riesgo de defuncion en el mundo (OMS, 2015). Cada afio fallecen 3.4
millones de personas adultas como consecuencia del sobrepeso o la obesidad
(OMS). La prevalencia del sobrepeso y la obesidad ha incrementado
dramaticamente a nivel mundial (Lobstein, 2015), y se ha descrito a México como

el noveno pais con mayor prevalencia en los ultimos 10 afios (Federation, 2014).

La causa fundamental del sobrepeso y la obesidad es un desequilibrio energético
entre calorias consumidas y gastadas (OMS, 2015), ademas de factores sociales,
econOmicos y culturales (Federation, 2014). En el mundo se ha producido un
fendmeno de aumento en el consumo de la ingesta de alimentos hipercaldricos
gue son ricos en grasa, sal y hidratos de carbono pero pobres en vitaminas,
minerales, proteinas y otros micronutrimentos; aunado a un descenso en la
actividad fisica (Lobstein, 2015).

La obesidad es un importante factor de riesgo de enfermedades no transmisibles
como las enfermedades cardiovasculares (Bastien et al., 2014), la diabetes



(Tyrovolas et al.,, 2015), la dislipidemia (Bays et al., 2013), la ateroesclerosis
(Lovren et al., 2015), la hipertension arterial (Reisin and Jack, 2009), enfermedad
renal (Snyder et al., 2014, Wickman and Kramer, 2013, Cignarelli and Lamacchia,
2007), entre otros (Lobstein, 2015). Ademas del alto riesgo de desarrollar estas
patologias, la obesidad también genera una disminucion en la capacidad funcional
de las personas que la padecen, disminucion en la esperanza y la calidad de vida,
y problemas psicoldgicos importantes (Morelli and Davis, 2013). El desarrollo de
estas enfermedades cronicas secundarias al establecimiento de la obesidad, a su
vez ha provocado un incremento importante en el costo de los servicios de salud,
gue en cifras proyectadas para el afio 2030 superara el presupuesto estimado del
Sector Salud (Lobstein, 2015).

Los nifios pequefios en los paises de ingresos bajos se encuentran expuestos a
una nutricion insuficiente y al contacto constante de alimentos hipercal6ricos de
bajo costo; esta situacion combinada con una escasa actividad fisica, tienen como
resultado un incremento significativo en la obesidad infantil y con ello una
predisposicion a padecer obesidad durante la edad adulta (OMS, 2015) (Lobstein,
2015).

De acuerdo con la Encuesta Nacional de Salud (ENSANUT) realizada en México
en el aifo 2012, el 69.4% de las mujeres y 73.0% de los hombres mayores de 20
afios padecen sobrepeso u obesidad. El aumento en la prevalencia de obesidad
en México se encuentran entre los mas rapidos documentados en el plano
mundial, al haber incrementado del 9.5% a 35.2% entre los afios 1988 a 2012
(Publica, 2012).

Con base en el Acuerdo Nacional para la Salud Alimentaria de estrategias contra
el sobrepeso y obesidad, México ocupa el segundo lugar con mayor prevalencia
de obesidad a nivel mundial (Salud., 2010).



2.2 LA ENFERMEDAD RENAL ASOCIADA A OBESIDAD

Los riflones son los principales 6rganos que componen el sistema renal. (Hall and
Guyton, 2011). Cada rifidn estd constituido por nefronas que contienen un
penacho de capilares glomerulares incapaces de regenerarse, cuya funcién es
formar orina a partir de la ultrafiltracion de la sangre (Hall and Guyton, 2011).

La enfermedad renal se debe a una pérdida progresiva e irreversible de un gran
namero de nefronas funcionales, provocando una pérdida progresiva de las
funciones del rifiébn, y es una de las causas mas importantes de muerte e
incapacidad en muchos paises del mundo (Hall and Guyton, 2011) (Shafi and
Coresh, 2010). Entre los factores mas importantes que desencadenan el
desarrollo de la enfermedad renal cronica, y que en forma reciente han cobrado
gran importancia, se encuentra la obesidad (Decleves and Sharma, 2015), ya que
es un importante factor de riesgo para la hipertension y la diabetes, las dos causas
mas importantes asociadas a la enfermedad renal crénica y la enfermedad renal
terminal (Snyder et al., 2014).

Por otro lado, la obesidad genera un estado de inflamacién crénica de bajo nivel
provocada por un exceso de consumo de nutrimentos, y también se ha asociado a

la progresion de la enfermedad renal (Hotamisligil, 2010).

Aproximadamente el 10% de la poblacion mundial presenta insuficiencia renal
cronica, y en México se ha reportado una prevalencia del 9.2% de la poblacién
general (Morales Ruiz and Praga Terente, 2008).



ACUMULACION DE LIPIDOS EN TEJIDO RENAL EN LA ENFERMEDAD
RENAL ASOCIADA A OBESIDAD

Durante el establecimiento de la enfermedad renal asociada a obesidad, se
da lugar a diversas alteraciones fisioldgicas como: la pérdida de proteinas en orina
por la afectacion en la filtracién glomerular (proteinuria) (Snyder and John, 2014);
el reemplazo de tejido glomerular por proteinas de matriz extracelular
(glomeruloesclerosis) (Wang et al., 2015a); y fibrosis alrededor de los tdbulos
renales (fibrosis tubulointersticial) (Soetikno et al., 2013).

Se ha descrito la presencia de depésitos lipidicos en el rifibn de humanos obesos
y de animales experimentales obesos, y se ha propuesto que éstos depdsitos
pueden desarrollar un papel importante en la patogénesis de la enfermedad renal
asociada a obesidad (Soetikno et al., 2013).

Los mecanismos exactos por los cuales los depodsitos lipidicos en rifion
contribuyen en el dafio renal no han sido descritos, pero se sabe que contribuyen
en la localizacion de células espumosas y macréfagos en los glomérulos y las
regiones intersticiales de los tubulos del rifidbn (Keane et al., 1993), asi como la
produccion de especies reactivas de oxigeno que oxidan a las lipoproteinas de
baja densidad (LDLs) y estimulan un proceso de inflamacion y fibrosis a nivel
renal, asi como de apoptosis celular (Keane, 2000). Por otro lado, se ha descrito
que la acumulacion de lipidos en el rifion induce lipotoxicidad (alteraciones
funcionales en la célula por acumulacion de lipidos) y lipoapoptosis (muerte celular
por acumulacion de lipidos) en la células de tejido renal (Dominguez et al., 2007).
Por ello, la acumulacion de depdsitos lipidicos anormales en rifibn se considera un

mediador de la enfermedad renal asociada a obesidad (Soetikno et al., 2013).

Las proteinas de unién a los elementos reguladores de esteroles (SREBPSs) son
una familia de factores de transcripcion maestros que regulan multiples genes
involucrados en la sintesis de colesterol y acidos grasos (Sun et al., 2002). Se han
identificado y caracterizado tres isoformas: SREBP-1a, SREBP-1c y SREBP-2
(Brown and Goldstein, 1997). Se sabe que SREBP-1 y SREBP-2 tienen efectos
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relativos diferentes sobre la expresion de genes blanco (Sun et al., 2002). SREBP-
1 activa preferencialmente genes involucrados en la sintesis de acidos grasos,
incluyendo acetil CoA carboxilasa (ACC) y acido graso sintasa (FAS); y SREBP-2
activa preferencialmente genes involucrados en la biosintesis de colesterol, como
la hidroximetilglutaril CoA sintasa y la hidroximetilglutaril CoA reductasa (Sun et
al., 2002).

Se ha descrito en el modelo animal murino, que la regulacion del factor de
transcripcion SREBP-1, se encuentra involucrada en la modulacion del
metabolismo lipidico a nivel renal (Sun et al., 2002). Ademéas se ha demostrado
asociacion entre la sobreexpresion de SREBP-1, FAS y ACC con el incremento en
la acumulacién de triglicéridos y de depésitos lipidicos en tejido renal (Sun et al.,
2002). Por lo que se ha propuesto que el incremento en la expresion de SREBP-1
y sus genes blanco se correlaciona con la glomeruloesclerosis renal desarrollada
durante el establecimiento de la enfermedad renal asociada a obesidad (Soetikno
et al., 2013).

Otro importante modulador del metabolismo lipidico, es la proteina cinasa activada
por el 5’ adenosin monofosfato (AMPK) un sensor de energia y estado nutricional
de células eucaridticas (Hardie, 2014). La relacién entre la cantidad de adenosin
monofosfato (AMP) y adenosin trifosfato (ATP) describe la situacion de equilibrio
energético celular (Hardie, 2014), ya que el ATP es el nucle6tido fundamental de
obtencion de energia celular y el AMP se forma por la hidrélisis de ATP. La
proteina AMPK, censa la relacion AMP/ATP y si detecta un déficit de energia
(mayor cantidad de AMP que ATP), restaura la homeostasis energética activando
rutas metabodlicas catabdlicas (de oxidacion) para la producciéon de ATP vy
desactivando las rutas metabodlicas anabolicas (de sintesis) que consumen
energia (Hardie, 2014). Se ha reportado que el AMPK es regulado por algunos
polifenoles naturales de plantas como la curcumina (Kim et al.,, 2009) y el
resveratrol (Price et al., 2012).

Se ha demostrado que la activacion de AMPK por el consumo de curcumina
(polifenol natural encontrado en la planta C. Longa) (Kim et al., 2009) conlleva a la

7



supresion de la expresion de SBREBP-1c en el tejido renal de murinos diabéticos,
e inhibe la acumulacién de triglicéridos renales, la formacién de depésitos lipidicos
y la expresion de genes lipogénicos blanco de la proteina SREBP-1 en tejido renal
(Soetikno et al., 2013). La disminucion de lipidos en tejido renal por la inhibicion de
SREBP-1 mejoré la proteinuria y la glomeruloesclerosis de las ratas tratadas con

curcumina (Soetikno et al., 2013).

2.3 IMPORTANCIA DEL ESTRES DEL RETICULO ENDOPLASMICO EN LA
LIPOGENESIS RENAL ASOCIADA A OBESIDAD

FUNCION CELULAR DEL RETICULO ENDOPLASMICO

El Reticulo Endopldsmico (RE) es un orgéanulo celular localizado en la
region perinuclear del citoplasma (Bravo et al., 2013). Se han descrito dos tipos de
estructuras membranosas del RE distinguidas por sus propiedades bioquimicas,
morfolégicas y sus caracteristicas de sedimentacion: el RE rugoso unido a
ribosomas y el RE liso libre de ribosomas (Bravo et al., 2013).

El RE tiene un amplio rango de procesos dentro de los que se encuentran: la
sintesis, plegamiento, modificacion y transporte de proteinas (Hotamisligil, 2010,
Schroder and Kaufman, 2005); la sintesis y distribucion de lipidos y esteroides ya
que es el sitio principal para ello (Bravo et al., 2013, Schroder and Kaufman,
2005); y el almacenamiento y liberacion regulada de iones calcio (Bravo et al.,
2013).

Las proteinas destinadas al RE y a otros organulos, o destinadas para secrecion,
se sintetizan en el RE (Bravo et al.,, 2013). Una vez sintetizadas en su
conformacién nativa, se lleva a cabo el plegamiento, las modificaciones post-
traduccionales y el correcto ensamblaje del nuevo polipéptido (Schroder and
Kaufman, 2005), y para lo que el RE cuenta con proteinas especializadas para
asistir en este proceso (Bravo et al., 2013). Posteriormente, en el RE se realiza un
control de calidad en donde soélo las proteinas plegadas correctamente se

exportan al complejo de Golgi y las proteinas mal plegadas se retienen en el RE
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para completar el proceso correctamente o0 ser degradadas (Schroder and
Kaufman, 2005).

DEFINICION DEL ESTRES DEL RETICULO ENDOPLASMICO

La alteracion de la homeostasis y el correcto funcionamiento del RE por
condiciones de estrés fisiopatolégico, genera una alteracion denominada como
estrés de RE (Cunard and Sharma, 2011). Hay diversos factores asociados a esta
condicién, como la falta de nutrimentos, el exceso de nutrimentos, alteraciéon de la
glucosilacién de proteinas, la inflamacion, entre otros (Cunard and Sharma, 2011,
Bravo et al., 2013). La presencia de estos factores ocasiona la alteracion a las
funciones del RE (Colgan et al.,, 2011) provocando una interferencia en el
plegamiento normal y la maduracion de las proteinas recién sintetizadas en el RE
(Cunard and Sharma, 2011, Schroder and Kaufman, 2005), lo que provoca una
acumulacion de proteinas recién sintetizadas no plegadas o mal plegadas en el
lumen del RE (Hotamisligil, 2010).

La acumulacion de proteinas no plegadas o mal plegadas en el lumen del RE
induce su agregacion y propicia una toxicidad celular subsecuente, que puede
afectar de manera muy importante la integridad de la célula (Cunard and Sharma,
2011), induciendo la condicion de estrés del RE (Schroder and Kaufman, 2005).
Por esta razon, corregir el estrés de RE es esencial para la supervivencia de la
célula, ya que si no lo hace, esta condicién puede conllevar a su muerte (Bravo et
al., 2013).

ESTRES DEL RETICULO ENDOPLASMICO Y RESPUESTA A PROTEINAS NO
PLEGADAS (UPR: UNFOLDED PROTEIN RESPONSE)

La respuesta celular ante el estrés de RE es conocida como respuesta a proteinas
mal plegadas o no plegadas (UPR: Unfolded Protein Response) (Hotamisligil,
2010, Bravo et al., 2013). La UPR es una ruta de sefalizacion intracelular que
induce la inhibicién general de la traduccion de proteinas para reducir la cantidad
de proteina en transito a través del RE (Bravo et al., 2013), excepto por las
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proteinas chaperonas del RE implicadas en ésta respuesta celular (Cunard and
Sharma, 2011, Colgan et al., 2011), que a su vez buscan prevenir la agregaciéon y
facilitar el correcto plegamiento de las proteinas (Bravo et al., 2013). Asi mismo,
incrementa la degradacion de proteinas no plegadas por la activacion de la via de
degradacion de proteinas asociada al RE (ERAD: ER Associated Degradation)
(Bravo et al., 2013), via que consiste en el marcaje por la unidon covalente de
cadenas de ubiquitina unidas a los residuos de lisina de las proteinas mal
plegadas, que actian como sefial para la degradacién de las mismas dentro de un
complejo proteico denominado proteasoma (Meusser, 2005)(Cunard and Sharma,
2011). Finalmente, incrementa el volumen del RE por la estimulacién de la sintesis
de lipidos de membrana (Bravo et al., 2013), ya que ante la induccion del estrés
del RE hay una alteracion en el metabolismo de lipidos que provoca la sintesis
acelerada de los mismos a partir de la sobreexpresion de genes maestros
reguladores de lipogénesis (Colgan et al., 2011), cuyo mecanismo propuesto se

describird mas adelante.

En principio, la respuesta a las proteinas mal plegadas o no plegadas (UPR)
busca restablecer el funcionamiento normal del RE utilizando multiples estrategias
gue actian en paralelo y en serie (Cunard and Sharma, 2011) mediadas por tres
sensores del RE 1) la proteina reclutadora de inositol 1 (IRE1) (Figura 1), 2) el
factor de activacién de la transcripcion 6 (ATF6) (Figura 2), 3) la proteina cinasa
del RE semejante a PKR (PERK) (Colgan et al., 2011) (Figura 3); sin embargo en
condiciones de estrés de RE prolongado se activan vias dependientes de la UPR
para inducir apoptosis (Colgan et al., 2011).

En condiciones normales, la activacion de la UPR es reprimida por la union de la
proteina chaperona del RE regulada por glucosa 78 (GRP78: Glucose Regulated
Protein 78) a los dominios luminales de IRE1l, ATF6 y PERK y los mantiene
inactivos (Cunard and Sharma, 2011). Cuando se induce el estrés del RE, GRP78
se disocia para unirse preferentemente a las proteinas no plegadas o mal
plegadas (Cunard and Sharma, 2011), provocando la activacion de las vias de
estos tres sensores (Colgan et al., 2011) (Figuras 1, 2y 3).

10



GRP78/BiP anclado a St o A. CONDICIONES NORMALES
¥ membrana £ . B,
K Sintesis de proteinas

Proteinas Desplazamiento GRP78/BiP
no plegadas ©

= A

B. ESTRES DE RETICULO
ENDOPLASMICO

| o=

Chaperonas del R.E.
¢ »/ RNAsa 1
_— ¥ Componentes via
mRNA XBP1 . oy
- SXBP1 de d:gEra(cé:igr; del
NUCLEO Sintesis de Lipidos
B [

Figura 1. Esquema de la via de IREla durante la Respuesta a Proteinas No
plegadas. A. En condiciones normales IRE1 (proteina transmembranal del RE) se
encuentra unida a GRP78 y la sintesis de proteinas se lleva a cabo de manera
adecuada. B. En presencia de la acumulacion de proteinas no plegadas, GRP78
se disocia permitiendo la activacion de IRE1 seguida de una dimerizacion y
autofosforilacion (Colgan et al., 2011). Posterior a la autofosforilacion, la propiedad
de RNAsa (Enzima que corta el acido ribonucleico) de IREla actia sobre el
MRNA del gen de la proteina de unién a X-box 1 (XBP1: X-box Binding Protein 1)
removiendo un intrén y permitiendo la traduccion de sXBP1 (spliced XBP1) a un
factor de transcripcion que induce la expresion de genes de proteinas chaperonas
del RE componentes de la via de degradacion del RE y sintesis de lipidos (Colgan
et al., 2011).
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Figura 2. Esquema de la via de ATF6 durante la Respuesta a Proteinas No
plegadas. A. En condiciones normales ATF6 (proteina transmembranal del RE) se
encuentra unida a GRP78 y la sintesis de proteinas se lleva a cabo de manera
adecuada. B. En la acumulacion de proteinas no plegadas, las sefiales de
localizacion del aparato de Golgi (GLSs: Golgi Localisation Signals) en el dominio
luminal de ATF6 son expuestas, seguido de la disociaciéon de GRP78 (Colgan et
al., 2011). Los GLSs expuestos promueven la translocacion de ATF6 del RE al
aparato de Golgi, donde sufre un corte proteolitico por las proteasas de sitio 1y 2
(S1P: Site 1 Protease y S2P: Site 2 Protease), qué son las mismas que llevan a
cabo el corte de las proteinas de unién a los elementos reguladores de esteroles
(SREBPs) (Colgan et al., 2011). Después del corte proteolitico, ATF6 se trasloca
al nacleo e induce la expresion genética de XBP1, generando mas sustrato para la
via de IRE1. Asi mismo, induce la expresion de genes de proteinas chaperonas
del RE y del factor de transcripcién que induce muerte celular CHOP (proteina
homéloga del potenciador de la proteina de union CCAAT) (Colgan et al., 2011).
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Figura 3. Esquema de la via de PERK durante la Respuesta a Proteinas No
plegadas. A. En condiciones normales PERK (proteina sensor transmembranal del
RE) se encuentra unida a GRP78 y la sintesis de proteinas se lleva a cabo de
manera adecuada. B. En presencia de proteinas no plegadas, GRP78 se disocia
permitiendo la activacién del dominio citosélico de cinasa de PERK seguida de
una dimerizacion y autofosforilacion (Colgan et al.,, 2011). Posterior a la
autofosforilacion, la propiedad de cinasa de PERK actia sobre el factor
eucariotico de iniciaciéon de la traduccién elF2o (Colgan et al.,, 2011). La
fosforilacion de elF2a provoca una inhibicion general de la traduccion de
proteinas, excepto por ciertas chaperonas del RE, factores de la via de
degradacion del RE y aquellas implicadas a la respuesta al estrés del RE como la
proteina de unién al elemento regulador de esteroles 1 (SREBP-1), el factor
activador de la transcripcion 4 (ATF4) y GRP78, cuya expresion incluso se ve

incrementada.
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Los tres sensores de estrés del RE utilizan diferentes mecanismos para activar la
UPR, sin embargo, en ciertos puntos, las tres vias se comunican entre si; por
ejemplo, la transcripcion de XBP1 incrementa por la via de ATF6 (Figura 2) y éste
actia como regulador negativo de XBP1 y, asi mismo, promueve el corte del
MRNA de XBP1 para la obtenciéon de sXBP1 por la via de IRE1 (Figura 1) (Bravo
et al., 2013).

El estrés de RE altera importantes vias metabdlicas al activar las tres vias de la
UPR, lo que propone a esta condiciébn como uno de los mecanismos potenciales
involucrados en el establecimiento de enfermedades metabdlicas cronicas como la
obesidad, la resistencia a la insulina y la diabetes mellitus tipo 2, ya que las rutas
metabdlicas que altera el estrés del RE son criticas en estos padecimientos
(Hotamisligil, 2010).

La via de PERK (Figura 3) induce la fosforilacién del factor de iniciacion de la
traduccion eucariético elF2a (eucariotic iniciation factor 2a). El factor de iniciacion
elF2-a es una proteina encargada de tomar GTP y transformarlo a GDP al unirse
al Met-tRNA (RNA de transferencia para el aminoacido de metionina inicial en la
traduccidon de proteinas) y de transferirlo para formar el complejo de pre-iniciacion
traduccional (Sonenberg and Hinnebusch, 2009); la fosforilacion de elF2-a la
inactiva y con ello propicia la inhibicion general de la sintesis de proteinas. Sin
embargo, existen ciertos RNAs mensajeros que no se ven afectados por la
inhibiciébn generalizada de la traduccién de proteinas, e incluso incrementan su
expresion (Colgan et al., 2011). Estos mRNAs son aquellos asociados a las vias
de respuesta de la UPR, a la apoptosis y a la sintesis de lipidos (Colgan et al.,
2011) entre los que se encuentran ATF4 (Factor de activacion de la transcripcion
4; Activating transcription factor 4) (Cunard and Sharma, 2011, Colgan et al.,
2011), GRP78 (Colgan et al., 2011), SREBP-1c (Colgan et al., 2011, Wang et al.,
2005), entre otros.

SREBP-1c, como se mencion6 en el apartado de lipogénesis renal en la
enfermedad renal asociada a obesidad, es un gen maestro de lipogénesis, que al

incrementar su expresion durante el establecimiento del estrés del RE, incrementa
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la biosintesis de acidos grasos Yy triglicéridos (Wang et al., 2005). Asi mismo, el
estrés de RE incrementa la expresion de SREBP2, otro gen maestro del
metabolismo lipidico que incrementa la expresion de factores transcripcionales

para la biosintesis de colesterol (Colgan et al., 2011, Lhotak et al., 2012).

El incremento en la expresion de SREBP-1 y SREBP-2, incrementa a su vez la
expresion de reguladores transcripcionales de la sintesis de lipidos: el receptor y
activado por el proliferador de peroxisomas (PPARy: Peroxisome Proliferator-
Activated Receptor y), el receptor a activado por el proliferador de peroxisomas
(PPARa: Peroxisome Proliferator-Activated Receptor a), la acido graso sintasa
(FAS), la proteina potenciadora de union CCAAT (C/EBP: CCAAT-Enhancer
Binding Protein), entre otros (Daemen et al., 2013, Bravo et al., 2013). Asi mismo,
la expresion de sXBP-1 por las vias de IRE1 y ATF6, también induce la expresion
de estos mismos genes de proteinas involucradas en la sintesis de lipidos (Colgan
et al., 2011). Por ello, este mecanismo se propone como el motivo de la alteracién
en la regulacion del metabolismo lipidico que propicia el incremento en la
acumulacion de lipidos, tanto a nivel renal (Tovar-Palacio et al., 2014) como a
nivel hepatico (Malhi and Kaufman, 2011) a consecuencia del establecimiento del
estrés de RE.

Estas alteraciones fisiopatolégicas ocasionadas por la activacién del estrés del
RE, se han relacionado a diversas patologias como la Diabetes Mellitus tipo 2, la
resistencia a la insulina y la obesidad (Bravo et al., 2013).

EL ESTRES DE RETICULO ENDOPLASMICO EN LA OBESIDAD

Se sabe que la obesidad provoca anormalidades en el flujo intracelular de energia
(Hotamisligil, 2010), disminuye la disponibilidad de nutrientes (Bravo et al., 2013),
aumenta la acumulacion excesiva de lipidos (Bravo et al., 2013), activa rutas de
sefalizacion de estrés celular e inflamacion (Ozcan et al., 2004, Hotamisligil, 2010)
y provoca estrés del RE (Ozcan et al., 2004).
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Se demostré en un modelo animal de obesidad inducida por dieta y genética
(ob/ob), que la obesidad es un estimulo crénico para el estrés de RE en tejidos
periféricos (Ozcan et al., 2004, Ozcan et al., 2009), en donde se muestra que la
obesidad provoca la inactivacion del factor de iniciacion elF2a (p- elF2a) (Ozcan et
al., 2004), la activacion de la proteina transmembranal PERK involucrada en la
UPR (p-PERK) (Ozcan et al., 2004, Ozcan et al., 2009), la activacion del factor
proapoptotico JNK (p-JNK) (Ozcan et al., 2004, Ozcan et al., 2009), el incremento
en la expresion del mMRNA de la proteina chaperona GRP78 (Ozcan et al., 2004).

El estrés del RE, también es un mecanismo clave involucrado en el
establecimiento de la resistencia a la insulina (Ozcan et al., 2004). Se demostré en
un modelo murino de obesidad inducida por dieta que la activaciéon de la via de
IREla activa la cascada del factor proapoptotico JNK (c-Jun-N-terminal kinase), e
inhibe la accién de la insulina (Ozcan et al., 2004), al mismo tiempo que altera la
sefalizacion del receptor de insulina por medio de sXBP1 (Ozcan et al., 2004). Lo
que demuestra que la activacion de la cascada de JNK y la expresion de sXBP1
relacionan el estrés del RE con la diabetes mellitus tipo 2 en un modelo murino de
obesidad inducida por dieta (Ozcan et al., 2004).

EL ESTRES DE RETICULO ENDOPLASMICO EN LA LIPOGENESIS RENAL

En un proyecto realizado por nuestro grupo de trabajo, se demostré que el estrés
del RE provoca la acumulacién excesiva de lipidos en tejido renal ante la
induccion farmacolégica del estrés de RE por tunicamicina (Tovar-Palacio et al.,
2014). La tunicamicina se utilizé como un inductor farmacolégico del estrés del RE
debido a que es un inhibidor de la glucosilacion de proteinas y la formacion de
enlaces carbohidrato-proteina N-glucosidicos (Nair et al., 2007), lo que propicia la
acumulacion de proteinas mal plegadas en el lumen del RE y con ello induce el

estrés del RE y la activacion de la UPR.

Como se menciond en un apartado anterior, la acumulacién de triglicéridos y la
formacion anormal de depdsitos lipidicos se encuentran asociados con el
desarrollo de la enfermedad renal asociada a obesidad (Dominguez et al., 2007)
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(Soetikno et al.), por lo que se propuso al estrés de RE como un posible
mecanismo causante de la lipogénesis renal en la enfermedad renal asociada a
obesidad (Tovar-Palacio et al., 2014).

Algunos de los resultados mas relevantes que se obtuvieron en este proyecto

(Tovar-Palacio et al., 2014) se muestran y se describen a continuacion.
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Figura 4. Efecto del estrés del RE en histologias de tejido renal. A. Imagenes del
analisis histoldgico de cortes de tejido renal tefiidos con hematoxilina-eosina. B.
Gréfico de comparacion de valores del tamafio de glomérulo renal (mm). C.
Gréfico de comparacion de valores de tamafio de espacio urinario en el glomérulo
renal (mm). n=4 por grupo exp., 10 glomérulos por animal. ANOVA 1 via (a>b)
(Tovar-Palacio et al., 2014).
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Figura 5. Efecto del estrés de RE sobre la concentracion de triglicéridos en tejido
renal y la expresion del factor de iniciacion de la traduccion elF2a y P- elF2a. A.
Concentracion de triglicéridos (mg/g rifidén) en tejido renal. B. Western blot de
elF2a total, housekeeping GAPDH. C. Western blot de P- elF2a, housekeeping
GAPDH. D. Relacién de densitometria de P-elF2a/elF2a total normalizadas con
GAPDH. n=3 por grupo experimental. ANOVA 1 via (a>b) (Tovar-Palacio et al.,
2014).

En la Figura 4A se muestran dos imagenes de cortes histolégicos de tejido renal
tefidos con hematoxilina-eosina para cada tratamiento, un grupo control (C),
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grupo administrado con tunicamicina 8 h previas a la eutanasia (T8), y las
mediciones de los mismos. En las Figuras 4B y C, se muestra la relacion de los
valores del tamafio de glomérulo y de espacio urinario, en donde se demuestra
gue en el modelo animal en ratones C57BL/6 con induccion del estrés del RE (T8),
el tamafio de glomérulo y el espacio urinario disminuyen significativamente, debido
a la atrofia del glomérulo renal (disminucion adquirida del tamafio y volumen
celular del glomérulo renal) como mecanismo de respuesta a la lesiébn aguda por
la induccién del estrés del RE; asi mismo, la inflamacion aguda en el interior del
glomérulo provoca que el espacio urinario disminuya ante la lesién, generando
como consecuencia la disminucién del indice de filtrado glomerular, antecedente

previo de la insuficiencia renal cronica (Morales Ruiz and Praga Terente, 2008).

En la Figura 5A se muestra el incremento en la concentracion de triglicéridos en
tejido renal del grupo expuesto a la induccion farmacolégica del estrés del reticulo
endoplasmico (T8) en relacion al grupo control (C). Como se menciond
previamente (Figura 3), durante la activacién de la UPR en el estrés del reticulo
endoplasmico, a pesar de la fosforilacion del factor de iniciacion de la traduccién
elF2-a, algunos RNAs mensajeros no se ven afectados por la inhibicién
generalizada de la traduccion; uno de estos mMRNAs es SREBP-1c, gen maestro
de lipogénesis (Colgan et al., 2011), lo que provoca que la sintesis de lipidos no se
vea afectada e incluso incremente su expresion ante la induccién del estrés de
reticulo endoplasmico, lo que provoca el incremento en la sintesis de lipidos en
tejido renal y por lo tanto, el aumento en la concentracion de triglicéridos en tejido
renal (Tovar-Palacio et al., 2014).

Adicional a la extraccion de triglicéridos mostrada, nuestro equipo de trabajo
determind la expresion de la proteina de SREBP-1c en tejido renal, en donde se
demostré el incremento significativo de la expresién de esta proteina lipogénica en
el grupo que al que se le indujo estrés del RE (T8) en relacion al grupo control (C).
Esto demuestra que el incremento de triglicéridos en tejido renal esta asociada al
incremento en la expresion de SREBP-1c (Tovar-Palacio et al., 2014). Por ello, se

propuso que el estrés de RE induce la lipogénesis renal a través del gen maestro
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de lipogénesis SREBP-1, y es un posible mecanismo de la formacién de depdésitos

lipidicos en la enfermedad renal asociada a obesidad (Tovar-Palacio et al., 2014).

En la Figura 5 B, se muestra la disminucién de la expresién del factor de iniciacion
de la traduccion elF2- a total de los ratones en los que se indujo estrés del RE con
tunicamicina 8 h previas a la eutanasia (T8) respecto al grupo control (C); y en la
figura 5 C se observa el incremento en la expresion del factor de iniciacion elF2-a
fosforilado (inactivo) en el grupo tratado con tunicamicina 8 h previas a la
eutanasia (T8) respecto al grupo control (C). La relacion de la expresion relativa
del factor de iniciacion elF2-a fosforilado entre el factor de iniciacion elF2-a total,
se muestra en la Figura 5 D (Tovar-Palacio et al., 2014).

El incremento significativo en la fosforilacion del factor de iniciacion de la
traducciéon elF2-a (estado inactivo) en los ratones del grupo al que se indujo el
estrés del RE (T8), muestra la activacion de la UPR por medio de la via de
respuesta de la proteina transmembranal PERK, que conduce a la fosforilacion de
elF2-a (Colgan et al., 2011). La fosforilacion de éste factor de iniciacion de la
traduccidon provoca la inhibicion de la traduccion de proteinas por efecto de la
induccion del estrés de RE como mecanismo de defensa celular, para detener la
sintesis de nuevas proteinas mal plegadas que continlen acumulandose en el
lumen del RE y no se permita resolver la condicion de estrés del RE endoplasmico
(Cunard and Sharma, 2011), lo que provoca la disminucién de la traduccion del
factor de iniciacion elF2-a total y por lo tanto su expresion (Tovar-Palacio et al.,
2014).

Por lo que, con este proyecto previo, se demostrd que la induccién farmacolégica
del estrés del RE, por medio de administracion de tunicamicina 8 h previas a la
eutanasia, causa inflamacién importante de los glomérulos renales disminuyendo
de forma significativa el tamafio de espacio urinario y provoca una alteracion
fisiolégica que conlleva a una reduccién en la tasa de filtrado glomerular; la
induccion del estrés del RE provoca un incremento en la expresion de SREBP-1c
en tejido renal, lo que provoca una acumulacion excesiva anormal de triglicéridos
en tejido renal, lo que se ha descrito como un mecanismo de la enfermedad renal

cronica asociada a obesidad; y finalmente, el incremento en la expresion de la
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fosforilacion del factor de iniciacion de la traduccion elF2-a confirma la activacion
de la UPR por la induccion del estrés del RE a nivel renal, provocando una
inhibicion general de la traduccién de proteinas, excepto por algunos mRNAS,
entre los que se encuentra SREBP-1c antes mencionado (Tovar-Palacio et al.,
2014).

Por lo tanto, al demostrar que el estrés del RE provoca lipogénesis renal, se puede
proponer como un posible mecanismo del desarrollo de la enfermedad renal
asociada a obesidad, dado que la obesidad se ha demostrado que es un estimulo
cronico para la induccion del estrés del RE (Tovar-Palacio et al., 2014), por lo que
es importante encontrar algin compuesto modulador de la respuesta al estrés del
RE y por lo tanto de la lipogénesis renal durante el establecimiento de la obesidad.

Para ello se propone observar el efecto del resveratrol, un polifenol natural de la
dieta, sobre el estrés del RE en la lipogénesis renal. Ya que, se ha demostrado
gue el AMPK, modulador importante del metabolismo lipidico, es regulado por el
resveratrol (Price et al., 2012) y podria modificar la respuesta ante la induccion del
estrés del RE en el establecimiento de la obesidad al disminuir la acumulacion de
triglicéridos en tejido renal, disminuir la expresién del gen maestro lipogénico
SREBP-1 y de sus genes lipogénicos blanco en tejido renal, y en consecuencia,
mejorar la funcion renal; como se demostré con la curcumina, un polifenol natural
activador de la ruta de AMPK (Soetikno et al., 2013).

2.4 EL RESVERATROL: ESTRUCTURA, CARACTERISTICAS Y BENEFICIOS A
LA SALUD

ESTRUCTURA, CARACTERISTICAS QUIMICAS Y GENERALIDADES SOBRE
EL RESVERATROL

El resveratrol (3, 5, 4'-trans-trihidroxiestilbeno) es un polifenol natural miembro de
la familia de los estilbenos (Gambini et al., 2013, Fernandez-Mar et al., 2012). Su
estructura base consiste en la unidon de dos anillos fendlicos por un doble enlace
estireno que forma el 3,5,4’-trihidroxiestilbeno, con un peso molecular de 228.25
g/mol (Gambini et al., 2013)
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El doble enlace estireno que el resveratrol posee en su estructura permite la
existencia de dos formas isoméricas de este compuesto; cis-resveratrol y trans-
resveratrol (Gambini et al., 2013) (Figura 6). Siendo el isbmero trans el mas

estable desde el punto de vista estérico (Gambini et al., 2013).

Figura 6. Estructura quimica del cis-resveratrol y trans-resveratrol (Imagen de
Gambini et al., 2013)

La sintesis del trans-resveratrol inicia con la biotransformaciéon de una molécula de
fenilalanina en Cumaril CoA, que se condensa con tres moléculas de Malonil CoA
por medio de la enzima resveratrol sintetasa, que pertenece a la familia de las

estilbeno sintetasas (Gambini et al., 2013) (Figura 7).
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Figura 7. Esquema de la biosintesis de resveratrol (Imagen de Gambini et al.,
2013)

La familia de las estilbeno sintetasas, dentro de la que se encuentra la resveratrol
sintetasa, es codificada por una familia multigénica de genes agrupados de
acuerdo a su sensibilidad ante sefales externas, como estrés abibtico o sefales
bidticas originadas por células flungicas (Gambini et al., 2013). Por lo que el
resveratrol es sintetizado en las hojas de mas de 70 especies de plantas (como
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Veratrum grandiflorum (Gambini et al., 2013), Vitis vinifera (Ferndndez-Mar et al.,
2012), entre otras) como una respuesta ante situaciones estresantes para la
planta, como infecciones flingicas o0 exposicion a radiacion ultravioleta
(Fernandez-Mar et al., 2012)(Gambini, 2013).

El resveratrol pertenece al grupo de las fitoalexinas (Fernandez-Mar et al., 2012,
Gambini et al., 2013), sustancias quimicas producidas como consecuencia de un
mecanismo de resistencia a las condiciones adversas, caracterizadas por ser
capaces de inhibir el progreso de ciertas infecciones flngicas al inactivar las
ATPasas de ciertos hongos e inducir la disociacion de algunas chaperonas de su
citoesqueleto (Gambini, 2013).

El resveratrol esta presente en diversos alimentos que forman parte de la dieta
humana (Gambini et al., 2013), tales como: diferentes tipos de bayas, arandanos
(Vaccinum spp.), moras (Vaccinum spp.), cacahuate (Arachis hypogaea), pistache
(Pistaciaceae), uvas (Vitaciaceae), entre otros (Gambini et al., 2013) (Novelle et
al., 2015). De todos los alimentos mencionados, las uvas de vifiedo Vitis vinifera
presentan el mayor contenido de resveratrol, por lo que el vino es una de las
fuentes principales de resveratrol en la dieta (Fernandez-Mar et al., 2012, Gambini
et al., 2013), ya que ademas, el alcohol producido durante la fermentacion del vino

favorece su solubilidad y extraccién (Gambini et al., 2013).

El isdmero mas abundante en el vino es el trans-resveratrol (Gambini et al., 2013),
y su contenido procede de las semillas y la piel de la uva (Fernandez-Mar et al.,
2012). Su concentracion es mayor en el vino tinto que en el vino blanco y rosado,
ya que en el proceso de la obtencion del vino tinto, la piel de la uva y las semillas
estan en contacto todo el proceso de fermentacion (Fernandez-Mar et al., 2012);
mientras que en el vino blanco y rosado se desechan esas partes (Gambini et al.,
2013). Por esta razdn, la concentracion promedio de resveratrol en el vino tinto es
mayor que en el vino rosado y blanco (Fernandez-Mar et al., 2012).

La concentracién de resveratrol en las diferentes variedades de vino depende de
varios factores, tales como la variedad de la uva, la region geogréfica, los factores

agronoémicos, los factores climaticos, las condiciones de estrés de la planta, entre
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otros (Fernandez-Mar et al., 2012). Algunos ejemplos sobre la concentracion y la

variedad del contenido de trans-resveratrol en el vino se presentan en la tabla 1.

Tabla 1. Contenido de trans-resveratrol (mg/l) en las variedades més populares de

vino tinto. (Tabla de datos modificada de Fernandez-Mar et al., 2012).

Variedad trans-resveratrol (mg/l) trans-resveratrol (mg/l)
Bajo Alto promedio
Merlot 0.3 14.3 28+26
Graciano 0.8 2.5 19+0.8
Syrah 0.2 3.2 1.8+0.9
Cabernet Sauvignon n.d. 9.3 1.7+1.7
Tempranillo 0.2 2.5 1.3+0.7

EL VINO EN MEXICO

En México, la demanda de la categoria de vino en el mercado ha venido
creciendo a ritmos del 12% anual durante la ultima década. Aproximadamente el
17% de la poblacién adulta mexicana consume vino, y el consumo per capita es
de aproximadamente 0.55 litros per capita (Consejo Mexicano Vitivinicola).

Tabla 2. Proporciones del Mercado Mexicano de Vinos en 2012 (Tabla obtenida

del sitio Web del Consejo Mexicano Vitivinicola).

Volumen 62 134 000 litros
6 903 000 cajas
Valor 10 300 millones de pesos

Se espera que en la actual década de 2010-2020, el consumo per capita
incremente a niveles de 2 litros per capita, asi como un crecimiento en la
producciéon hasta niveles entre 15 y 20 millones de cajas (Consejo Mexicano

Vitivinicola).
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Dentro de la clasificacion mundial del mercado de vino, México se considera un
pais importador de vino no tradicional, siendo uno de los 10 principales paises que
importan vino a Espafia (Mariani et al., 2012).

Actualmente, la industria mexicana del vino esta integrada por mas de 100
bodegas y productores de uva para vino, ubicados en las diferentes zonas
vitivinicolas del pais: Baja California, Coahuila, Querétaro, Zacatecas, Guanajuato
y Aguascalientes; ofreciendo mas de 350 etiquetas de vinos mexicanos.

EL RESVERATROL EN LA SALUD

El resveratrol es un compuesto bioactivo que ha demostrado tener diversos
efectos benéficos para salud (Novelle et al., 2015). Entre éstos efectos benéficos
se encuentra la reduccién de la inflamacién en ciertas patologias (Vella et al.,
2015, Inoue and Nakata, 2015), la disminucion de marcadores de estrés oxidante
(Vella et al.,, 2015) (Bagul et al.,, 2012), la contribucién al control de la
hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia (Xie et al., 2014, Alberdi et al., 2013), la
regulacion de la concentracion de glucosa en suero y la mejora en la sensibilidad a
la insulina (Sin et al., 2015, Burgess et al., 2011), la disminucion de la acumulacién
de lipidos en higado (esteatosis hepéatica) (Alberdi et al., 2013, Andrade et al.,
2014, Choi et al., 2014), entre otros. Es por ello que el resveratrol se considera
como una molécula util en la prevencion y tratamiento de diversas enfermedades
cronicas (Novelle et al., 2015), y en éste proyecto se plantea al resveratrol como
un posible modulador de la respuesta al estrés del RE en la lipogénesis renal .

En la Figura 8. se presenta un esquema general sobre los efectos benéficos del
resveratrol reportados en diversos protocolos clinicos en humanos con diabetes
mellitus tipo 2 (Bhatt et al., 2012, Brasnyo et al., 2011), obesidad (Mendez-del
Villar et al., 2014, Poulsen et al., 2013), enfermedades cardiovasculares (Magyar
et al., 2012, Tome-Carneiro et al., 2012), y distintos tipos de cancer (Zhu et al.,
2012, Howells et al., 2011).
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Figura 8. Esquema a manera de resumen de los efectos benéficos de la
suplementaciéon con resveratrol de pruebas clinicas en humanos conducido en
pacientes con Diabetes Mellitus tipo 2, obesidad, enfermedades cardiovasculares
y diferentes tipos de cancer. (Esquema modificado de Novelle, et al. 2015).

Se ha demostrado que el resveratrol es capaz de incrementar la esperanza de
vida en numerosos organismos menores como Saccharomyces cerevisiae (Howitz
et al.,, 2003), Caenorhabditis elegans (Wood et al., 2004) y Drosophila
melanogaster (Wood et al., 2004, Lam et al., 2013), sin embargo, no se ha
reportado la extensiébn de la esperanza de vida en estudios con animales
alimentados con una dieta estandar (Miller et al., 2011, Strong et al., 2013, Novelle
et al., 2015). Esto a su vez, se encuentra relacionado con el concepto donde se ha
propuesto que el resveratrol, es efectivo Unicamente bajo condiciones de estrés
metabdlico (Baur et al., 2006) (Novelle et al., 2015).
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El resveratrol estad asociado con la regulacion de la expresion de genes del
metabolismo energético, de fosforilacién oxidativa y de biogénesis mitocondrial, ya
que induce la activacion de la enzima sirtuina 1 (Sirtl: silent mating-type
information regulation 2 homolog 1) (Price et al., 2012, Petrovski et al., 2011,
Samuel et al.,, 2008) y la fosforilacion de la proteina cinasa activada por AMP
(AMPK) (Wang et al., 2015b, Price et al., 2012). La activacion de Sirtl y AMPK
incrementa la velocidad metabdlica oxidativa (Xu and Si, 2012, Lagouge et al.,
2006) y la temperatura corporal durante el ayuno en el establecimiento de la
obesidad a partir de una dieta alta en grasa (Lagouge et al., 2006, Xu and Si,
2012). Por ello se dice que el resveratrol induce un efecto metabdlico similar al de
una dieta con restricciéon calorica, ya que se ha demostrado que en el consumo de
resveratrol a largo plazo, se inducen patrones en la expresion de Sirtl, AMPK y
genes adipogénicos muy semejantes a los que presenta una dieta con restriccion
calorica (Chung et al., 2012, Price et al., 2012, Lam et al., 2013)

La enzima AMPK es una cinasa encargada de mantener el balance entre la
produccion y el consumo de ATP en células eucariotas (Hardie, 2014). La
activacion de esta enzima se da debido a la elevacion de la relacion de AMP/ATP
intracelular, generalmente causada por restriccion energética (Bandow et al.,
2015) (Hardie, 2014). La activacion del AMPK por el resveratrol resulta de la
inhibicidbn competitiva de la fosfodiesterasa especifica de adenosin monofosfato
ciclico (cAMP) (PDE-4: phospodiesterase 4) que eleva el nivel de cAMP, esto
genera la activacion de un factor de intercambio de nucleétidos de guanina
regulado por cAMP (Epacl) y la proteina cinasa A dependiente de cAMP (PKA),
gue activan la ruta CaM-cinasa-cinasap-AMPK, que resulta en la fosforilacion de
AMPK y con ello su activacion (Figura 3) (Chung et al., 2012).

Una vez activa AMPK, se activa el factor de transcripcion denominado Elemento
de respuesta de cAMP (CREB: cAMP response element-binding), que induce la
transcripcion  del  coactivador del Receptor activado por proliferador de
peroxisomay (PGC-la: peroxisome proliferator-activated receptor-y coactivator 1,
cofactor transcripcional de PPARa y PPARy, asociado a termogénesis y
biogénesis mitocondrial) paralelamente a un incremento en los niveles de NAD+

(Nicotinamida Adenina Dinucleétido; coenzima encargada del intercambio de
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electrones en la produccion de energia intracelular) y a la induccién la activaciéon
de la enzima Sirt 1 (Figura 9) (Chung et al., 2012, Xu and Si, 2012).

La enzima Sirtl pertenece una familia de proteinas que poseen actividad de
desacetilasas, y contribuyen a la regulacion celular modulando diversos procesos
bioldgicos asociados al metabolismo energético y respuestas al estrés oxidante
(Price et al., 2012). La Sirtl desacetila al coactivador PGC-1a en los residuos de
lisina, lo que provoca su activacion (Figura 9), y con ello promueve la
termogénesis y la biogénesis mitocondrial (Xu and Si, 2012, Lagouge et al., 2006)
de manera dependiente a la fosforilacion de AMPK (Hardie, 2014, Price et al.,
2012). La activacion de PGC-1a por el consumo de resveratrol, estd asociada a
una reduccion en la acumulacion de lipidos en tejido adiposo (Hardie, 2014,
Chung et al.,, 2012), una mejora en la tolerancia a hidratos de carbono y la
sensibilidad a la insulina (Hardie, 2014, Lagouge et al., 2006) ,y un incremento en
el rendimiento fisico (Lagouge et al., 2006, Hardie, 2014, Chung et al., 2012).
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Figura 9. Efecto mimético del resveratrol con una dieta con restriccion calorica
mediante la inhibicibn de la cAMP fosfodiesterasa (PDE). (Imagen modificada
basada en Chung, et al., 2012)

Se ha evaluado la suplementacion de resveratrol en estudios donde se han
reportado dosis desde 4.9 mg/kg p.c./dia (Barger et al., 2008) y hasta 4 g/kg pc/dia
(Dolinsky et al., 2011). Con ello se ha demostrado que el resveratrol activa la via
de Sirtl en dosis de moderadas a altas (150 mg/kg pc/dia a 2 g/kg pc/dia) (Chung
et al., 2012). La dosis utilizada para la suplementacién de resveratrol en la dieta de
este estudio fue de 200 mg/kg pc/d, considerada como una dosis moderada, que
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ha demostrado tener efectos benéficos a nivel metabdlico, ya que Lagouge y
colaboradores, asi como Robb y colaboradores, han demostrado que el resveratrol
activa la ruta de AMPK/Sirtl a partir de ésta dosis y en mayores (Lagouge et al.,
2006, Robb et al., 2008), por lo que se propone que utilizando esta dosis sea

posible tener un efecto significativo en el metabolismo lipidico en estudio.

Por otro lado, se sabe que la absorcién del resveratrol por consumo via oral es del
75%, sin embargo, la biodisponibilidad de éste compuesto es del 1%, por lo que
para obtener efectos significativos las dosis empleadas en general se utilizan entre
moderadas y altas.

Se ha reportado que la activaciéon de las enzimas Sirtl y el incremento en la
fosforilacion de AMPK por el consumo de resveratrol, disminuyen la expresion de
diversos factores adipogénicos, como la proteina sintasa de acidos grasos (FAS)
(Kim et al., 2011) (Rayalam et al., 2008), el receptor activado por proliferador de
peroxisomay (PPAR-y) (Kim et al., 2011) (Rayalam et al., 2008), la proteina de
unién aceleradora de CCAT a (C/EBPa) (Kim et al., 2011) (Rayalam et al., 2008),
la proteina de unién reguladora de esteroles 1c (SREBP-1c ) (Kim et al., 2011)
(Wang et al., 2009) (Rayalam et al., 2008), la lipasa sensible a hormonas (HSL)
(Kim et al., 2011) (Rayalam et al., 2008), el receptor X hepatico (LXR) (Rayalam et
al., 2008), entre otros (Kim et al., 2011) (Rayalam et al., 2008). Asi mismo,
incrementa la expresion de genes reguladores de la actividad mitocondrial
(Rayalam et al., 2008), como la termogenina (UCP1: uncoupling protein 1) (Wang
et al., 2015b).

La inhibicién del gen maestro de lipogénesis SREBP-1, le confiere al resveratrol
un efecto anti-lipogénico que provoca la disminucion de la acumulacion de lipidos
en higado (Wang et al., 2009) y en tejido adiposo (Kim et al., 2011). Por lo que el
efecto del resveratrol sobre la inhibicion de la expresion de SREBP-1 (Wang et al.,
2009) es especialmente importante en el planteamiento de este estudio, debido a
gue se propone que el resveratrol podria ser un posible modulador de la
lipogénesis renal a partir de la inhibicion de la expresion de SREBP-1 durante el

estrés del RE en la enfermedad renal asociada a obesidad.
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Se ha demostrado que la sobreexpresion hepética de Sirtl inducida por
adenovirus en RE, inhibe la expresion de proteinas asociadas a la UPR: XBP-1,
GRP78 y CHOP (Li et al.,, 2011). Por lo que se concluye que el consumo de
resveratrol atentla el estrés del RE en higado (Li et al., 2011).

Asi mismo, en tejido renal, se ha demostrado que el consumo de resveratrol en
una dosis baja (5mg/kg pc/dia) en ratas con nefropatia diabética, normaliza los
pardmetros de depuracion de creatinina, péptido-C, adiponectina, entre otros, y
eleva la concentracibn de enzimas antioxidantes (superdoxido dismutasas,
catalasa, entre otras) (Palsamy and Subramanian, 2011). Con ello se mostrd que
el resveratrol promueve un efecto renoprotector al atenuar los marcadores de
estrés oxidante en el tejido renal de ratas con nefropatia diabética (Palsamy and
Subramanian, 2011). Sin embargo, el impacto del resveratrol sobre la lipogénesis
renal y su relacién con el estrés del RE y UPR no han sido descritos. Por lo tanto,
en nuestro estudio se postula que el resveratrol podria producir este mismo efecto

a nivel renal.
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3.0 JUSTIFICACION

La obesidad es una epidemia mundial que se encuentra dentro de los
principales factores de riesgo de defuncion (OMS). La obesidad es un factor de
riesgo para el desarrollo de enfermedades no transmisibles entre las que se
encuentra la enfermedad renal asociada a la obesidad (Snyder et al., 2014, Ritz
and Koleganova, 2009). En el establecimiento de la enfermedad renal asociada a
obesidad se ha descrito la presencia de depésitos lipidicos y acumulaciéon
excesiva de triglicéridos en tejido renal, y se ha propuesto que éstos depdsitos
desarrollan un papel importante en la patogénesis de ésta enfermedad (Soetikno
et al., 2013).

El reticulo endoplasmico (RE) es el sitio principal de plegamiento y maduracion
de las proteinas (Bravo et al., 2013). Cuando hay una alteracién en las funciones
del RE por diversos factores, se da como consecuencia la acumulacion de
proteinas mal plegadas en el lumen del RE, lo que resulta tdéxico para la célula, y
provoca una condicion denominada estrés del RE (Colgan et al.,, 2011). Se ha
demostrado que la obesidad induce el estrés del RE (Ozcan et al., 2004, Ozcan et
al., 2009) y que éste es un mecanismo que induce la lipogénesis renal (Tovar-
Palacio et al., 2014). Es por ello que se ha planteado que el estrés del RE es un
posible mecanismo del desarrollo de depésitos lipidicos en la enfermedad renal
asociada a obesidad, por lo que la identificacibn de compuestos naturales
moduladores de la respuesta del estrés del RE en la lipogénesis renal, es de

importancia para la prevencion y tratamiento de la enfermedad renal.

El resveratrol es un compuesto fendlico encontrado en diversas fuentes en la
dieta, entre las que se encuentra el vino (Fernandez-Mar et al., 2012). Este
compuesto activa la via de AMPK-Sirtl (Price et al., 2012) y con ello promueve la
oxidacion de acidos grasos (Lagouge et al., 2006), la biogénesis mitocondrial
(Lagouge et al., 2006) e inhibe la expresion de diversos genes lipogénicos (Kim et
al., 2011, Rayalam et al., 2008), dentro de los que se encuentra SREBP-1 (Wang
et al., 2009). Por ello, se propone al resveratrol como un posible modulador del
estrés del RE en la lipogénesis renal.
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4.0 HIPOTESIS

Si se alimentan ratones C57BL/6 macho con una dieta alta en grasa
suplementada con resveratrol por tiempo crénico, el consumo de resveratrol
reducird el estrés a la respuesta a las proteinas no plegadas y disminuira la
sintesis enddgena de lipidos, y por consecuencia, reducira el dafio renal

5.0 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVOS GENERALES.

Determinar el efecto de una dieta alta en grasa suplementada con
resveratrol sobre la respuesta a la induccion crénica y aguda de las proteinas mal
plegadas y su impacto en el metabolismo de lipidos en el tejido renal y hepatico en
ratones C57BL/6.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

® Determinar la ganancia de peso y el consumo de alimento de los ratones a
los largo de 28 semanas de tratamiento en los 4 tratamientos dietarios para
observar el efecto del resveratrol sobre la ganancia de peso corporal.

® Evaluar la respuesta del resveratrol sobre la tolerancia a los hidratos de
carbono en los 4 tratamientos dietarios mediante una curva de tolerancia a
la glucosa oral en un modelo de obesidad inducida por dieta suplementado
con resveratrol.

®  FEvaluar el gasto calorico de los ratones en los 4 tratamientos dietarios para
observar el efecto del resveratrol sobre el metabolismo de sustratos y la
velocidad del mismo en un modelo de obesidad inducida por dieta

suplemenntada con resveratrol mediante calorimetria indirecta.
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®  Analizar los pardmetros bioquimicos en los 8 grupos de tratamiento finales
para observar el efecto del resveratrol en un modelo de obesidad inducida
por dieta ante la induccién de estrés de resticulo endoplasmico (glucosa,
triglicéridos, colesterol total, LDL, HDL, ALT, AST, creatinina, albimina).

6.0 METODOLOGIA

6.1 RESUMEN DEL PROCEDIMIENTO SEGUIDO

A continuacién se muestra un diagrama donde se presenta un resumen
de las metodologias y los tratamientos utilizados (Figura 10).

Modelo experimental:
Ratones macho C57BL/6

Tratamiento dietario
28 semanas

Con Tunicamicina
n=5 > , Control + Alta en Alta en grasa
Control (C) Resveratrol Grasa (AG) + Resveratrol

Sin Tunicamicina 200mg/kg/d 200mg/kg/d
Luu (C+R) (AG+R)
Semana 1 Semana 26 Semana 27 Semana 28
Inicio de tratamiento Curva de Calorimetria Aplicacién de Tunicamicina 8h
dietario tolerancia a la indirecta previas a eutanasia a la mitad
glucosa, n=5 n=5 de los animales de cada grupo, n=5
Eutanasia

Recoleccion de
organos y tejidos

Determinacion de Recoleccion de
parametros bioquimicos SUero

FiIGUrRA 10. Diagrama de metodologia y tratamientos utilizados durante el
protocolo de investigacion
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6.2 ANIMALES

Se utilizaron ratones de la cepa C57BL/6 macho de 5-6 semanas de edad
procedentes del Bioterio del INCMN, SZ. Se mantuvieron en jaulas
microaisladores con un ciclo de luz/oscuridad de 12h con acceso de agua potable
y alimento ad libitum. La temperatura a la cual se mantuvieron los ratones fue de
20-22°C, con una humedad relativa del 40-60%. El alimento se almacené a 4°C.
Los ratones se dividieron al azar en 3 diferentes grupos de tratamientos dietarios
ma&s un grupo correspondiente al control. Cada grupo estuvo formado por una n de
10 animales. Los animales fueron alimentados durante 28 semanas con las dietas
experimentales (Tabla 3). Se determind diariamente el consumo de alimento y fue
evaluado el peso corporal una vez a la semana. Se indujo el estrés del RE en la
mitad de los animales (n=5), de cada uno de los grupos dietarios. Para inducir el
estrés del RE se administr6 una dosis Unica de tunicamicina  por via
intraperitoneal. La dosis administrada fue de 100 mg/ml de tunicamicina (Sigma,
St. Louis, MO, EE.UU.). diluido en dextrosa 150 mM a 1 g/kg de peso corporal. La
eutanasia de los ratones se realizO 8 horas posteriores a la inyeccion de
tunicamicina. Los grupos experimentales fueron los siguientes: grupo control (C),
grupo control tratado con tunicamicina (C+T), grupo control suplementado con
resveratrol (CR), grupo control suplementado con resveratrol y tratado con
tunicamicina (CR+T), grupo alimentado con una dieta alta en grasa (AG), dieta alta
en grasa VY tratado con tunicamicina (AG+T), dieta alta en grasa, suplementado
con resveratrol (AGR), y finalmente una dieta alta en grasa, suplementada con
resveratrol y tratado con tunicamicina (AGR+T). (Tabla 3)

Tabla 3. Disefio Experimental

Sin tunicamicina Con tunicamicina

Sin resveratrol | Con resveratrol | Sin resveratrol | Con resveratrol

Dieta Control Grupo 1 (C) Grupo 2 (CR) Grupo 5 (C+T) Grupo 6 (CR+T)
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Dieta Alta en Grupo 3 (AG) Grupo 4 (AGR) Grupo 7 Grupo 8 (AGR+T)
Grasa (AGHT)

Al final del estudio, los ratones se colocaron en cajas metabdlicas durante 24h
para la recoleccion de orina. Los ratones fueron privados de alimento durante 8 h
previas a la eutanasia y anestesiados con CO,. La sangre fue recolectada de la
vena cava con jeringas de 1 mL, con anticoagulante (BD, Franklin Lakes, NJ,
EE.UU.) El suero se obtuvo previa centrifugacion de la sangre a 10 000 rpm, por
10 min, a 4°C y se almacend a -70°C hasta su andlisis. Los rifiones fueron
disectados, lavados en solucién salina al 0.9%, se peso el riidn derecho de todos
los animales para tener consistencia en los datos, congelados en nitrégeno liquido
y almacenados a -70°C. El protocolo animal fue aprobado por el Comité de Etica

para la Investigacion con animales experimentales del INCMN,SZ.
6.3 DIETAS

La dieta (C) siguid la recomendacién del Instituto Americano de Nutricion,
American Institute of Nutrition, AIN por sus siglas en Inglés) AIN-93M (Reeves et
al., 1993) para la composicion minima estimada de nutrientes necesarios para el
mantenimiento del roedores adultos, con 12.02% de kcal de grasa. La dieta (CR),
también sigue la recomendacién de la dieta AIN-93M mas trans-resveratrol en
polvo con 99% de pureza (Mega Resveratrol, Danbury, EE.UU.) en una dosis de
200 mg/kg p.c./dia. La dieta (AG) contiene 45.22% de kcal de grasa. La dieta
(AGR) contiene 45.22% kcal de grasa mas trans-resveratrol en polvo con 99% de
pureza (Mega Resveratrol, Danbury, EE.UU.) en una dosis de 200 mg/kg p.c./dia.

La dietas utilizadas no fueron comerciales. La composicién exacta de las dietas

experimentales se presenta en la Tabla 4.
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Tabla 4. Composicion de las dietas experimentales.

Porcentaje (%) Control (C) Control + 200 Dieta alta en Dieta alta en
mg/Kg pc/d grasa grasa + 200
resveratrol (AG) mg/Kg pc/d

(CR) resveratrol
(AGR)
Caseina 19.87 19.87 24.14 24.14
Cistina 0.14 0.14 0.17 0.17
Aceite de soya® 5.16 5.16 5.75 5.75
Manteca® 17.72 17.72
Vitaminas 1.89 1.89 2.99 2.99
Colina 0.19 0.19 0.23 0.23
Minerales 4.73 4.73 5.75 5.75
Celulosa 2.84 2.84 3.44 3.44
Dextrina 16.59 16.59 29.46 29.46
Sacarosa 16 16 10.35 10.35
Almidén 32.59 32.59 0 0
Resveratrol 0 + 200 mg/kg 0 + 200 mg/kg
pc/dia pc/dia
Total 100 100 100 100

6.4 PRUEBA DE TOLERANCIA A LA GLUCOSA

Después de 26 semanas de tratamiento dietario, 6 animales de cada uno de

los tratamientos dietarios: (C), (CR), (AG) y (AGR), fueron colocados en ayuno
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durante 7h. Se administr6 una solucién de glucosa via intraperitoneal a una dosis
de glucosa de 2mg/kg pc. Se midié el valor basal de la concentracion de glucosa
en sangre realizando una pequefia incisioén en la cola de los animales previo a la
inyeccion intraperitoneal de glucosa (valor considerado como tiempo cero).
Posterior a la inyeccion, se midid la concentracién de glucosa en sangre con el
mismo procedimiento durante los siguientes intervalos: 15min, 30min, 45min,
60min, 90min, 120min y 150min. La concentracién de glucosa en sangre se
determind utilizando un glucémetro de tiras reactivas (FreeStyle Optium, Abbott,
Witney, UK; Tiras reactivas FreeStyle Optium para prueba de glucosa en sangre,
Abbott, UK) y el andlisis para la prueba se llevé a cabo calculando el area bajo la
curva para glucosa en sangre (AUC) para las 2h y media del tiempo de la prueba.

6.5 CALORIMETRIA INDIRECTA

Después de 28 semanas de tratamiento dietario, se realiz6 una calorimetria
indirecta utilizando un sistema de circuito abierto controlado por computadora
(Oxymax, Comprenhensive Lab Animal Monitoring System, Columbus Instruments,
Columbus, OH). Los animales fueron colocados en camaras limpias individuales
(20 x 10 x 12.5 cm) con una base elevada de acero inoxidable. Cada camara
contenia un bebedero de agua potable con un tubo de acero inoxidable. Los
sensores del equipo fueron calibrados con un tanque compuesto por una mezcla
gaseosa conocida. A partir de la calibracion, el equipo determina el volumen de
oxigeno consumido (VO;) y el volumen de CO, producido (VCO;) con sensores
especificos para su estimacion. El volumen de oxigeno consumido lo determina
por diferencia entre el volumen de oxigeno que entra a la cAmara metabdlica y el
volumen de oxigeno que sale de la misma; asi mismo, el volumen de diéxido de
carbono producido se determina a partir de la diferencia entre el volumen de
diéxido de carbono que entra a la camara y el volumen de dioxido de carbono que
sale de la misma. El equipo realiz6 una determinacion de VO, y VCO, a cada
camara en intervalos 22 minutos. El coeficiente de intercambio respiratorio (RER)
fue calculado por el cociente entre la produccién de diéxido de carbono (VCO,)
entre el consumo de oxigeno (VO,). La generacion de calor se calculé a partir de
la siguiente férmula: Calor (kcal/h)= [(3.815+1.232*RER) * VOy(en litros), del valor
de calor en kcal/h, se obtuvo en valor de calor (kcal) por litro de O, consumido,
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valor a partir del cual se realiz6 un analisis de la oxidacion de sustratos (hidratos
de carbono y lipidos) a partir de la tabla de Lusk (Lusk, 1928).

Los animales fueron colocados en camaras individuales durante aproximadamente
48 h, utilizando las primeras 24 h como periodo de adaptacién, 8 h para el periodo
de ayuno y 12 h para el periodo de posprandio. Fueron seleccionaron 5 ratones
de cada uno de los grupos de tratamiento dietario: (C), (C+R), (AG) y (AG+R) para
la prueba.

6.6 ANALISIS DE PARAMETROS BIOQUIMICOS EN SUERO

A partir del suero extraido, se determind la concentracion de parametros
bioguimicos generales, marcadores de dafio renal y actividad de enzimas
hepéticas: glucosa (mg/dL), colesterol total (mg/dL), colesterol de baja densidad
LDL (mg/dL), colesterol de alta densidad HDL (mg/dL), triglicéridos (mg/dL),
actividad de transaminasas ALT (U/L), actividad de transaminasas AST (U/L),
creatinina (mg/dL) y albumina (g/L).

Las mediciones se determinaron utilizando métodos estandar del analizador

automético Cobas c111 (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland).
6.7 ANALISIS ESTADISTICO

Los valores estan expresados como la media + S.E.M. 6 media + desviacién
estandar del promedio como se indica en cada figura o tabla. Los datos de los
graficos de peso corporal inicial, peso corporal final y la curva de tolerancia a la
glucosa fueron evaluados por un andlisis de varianza (ANOVA) de una via seguido
por la prueba de comparaciones multiples de Tukey, y las diferencias significativas
entre grupos se indicaron con diferentes letras en cada figura, siendo “a” el de
valor mayor (a>b>c>d). Los datos de los gréaficos de calorimetria indirecta y los
pardmetros bioquimicos analizados fueron evaluados por un analisis de varianza
(ANOVA) de dos vias seguido por la prueba de comparaciones multiples de Tukey
y las diferencias se indicaron con diferentes letras en cada figura (a>b>c>d). En
todos los casos, P<0.05 se consider6 como estadisticamente significativo
(GraphPad Prism 6.0, San Diego, CA, USA).
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7.0 RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS DIETARIOS EN EL PESO CORPORAL Y LA

GANANCIA DE PESO.

Durante 26 semanas de tratamiento dietario se registr6 y se graficé el peso
semanal de los 10 animales correspondientes a cada uno de los cuatro
tratamientos dietarios utilizados: (C), (CR), (AG) y (AGR).

A continuacién, se muestra el grafico linear de peso corporal y de ganancia de
peso corporal a lo largo del tratamiento dietario de cada uno de los grupos
experimentales (Figura 11); asi como el grafico comparativo por columnas del
peso corporal inicial y del peso corporal final de los animales de los diferentes
tratamientos dietarios (Figura 12). Finalmente, se muestran los valores promedio
de peso corporal inicial, peso corporal final y ganancia de peso final de los ratones
correspondientes a cada uno de los tratamientos dietarios (Tabla 5).
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Figura 11. Efecto de los diferentes tratamientos dietarios sobre el peso corporal de
los animales. A. Grafico linear de peso corporal (g) B. Grafico linear de ganancia
de peso corporal (g). n=10 para cada grupo experimental.

[C= Control, C+R=Control + resveratrol, AG= Alta en grasa, AG+R= Alta en grasa + resveratrol]
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Figura 12. Comparacion del efecto de los diferentes tratamientos dietarios
utilizados sobre el peso corporal final de los animales. A. Gréafico de columnas del
peso corporal inicial (g). B. Grafico de columnas del peso corporal final (g). C.
Grafico de columnas de la ganancia de peso corporal final. n=10 para cada grupo
experimental. Diferentes letras representan diferencia significativa (a>b>c). P<0.05.

[C= Control, C+R=Control + resveratrol, AG= Alta en grasa, AG+R= Alta en grasa + resveratrol]
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Tabla 5. Valores promedio de peso corporal inicial, peso corporal final, ganancia
final de peso corporal, consumo de alimento y kilocalorias de consumo de
alimento de los cuatro grupos experimentales alimentados con los diferentes

tratamientos dietarios propuestos. n=10 [C= Control, C+R=Control + resveratrol, AG= Alta

en grasa, AG+R= Alta en grasa + resveratrol]

18.03 + 0.79 22.02 + 0.69

3.11+0.41 11.34 +1.39

38.52 + 1.126
18.61+1.39 37.33+2.02 21.20+2.02 3.05+0.33 11.45+1.17
18.09+1.19 46.54+3.37 30.17+0.34 241+0.30 11.38+1.27

18.21+0.93 41.49+247 2559+1.23 243+0.38 11.47+1.56

En las Figuras 11 A y B, se observa que todas las curvas de crecimiento
describen un comportamiento similar durante las primeras 20 semanas de
tratamiento dietario y a partir de la semana 21, el grupo alimentado con la dieta
(AG) alcanzé un peso corporal y una ganancia de peso estadisticamente mayor,
con respecto a los grupos (AGR), (C) y (CR), que continud hasta el final del
tratamiento. Asi mismo, se observa que a partir de la semana 23 de tratamiento
dietario, el grupo (AGR) alcanz6 un peso corporal y una ganancia de peso
estadisticamente mayor respecto al grupo (CR); sin embargo, ninguno de los dos
grupos mostro diferencia significativa respecto al grupo (C) a lo largo de todo el

tratamiento dietario.

En la Figura 12 A se muestra que no existio diferencia significativa entre el peso
inicial de los animales de cada uno de los grupos, ya que los animales fueron
distribuidos de manera homogénea en todos los grupos experimentales de
acuerdo a su peso corporal siguiendo la distribucion de la “curva de culebra

japonesa”.
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En las Figuras 12 B y C se muestra que el grupo alimentado con la dieta (AG)
presentd un incremento estadisticamente significativo de peso corporal final y
ganancia de peso corporal final respecto a los grupos alimentados con las dietas
(AGR)(-15.15%), (C)(-26.99%) y (CR) (-29.71%). Asi mismo, se muestra que los
grupos (AGR) y (CR) no son estadisticamente diferentes respecto al grupo (C); sin
embargo, el grupo (AGR) presenté un incremento estadisticamente significativo
respecto al grupo (CR)(-17.15%).

Asi mismo, de acuerdo a los valores descritos en la Tabla 5, se muestra que estas
diferencias en el incremento de peso corporal, no se deben a variaciones en el

consumo de alimento 6 en el consumo caldrico en alguno de los grupos.

Figura 13. Fotografia comparativa de apariencia fisica de dos ratones C57BL/6
con dos de los tratamientos dietarios: (C) y (AG). En la fotografia aparece un ratén
alimentado con la dieta control (parte superior) y un ratén alimentado con la dieta
alta en grasa (parte inferior), donde se observa la diferencia en la apariencia fisica
presentada entre la distribucion corporal de cada uno de ellos.
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Los resultados mostrados en la Tabla 5y las Figuras 11 y 12, muestran que en la
comparaciéon del grupo (CR) respecto al grupo (C), el grupo (CR) mostré una
tendencia hacia una menor ganancia de peso corporal respecto al grupo (C) a lo
largo del tratamiento dietario, sin embargo ésta no resultd estadisticamente
significativa. Mientras que, en la comparacion entre el grupo (AGR) respecto al
grupo (AG), se observa que el grupo (AG) mostré un efecto obesogénico inducido
por el consumo de la dieta alta en grasa (que se observa también en la Figura
13), mientras que el grupo (AGR) no presentd este efecto, y adopté un
comportamiento similar al del grupo (C) por lo que mostré ser estadisticamente
significativa respecto al grupo (AG).

En un estudio conducido por Lagouge y col. (2006) se analizé el efecto de la
suplementacién de una dieta alta en grasa con resveratrol. Se utiliz6 un modelo de
obesidad inducido por dieta alta en grasa y se administré resveratrol a una dosis
de 400 mg/kg/pc/d. La ganancia de peso corporal fue estadisticamente menor en
el grupo alimentado con la dieta alta en grasa suplementada con resveratrol
respecto al grupo alimentado con la dieta alta en grasa, pero no mostré diferencia
significativa respecto al grupo control. En este trabajo se encontrd, que la
ganancia de peso corporal fue menor en los animales alimentados con la dieta
alta en grasa con resveratrol, y que la diferencia en el peso se debia a una menor

acumulacion de grasa corporal (Lagouge et al., 2006).

Contrario a esto, en un estudio donde utilizaron un modelo de obesidad inducido
por una dieta comercial con 60% de grasa suplementado con resveratrol a una
dosis baja (5.2 6 22.4 mg/kg pc/dia), no se observaron cambios significativos en la
ganancia de peso corporal del grupo alimentado con la dieta alta en grasa
suplementada con resveratrol respecto al grupo alimentado con la dieta alta en
grasa (Baur et al., 2006).

Al comparar estos diferentes estudios (Lagouge et al., 2006) (Baur et al., 2006), se
puede sugerir que el resveratrol produce un efecto metabélico benéfico sobre la
ganancia de peso corporal en un modelo de obesidad inducido por dieta de
manera dosis-dependiente, y este efecto es estadisticamente significativo a una
dosis de 200 mg/kg pc/dia.
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Asi mismo, se ha demostrado que el estado metabdlico del individuo que recibe la
suplementacién con resveratrol influye en el efecto del mismo (Lam et al., 2013),
por lo que se puede sugerir que de acuerdo a los resultados arrojados en nuestro
estudio, el resveratrol no modifica la ganancia de peso corporal en un modelo
sano con una dieta suplementada con resveratrol a una dosis de 200 mg/kg
pc/dia.

7.2 PRUEBA DE TOLERANCIA A LA GLUCOSA INTRAPERITONEAL

El metabolismo de glucosa es un componente esencial de la regulacion de
energia corporal y cuando existe una alteracion de su regulacidbn genera
complicaciones serias como el sindrome metabolico, eventos cardiovasculares y
diabetes mellitus tipo 2 (Association, 2009). Las pruebas de tolerancia a la glucosa
se utilizan como herramientas de diagnéstico para la deteccién del riesgo de
padecer diabetes mellitus tipo 2 6 del establecimiento de la enfermedad tanto en
humanos (Association, 2009) como en roedores (Rozman et al., 2015).

En seres humanos, se ha descrito que la historia natural de la diabetes mellitus
tipo 2 consiste en las siguientes etapas (Association, 2009):

* 1. Normoglucemia
a. Normoinsulinemia
b. Hiperinsulinemia
2. Alteracién de la glucemia
a. Ayuno
b. Posprandio
v 3. Hiperglucemia

En el modelo experimental murino, se ha descrito que la cepa C57BL/6 es la mas
eficiente comparada con otras para la caracterizacion del desarrollo de diabetes
tipo 2 temprana al utilizar un modelo de obesidad inducida por dieta alta en grasa
(Winzell and Ahren, 2004). El diagnéstico de diabetes mellitus tipo 2 en ratones
C57BL/6 mediante la prueba de tolerancia a la glucosa intraperitoneal, se puede
asumir al observar que el comportamiento de la curva de concentracion de

glucosa en sangre presenta niveles de hiperglucemia, que se mantiene después
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de 2h de la carga de glucosa (Winzell and Ahren, 2004). Este efecto se ve
reflejado en un andlisis comparativo del area bajo la curva significativamente
mayor respecto a un grupo con comportamiento normal que retoma valores
normoglucémicos 2h posteriores a la carga de glucosa (172-372mg/dL; Charles
River Laboratories International) (Fernandez et al., 2010), asi como un incremento
en la concentracion de glucosa en ayuno en comparacibn a un grupo

normoglucémico (Association, 2009, Winzell and Ahren, 2004).

Durante la semana 26 de tratamiento dietario se llevo a cabo una prueba de
tolerancia a la glucosa intraperitoneal de 150min (8 puntos), cuyos resultados y

analisis comparativo se muestran en la Figura 15.
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Figura 15. Efecto de los cuatro tratamientos dietarios sobre la tolerancia a la
glucosa intraperitoneal en los ratones C57BL/6. A. Curva de concentracion de
glucosa en sangre a los tiempos 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120 y 150min después de
una inyeccion intraperitoneal de glucosa a una dosis de 2mg/g pc. B. Area bajo la
curva (AUC) de prueba de tolerancia a la glucosa intraperitoneal después de 26
semanas de tratamiento dietario. n=6 por cada grupo experimental. Diferentes
letras representan diferencia significativa (a>b>c). P<0.05.

[C= Control, C+R=Control + resveratrol, AG= Alta en grasa, AG+R= Alta en grasa + resveratrol]
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En la Figura 15 A se observa un comportamiento muy similar entre la curva de
los valores de concentracién de glucosa en sangre del grupo alimentado con la
dieta (CR) respecto al grupo (C) y de la curva del grupo alimentado con la dieta
(AGR) respecto a la dieta (AG).

En las curvas descritas para los grupos (C) y (CR) en la Figura 15 A durante la
prueba de tolerancia a la glucosa intraperitoneal, se aprecia un incremento en la
concentracion de glucosa en sangre durante los minutos 15, 30, 45 y 60 de la
prueba después de la inyeccidn intraperitoneal de la carga de glucosa; mientras
que durante en los minutos 90, 120 y 150 se observa un descenso en la
concentracion de glucosa hasta llegar a valores cercanos a la concentracion de
glucosa basal, encontrdndose en valores normoglucémicos para esta cepa de
animales (172-372mg/dL; Charles River Laboratories International) (Fernandez et
al., 2010).

Asi mismo, en la Figura 15 A, en las curvas descritas por los grupos (AG) y
(AGR) durante la prueba de tolerancia a la glucosa intraperitoneal, se aprecia un
incremento en la concentracion de glucosa en sangre durante los minutos 15, 30,
45 y 60 de la prueba después de la carga intraperitoneal de glucosa, sin embargo,
a diferencia de las curvas descritas por los grupos de las dietas (C) y (CR), la
concentracion de glucosa en sangre de los grupos (AG) y (AGR) no disminuye
transcurrido este tiempo, y se mantiene elevada en valores que se consideran
como hiperglucémicos, lo que muestra un comportamiento como el propuesto para
el diagndstico de diabetes mellitus tipo 2 en este tipo de animales (Gao et al.,
2014) (Winzell and Ahren, 2004) (Rozman et al., 2015).

En la Figura 15B, se muestra el valor obtenido de calcular el &rea bajo la curva de
cada uno de los promedios de cada uno de los tratamiento dietarios en la prueba
de tolerancia a la glucosa intraperitoneal. Se observa que los grupos (AG) y
(AGR), no presentaron diferencia estadisticamente significativa entre ellos, sin
embargo, mostraron un incremento estadisticamente significativo en el valor del
area bajo la curva respecto a la de los grupos alimentados (C) y (CR); a su vez, se
observa que los grupos (C) y (CR) no presentaron diferencia estadisticamente

significativa entre ellos.
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Figura 16. Grafico comparativo de concentracion de glucosa en sangre (mg/dL)
basal y final durante la prueba de tolerancia a la glucosa intraperitoneal para cada
uno de los cuatro tratamientos dietarios utilizados. A. Gréfico de concentracion de
glucosa al tiempo cero (concentracion de glucosa basal con 7h de ayuno) B.
Gréfico de concentracién de glucosa al tiempo 150 (150min), punto final de la

prueba de tolerancia a la glucosa. (*) representa diferencia significativa. P<0.05.

[C= Control, C+R=Control + resveratrol, AG= Alta en grasa, AG+R= Alta en grasa + resveratrol]
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En la Figura 16A se muestra que existe un incremento estadisticamente
significativo entre la concentracion de glucosa basal (Tiempo 0) entre los grupos
alimentados con las dietas (AG) y (AGR) respecto a los grupos alimentados con
las dietas (C) y (CR). Es decir, los grupos (AG) y (AGR) describen un
comportamiento que sugiere que presentan intolerancia a la glucosa v,

posiblemente, de diabetes mellitus tipo 2 (Winzell and Ahren, 2004).

Finalmente, la Figura 14B muestra que los grupos alimentados con las dietas (C)
y (CR) describen un comportamiento similar en donde el incremento del valor de la
concentracion de glucosa basal (Tiempo 0) y final (Tiempo 150) no es significativo
entre ellos, y en ambos casos se encuentra dentro del rango establecido como
normoglucémico. En el caso de los grupos alimentados con las dietas (AG) y
(AGR), el valor de la concentracion de glucosa final es significativamente mayor al
valor basal; adicionalmente, el valor de la concentracion de glucosa final de ambos
grupos se encuentra por arriba del rango establecido como normoglucémico, por
lo que se considera que los ratones pertenecientes a estos dos tratamientos
dietarios presentan hiperglucemia, lo que muestra nuevamanete, que los grupos
(AG) y (AGR) describen un comportamiento que sugiere que presentan
intolerancia a la glucosa y, posiblemente, de diabetes mellitus tipo 2 (Winzell and
Ahren, 2004).

De acuerdo al comportamiento mostrado en los resultados de este estudio,
podemos sugerir que los ratones alimentados con la dieta (AG) y (AGR) presentan
intolerancia a la glucosa y muestran un cuadro sugestivo de diabetes mellitus tipo
2, provocada por el modelo de induccion a obesidad por efecto de la alimentacién
de una dieta alta en grasa.

El comportamiento descrito en las Figuras 13 y 14, muestra que el tipo de dieta
(control o alta en grasa) influye de forma significativa en como el animal maneja la
glucemia y de forma indirecta en la sensibilidad a la insulina. Sin embargo, los
grupos suplementados con resveratrol: (CR) y (AGR), no muestran una diferencia
estadisticamente significativa respecto a los grupos no suplementados con el
mismo: (C) y (AG), por lo que la suplementacion con resveratrol no presento
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ningun beneficio metabdlico respecto a la tolerancia a la glucosa en ninguna de las

dos dietas utilizadas: control y alta en grasa.

A diferencia de los resultados obtenidos en este estudio, en la bibliografia se ha
reportado el efecto significativo del resveratrol sobre la resistencia a la insulina y la
tolerancia a hidratos de carbono en ratones al ser suplementados con resveratrol
a una dosis de 400mg/kg pc/d o mayores (Kang et al., 2012) (Chen et al., 2012).
Esto sugiere que, al igual que en el caso de la diferencia en el incremento de peso
corporal, no se observe un efecto en la prueba de tolerancia a la glucosa debido a
gue probablemente se trate de un efecto dosis-dependiente, y la dosis utilizada en
nuestro estudio es menor a las dosis reportadas en donde se ha visto un efecto
significativo. Adicionalmente, el grupo (CR) no muestra un cambio probablemente
debido a que el estado metabdlico de este grupo dietario esta sano: se mantiene
normoglucémico y muestra un comportamiento muy similar al del grupo (C), y
como se menciond en la seccién anterior, el resveratrol no induce cambios
metabdlicos cuando el metabolismo energético presenta un comportamiento

normal (Lam et al., 2013).
7.3 CALORIMETRIA INDIRECTA

La calorimetria indirecta es un método por el cual se estima el tipo y
velocidad de la oxidacion de sustratos por el organismo, asi como el metabolismo
energético in vivo a partir de mediciones de intercambio gaseoso: el consumo de
oxigeno, la produccion de dioxido de carbono y la liberacion de calor especifica
para la naturaleza del sustrato energético que esta siendo oxidado (Ferrannini,
1988).

Esta técnica proporciona informacion Unica acerca de la medida del intercambio
respiratorio, que se ve determinado por el metabolismo energético de cierta
combinacion de sustratos y por lo tanto, por la produccion de calor de un
organismo vivo (Even et al.,, 1994). Es una técnica no invasiva y puede ser
combinada con otros métodos experimentales para obtener informacion sobre
numerosos aspectos acerca de la asimilacion de nutrientes, termogénesis, y la
patogénesis de enfermedades metabdlicas (Ferrannini, 1988) (Even et al., 1994).
Por lo que esta prueba determina la proporcién aproximada de la oxidacion de
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hidratos de carbono y lipidos principalmente a partir de formulas ya establecidas,
(Even et al., 1994).

Durante la semana 27 de tratamiento dietario, se realizé la prueba de calorimetria
indirecta en 5 animales de cada uno de los tratamientos dietarios. Se realizé la
calorimetria para hacer una estimacion sobre el tipo de los sustratos oxidados en
cada uno de los tratamientos dietarios y la velocidad metabdlica oxidativa en cada
uno de ellos. Especificamente, para evaluar el efecto del resveratrol en éstos dos
pardmetros metabdlicos. Los resultados obtenidos a partir de esta prueba se
muestran en las Figuras 17, 18 y 19.
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Figura 17. Gréficos comparativos del efecto en los grupos alimentados con los
cuatro tratamientos dietarios utilizados sobre el coeficiente respiratorio entre un
periodo de ayuno (8 h) y un periodo de posprandio (12 h). A. Gréafico comparativo
de columnas entre el promedio de valores de coeficiente respiratorio durante un
periodo de ayuno y un periodo de posprandio para cada tratamiento. B. Gréfico
linear de los valores de coeficiente respiratorio para cada uno de los tratamientos
respecto al tiempo durante un periodo de ayuno seguido de un periodo de
posprandio. n=6 por cada grupo experimental. Diferentes letras representan

diferencia significativa (a>b>c). P<0.05. [C= Control, C+R=Control + resveratrol, AG= Alta

en grasa, AG+R= Alta en grasa + resveratrol]
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La obtencion de energia en los organismos vivos se da por la oxidacion de

nutrientes, siguiendo la siguiente ecuacion general del metabolismo oxidativo:
Sustrato + O, - CO, + H,O + Calor

El calor producido depende del coeficiente térmico de oxigeno determinado para
cada determinado sustrato; asi mismo, el volumen de oxigeno y el volumen de
diéxido de carbono van de acuerdo a las ecuaciones quimicas planteadas para
cada sustrato (Jequier and Felber, 1987). Por ejemplo:

GLUCOSA CeH1206 + 6 O, > 6 CO, + 6 H,O + 686 kcal. (EC. 1)
ACIDO PALMITICO C16H3202 + 23 O, = 16 CO, + 16 H,0 + 2340 kcal. (Ec. 2)

El coeficiente respiratorio (RER: Respiratory Exchange ratio), es la relacion que
existe entre el didxido de carbono producido y el oxigeno consumido (VCO,/ VO,),
y de acuerdo a las ecuaciones presentadas en la parte superior se puede observar
gue éste valor es caracteristico del sustrato metabolizado, ya que la cantidad de
oxigeno consumido y de diéxido de carbono producido son caracteristicas del
sustrato. En el caso de la glucosa, el valor del RER es 1 debido a que por cada
mol de oxigeno consumido se produce un mol de dioxido de carbono (6 CO,/6 O,)
(Ec. 1). En cambio, en el caso del acido palmitico y en general de los acidos
grasos, éste valor disminuye a valores cercanos a 0.70 (16 CO,/23 O,) (Ec. 2)
(Jequier and Felber, 1987) (Even et al., 1994).

De acuerdo a lo mencionado en el parrafo anterior, en la Figura 17, se observan
las diferencias entre el RER y la proporcion de sustratos oxidados, para cada uno
de los tratamientos dietarios. En la Figura 17A, se observa el promedio del RER
para cada grupo durante el periodo de ayuno (8 h) y el periodo de posprandio (12
h). De acuerdo a los valores establecidos (Jequier and Felber, 1987),(Lusk, 1968)
(Even et al., 1994), se considera que el valor de 1 en el RER se refiere a la
oxidacion preferentemente de hidratos de carbono para la obtencién de energia; el
valor de 0.82-0.85 se refiere a la oxidaciéon de una mezcla de sustratos entre
lipidos y hidratos de carbono; y el valor de 0.70-0.75 se refiere a la oxidacién de
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lipidos. Estos valores se marcan de forma superpuesta en los graficos de la
Figura 17.

Con base en los valores mencionados del RER, se puede observar que los grupos
alimentados con las dietas control (C) y (CR) oxidan una mezcla de hidratos de
carbono vy lipidos durante el ayuno (valor aproximado de 0.83); mientras que,
durante el posprandio, oxidan principalmente hidratos de carbono (valor
aproximado de 1).

Por otra parte, los grupos alimentados con las dietas (AG) y (AGR) oxidan una
mezcla de sustratos compuesta principalmente por lipidos durante el ayuno (valor
aproximado de 0.75); y durante el periodo de posprandio, también oxidan una
mezcla de sustratos, pero incluyen una proporcion mayor de hidratos de carbono
gue la que incluyen durante el periodo de ayuno (valor aproximado de 0.84), que
consiste en una proporcion similar a la oxidada por los grupos alimentados con la

dieta (C) y (CR) durante el periodo de ayuno.

La Figura 17B se muestra el comportamiento mencionado en el parrafo anterior,
presentando con mayor claridad de cédmo varia el RER con respecto al tiempo
durante periodo el ayuno y posprandio. Los grupos alimentados con las dietas (C)
y (CR), muestran la disminucion paulatina del RER durante el periodo de ayuno,
desde el valor de 1 (oxidacion de hidratos de carbono) hasta 0.75 (principalmente
oxidacion de lipidos). Lo que explica que el metabolismo oxidativo, utiliza primero
los hidratos de carbono disponibles (Valor RER de 1) obtenidos del consumo de
alimento para la produccién de energia por medio de la via metabdlica glucélisis
(CARMONA, 2010. ):

Glucosa + 2ATP + 4ADP + 2Pi + 2NAD" > 2 Acido piravico + 2ADP + 4ATP +

2NADH + 2H" + 2H20

Y al agotarse los hidratos de carbono disponibles en el periodo de ayuno, utiliza la
via metabdlica de la gluconeogénesis, que consiste en la biosintesis de glucosa a
partir de la oxidacion de componentes carbonados diferentes a los hidratos de

57



carbono, como glicerol, aminoacidos y &acidos grasos (Valor RER menor a 1
dependiendo del sustrato oxidado) (CARMONA, 2010. ) .

Por ello, el valor inicial del RER en el periodo de ayuno de los grupos (C) y (CR)
(Figura 17B) es de un valor cercano a uno , ya que estan oxidando hidratos de
carbono por medio de la via metabdlica de glucdlisis, y conforme avanza el
periodo de ayuno oxidan una mezcla de sustratos diferente a los hidratos de
carbono por medio de la via metabdlica de gluconeogénesis activada al agotarse
los hidratos de carbono en el periodo de ayuno. Asi mismo, en cuanto inicia el
periodo de posprandio, se observa que el valor del RER incrementa nuevamente a
valores cercanos a 1, lo que demuestra que el metabolismo oxidativo vuelve a
utilizar la via metabdlica de glucdlisis al tener acceso nuevamente a hidratos de

carbono disponibles por el consumo de alimento.

Por otro lado, los grupos alimentados con las dietas (AG) y (AGR), no siguen el
comportamiento metabdlico normal, ya que tanto el periodo de ayuno como en el
periodo de posprandio utilizan la oxidacion de acidos grasos como reaccion
metabdlica principal para la obtencion de energia, lo que hace referencia a una
inflexibilidad metabdlica a consecuencia del consumo de una dieta alta en grasa.
Es decir, que los grupos (AG) y (AGR) no pueden alternar el tipo de sustratos que
se estan oxidando durante el ayuno y el posprandio, ya que se oxidan acidos
grasos en ambos periodos, a diferencia de los grupos (C) y (CR) donde si
presentan flexibilidad metabdlica y alternan la utilizacion de sustratos oxidando
acidos grasos durante el ayuno y hidratos de carbono durante el posprandio.

Respecto a la comparacion de los grupos suplementados con resveratrol, se
muestra que no hay una diferencia estadisticamente significativa ni en el grupo
(CR) respecto al grupo (C), ni en el grupo (AGR) respecto al grupo (AG). Lo que
sugiere que la suplementacion con resveratrol no indujo un efecto sobre el valor
del RER, y por lo tanto, sobre la proporcion de sustratos oxidados, ni en el grupo
(CR) ni en el grupo (AGR), tanto en un periodo de ayuno como en un periodo de
posprandio
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Figura 18. Gréficos comparativos del efecto del resveratrol sobre el volumen de oxigeno consumido (VO,) y
el volumen de diéxido de carbono producido (VCO,) por los grupos alimentados con los cuatro tratamientos
dietarios utilizados entre un periodo de ayuno (8 h) y un periodo de posprandio (12 h). A. Grafico comparativo
entre el promedio de VO, durante un periodo de ayuno y un periodo de posprandio para cada tratamiento. B.
Gréfico linear de los valores de VO, para cada uno de los tratamientos respecto al tiempo durante un periodo
de ayuno seguido de un periodo de posprandio. C. Gréfico linear de los valores de VCO, para cada uno de los
tratamientos respecto al tiempo durante un periodo de ayuno seguido de un periodo de posprandio. D. Gréafico
comparativo entre el promedio de VCO, durante un periodo de ayuno y un periodo de posprandio para cada
tratamiento. n=6 por cada grupo experimental. Diferentes letras representan diferencia significativa. P<0.05.

[C= Control, C+R=Control + resveratrol, AG= Alta en grasa, AG+R= Alta en grasa + resveratrol]
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En las Figuras 18 A y B, se observa que en los grupos (AG) y (AGR) hay un
incremento estadisticamente significativo en el volumen de oxigeno consumido
durante el periodo de posprandio respecto al periodo de ayuno; asi mismo, en los
grupos (C) y (CR) se observa la tendencia hacia un incremento en el volumen de
oxigeno consumido en el periodo de ayuno respecto al periodo de posprandio en
éstos dos grupos, a pesar de no ser estadisticamente significativa. Lo que
demuestra que todos los grupos, y principalmente los grupos (AG) y (AGR) tienen
una velocidad metabdlica oxidativa mayor durante el periodo de posprandio
respecto al periodo de ayuno.

Se muestra que los grupos con mayor consumo de oxigeno estadisticamente
significativo en ambos periodos (ayuno y posprandio), son los grupos
suplementados con resveratrol: (AGR) y (CR); respecto a los grupos no
suplementados con resveratrol: (C) y (AG). Asi mismo, se observa que el grupo
(AG) presenta un consumo estadisticamente menor de oxigeno respecto a los
demas tratamientos dietarios (AGR, CR y C) tanto en el periodo de ayuno como en

el periodo de posprandio.

Se observa que en el modelo de obesidad inducido por el consumo de una dieta
alta en grasa (AG), la velocidad metabdlica oxidativa disminuye significativamente
debido al desbalance metabdlico que presenta éste modelo, por lo que el grupo
(AG) presenta el menor consumo de oxigeno en ambos periodos.

En la literatura se ha reportado este mismo comportamiento en un modelo de
induccion a obesidad a partir de una dieta alta en grasa suplementada con
resveratrol a una dosis de 400 mg/kg pc/dia (Lagouge et al., 2006), en donde de
demostré que el grupo alimentado con la dieta alta en grasa suplementada con
resveratrol no present6 diferencias en el valor de RER pero si en el volumen de
oxigeno consumido, ya que Lagouge y colaboradores mostraron que el
resveratrol promueve la utilizacibn de acidos grasos como sustrato primario e

incrementa la actividad oxidativa mitocondrial (Lagouge et al., 2006).

Esto sugiere que el grupo alimentado con la dieta (AGR) es el grupo con mayor
consumo de oxigeno y la velocidad metabdlica mas alta respecto a los demas
tratamientos dietarios, dado que oxida acidos grasos la mayor parte del tiempo,
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tanto en el periodo de ayuno como de posprandio, al igual que el grupo (AG), pero
con una velocidad oxidativa significativamente mayor debido a que el resveratrol
promueve la biogénesis mitocondrial y una mayor efectividad en la actividad
oxidativa mitocondrial. Asi mismo, el grupo alimentado con la dieta (CR) consume
un volumen mayor de oxigeno respecto al grupo (C), dado que utiliza una mezcla
de sustratos con la misma proporcion de hidratos de carbono que el grupo (C),
pero tiene un metabolismo oxidativo mas acelerado por la suplementacién con

resveratrol debido a una mayor efectividad en la actividad oxidativa mitocondrial.

En las Figuras 17 C y D se muestra que el grupo (AG) presenta una produccion
de diéxido de carbono menor estadisticamente significativa respecto a los grupos
(CR), (C) y (AGR), tanto en el periodo de ayuno como en el periodo de
posprandio. Asi mismo, se observa que en los tratamientos dietarios C,CR y AG
hay una produccion mayor estadisticamente significativa de dioxido de carbono
durante el periodo de posprandio respecto al periodo de ayuno, y se mantiene la
misma tendencia entre los grupos que en el periodo de ayuno, excepto por el
grupo (AGR). El grupo (AGR) no presento6 diferencia significativa respecto a los
grupos (C) y (CR) durante el periodo de ayuno, sin embargo, durante el periodo de
posprandio produjo un volumen de dioxido de carbono significativamente menor al
volumen de diéxido de carbono producido por los grupos (C) y (CR), y no presentd
diferencia significativa entre el volumen de dioxido de carbono producido durante
el periodo de posprandio respecto al que produjo en el periodo de ayuno.

El orden descendente del volumen de diéxido de carbono producido
(CR>C>AGR>AG) es diferente al orden descendente del volumen de oxigeno
producido (AGR>CR>C>AG), ya que en la oxidacion de hidratos de carbono, la
relacion del volumen oxigeno consumido es igual al volumen de dioxido de
carbono producido (1:1); mientras que en la oxidacibn de &cidos grasos, el
volumen de oxigeno consumido es mayor al volumen de didéxido de carbono
producido (23:16). Debido a esto, el volumen de diéxido de carbono producido en
el grupo (AGR) esta posicionado mas abajo que en el orden del volumen de
oxigeno consumido, pero es congruente con la explicacién desarrollada sobre el
volumen de oxigeno consumido acerca del metabolismo oxidativo acelerado

debido a la suplementacién con resveratrol.
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Figura 19. Graficos comparativos del efecto del resveratrol sobre el calor producido
(kcal/h) por los grupos alimentados con los cuatro tratamientos dietarios utilizados
entre un periodo de ayuno (8 h) y un periodo de posprandio (12 h). A. Gréfico linear
de los valores de calor producido para cada uno de los tratamientos respecto al
tiempo B. Grafico comparativo entre el promedio de calor producido. C. Gréficos
obtenidos de la tabla de Lusk, 1928, para el analisis de la oxidacion de mezclas de
hidratos de carbono vy lipidos a partir del calor producido y del volumen de oxigeno
consumido. D. Gréfico representativo del porcentaje de calor proporcionado a partir
de hidratos de carbono y lipidos para cada uno de los tratamientos dietarios
utilizados. n=6 por cada grupo experimental. Diferentes letras representan diferencia
significativa (a>b>c>d). P<0.05.

[C= Control, C+R=Control + resveratrol, AG= Alta en grasa, AG+R= Alta en grasa + resveratrol]
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En las Figuras 19 A y B, se observan las diferencias del calor producido (kcal/h)
entre los cuatro tratamientos dietarios utilizados durante el periodo de ayuno y el
periodo de posprandio. Al comparar el periodo de ayuno y el periodo de
posprandio, se observa que al incrementar la velocidad metabdlica de todos los
tratamientos dietarios durante el periodo de posprandio respecto al periodo de
ayuno, la produccion de calor también incrementa de forma estadisticamente

significativa para todos los grupos respecto al periodo de ayuno.

Durante el periodo de ayuno, se observa que el grupo (AG) produjo una cantidad
de calor estadisticamente mayor respecto a los grupos (AGR), (CR) y (C); asi
mismo, durante el periodo de posprandio, se observa la misma tendencia que
durante el periodo de ayuno, en donde el grupo (AG) produce una cantidad de
calor estadisticamente mayor respecto a los grupos (AGR), (CR) y (C). Por otro
lado, al comparar los valores de calor producido durante el periodo de posprandio
respecto al periodo de ayuno, se muestra que existe un incremento
estadisticamente significativo en la cantidad de calor producida en los grupos
(CR), (AG) y (AGR), y unicamente el grupo (C) muestra una tendencia a
incrementar pero sin mostrar diferencia significativa entre los periodos de ayuno y

posprandio.

La reaccién de oxidacion de los acidos grasos se producen (Ec. 2) de 2340
kcal./mol, es decir aproximadamente 9 kcal./g (FAO
ftp://ftp.fao.org/docrep/fao/006/y5022e/y5022e00.pdf); mientras que en la
oxidacion de hidratos de carbono se producen (Ec. 1) 686 kcal./mol, es decir
aproximadamene 4 kcal./g (FAO). Al relacionar éstos valores con los datos
obtenidos a partir de la interpretacion de los valores obtenidos del RER, se
observa que los grupos (C) y (CR) oxidan principalmente hidratos de carbono,
mientras que los grupos (AG) y (AGR) oxidan principalmente lipidos, por lo que la
cantidad de calor producida por el grupo (AG) es mayor dado que oxida
principalmente acidos grasos y éstos producen una cantidad de calor mayor. Asi
mismo se ha reportado que en el modelo de induccién a obesidad a partir de una
dieta alta en grasa, la energia corporal es significativamente mayor a la del grupo
control, debido al incremento en la acumulacion de grasa corporal (Lin et al.,

1979). Por ello, como el grupo (AG) desarrollé un efecto obesogénico debido al
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consumo de la dieta alta en grasa, presentd el valor mayor de calor producido
tanto en ayuno como en posprandio; y como el grupo (AGR) no desarroll éste
efecto obesogénico de acumulacién de grasa, a pesar de oxidar aproximadamente
las mismas proporciones de sustratos oxidados que el grupo (AG), el grupo (AGR)
presentd una producciéon de calor menor al grupo (AG).

Por otra parte, a partir del valor de calor proporcionado por cada uno de los
diferentes grupos de tratamientos dietarios se puede obtener informacion mas
exacta sobre la proporcion de la mezcla de sustratos que cada uno de los grupos
se encuentra oxidando al utilizar la tabla de Lusk (Lusk, 1968), que proporciona la
relacion existente entre el valor del calor total producido y el porcentaje de calor
producido por cada sustrato.

Para obtener esta relacion a partir de la tabla de Lusk (Lusk, 1968) se graficaron
los valores de calor producido entre el volumen de oxigeno consumido y el peso
de los animales (kcal/L Oz) que menciona la tabla contra el porcentaje de calor
producido por hidratos de carbono y el porcentaje de calor producido por lipidos
para cada valor de calor (Figura 19C), y se obtuvo la ecuacién de la recta, en
donde se sustituyeron en los valores de “x” los valores de calor de cada grupo y
asi se obtuvo la proporcion de sustratos oxidados (lipidos y hidratos de carbono)
para la produccion de calor durante el periodo de ayuno y el periodo de
posprandio (Figura 19D).

En la Figura 19D se muestra el porcentaje de calor producido por cada tipo de
sustrato para cada uno de los grupos. Se muestra que los grupos alimentados con
la dieta (C) y (CR) oxidan entre 50-60% de hidratos de carbono y entre 40-50% de
lipidos durante el periodo de ayuno; mientras que los grupos (AG) y (AGR) oxidan
aproximadamente 20% de hidratos de carbono y 80% de lipidos. Por otro lado,
durante el periodo de posprandio, los grupos (C) y (CR) oxidan entre 90% y 98%
de hidratos de carbono y entre 2% y 10% de lipidos; mientras que los grupos (AG)
y (AGR) oxidan aproximadamente 50% de hidratos de carbono y 50% de lipidos.
Esta relacion resulta congruente con el andlisis de los valores del RER vy los
valores obtenidos de calor producido, asi como las proporciones entre el volumen

de oxigeno y dioxido de carbono.
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7.4 ANALISIS DE PARAMETROS BIOQUIMICOS EN SUERO

7.4.1 GLUCOSA

300+

Glucosa

Sin tunicamicina  Con tunicamicina

Valor de P
Dieta Tunicam. Dieta x Tunicam.
Glucosa <0.0001 <0.0001 0.0428

Figura 20. Efecto modulador del resveratrol y de la induccion farmacolégica del
estrés del RE por tunicamicina sobre la concentracién de glucosa (mg/dL) en
suero. A. Concentracion de glucosa en suero de los cuatro grupos de animales
pertenecientes a los cuatro tratamientos dietarios en los que no se administrd
tunicamicina. B. Concentracion de glucosa en suero de los cuatro grupos de
animales pertenecientes a los cuatro tratamientos dietarios en los que si se aplic
tunicamicina 8 h previas a la eutanasia para inducir estrés del RE. n=5 por cada
grupo experimental. Diferentes letras representan diferencia significativa (a>b>c).
P<0.05. ANOVA 2 vias.

[C= Control, C+R=Control + resveratrol, AG= Alta en grasa, AG+R= Alta en grasa + resveratrol]

Analisis de resultados para grupos no tratados con tunicamicina

En la Figura 20A se muestra la concentracién de glucosa en suero de los grupos
en los que no se administrd tunicamicina, en donde se aprecia que el grupo (AG)
presentd una concentracion estadisticamente mayor de glucosa respecto a los

grupos (C) y (CR); a su vez, el grupo (AGR) no resulté estadisticamente diferente
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de los grupos (AG), (C) y (CR); y finalmente, los grupos (C) y (CR) no presentaron
diferencia estadisticamente significativa entre si. Todos los valores se encontraron
dentro del rango normal para glucosa en esta cepa (Charles River Laboratories
International) (Fernandez et al., 2010).

Se puede observar que, existe diferencia estadisticamente significativa entre el
grupos alimentado con la dieta alta en grasa (AG) respecto a las dietas control (C)
y (CR); asi mismo, los grupos alimentados suplementados con resveratrol tanto en
la dieta control como en la dieta alta en grasa, (CR) y (AGR), muestran una
tendencia a disminuir la concentracion de glucosa en suero a pesar de no ser

significativa.

En un estudio conducido por Kang et al. se reportdé un efecto estadisticamente
significativo en la reduccion de la concentracion de glucosa utilizando un modelo
de obesidad en roedores por medio de una dieta alta en grasa suplementada con
resveratrol a una dosis de 30 mg/kg pc/dia (Kang et al., 2012). Sin embargo, en
otro estudio dirigido por Lagouge et al., donde se utilizé un modelo de obesidad en
roedores a partir de una dieta alta en grasa suplementada con 400 mg/kg pc/dia
de resveratrol (Lagouge et al., 2006), no se observé diferencia significativa en la
concentracion de glucosa en suero. Por lo que los resultados obtenidos en este
estudio, son consistentes con los resultados previamente reportados por Lagouge
y colaboradores (Lagouge et al., 2006).

En este estudio no se observo algun efecto de la suplementacion con resveratrol
sobre la reduccién de la concentracién de glucosa ni en los animales alimentados

con una dieta control ni con una dieta alta en grasa.
Analisis de resultados para grupos tratados con tunicamicina

En la Figura 20B se muestra la concentracién de glucosa en suero de los grupos
de ratones en los que se administré tunicamicina. Se observa que el grupo
(AGR+T) presenta una concentracion de glucosa en suero estadisticamente
mayor respecto al grupo (C+T), pero no presenta diferencia respecto a los grupos
(CR+T) y (AG+T); a su vez el grupo (AG) resultd estadisticamente mayor respecto

al grupo (C) pero no presentd diferencia estadistica respecto al grupo (CR), y
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finalmente, el grupo (CR) no presenté diferencia estadistica respecto al grupo (C).
Todos los valores se encontraron dentro del rango normal para glucosa en ésta
cepa de ratones (Charles River Laboratories International) (Fernandez et al.,
2010).

Al comparar los valores de los grupos (C+T) y (AG+T) en la Figura 18B respecto a
los mostrados en la Figura 18A de los grupos (C) y (AG), se puede observar que
los grupos (C+T) y (AG+T) tuvieron una reduccion estadisticamente significativa
en los valores de concentracion de glucosa en suero, aunque se mantuvieron

dentro del rango normal de valores.

Sin embargo, los grupos alimentados con las dietas suplementadas con
resveratrol no presentaron diferencia estadisticamente significativa en la
concentracion de glucosa al comparar los grupos (CR+T) y (AGR+T) respecto a
los grupos (CR) y (AGR), lo que muestra un efecto del resveratrol como
restaurador de la homeostasis del metabolismo glucosa a pesar de la induccién
del estrés del RE.
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7.4.2 COLESTEROL TOTAL

Colesterol total

Sin tunicamicina  Con tunicamicina

valor de P
Dieta Tunicam. Dieta x Tunicam.
Colesterol 0.0015 <0.000T NS

Figura 21. Efecto del resveratrol y de la tunicamicina sobre la concentracion de
colesterol total (mg/dL) en suero. A. Concentracion de colesterol total en suero de
los cuatro grupos de animales pertenecientes a los cuatro tratamientos dietarios
en los que no se administrd tunicamicina. B. Concentracién de colesterol total en
suero de los cuatro grupos de animales pertenecientes a los cuatro tratamientos
dietarios en los que si se administrd tunicamicina 8 h previas a la eutanasia para
inducir estrés de RE. n=5 por cada grupo experimental. Diferentes letras

representan diferencia significativa (a>b>c). P<0.05.

[C= Control, C+R=Control + resveratrol, AG= Alta en grasa, AG+R= Alta en grasa + resveratrol]

Analisis de resultados para grupos no tratados con tunicamicina

En la Figura 21A se muestra la concentracion de colesterol total en suero de los
grupos en los que no se administré tunicamicina, en donde se observa que el
grupo (AG) presenta la mayor concentracion de colesterol total en suero, y es
mayor a los valores del rango normal de colesterol establecido para esta cepa (69
a 192 mg/dL) (Charles River Laboratories International) (Fernandez et al., 2010),
(Mazzaccara et al., 2008), a diferencia de los grupos (C), (CR) y (AGR) que si se

encuentran dentro del rango normal. Asi mismo, el grupo (AG) muestra un
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incremento en la concentracion de colesterol total estadisticamente significativo
respecto a los grupos suplementados con resveratrol (CR) y (AGR) pero no
respecto al grupo (C). Por otro lado, el grupo (C) no presenta diferencia
significativa respecto a los grupos suplementados con resveratrol (CR) y (AGR),

mismos que tampoco presentan diferencia significativa entre si.

En esta figura (Figura 21A) se muestra una reduccion en la concentracion de
colesterol total entre los grupos alimentados con la dieta (CR) y (AGR) respecto a
los grupos no suplementados con resveratrol (C) y (AG), que presenta diferencia
estadisticamente significativa inicamente entre el grupo (AGR) respecto al grupo
(AG). Lo que demuestra que la suplementacion con resveratrol sobre un modelo
de obesidad inducida por dieta provoca la reduccién estadisticamente significativa
de la concentracion de colesterol total en plasma manteniéndola dentro del rango
normal de valores en ratones C57BL/6.

En la literatura se ha reportado que en un modelo experimental murino de
obesidad inducida por dieta la suplementacion de resveratrol a una dosis de 22.4
mg/kg pc/dia (Baur et al., 2006) y de 400 mg/kg pc/dia (Lagouge et al., 2006) no
mostré diferencia estadisticamente significativa entre el valor de colesterol total en
suero del grupo alimentado con la dieta alta en grasa suplementada con
resveratrol respecto al grupo alimentado con la dieta alta en grasa. Por lo que los
resultados obtenidos en este estudio difieren de los resultados reportados por
Baur et al. 2006 y Lagouge et al. 2006.

En este estudio se muestra el efecto benéfico del resveratrol sobre la reduccion
estadisticamente significativa en el valor de colesterol total en suero del grupo de
animales alimentados con una dieta alta en grasa suplementada con resveratrol.
Sin embargo, este efecto no se aprecia en la suplementacién de resveratrol en

una dieta control.
Analisis de resultados para grupos tratados con tunicamicina

En la Figura 21B, se muestra la concentracion de colesterol total en suero de los
grupos en los que se administré tunicamicina. Se aprecia que el grupo (AG+T)

presenta la mayor concentracion de colesterol total, seguido por el grupo
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alimentado con la dieta alta en grasa suplementada con resveratrol (AGR+T), el
grupo (CR+T) y el grupo (C+T), sin presentar diferencia significativa entre ninguno
de los grupos. Los valores de colesterol total en suero de todos los grupos se

encontraron dentro del rango normal de valores para ésta cepa.

Al comparar los valores de los grupos mostrados en la Figura 21B respecto a los
con los valores de los grupos en la Figura 21A, se observa que los grupos (C+T)
y (AG+T) presentaron una disminucion estadisticamente significativa en los
valores de concentracion de colesterol total respecto a los grupos (C) y (AG), lo
gue demuestra que la induccion del estrés del RE provoca una alteracion en la
homeostasis del metabolismo de colesterol que provoca la reduccion de la

concentracion de colesterol total en suero en éstos dos grupos.

Por otro lado, se observa que en la comparacion de los grupos alimentados con
las dietas suplementadas con resveratrol (CR+T) y (AGR+T) (Figura 21B)
respecto a los grupos (CR) y (AGR) (Figura 21A), no hay una diferencia

estadisticamente significativa en la concentracién de colesterol total.

Este estudio sugiere que el resveratrol induce un efecto restaurador de la
homeostasis del metabolismo de colesterol a pesar de la induccion del estrés del
RE en una dieta control, asi como en una dieta alta en grasa suplementada con

resveratrol.
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7.4.2.1 COLESTEROL LDL
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Dieta Tunicam. Dieta x Tunicam.
LDL <0.0001 0.0002 0.0126

Figura 22. Efecto modulador del resveratrol y de la induccién farmacolégica del
estrés del RE por tunicamicina sobre la concentracion de colesterol transportado
en lipoproteinas de baja densidad (LDL) (mg/dL) en suero. A. Concentracion de
colesterol transportado en lipoproteinas de baja densidad (LDL) en suero de los
cuatro grupos de animales pertenecientes a los cuatro tratamientos dietarios en
los que no se aplicéd tunicamicina. B. Concentracién de colesterol transportado en
lipoproteinas de baja densidad (LDL) en suero de los cuatro grupos de animales
pertenecientes a los cuatro tratamientos dietarios en los que si se aplicd
tunicamicina 8 h previas a la eutanasia para inducir estrés del RE. n=5 por cada
grupo experimental. Diferentes letras representan diferencia significativa (a>b>c).
P<0.05.

[C= Control, C+R=Control + resveratrol, AG= Alta en grasa, AG+R= Alta en grasa + resveratrol]
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Analisis de resultados de los grupos de animales que no fueron tratados con

tunicamicina

En la Figura 22A se muestra la concentracion de colesterol transportado en
lipoproteinas de baja densidad (LDL) en suero de los grupos en los que no se
administré tunicamicina. Se aprecia que el grupo (AG) presenta una concentracion
de colesterol LDL estadisticamente mayor respecto a los grupos suplementados
con resveratrol (CR) y (AGR), sin embargo no presenta diferencia
estadisticamente significativa respecto al grupo (C). A su vez, el grupo (C), no
presenta diferencia estadisticamente significativa respecto a los grupos (CR) y
(AGR), mismos que tampoco presentan diferencia estadisticamente significativa
entre si.

Para éste parametro no se ha establecido un rango normal de valores para esta
cepa, aunque se sabe que la proporcién de colesterol transportado en HDL es de
aproximadamente del 80% del valor de la concentraciébn de colesterol total,
mientras que el valor de colesterol transportado en las lipoproteinas LDL es
aproximadamente el 20% del valor del colesterol total (The Jackson Laboratory,
2007) (Ahn et al., 2008), por lo que de acuerdo a ésta estimacion, se podria
sugerir que los grupos (C), (CR) y (AGR) se encuentran dentro del rango normal
de valores, y el grupo (AG) presenta un valor mayor al que se consideraria como

el rango normal.

En ésta figura se muestra una disminucion de los valores de la concentracion de
colesterol transportado en lipoproteina de baja densidad (LDL) en los grupos
suplementados con resveratrol (CR) y (AGR) respecto a los grupos (C) y (AG),
encontrando que Unicamente es estadisticamente significativa entre el grupo
(AGR) respecto al grupo (AG).

El efecto del resveratrol sobre la disminucion en la concentracién del colesterol
transportado en las lipoproteinas LDL es uno los efectos benéficos metabdlicos
importantes que confiere el resveratrol, debido a que los niveles elevados de
colesterol de en las lipoproteina LDL se asocian al desarrollo de ateroesclerosis,
por lo que éste efecto del resveratrol le confiere la propiedad de “cardioprotector”.
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En la literatura se ha reportado que en un modelo obesidad inducido a partir de
una dieta alta en grasa suplementada con resveratrol a una dosis de 400 mg/kg
pc/dia, no muestra diferencia estadisticamente significativa en la concentracion de
colesterol LDL. Los resultados obtenidos en éste estudio presentan una tendencia
diferente con el resultado reportado por Lagouge et al. 2006, ya que los resultados
obtenidos indican una reduccion en el colesterol LDL que es estadisticamente
significativa cuando se comparan los grupo (AGR) respecto al grupo (AG).

En éste estudio se muestra el efecto benéfico del resveratrol sobre la reduccion
estadisticamente significativa en el valor de colesterol LDL en suero del grupo de
animales alimentados con una dieta alta en grasa suplementada con resveratrol.
Sin embargo, éste efecto no se aprecia en la suplementacién de resveratrol en

una dieta control.
Analisis de resultados para grupos tratados con tunicamicina

En la Figura 22B, se muestra la concentracion de colesterol LDL en suero de los
grupos de animales que fueron tratados con tunicamicina, en donde se aprecia
que el grupo con mayor concentracion de colesterol LDL es el grupo (AG+T),
seguido del grupo (AGR+T), (CR+T) y (C+T). Ninguno de los grupos

experimentales muestra diferencia estadisticamente significativa entre si.

Al comparar los valores de la concentracion de colesterol LDL de los grupos sin la
administracion de tunicamicina (Figura 22 A) respecto a los valores de los grupos
administrados con tunicamicina (Figura 22 B), se observa que el grupo (C+T)
presentd una disminucion estadisticamente significativa en la concentracion de
colesterol LDL respecto al grupo (C); asi mismo, se observa que el grupo (AG+T)
presentd una disminucion estadisticamente significativa en la concentracion de
colesterol LDL respecto al grupo (AG). A diferencia de los grupos de animales
alimentados con las dietas suplementadas con resveratrol, en donde el grupo
(CR+T) que no presentd diferencia estadisticamente significativa en la
concentracion de colesterol LDL respecto a los grupos (CR); asi como el grupo y
(AGR+T) no present6 diferencia estadisticamente significativa en la concentracién
del colesterol LDL respecto al grupo (AGR).
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Por lo tanto, de acuerdo a los resultados obtenidos en éste estudio respecto a la
concentracion de colesterol LDL, se puede argumentar un efecto benéfico del
resveratrol sobre la homeostasis del metabolismo de colesterol a pesar de la
induccion del estrés del RE.

7.4.2.2 COLESTEROL HDL
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Figura 23. Efecto modulador del resveratrol y de la induccién farmacolégica del
estrés del RE por tunicamicina sobre la concentracion de colesterol transportado
por lipoproteinas de alta densidad (HDL) (mg/dL) en suero. A. Concentracion de
colesterol transportado por lipoproteinas de alta densidad (HDL) de los los cuatro
tratamientos dietarios en los que no se administré tunicamicina. B. Concentracion
de colesterol transportado por lipoproteinas de alta densidad (HDL) en suero de
los cuatro grupos de animales pertenecientes a los cuatro tratamientos dietarios a
los que se administré tunicamicina 8 h previas a la eutanasia para inducir estrés
de RE. n=5 por cada grupo experimental. Diferentes letras representan diferencia
significativa (a>b>c). P<0.05.

[C= Control, C+R=Control + resveratrol, AG= Alta en grasa, AG+R= Alta en grasa + resveratrol]

74



Analisis de resultados para grupos de animales que no fueron tratados con

tunicamicina

En la Figura 23A se muestra la concentraciéon de colesterol transportado por
lipoproteinas de alta densidad (HDL) en suero de los grupos de animales en los
gue no se administrd tunicamicina. Se muestra que el grupo con mayor
concentracion de colesterol HDL es el grupo (AG), seguido del grupo (C), (CR) y
finalmente el grupo (AGR), entre los cuales no presentan diferencia
estadisticamente significativa.

El colesterol HDL no es aterogénico, ya que las lipoproteinas de alta densidad
transportan el colesterol del tejido endotelial hacia nuevamente al higado donde
puede ser eliminado del organismo, por lo que se considera que reduce el riesgo
cardiovascular (Caquet, 2008). Por lo que se puede mostrar que la variacion en la
concentracion de colesterol total se debe a la disminucion estadisticamente
significativa que presentan los grupos suplementados con resveratrol, (CR) y
(AGR), respecto a los grupos no suplementados con resveratrol, (C) y (AG) en los
valores de colesterol LDL y no en la concentracién del colesterol HDL, lo cual
demuestra que el resveratrol reduce los valores de la concentracion del colesterol

aterogénico (LDL) pero no los del colesterol no aterogénico (HDL).

Analisis de resultados para los grupos de animales tratados con

tunicamicina

En la Figura 23B, se muestra la concentracion del colesterol HDL en suero de los
grupos de ratones en los que se administro tunicamicina. Se observa que el grupo
(AG+T) presenta un incremento estadisticamente significativo de los valores de
colesterol HDL respecto a los grupos (C+T) y (CR+T), mas no presenta diferencia
estadisticamente significativa respecto al grupo (AGR+T); a su vez, el grupo
(AGR+T) también presenta un incremento estadisticamente significativo respecto
a los grupos (C+T) y (CR+T); mientras que los grupos (C+T) y (CR+T) no

presentan diferencia estadisticamente significativa entre si.

Al comparar los grupos tratados con tunicamicina (Figura 23B) respecto a los

grupos no tratados con tunicamicina (Figura 23A), se observa que los grupos
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(C+T), (CR+T) y (AG+T) presentan una disminucion estadisticamente significativa
respecto a los grupos (C), (CR) y (AG) en la concentracion de colesterol HDL;
mientras que el grupo (AGR+T) no presenta una disminucién estadisticamente

significativa respecto al grupo (AGR).

Los resultados obtenidos en éste estudio, demuestran que la suplementacion de
resveratrol en una dieta alta en grasa mantiene el valor de la concentracién de
colesterol HDL en valores normales sin presentar diferencia estadisticamente
significativa a pesar de la induccion de estrés de RE por tunicamicina. Sin
embargo, éste efecto no se aprecia en la suplementacién de resveratrol en una

dieta control.
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7.4.3 TRIGLICERIDOS
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Figura 24. Efecto modulador del resveratrol y de la induccion farmacolégica del
estrés del RE por tunicamicina sobre la concentracion de triglicéridos (mg/dL) en
suero. A. Concentracion de triglicéridos en suero de los cuatro grupos de animales
pertenecientes a los cuatro tratamientos dietarios que no fueron tratados con
tunicamicina. B. Concentracion de triglicéridos en suero de los cuatro grupos de
animales pertenecientes a los cuatro tratamientos dietarios a los cuales se les
aplico tunicamicina 8 h previas a la eutanasia para inducir estrés del RE. n=5 por
cada grupo experimental. Diferentes letras representan diferencia significativa
(a>b>c). P<0.05.

[C= Control, C+R=Control + resveratrol, AG= Alta en grasa, AG+R= Alta en grasa + resveratrol]

Analisis de resultados de los grupos experimentales que no fueron tratados

con tunicamicina

En la Figura 24A se muestra la concentracion de triglicéridos en suero de los
grupos en los que no fueron tratados con tunicamicina. Se observa que el grupo
con mayor concentracion de triglicéridos es el grupo de animales alimentado con

la dieta alta en grasa (AG), seguido por los grupos (AGR), (C), y (CR), entre los
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cuales no se presenta diferencia estadisticamente significativa. Los grupos (C),
(AG) y (AGR) se encuentran dentro de los valores del rango establecido como
normal para esta cepa, 53-159.29 mg/dL (Mazzaccara et al., 2008); mientras que
el grupo (CR) present6 valores ligeramente menores a los establecidos en el

rango normal.

Se observa que los grupos suplementados con resveratrol, (CR) y (AGR),
muestran una tendencia a presentar valores ligeramente menores a los que se
obtuvieron de los grupos sin suplementacion de resveratrol, (C) y (AG) (Figura
24A), aunque esta tendencia no presenta una diferencia estadisticamente
significativa en ninguno de los casos. Asi mismo, se observa que el grupo (CR)
presenta un valor de concentracién menor al rango normal establecido, ya que se
ha reportado que la suplementacion de resveratrol en individuos sanos podria
llegar a alterar su respuesta metabdlica, y puede llegar a disminuir las
concentraciones de glucosa Yy triglicéridos incluso por debajo del rango normal
(Novelle et al., 2015).

Los resultados obtenidos coinciden con lo reportado en la literatura, en donde, al
utilizar un modelo de obesidad con roedores por medio de una dieta alta en grasa
suplementada con resveratrol en una dosis de 22.4 mg/kg pc/dia (Baur et al.,
2006) 6 de 400 mg/kg pc/dia (Lagouge et al., 2006), no muestran una disminucién

estadisticamente significativa en la concentracién de triglicéridos.

Los resultados mostrados en este estudio, demuestran que la suplementaciéon de
resveratrol en una dieta alta en grasa, asi como en una dieta control, no presentan
diferencia estadisticamente significativa por un efecto benéfico del resveratrol

sobre la concentracion de triglicéridos en suero.
Analisis de resultados para grupos tratados con tunicamicina

En la Figura 24B se muestra la concentracion de triglicéridos en suero de los
grupos de animales a los que les fue administrada la tunicamicina. Se observa que
los grupos (CR+T) y (AGR+T) presentaron valores dentro del rango normal
establecido; mientras que los grupos (C+T) y (AG+T) presentaron valores

inferiores al rango normal establecido. Asi mismo, se muestra que el grupo (CR+T)
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presentdé diferencia estadisticamente significativa en la concentracion de
triglicéridos en suero respecto a los grupos (C+T) y (AG+T), y no presentod
diferencia estadisticamente significativa respecto al grupo (AGR+T); a su vez, se
observa que el grupo (AGR+T) también presentd diferencia estadisticamente
significativa respecto a los grupos (C+T) y (AG+T).

Al comparar la concentraciéon de triglicéridos en suero de los grupos de animales
gue fueron tratados sin tunicamicina (Figura 24A) respecto a los valores de los
grupos tratados con tunicamicina (Figura 24B), se observa que los grupos
(AG+T), presentd una disminucion estadisticamente significativa respecto al grupo
(AG) en la concentracion de triglicéridos; mientras que el grupo (C+T) no mostré
diferencia estadisticamente significativa respecto al grupo (C); y finalmente los
grupos (CR+T) y (AGR+T) mostraron un incremento en los valores de triglicéridos
en suero que fue estadisticamente significativo respecto a los grupos (CR) y
(AGR).

Se observa que los grupos de ratones que fueron alimentados con las dietas
suplementadas con resveratrol, (CR+T) y (AGR+T), presentan un incremento en la
concentracion de triglicéridos, y éstos valores se ubican dentro del rango normal
establecido a diferencia de los grupos (C+T) y (AG+T). Esto sugiere que el
resveratrol trata de mantener la homeostasis lipidica aun a pesar de la induccién
del estrés del RE, al mantener la concentracion de triglicéridos dentro del rango
normal tanto en el grupo (CR+T) como en el grupo (AGR+T).

Los resultados mostrados en este estudio, sugieren que el resveratrol provoca un
efecto benéfico sobre la concentracion de triglicéridos en suero al mantenerla en
los valores normales al ser suplementado en una dieta alta en grasa, asi como en
una dieta control; a diferencia de los grupos no suplementados con resveratrol que

presentan una concentraciéon menor de triglicéridos al rango normal establecido.
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7.4.4 PERFIL HEPATICO

A continuacion se muestran las pruebas de funcién hepéatica evaluadas en suero
para cada uno de los grupos experimentales: la concentracidbn de alanina
aminotransferasa (ALT) y la concentracion de aspartato aminotransferasa (AST),
gue fueron evaluadas para observar si el resveratrol presentaba como efecto
secundario hepatotoxicidad. Asi mismo se muestra un grafico con la composicién
en peso del higado (g higado/100g peso corporal) para los ocho grupos
experimentales utilizados (Figura 25).
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Figura 25. Efecto modulador del resveratrol y de la induccién farmacoldgica del
estrés del RE por tunicamicina sobre el perfil hepatico en los ocho grupos
experimentales propuestos: composicion corporal de higado (g/100g peso
corporal) y transaminasas ALT y AST. A. Gréfico de composicion corporal de
higado. B. Grafico de concentraciébn de alanina aminotransferasas (ALT). C.
Grafico de concentracion de aspartato aminotransferasas (AST). n=5 por cada
grupo experimental. Diferentes letras representan diferencia significativa (a>b>c).

P<0.05. [C= Control, C+R=Control + resveratrol, AG= Alta en grasa, AG+R= Alta en grasa +

resveratrol]

81



Analisis de resultados para todos los grupos de respecto a la composicidon
corporal del higado

En la Figura 25 A se muestra el grafico de composicion corporal del higado de
cada uno de los grupos experimentales. En éste grafico se observa que al
comparar lo grupos que no fueron tratados con tunicamicina, el grupo (AG) mostré
la mayor composicion corporal del higado al momento de la eutanasia y presento
diferencia estadisticamente significativa respecto a los grupos ©, (CR) y (AGR),
qgue no mostraron diferencia estadisticamente significativa entre ellos. Mientras
que en los grupos tratados con tunicamicina, el grupo (AG+T) mostroé la mayor
composiciéon corporal de higado y presentd diferencia estadisticamente
significativa respecto al grupo (C+T), mas no presento diferencia estadisticamente
significativa respecto a los grupos (CR+T) y (AGR+T); a vez, los grupos (C+T),
(CR+T) y (AGR+T) no mostraron diferencia estadisticamente significativa entre si.

Al comparar la composicion corporal del higado entre los grupos de animales
tratados con tunicamicina respecto a los grupos que no recibieron tunicamicina
(Figura 25 A), se muestra que ninguno de los grupos de animales a los cuales se
les administré tunicamicina (C+T, CR+T, AG+T, AGR+T) mostré un incremento
estadisticamente significativo en la composicion corporal del higado respecto a los
grupos sin tunicamicina (C, CR, AG, AGR).

Es bien sabido que la obesidad induce esteatosis hepatica e inflamacién crénica
en higado, que consiste en la acumulacion anormal de lipidos dentro de los
hepatocitos debido a un proceso anormal de sintesis y eliminacion de triglicéridos,
lo que implica a su vez la asociacion de la esteatosis hepatica sobre otras
alteraciones al ser el higado el principal 6rgano encargado del metabolismo
lipidico (Maher, 2011). Se ha demostrado experimentalmente que en los ratones
C57BL/6, que la obesidad inducida por una dieta alta en grasa provoca el
desarrollo de esteatosis hepatica e inflamacién crénica debido a un desbalance
entre la lipogénesis y la lipdlisis (Peng et al., 2012) (Maher, 2011).

La esteatosis hepatica y la inflamacion del higado resultan en un incremento en el
tamafio y por tanto en el peso del higado. De acuerdo a ello, como se observa en
la Figura 25 A, los grupo (AG) y (AG+T) describen un comportamiento que
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sugiere el desarrollo de esteatosis hepatica como consecuencia del consumo de
una dieta obesogénica.

En ésta misma figura, se observa que el grupo (AGR) presenta un valor de
composicién corporal del higado menor estadisticamente significativo respecto al
grupo (AG). lo que sugiere que la suplementacion con resveratrol evita el
desarrollo de esteatosis hepéatica a pesar del consumo de una dieta alta en grasa.

Otros estudios han reportado la tendencia mostrada en éste estudio sobre la
composicion corporal del higado en un modelo murino de induccién de la obesidad
por medio de una alimentacién alta en grasa suplementada con resveratrol
(0.025%) (Ahn et al., 2008), en donde de demostrdé que el resveratrol inhibi6 el
desarrollo de esteatosis hepatica dado que mostr6 una composicion corporal de
higado menor estadisticamente significativa y una menor acumulacion de lipidos
totales y triglicéridos en higado estadisticamente significativa. Asi mismo, se ha
reportado que en un modelo murino de induccion a obesidad por medio de una
dieta alta en grasa, la suplementacion de una dosis de 30 mg/kg pc/dia de
resveratrol reduce el desarrollo de esteatosis hepatica (Kang et al., 2012).

Asi mismo, se muestra que el grupo (CR) no presenta diferencia significativa
respecto a los grupo (C) en la composicion corporal del higado, se sugiere que el
consumo de la dieta control no induce el desarrollo de esteatosis hepatica, y por lo
tanto, al no presentar una alteracién metabdlica, el resveratrol no induce cambios

en la composicién corporal del higado (Novelle et al., 2015).

Por otro lado, se ha demostrado que la induccién farmacol6gica con tunicamicina
del estrés del RE también induce el desarrollo de esteatosis hepatica en ratones
C57BL/6 (Lee et al., 2012). Sin embargo, se muestra que el comportamiento del
grupo (AGR+T) sugiere una tendencia a presentar una composicion corporal del
higado menor respecto al grupo (AG+T), con lo que sugiere que el resveratrol
podria tener algun efecto benéfico en la inhibicién del desarrollo de esteatosis
hepatica, sin embargo, ésta diferencia no es estadisticamente significativa.

Asi mismo, se muestra que el grupo (CR+T) respecto al grupo (C+T) no hay
diferencia estadisticamente significativa.
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Los resultados mostrados en éste estudio sugieren que la suplementacion con
resveratrol en una dieta control no genera ningun efecto benéfico sobre la
composicién corporal del higado y posiblemente el desarrollo de esteatosis
hepética ante la induccion del estrés del RE. Sin embargo, en la suplementacién
de resveratrol en una dieta alta en grasa, sugiere una tendencia hacia una
composicién corporal del higado menor que podria representar que induce la
inhibicion del desarrollo de esteatosis hepéatica ante la induccion farmacoldgica del
estrés del RE, aunque ésta tendencia no es estadisticamente significativa.

Analisis de resultados para los grupos de ratones tratados con tunicamicina
respecto alos valores de las transaminasas AST y ALT en suero.

En la Figura 25 B se muestran los valores de la concentracion de las
transaminasas ALT en suero, en donde se observa que el grupo (AG+T) presentd
el valor mas elevado, seguido por los grupos (AGR+T), (C+T) y (CR+T). Los
grupos (C+T), (AG+T) y (AGR+T) se encontraron por arriba del rango normal
establecido (20-129 U/L) (Charles River Laboratories International) (Fernandez et
al.,, 2010), y ninguno de los grupos presentd diferencia estadisticamente

significativa.

Al comparar los grupos que fueron tratados con tunicamicina respecto a los grupos
gue no recibieron el tratamiento con tunicamicina, se observa que ninguno de los
grupos presenta una diferencia estadisticamente significativa respecto de los
valores de las transaminasas ALT en suero. Se observa una tendencia a
incrementar en todos los grupos, lo que provoca que los grupos (C+T) y (AGR+T)
tengan valores mayores a los establecidos en el rango normal a diferencia de los
grupos (C) y (AGR). Esta tendencia probablemente se deba a que la induccion del
estrés del RE por la administracién de la tunicamicina provoca el desarrollo de
esteatosis hepatica, lo que probablemente se relacione con el incremento en la
concentracion de transaminasas ALT en éstos grupos.

Se observa que los grupos suplementados con resveratrol, (CR+T) y (AGR+T), no
muestran diferencia estadisticamente significativa de los valores de las
transaminasa ATL en suero respecto a los grupos no suplementados con
resveratrol, (C+T) y (AGR), sin embargo se observa una tendencia de ambos
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grupos a presentar valores menores, incluso situan el grupo (CR+T) dentro de los
valores normales, a diferencia del grupo (C+T), lo que muestra un posible efecto
del resveratrol sobre el dafio hepatico provocado por la tunicamicina, sin embargo,

no es estadisticamente significativo.

Por otro lado, en la Figura 25 B se muestra la concentracion de los valores en
suero de las transaminasas AST, en donde se observa que el grupo (AG+T)
presentd el valor mayor y fue seguido por los grupos (AGR+T), (C+T) y (CR+T).
Los grupos (C+T), (CR+T) y (AGR+T) se encontraron dentro del rango normal (46-
342 U/L) (Charles River Laboratories International) (Fernandez et al., 2010), y el
grupo (AG+T) presentd valores mayores al rango normal. Ninguno de los grupos
presenté diferencia estadisticamente significativa.

Al comparar los valores de las transaminasas AST en suero de los grupos con
tunicamicina (C+T, CR+T, AG+T, AGR+T) respecto a los grupos sin tunicamicina
(C, CR, AG, AGR), se observa que todos los grupos presentan una tendencia
hacia un incremento en los valores de concentracion de éstas enzimas en suero, y
se observa que el grupo (AG) present6 valores dentro del rango normal, mientras
qgue el grupo (AG+T) presentd valores mayores a los normales. Sin embargo,

ninguno de los grupos mostro un incremento estadisticamente significativo

Por otro lado, se muestra que los grupos (CR+T) y (AGR+T) presentan una
tendencia a presentar valores menores de la concentracion de las transaminasas
AST en suero respecto los grupos (C+T) y (AG+T) sin embargo, la diferencia no
fue estadisticamente significativa. Por lo que no se muestra un efecto significativo
de la suplementacion de resveratrol sobre el dafio hepatico y muscular ante la
induccion del estrés del RE.

7.4.5 PERFIL RENAL

A continuacion se muestran las pruebas de perfil renal evaluadas en suero para
cada uno de los grupos experimentales evaluados: la concentracion de albumina
en suero (mg/dL) y creatinina (mg/dL). Asi mismo se muestra un grafico que
muestra la composicién en peso del rifién (g rifidbn/100g peso corporal) para los
ocho grupos experimentales utilizados (Figura 26).
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Figura 26. Efecto modulador del resveratrol y de la induccién farmacoldgica del
estrés del RE por tunicamicina sobre la composicion corporal de rifidn (g/100g

peso corporal)

[C= Control, C+R=Control + resveratrol, AG= Alta en grasa, AG+R= Alta en grasa + resveratrol]

En la Figura 26 se presentan los resultados obtenidos de la composicion corporal
del riidn en los todos los grupos experimentales propuestos. En este grafico se
muestra que no existe alguna tendencia ni diferencia significativa entre los grupos
en cuanto a la composicion corporal del rifion, tanto en lo grupos administrados
con tunicamicina como en los grupos no administrados con la misma, esto indica
gue no hay diferencias en la composicién corporal del rifidn por la acumulacién de
lipidos en tejido renal, ni por la induccion del RE con tunicamicina, ni por el

consumo de las dietas altas en grasa o suplementadas con resveratrol.
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Figura 27. Efecto modulador del resveratrol y de la induccién farmacoldgica del
estrés del RE por tunicamicina sobre el perfil renal en los ocho grupos
experimentales propuestos: concentracion de creatinina en suero (mg/dL). n=5
para cada grupo experimental.

[C= Control, C+R=Control + resveratrol, AG= Alta en grasa, AG+R= Alta en grasa + resveratrol]

La creatinina es un subproducto quimico de la creatina. La creatina es una
sustancia producida por el organismo para proporcionar energia principalmente a
nivel muscular (Taal et al., 2011). La creatinina es eliminada por los riflones, si la
funcion renal es anormal, los niveles de creatinina se ven incrementados en
sangre, ya que indica que no se esta eliminando correctamente a través de la
orina (Taal et al., 2011). El &cido urico, la urea y la creatinina son productos del
metabolismo de las proteinas en las células, y en la enfermedad renal crénica las
concentraciones aumentan en proporcion a la reduccion de nefronas funcionales,
por ello constituyen un medio importante de evaluar el grado de enfermedad renal
(Taal et al., 2011).
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Analisis de resultados para los grupos de ratones que no fueron tratados

con tunicamicina

En la Figura 27 se muestran los valores de concentracioén de creatinina en suero.
Se observa que el grupo (AG) presenté valores mayores al rango normal
establecido (0.2 a 0.56 mg/dL) (Charles River Laboratories International)
(Fernandez et al., 2010) y mostrd la mayor concentracién de creatinina; seguido
de los grupos (C), (CR), y (AGR), los cuales se encontraron dentro del rango
normal establecido. Sin embargo, ninguno de lo grupos presentd diferencia

estadisticamente significativa.

Esta tendencia sugiere que el grupo (AG) presenté enfermedad renal, que como
se menciona en la introducciébn, es una patologia comun asociada al
establecimiento de la obesidad y el sindrome metabdlico (Snyder et al., 2014). Es
por ello, que mostrd valores mayores a los establecidos en el rango normal de
creatinina en suero; a diferencia de los grupos (C), (CR) y (AGR) que
aparentemente no sugieren haber presentado alteraciones en la funcién renal a

consecuencia de las dietas que fueron consumidas.

Por otro lado, respecto al efecto de la suplementacion con resveratrol el grupo
(AGR) muestra una tendencia a disminuir el valor de la creatinina en suero
respecto al grupo (AG) a pesar de no ser significativa; a diferencia del grupo (CR)
gue no muestra ninguna tendencia respecto al grupo (C) y tampoco muestra
presentar significacia estadistica.

Por lo que la suplementacion con resveratrol en una dieta alta en grasa, sugiere
una tendencia renoprotectora sobre la concentracién de creatinina, sin embargo

no mostré un efecto estadisticamente significativo.

Analisis de resultados para los grupos de animales tratados con

tunicamicina

En la Figura 27 se muestran los valores de la concentracién de creatinina en

suero. Se observa que el grupo (AG+T) mostré6 la mayor concentraciéon de
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creatinina; seguido de los grupos (C+T), (CR+T), y (AGR+T). Todos los grupos
presentaron valores mayores al rango normal establecido (0.2 a 0.56 mg/dL)
(Charles River Laboratories International) (Fernandez et al., 2010).

Al comparar los valores de la concentracion de creatinina en suero de los grupos
de animales tratados con tunicamicina (C+T, CR+T, AG+T y AGR+T) respecto a
los grupos de ratones que no fueron tratados con tunicamicina (C, CR, AG y
AGR), se observa una tendencia hacia valores mayores de concentracion de
creatinina en suero en todos los grupos donde se administré tunicamicina. Incluso
se muestra que todos los grupos tratados con tunicamicina presentaron valores
mayores al rango normal, a diferencia de los grupos no tratados con ella, en donde
s6lo el grupo (AG) presenté un valor mayor al rango establecido. Sin embargo,
estas diferencias entre los valores de los grupos con y sin tunicamicina no

mostraron diferencia estadisticamente significativa.

Como se menciond en la introduccion, en un estudio realizado por nuestro grupo
de trabajo (Tovar-Palacio et al., 2014) se demostré que la induccién del estrés del
RE por tunicamicina induce el desarrollo de lipogénesis renal y con ello provoca
dafio renal. Este dafio renal inducido por la tunicamicina provoca la elevacion de la
concentracion de creatinina en suero en todos los grupos (C+T, CR+T, AG+T,
AGR+T).

Respecto a la suplementacion con resveratrol, se observa que el grupo (AGR+T)
muestra una tendencia hacia valores menores de creatinina respecto al grupo
(AG+T); sin embargo, no reduce la concentracion de creatinina hacia el rango
normal y no muestra diferencia significativa respecto al grupo (AG). Por otro lado,
el grupo (CR+T) no muestra ninguna tendencia en los valores de creatinina en
suero respecto al grupo (C) y tampoco muestra una diferencia estadisticamente

significativa.

Por lo que la suplementacion con resveratrol en una dieta alta en grasa, sugiere
un efecto renoprotector sobre la concentracion de creatinina ante la induccion del

estrés de RE, sin embargo no mostré un efecto estadisticamente significativo.
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Figura 28. Efecto modulador del resveratrol y de la induccién farmacoldgica del
estrés del RE por tunicamicina sobre el perfil renal en los ocho grupos
experimentales propuestos: concentracion de albumina en suero (mg/dL). n=5

para cada grupo experimental.

La albumina es una proteina producida por el higado que se encuentra circulante
en suero. La hipoalbuminemia es un déficit de albumina en la sangre, y una de las
consecuencias principales de la disfuncion renal (Taal et al., 2011), ya que la
mayoria de los individuos que padecen nefropatias presentan proteinuria debido a
la falla en la filtracion renal, y la principal proteina excretada en éste tipo de
pacientes es la albimina (Calabia, 2003).

Analisis de resultados para los grupos de animales que no fueron tratados

con tunicamicina

En la Figura 28 se puede observa que los grupos (C), (CR) y (AGR) presentaron
un valor similar de concentracion de albumina y se mantuvieron dentro del rango
normal de valores (22 a 42 g/L) (Mazzaccara et al., 2008), excepto el por grupo

(AG), que presentd un valor menor al rango normal de valores de albumina
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mostrando  hipoalbuminemia ligera. Ningun grupo mostré diferencia

estadisticamente significativa.

Los resultados presentados en esta figura (Figura 28) muestran congruencia
respecto a los resultados observados en la concentracion se creatinina sérica para
éstos mismos grupos, ya que en los grupos (C), (CR) y (AGR), presentan
concentraciones de creatinina normales, que sugieren que estos grupos no
presentan un dafo renal aparente; mientras que en el grupo (AG) presenta
hipoalbuminemia y elevacion de la concentracion de creatinina, lo que sugiere en

ambos criterios un dafio renal aparente.

Al comparar las concentraciones de albumina y creatinina de los grupos
suplementados con resveratrol, se puede observar que el grupo (AGR), en ambas
concentraciones, muestra un comportamiento que sugiere que éste grupo no
presenta dafio renal, respecto al grupo (AG), que aparentemente presenta dafno
renal de acuerdo a los criterios de ambos parametros. Por otro lado, el grupo (CR)
muestra un comportamiento que sugiere que éste grupo no presenta dafio renal

en ambas concentraciones, y no muestra ninguna tendencia o efecto respecto al

grupo (C).

Por lo que la suplementacion con resveratrol en una dieta alta en grasa, sugiere
un efecto renoprotector sobre la concentracion de albimina, sin embargo no

mostré ser estadisticamente significativo.

Analisis de resultados para los grupos de animales que fueron

administrados con tunicamicina

En la Figura 28 se puede observa que el grupo (CR+T) presentd un valor similar
al grupo (AGR+T) en la concentracion de albumina sérica, y ambos se
mantuvieron dentro del rango normal de valores (22-42 g/L) (Mazzaccara et al.,
2008); mientras que, los grupos (C+T) y (AG+T), presentaron hipoalbuminemia
ligera. Ningun grupo mostro diferencia estadisticamente significativa.
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Al comparar los valores de concentracion de albumina sérica de los grupos de
animales administrados con tunicamicina respecto a los grupos de animales que
no fueron tratados con ella, se puede observar que los grupos (C+T) y (AG+T),
mostraron una tendencia hacia valores menores de concentracién de albumina
respecto a los grupos (C) y (AG); mientras que los grupos (CR+T) y (AGR+T) no
mostraron una tendencia hacia valores menores de concentracién de albumina

respecto a los grupos (CR) y (AGR).

Como se menciond en la introducciéon y en el apartado anterior, en un estudio
dirigido por nuestro grupo de trabajo (Tovar-Palacio et al., 2014), se demostré que
la induccién del estrés del RE por tunicamicina promueve el desarrollo de
lipogénesis renal y con ello estimula el dafio renal. Este dafio renal inducido por la
tunicamicina provoca la hipoalbuminemia en suero en todos los grupos (C+T) y
(AG+T); sin embargo, los grupos (CR+T) y (AGR+T) presentaron un
comportamiento similar al de los grupos no tratados con tunicamicina, y no
muestran ésta tendencia hacia la disminucion de los valores de albumina, a pesar
de que en ninguno de los grupos se presenta una diferencia estadisticamente

significativa.

Por lo que la suplementacidn con resveratrol en ratones alimentados con una dieta
control, asi como con una dieta alta en grasa, sugiere un efecto renoprotector
sobre la concentracion de albumina en suero; sin embargo no mostré un efecto

estadisticamente significativo.

8.0 CONCLUSIONES

* EI resveratrol suplementado a una dosis de 200 mg/kg pc/d redujo
significativamente el incremento de peso corporal en ratones C57BL/6
alimentados con una dieta control y una dieta alta en grasa respecto a los
grupos no suplementados con resveratrol.

» El resveratrol suplementado en una dosis de 200 mg/kg pc/d d en ratones
C57BL/6 no indujo ningun efecto en la prueba de tolerancia a la glucosa
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intraperitoneal, tanto en los animales alimentados con una dieta control
como con una dieta alta en grasa, respecto a los animales no
suplementados con resveratrol.

El resveratrol suplementado en una dosis de 200 mg/kg pc/d d en ratones
C57BL/6 no indujo cambios ni en el valor del coeficiente respiratorio (RER)
ni en la proporciébn de sustratos oxidados respecto a los grupos no
suplementados con resveratrol, tanto en los animales alimentados con una
dieta control como con una dieta alta en grasa, respecto a los animales no
suplementados con resveratrol; sin embargo, incrementd de forma
estadisticamente significativa el volumen de oxigeno consumido en ambas
dietas suplementadas con resveratrol respecto a los no suplementados con
resveratrol.

El resveratrol suplementado en una dosis de 200 mg/kg pc/d presentd una
tendencia a reducir la concentracibn de glucosa en suero en ratones
C57BL/6 alimentados con una dieta control y una dieta alta en grasa, sin
embargo no presentd diferencia estadisticamente significativa; asi mismo,
mantuvo la concentracion de glucosa dentro del rango normal ante la
induccion farmacoldgica de estrés de reticulo endoplasmico y no presentd
diferencia estadisticamente significativa respecto a los grupos
suplementados con resveratrol sin tunicamicina.

El resveratrol suplementado en una dosis de 200 mg/kg pc/d redujo la
concentracion de colesterol total y LDL en ratones C57BL/6 alimentados
con una dieta alta en grasa de forma estadisticamente significativa respecto
al grupo no suplementado con resveratrol; asi mismo, mantuvo la
concentracion de colesterol total y LDL dentro del rango normal ante la
induccion farmacolégica de estrés de reticulo endoplasmico en las dietas
suplementadas con resveratrol, tanto control como alta en grasa, sin
presentar diferencia estadisticamente significativa respecto a los grupos
suplementados con resveratrol sin Tunicamicina.

El resveratrol suplementado en una dosis de 200 mg/kg pc/d no presentd
diferencia estadisticamente significativa en la concentracion de colesterol

HDL en ratones C57BL/6 suplementados alimentados con una dieta control
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y una dieta alta en grasa; y mantuvo la concentracién de colesterol HDL en
valores normales ante la induccion del estrés de reticulo endoplasmico, sin
presentar diferencia estadisticamente significativa respecto a los grupos
suplementados con resveratrol sin tunicamicina en ambas dietas
suplementadas.

El resveratrol suplementado en una dosis de 200 mg/kg pc/d no redujo la
concentracion de triglicéridos de forma estadisticamente significativa en
ratones C57BL/6 suplementados alimentados con una dieta control y una
dieta alta en grasa; asi mismo, mantuvo la concentracion de triglicéridos en
el rango normal en ambas dietas suplementadas a diferencia de las no
suplementadas ante la induccion farmacolégica de estrés de reticulo
endopladsmico, y ambos grupos presentaron un incremento
estadisticamente significativo respecto a los grupos suplementados con
resveratrol sin tunicamicina.

El resveratrol suplementado en una dosis de 200 mg/kg pc/d presenté una
tendencia a mejorar el perfil hepatico (composicién corporal de higado,
transaminasas ALT y AST) y no presentd hepatotoxicidad en ratones
C57BL/6 alimentados con una dieta control y una dieta alta en grasa, a
pesar de no mostrar diferencia estadisticamente significativa; y mantuvo los
valores de dichos parametros en valores dentro del rango normal (AST) o
cercanos al rango normal (ALT) ante la induccion farmacoldgica del estrés
del reticulo endoplasmico sin presentar diferencia estadisticamente
significativa respecto a los grupos sin tunicamicina.

El resveratrol suplementado en una dosis de 200 mg/kg pc/d mostré una
tendencia a dismunuir la concentracion de creatinina en suero y aumentar
la concentracién de albumina en suero hasta el rango normal de valores en
ratones C57BL/6 alimentados con una dieta alta en grasa aunque no
presenté diferencia estadisticamente significativa; y mantuvo la
concentracion de dichos parametros en valores normales ante la induccion
farmacolégica de estrés de reticulo endoplasmico en ambas dietas
suplementadas con resveratrol aunque ningun grupo presenté diferencia

estadisticamente significativa.
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9.0 PERSPECTIVAS

Realizar un andlisis morfohistolégico para poder evaluar las estructuras
generales de las células del rifidn, identificar componentes celulares que
contienen hidratos de carbono, fibras de colageno, su estado de inflamacién
y acumulacion de grasas neutras con la finalidad de evaluar el efecto del
resveratrol y de la induccién al estrés del RE a nivel histolégico en tejido
renal.

Determinar el efecto del resveratrol sobre la expresion relativa en tejido
renal del RNAm de los genes implicados en la via de SIRT1/AMPK y las
proteinas implicadas en la respuesta a proteinas no plegadas activada
por la induccién farmacoldgica del estrés del RE.

Determinar el efecto del resveratrol sobre la expresion relativa en tejido
renal de las proteinas implicadas en la via de SIRT1/AMPK vy las
proteinas implicadas en la respuesta a proteinas no plegadas activada
por la induccién farmacoldgica del estrés de reticulo endoplasmico.
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