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1. RESUMEN

Antecedentes: La acumulacion de lipidos ectopicos en riidn esta asociada con el
desarrollo de la enfermedad renal cronica en la obesidad. Uno de los posibles
mecanismos asociados con la lipotoxicidad en el rifidn, es el estrés del reticulo
endoplasmico (RE) y la activacion subsecuente de la respuesta a proteinas mal
plegadas (UPR). El resveratrol es un compuesto bioactivo que ha demostrado
tener propiedades benéficas en las alteraciones del metabolismo de lipidos a
través de la activacion de la ruta de oxidacion de lipidos y la inhibicion de la
lipogénesis, principalmente a través del eje de sefnalizacion de la proteina cinasa
activada por el 5 adenosin monofosfato (AMPK) y la desacetilasa Sirtuina 1
(SIRT1).

Objetivo: Evaluar el efecto del resveratrol ante la induccién cronica y aguda del
estrés del reticulo endoplasmico.

Metodologia: Se utilizaron 40 ratones macho C57BL/6 alimentados con uno de
cuatro posibles tratamientos dietarios: Control (C), Control + Resveratrol (C+R),
Alta en grasa (AG), Alta en grasa + Resveratrol (AGR). A la mitad de los ratones
en cada tratamiento dietario se les administré tunicamicina (T) 8 h previas a la
eutanasia, la cual bloquea la primera enzima de glucosilacion de proteinas e
induce la acumulacion de proteinas mal plegadas en el reticulo endoplasmico. Se
determiné la ganancia de peso corporal semanal de los animales, se realizé una
prueba de tolerancia a la glucosa y una calorimetria indirecta. Se determinaron
diversos parametros bioquimicos en suero: glucosa, colesterol total, lipoproteinas
de baja densidad (LDL), lipoproteinas de alta densidad (HDL), triglicéridos, alanina
aminotransferasa (ALT), aspartato aminotransferasa (AST), creatinina y albumina;
asi como parametros hormonales: leptina, adiponectina e insulina. Se hizo un
analisis morfolégico cuantitativo para buscar datos de lesion renal
(hipercelularidad mesangial y vacuolizacion lipidica en tubulos proximales), un
analisis comparativo a partir de la tincion de rojo oleoso en tejido renal y se
determiné el contenido total de triglicéridos y colesterol en rifion. Se realizdé un
microarreglo de expresion por reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real

(RT-PCR) con genes asociados a la UPR en el rifidn, y se determiné el perfil de



expresion de ciertos marcadores proteicos en el riidn como la chaperona del RE
regulada por glucosa 78 (GRP78), la proteina homodloga del potenciador de la
proteina de union a CCAAT (CHOP), la proteina de union a los elementos
reguladores de esteroles 1 (SREBP-1(p) y SREBP-1 (m)), la proteina de union a
los elementos reguladores de esteroles 2 (SREBP-2 (m)), AMPK total (t-AMPK),
AMPK fosforilado (p-AMPK) y el coactivador del proliferador de peroxisoma-
receptor activado y (PGC1-a).

Resultados: La ganancia de peso corporal no cambio entre los grupos control; sin
embargo, en el grupo AGR fue menor que en el grupo AG, debido a un mayor
consumo de oxigeno y produccion de CO,. La concentracion de colesterol total y
LDL fue menor en AGR comparado con AG. Los grupos C+T y AG+T presentaron
menor concentracion de glucosa, colesterol total y LDL respecto a los mismos
grupos sin tunicamicina. Los grupos CR+T y AGR+T no presentaron diferencias en
la concentracion sérica de albumina, creatinina, AST, ALT vy triglicéridos incluso
con la administracion de tunicamicina. Los niveles de leptina fueron mayores en
AG+T que en AG, mientras que CR+T y AGR+T no presentaron diferencias
respecto a C, CR y AGR. AG y AGR, con y sin tunicamicina, presentaron mayor
concentracion de insulina que C y CR. AG+T presentd menor concentracion de
adiponectina que AGR. En la tincidon de rojo oleoso se observd la formacion de
gotas lipidicas en el glomérulo y los tubulos proximales de AG, y una mayor
acumulacion de lipidos en AG+T; AGR y AGR+T presentaron una menor cantidad
de depdsitos lipidicos que AG y AG+T. AG y AG+T presentaron hipercelularidad
mesangial y vacuolizacion lipidica en tubulos proximales; mientras que AGR y
AGR+T se comportaron de forma similar al control. AG y AG+T presentaron un
incremento significativo en el contenido de triglicéridos y colesterol en tejido renal
y hepatico, mientras que AGR y AGR+T presentaron valores similares al grupo C.
El microarreglo de expresion por PCR de la UPR en riidon presentd una
disminucién en la expresion de Srebf2 en CR y AGR respecto a C. La expresion
de proteinas en riidn presentd un incremento en la expresién de los marcadores
de estrés del reticulo endoplasmico GRP78 y CHOP en todos los grupos tratados
con tunicamicina respecto a los grupos no tratados; AGR y AGR+T presentaron



una tendencia a disminuir el incremento respecto a AG y AG+T. AG, AG+T, AGR y
AGR+T presentaron un incremento significativo en la expresion de SREBP-1 (p) y
SREBP-1 (m) comparado con C, C+T, CR y CR+T; AG y AG+T un incremento en
la expresion de SREBP-2 (m) respecto a todos los demas grupos. CR y AGR
incrementaron la proporcién de p-AMPK/AMPK y la expresion de PGC1-a respecto
a C y AG, con y sin tunicamicina.

Resumen de resultados: La suplementacién con resveratrol presenté diversos
efectos benéficos en la ganancia de peso corporal, el gasto energético, diversos
parametros bioquimicos y hormonales, marcadores histolégicos de dafo renal,
genes asociados con la UPR, expresion de marcadores de la UPR, expresion de
marcadores de lipogénesis, expresion proteinas asociadas con el eje
AMPK/SIRT1 y depdsitos de lipidos en el higado y rindn ante la induccion del
estrés del reticulo endoplasmico.

Conclusién: La suplementacion con resveratrol a una dosis de 200 mg/kg pc/d en
un modelo de ratones macho C57BL/6 atenud la lipogénesis renal y el estrés del

RE en el rifidn.



2. ABSTRACT

Background: Ectopic renal lipid accumulation is associated with the development
of chronic kidney disease in obesity. One of the possible molecular mechanisms
that implicate lipotoxicity on the kidney is the endoplasmic reticulum stress and the
subsequent activation of the unfolded protein response (UPR). Resveratrol is a
bioactive compound that improves altered lipid metabolism by activating lipid
oxidation and inhibiting lipogenesis, mainly through AMPK/SIRT1 pathways.
Purpose: To evaluate the effect of resveratrol over a chronic and acute induction
of ERS.

Methods: Male C57BL/6 mice were fed with one of four dietary treatments: Control
(C), Control + Resveratrol (CR), High Fat (AG), and High Fat + Resveratrol (AGR).
8h before euthanasia, half of the mice on each group were treated with
tunicamycin (T), which disables appropriate protein glycosilation and induces
misfolded proteins accumulation. Weight gain, glucose tolerance test, indirect
calorimetry, serum biochemical determinations (glucose, cholesterol, triglycerides,
creatinine, ALT, AST, lipoproteins), serum hormones (leptin, adiponectin and
insulin), morphological histological analysis of renal tissue, oil-red O (ORO)
staining in renal tissue, triglycerides and cholesterol content determinations,
microarray for UPR PCR profiler in kidney, protein markers expression profile in
kidney (GRP78, CHOP, SREBP-1(p), SREBP-1 (m), SREBP-2 (m), t-AMPK, p-
AMPK and PGC1-a) were performed.

Results: Weight gain did not change in control groups, yet in AGR was lower than
AG along with increased O, consumption and CO, production. AG and AGR had
glucose intolerance. Total and LDL-cholesterol were lower in AGR compared to
AG. C+T and AG+T had lower glucose, total and LDL-cholesterol compared to the
same two groups without tunicamycin. CR+T and AGR+T had no differences in
serum albumin, creatinine, AST, ALT and triglycerides despite T-treatment. Leptin
was higher in AG+T than in AG, while CR+T and AGR+T had no leptin differences
with C, CR and AGR. AG and AGR, with and without tunicamycin, had higher
insulin than C and CR. AG+T had lower adiponectin rate than AGR. ORO staining
revealed the formation of lipid droplets in proximal tubules and glomeruli of AG and



larger lipid accumulation in AG+T; AGR and AGR+T exhibited less lipid deposition
than AG and AG+T. AG and AG+T showed mesangial hypercelularity and lipid
vacuolization on proximal tubules; while AGR and AGR+T were observed similar to
the control group. AG and AG+T had a significant increase in triglycerides and
cholesterol content in renal and hepatic tissue, while AGR and AGR+T showed
similar values to the control groups. UPR PCR microarray in the kidney showed
under-expression of Srebf2 CR and AGR as compared to C. Renal protein analysis
showed over-expression of ERS markers GRP78 and CHOP in all tunicamycin
treated groups compared to non-treated groups; AGR and AGR+T showed trend to
a lower increase than AG and AG+T. AG, AG+T, AGR and AGR+T showed a
significant increase in SREBP-1 (p) and SREBP-1 (m) expression compared to C,
C+T, CR and CR+T. C+T, AG and AG+T showed higher SREBP-2 (m) expression
than the rest of the groups. CR and AGR increased p-AMPK/AMPK ratio and
PGC1-a expression as compared to C and AG, with and without T.

Results brief: Resveratrol supplementation exerted beneficial effects on body
weight gain, energy expenditure, biochemical and hormonal variables, histological
markers of renal damage, UPR-associated gene, UPR makers, lipogenesis
markers and AMPK/SIRT1 pathway protein expression, and lipid deposition in the
liver and the kidney with chronic and acute ERS induction.

Conclusion: Resveratrol supplementation at a dose of 200 mg/kg bw/d in a model
of male C57BL/6 mice fed with a high fat diet, ameliorated renal lipogenesis and
ER stress in the kidney.



3. INTRODUCCION

La obesidad es la acumulacion anormal o excesiva de grasa en el cuerpo [2]
causada por la desproporcion del balance energético entre la nutricion y la
actividad fisica, la carga genética, las interacciones genético-ambientales y los
factores dependientes del contexto social de cada individuo [3]. Este padecimiento
representa el principal factor de riesgo para el desarrollo de diversas alteraciones
metabdlicas, una de ellas es la enfermedad renal cronica [3,4], que presenta el
10% de la poblacién mundial [5].

La enfermedad renal asociada a obesidad se caracteriza por presentar diversas
alteraciones fisioldgicas, una de ellas es la presencia de depdsitos lipidicos [6,7],
tanto en los glomérulos como los tubulos proximales [7-9].

La acumulacion anormal de lipidos ectdpicos en rifidn ocurre por alteraciones en el
metabolismo lipidico y consiste en un proceso toxico que induce dafo celular
progresivo denominado como lipotoxicidad renal y puede provocar el desarrollo de
fendbmenos fisiopatoldégicos como: la expansion mesangial, el dafo directo de
podocitos, el desarrollo de glomeruloesclerosis la vacuolizacién lipidica en tubulos
proximales, entre otras [10] [11].

Hay dos teorias para la acumulacién de lipidos ectépicos en el tejido renal durante
la obesidad: la lipotoxicidad renal asociada a la hipdtesis de expansibilidad y
flexibilidad del tejido adiposo [12-14] y la lipotoxicidad renal asociada a la
lipogénesis de novo en rifion [15]. Y se ha descrito que el estrés del RE es un
posible mecanismo de la lipogénesis de novo en tejido renal [16].

El reticulo endoplasmico (RE) es el principal organulo celular encargado de la
sintesis, plegamiento, modificacion y transporte de proteinas [17,18]; la sintesis y
distribucion de lipidos y esteroides [18,19]; y el almacenamiento y liberacion
regulada de iones de calcio [19], entre otras.

La alteracion de la homeostasis y el correcto funcionamiento del RE por diversas
condiciones fisiopatologicas (como el exceso o la falta de nutrimentos, una
cantidad elevada de sintesis de proteinas, la hipoxia, alteraciones en la
glucosilacion de proteinas, retos inflamatorios, etc), genera una condicidon
denominada: estrés del RE [20,21]. Y esta condicion puede ser inducida por
diversos factores fisioldgicos, como la obesidad [22], o farmacolégicos, como la
tunicamicina [23].

La respuesta a las proteinas mal plegadas o no plegadas (UPR: Unfolded Protein
Response) es la respuesta celular que ayuda a la célula a adaptarse ante el estrés
de RE [17,19,21], y para ello utiliza tres rutas de sefalizacibn que actuan en
paralelo y en serie, mediadas por tres sensores: 1) la proteina reclutadora de
inositol 1 (IRE1), 2) el factor de activacion de la transcripcion 6 (ATF6), y 3) la
proteina cinasa del RE semejante a PKR (PERK) [20,21,24].



La activacion de la UPR conduce a alteraciones en el metabolismo de lipidos que
se han vinculado con el desarrollo de enfermedades metabdlicas crénicas, como
la lipogénesis renal [16], principalmente a través de la expresiéon de los
reguladores maestros de la sintesis de lipidos: las proteinas de unién a los
elementos reguladores de esteroles (SREBPSs) y sus blancos [25].

Es resveratrol es un compuesto bioactivo natural que ha demostrado tener
diversos efectos benéficos esencialmente a través de la activacion de dos
sensores metabalicos: la sirtuina 1 (SIRT1) y la proteina cinasa dependiente de
AMP (AMPK) [26,27].

Se ha descrito que los principales blancos de la activacion de SIRT1 se
encuentran implicados en la respiracion mitocondrial, el metabolismo de
carbohidratos (y la sensibilidad a la insulina) y el metabolismo de lipidos [27-29].
Mientras que el AMPK disminuye las rutas que consumen energia, como la
sintesis de lipidos y de proteinas, y activa las rutas que producen energia, como la
oxidacion de lipidos y la glucolisis [27] y dos de sus principales blancos son los
SREBPs [30,31]. Ademas de que ambas proteinas han demostrado estar
implicadas en la disminucion de la expresion de diversos marcadores de estrés del
RE [22,32-35].

Por ello se propone observar el efecto del resveratrol en la modulacion de la
respuesta al estrés del RE y la lipogénesis renal en este estudio.



4. HIPOTESIS

Si se alimentan ratones C57BL/6 macho con una dieta alta en grasa suplementada
con resveratrol por tiempo crénico, el consumo de resveratrol reducira el estrés del
reticulo endoplasmico, y por lo tanto la respuesta a proteinas mal plegadas, lo que
disminuira la sintesis endogena de lipidos en rindn, y en consecuencia, disminuira
el dafo renal. Asi mismo, la suplementacidén cronica con resveratrol limitara el
efecto del insulto agudo de la induccion farmacologica del estrés del reticulo
endoplasmico en los animales tratados con tunicamicina.

Asi mismo, la suplementacion con resveratrol inducira diversos efectos benéficos
en el estado metabdlico general de los animales en el modelo de obesidad
inducida por dieta.

5. OBJETIVOS
A) OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto del resveratrol en ratones C57BL/6 sobre la respuesta a la
induccion cronica (modelo de obesidad inducida por dieta) y aguda (farmaco
tunicamicina) de respuesta a las proteinas mal plegadas y su impacto en el
metabolismo de lipidos (lipogénesis y oxidacion de acidos grasos) en el tejido
renal. Asi mismo, evaluar el efecto del resveratrol en el estado metabdlico general
de los animales tanto en el modelo de obesidad inducida por dieta como en el
modelo de induccion aguda al estrés del reticulo endoplasmico por medio de
tunicamicina.

B) OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar el efecto del resveratrol sobre el peso corporal semanal y el
consumo diario de alimento de los animales en los cuatro tratamientos
dietarios durante 28 semanas.

2. Evaluar el efecto del resveratrol en la tolerancia a la glucosa de los
animales en los cuatro tratamientos dietarios al finalizar las 26 semanas de
tratamiento.

3. Evaluar el gasto calérico de los animales en los cuatro tratamientos
dietarios mediante calorimetria indirecta para observar el efecto del
resveratrol en la proporciéon y la velocidad de oxidacion de sustratos
después de 27 semanas de tratamiento.

4. Analizar el efecto del resveratrol y de la administracion de tunicamicina en
la concentracion de diversos parametros bioquimicos (glucosa, triglicéridos,
colesterol total, lipoproteinas de baja densidad, lipoproteinas de alta
densidad, creatinina, albumina, alanina-aminotransferasas y aspartato-
aminotransferasas) y hormonales (leptina, adiponectina de alto peso
molecular, adiponectina total e insulina) en el suero de los ratones de los
cuatro tratamientos dietarios.

5. Determinar el efecto del resveratrol en el tejido renal por analisis



morfométrico cuantitativo en la presencia de marcadores de dano renal
(hipercelularidad mesangial y vacuolizacion lipidica en tubulos proximales)
en los animales tratados con una dieta alta en grasa por 28 semanas y
posteriormente sometidos a estrés del reticulo endoplasmico agudo con
tunicamicina 8 h previas a la eutanasia.

. Observar el efecto del resveratrol en la distribucion de lipidos neutros en el
tejido renal de los ratones tratados con una dieta alta en grasa por 28
semanas de tratamiento y administrados con tunicamicina 8 h previas a la
eutanasia.

. Determinar el efecto del resveratrol en el contenido de triglicéridos y de
colesterol en el tejido renal y hepatico de los ratones en los cuatro
tratamientos dietarios después de 28 semanas de tratamiento vy
posteriormente sometidos al estrés del reticulo endoplasmico agudo con
tunicamicina 8 h previas a la eutanasia.

. Determinar el efecto de resveratrol en la expresion de genes involucrados
en las tres rutas de sefnalizacion de la respuesta a proteinas mal plegadas
(UPR) y a genes blanco relacionados con su activacion, en el tejido renal de
los animales en los cuatro tratamientos dietarios después de 28 semanas
de tratamiento.

. Analizar el efecto del resveratrol en la expresion de proteinas involucrados
en la respuesta a las proteinas mal plegadas (GRP78 y CHOP), la ruta de
sintesis de triglicéridos y colesterol (SREBP-1 y SREBP-2) y el eje de
AMPK/SIRT1 (p-AMPK, AMPK total y PGC1-a) en el tejido renal de los
ratones de los cuatro tratamientos dietarios después de 28 semanas de
tratamiento y posteriormente administrados con tunicamicina 8 h previas a
la eutanasia.



6. ANTECEDENTES
6.1 OBESIDAD: DEFINICION, IMPORTANCIA Y PREVALENCIA

La obesidad se define como la acumulacion anormal o excesiva de grasa en el
cuerpo que puede inducir efectos adversos en la salud [2]. Las causas
fundamentales que conllevan al desarrollo de este padecimiento son: la
desproporcion del balance energético entre la nutricion y la actividad fisica, la
carga genética, las interacciones genético-ambientales y los factores dependientes
del contexto social de cada individuo [3]

Se considera que la obesidad es el principal problema de salud publica en el
mundo, dado que en las ultimas tres décadas (1980-2014), la prevalencia de este
padecimiento ha incrementado mas del doble a nivel mundial [2,3]. De acuerdo
con los datos estimados por la Organizacion Mundial de la Salud, en 2014,
alrededor del 13% de la poblacion mundial (11% de hombres y 15% de mujeres)
tiene obesidad [2]. Y se calcula que para el afio 2030, mas de la mitad de la
poblacion mundial adulta tendra sobrepeso u obesidad [4]

A nivel mundial, México ocupa el segundo lugar en las cifras publicadas de
prevalencia de sobrepeso y obesidad en poblacion adulta, segun los valores
estimados por la Organizacion Mundial para la Cooperacion y el Desarrollo
Econdmico (OECD) [36]. Por otro lado, de acuerdo con las cifras arrojadas en la
Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) del 2016, la prevalencia tanto
de sobrepeso como de obesidad, se incremento en dos de los tres grupos de edad
comparados con lo descrito en 2014: en nifos en edad escolar, disminuy6 de
34.4% a 33.2%; en adolescentes, aumentd de 34.9% a 36.3%; y en adultos,
aumentd de 71.2% a 72.5%[37].

La obesidad representa el principal factor de riesgo para el desarrollo de diversas
alteraciones metabdlicas, como: la resistencia a la insulina, el aumento de
resistencias vasculares periféricas, el aumento de actividad adrenérgica, el
aumento de aldosterona con retenciéon de agua y sodio, el incremento del gasto
cardiaco, las alteraciones en la funcion de los endotelios por adipocinas (leptina y
adiponectina), entre otras[38]. Y estas alteraciones metabdlicas conllevan al
desarrollo de diversas patologias cronicas, como diversas enfermedades
cardiovasculares, la diabetes mellitus tipo 2, la hipertension arterial, la enfermedad
renal crénica (ERC), entre otras [3,4]. Por lo que la obesidad se considera la
segunda causa mas importante de mortalidad a nivel mundial.

Por otro lado, la obesidad tiene un impacto socioeconémico muy alto, no solo
debido al alto costo que representan los tratamientos para los sistemas de salud
(hospitalizacion, medicamentos, servicios, equipos, etc), sino también porque
implica una pérdida de productividad por el desarrollo de comorbilidades que
provocan discapacidades, y por la mortalidad temprana de aquellos que la
padecen, lo cual repercute en el crecimiento econdémico. De acuerdo con los datos
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publicados, sélo en el afio 2014, el impacto econdmico global de la obesidad fue
de aproximadamente $ 40 trillones [4].

6.2 LA ENFERMEDAD RENAL ASOCIADA A OBESIDAD
6.2.1 FISIOLOGIA RENAL: GENERALIDADES

Los rifilones son los 6rganos principales que componen el sistema renal. Son dos
estructuras que se disponen en la parte posterior de la cavidad peritoneal, en cada
lado de la columna vertebral [39,40].

Anatomicamente, se pueden distinguir dos regiones en el riidn: la corteza, que es
la regidn granular externa; y la médula, que es la region interna [39,40]. En la
corteza se localizan los glomérulos, que son redes de capilares sanguineos en los
cuales comienza la filtracion del plasma sanguineo, y a ello se debe su
granularidad [40]. A diferencia de la médula, que contiene una cantidad mucho
menor de glomérulos y consiste principalmente en tubulos renales y vasos
sanguineos, y se divide en regiones cénicas llamadas piramides renales [40].

Cada rindn esta constituido por nefronas, que son unidades funcionales
independientes, incapaces de regenerarse, cuya funcion es formar la orina [39,40].
Una nefrona esta formada por un glomérulo y un tubulo, conformado por distintas
porciones [39,40].

Como se menciono previamente, el glomérulo es en donde origina el filtrado de la
sangre para la formacién de la orina, y esta formado por una red de capilares
sanguineos acomodados en forma de penacho, y recubiertos de células epiteliales
[39,40]. Alrededor del glomérulo, hay una estructura capsular epitelial denominada
capsula de Bowman, que rodea a los capilares que conforman al glomérulo y se
comunica en un extremo con el lumen del tubulo renal en su porcion proximal, lo
que permite el paso del filtrado del sistema vascular del glomérulo hacia el sistema
epitelial tubular [39,40].

Los tubulos son estructuras epiteliales largas con varias subdivisiones, en donde
el liquido filtrado se convierte en orina [39,40]. La primera porcion tubular es el
tubulo proximal, que conecta a la capsula de Bowman con el asa de Henle, y cuya
funcidén principal es reabsorber los nutrimentos del filtrado glomerular de regreso a
la sangre (glucosa, proteinas, iones), y permitir el paso del resto del filtrado a la
siguiente porcidn [40]. El asa de Henle es la segunda porcién tubular, y consiste
en una region en forma de U con tubulos delgados que tienen una rama
ascendente y una descendente, cuya funcidén principal es concentrar la orina
(filtrado) y permitir su paso hacia el tubulo distal [40]. El tubulo distal pasa el
filtrado hacia el tubulo conector, y éste, hacia los tubulos colectores (inicial, cortical
y medular), que permiten el paso de la orina hacia el uréter, y éste, a la vejiga [40].
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1)

2)

3)

Los riflones tienen tres principales funciones:

Actuan como filtros para remover ciertos productos de la sangre y los desechan a
través de la orina [40]. Se encargan de la excrecion de productos metabdlicos de
desecho (urea, del metabolismo de aminoacidos; creatinina, de la creatina
muscular; acido urico, de los acidos nucleicos; productos finales del metabolismo
de la hemoglobina, como la bilirrubina; y metabolitos de varias hormonas), toxinas
y otras sustancias extrafias, como los farmacos [39].

Regulan el equilibrio hidrico y electrolitico [39], el equilibrio acido-base [39,40] y el
balance de fluidos corporales [40].

Sintetizan y activan hormonas asociadas con procesos metabdlicos, como: la
eritrogénesis [39,40], el metabolismo de calcio [40], la regulacion de la presion
arterial [39,40] y la produccion de 1,25-dihidroxivitamina D3 [39].

6.2.2 LA ENFERMEDAD RENAL ASOCIADA A OBESIDAD

La enfermedad renal crénica se define como la pérdida progresiva e irreversible de
nefronas funcionales, que provoca la pérdida paulatina de las funciones del rifidn,
y es una de las causas mas importantes de muerte e incapacidad en muchos
paises del mundo [39,41].

Aproximadamente el 10% de la poblacibn mundial presenta enfermedad renal
cronica (ERC), y en México se ha descrito una prevalencia del 9.2% de la
poblacién general [5].

Entre los factores mas importantes que desencadenan el desarrollo de la ERC, se
encuentra la obesidad, que es un factor de riesgo importante para la hipertension y
la diabetes, las dos causas mas importantes asociadas a la ERC y la enfermedad
renal terminal [42]; ademas de que frecuentemente presenta alteraciones
metabdlicas asociadas, como la dislipidemia [7]. Asi mismo, la obesidad genera un
estado de inflamacion crénica de bajo nivel provocada por un exceso de consumo
de nutrimentos, y esta condicion también se ha asociado con la progresion de la
ERC [17].

La patogénesis de la enfermedad renal asociada a obesidad se caracteriza por
presentar diversas alteraciones fisiolégicas, como glomerulomegalia (incremento
en el diametro glomerular) [7], hiperfiltracibn de proteinas por hipertension
glomerular [42], fibrosis tubulointersticial (fibrosis alrededor de los tubulos
renales)[43] y lesiones de glomeruloesclerosis (fibrosis glomerular) [7].

Recientemente, han sido descritos mas caracteristicas asociadas con el desarrollo
de la enfermedad renal asociada a obesidad, una de las que mas ha llamado la
atencion es la presencia de depdsitos lipidicos [6,7], tanto en los glomérulos como
los tubulos proximales [7-9], principalmente [6]. En éste tdpico se centra este
trabajo, y el mecanismo propuesto se describe a detalle en los siguientes
subtemas.
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6.2.3 LIPOTOXICIDAD RENAL EN LA ENFERMEDAD RENAL ASOCIADA A
OBESIDAD

En condiciones normales, aproximadamente el 3% del rindn estd compuesto por
lipidos: 1.5% son fosfolipidos, 0.6% son triglicéridos y 0.3% son acidos grasos
libres no esterificados [8]. El rifdn utiliza diversos sustratos como combustible
energético, pero la beta oxidacion mitocondrial de acidos grasos es el principal
recurso de produccion de ATP, sobretodo en los tubulos proximales [8].

Sin embargo, cuando hay un exceso de nutrimentos, ocurre la acumulacion
excesiva de lipidos en el tejido renal. Esta acumulacion anormal de lipidos
ectdpicos en érganos parenquimatosos ocurre por alteraciones en el metabolismo
lipidico y consiste en un proceso téxico que induce dafo celular progresivo. Este
fenobmeno se conoce como lipotoxicidad [12,14,44]. Asi mismo, cuando este
proceso afecta a varios organulos celulares, puede contribuir a la muerte celular
inducida por lipidos o lipoapoptosis [12].

La lipotoxicidad contribuye con el dafio celular en la enfermedad renal asociada a
obesidad [7,45] al provocar el desarrollo de fendmenos fisiopatoldgicos como: la
expansion mesangial (expansibn de la matriz mesangial glomerular a
consecuencia de la inflamacion) [10], el dafio directo de podocitos (tipo de células
renales que rodean a los capilares glomerulares) [11] y el desarrollo de
glomeruloesclerosis [10].

Se han propuesto dos diferentes teorias para la acumulacion de lipidos ectopicos
en el tejido renal durante la obesidad:

6.2.3.1 LIPOTOXICIDAD RENAL ASOCIADA A LA HIPOTESIS DE
EXPANSIBILIDAD Y FLEXIBILIDAD DEL TEJIDO ADIPOSO

Durante la obesidad, el consumo excesivo de calorias a través de la dieta se
acumula en forma de triglicéridos en el tejido adiposo [12,13]. Sin embargo, el
tejido adiposo, a pesar de tener la capacidad de hipertrofiarse, tiene un limite que
cuando se alcanza, se vuelve disfuncional y ya no puede almacenar mas lipidos
[13,44]. En el establecimiento de la obesidad, este limite se alcanza con
frecuencia, y el exceso de lipidos se acumula de forma ectopica en otros 6rganos,
como el higado y el rindn [12—-14].

En esta acumulacion anormal de lipidos, el contenido intracelular de acidos grasos
neutros libres incrementa, al igual que el de la concentracién de ceramidas y
diacilgliceridos, que resultan toxicos para la célula [12,14,44].

6.2.3.2 LIPOTOXICIDAD ASOCIADA A LIPOGENESIS DE NOVO EN RINON

El segundo mecanismo que contribuye en el desarrollo de la lipotoxicidad en el

rinon, es el incremento en la sintesis de lipidos de novo, tanto de triglicéridos
como de colesterol [15].
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Las proteinas de unién a los elementos reguladores de esteroles (SREBPs) son
una familia de factores de transcripcion maestros que regulan multiples genes
involucrados en la sintesis de novo de colesterol y acidos grasos [46]. Se sabe
que SREBP-1c y SREBP-2 tienen efectos relativos diferentes sobre la expresion
de genes blanco [46]. El SREBP-1 activa preferencialmente genes involucrados en
la sintesis de acidos grasos incluyendo a la acetil CoA carboxilasa (ACC) y la
acido graso sintasa (FAS); mientras que, SREBP-2 activa preferencialmente
genes involucrados en la biosintesis de colesterol, como la hidroximetilglutaril CoA
(HMG-CoA) sintasa y la hidroximetilglutaril CoA (HMG-CoA) reductasa [46].

En estudios realizados sobre la sintesis de lipidos de novo en rifidn, se ha
demostrado que el aumento en la concentracion de triglicéridos se debe al
incremento en la expresion SREBP-1c [15,47,48] y sus proteinas blanco (ACC [47]
y FAS [47]), asi como la proteina de unidn a los elementos de respuesta de
carbohidratos (ChREBP) [15], que resulta en un incremento en la sintesis de
triglicéridos. Aunado a ello, también se ha descrito la disminucion en la expresion
de los receptores activados por proliferacion de peroxisomas a y & (PPARa y
PPARD), que resulta en la disminucion de la oxidacion de acidos grasos [15].

Por otro lado, también se ha identificado la asociacidon entre el incremento en la
expresion de SREBP-2 [15,48] y la HMG-CoA reductasa, con el incremento en la
concentracion de colesterol en el tejido renal [15].

Consistentemente, se observo que el incremento en la sintesis de novo, tanto de
triglicéridos como de colesterol, esta asociado con el desarrollo de expansion
mesangial, el dafio de podocitos y lesiones de glomeruloesclerosis [15].

El mecanismo exacto a través del cual se activa la lipogénesis de novo en el rifidon
durante la obesidad aun no esta claro, pero el estrés del RE se ha propuesto como
un posible mecanismo asociado al desarrollo de este fendmeno patoldgico [8].

6.3 ES'I:RI'ES DEL RETICULO ENDOPLASMICO COMO MECANISMO DE LA
LIPOGENESIS RENAL

6.3.1 FUNCION CELULAR DEL RETICULO ENDOPLASMICO

El reticulo endoplasmico (RE) es un organulo celular localizado en la region
perinuclear del citoplasma [19]. Se han descrito dos tipos de estructuras
membranosas del RE, que se distinguen por sus propiedades bioquimicas,
morfolégicas y sus caracteristicas de sedimentacion: el RE rugoso, unido a
ribosomas, y el RE liso, libre de ribosomas [19].

El RE lleva a cabo diversos procesos, dentro de los cuales se encuentran: la
sintesis, plegamiento, modificacion y transporte de proteinas [17,18]; la sintesis y
distribucion de lipidos y esteroides [18,19]; la biogénesis de autofagosomas y
peroxisomas[21]; y el almacenamiento y liberacion de iones de calcio [19].

14



Las proteinas destinadas al RE y a otros organulos, o aquellas destinadas para
secrecion, se sintetizan en el RE [19]. Una vez sintetizadas en su conformacion
nativa, en el RE se realiza el plegamiento, las modificaciones post-traduccionales
y el correcto ensamblaje del nuevo polipéptido [18], para lo cual, cuenta con
proteinas especializadas para asistir en este proceso [19]. Una vez plegadas, se
realizan diversos mecanismos de control de calidad dentro del RE, en donde solo
las proteinas plegadas correctamente se exportan al complejo de Golgi; mientras
que las proteinas mal plegadas se retienen en el lumen del RE para completar el
proceso correctamente o ser degradadas [18]. Este proceso es esencial para la
supervivencia y el correcto funcionamiento fisioldgico de la célula [21].

6.3.2 DEFINICION DEL ESTRES DEL RETICULO ENDOPLASMICO

El plegamiento de proteinas es un proceso celular que requiere de grandes
cantidades de energia para llevarse a cabo, ademas involucra la coordinacion de
proteinas a través de diversos organulos, y utiliza recursos provenientes de varias
rutas metabdlicas [21]. Esto hace que el correcto plegamiento de proteinas en el
RE sea muy susceptible a cambios en el medio intracelular o a estimulos externos
[21].

La alteracion de la homeostasis y el correcto funcionamiento del RE por diversas
condiciones fisiopatoldgicas, genera una alteracion denominada: estrés del RE
[20,21].

Hay diversos factores asociados a esta condicion, como el exceso o la falta de
nutrimentos, una cantidad elevada de sintesis de proteinas, alteraciones en el
proceso de ubiquitinacion de proteinas, la hipoxia, un proceso de autofagia
deficiente, alteraciones en la glucosilacion de proteinas, retos inflamatorios, entre
otros [19-21]. La presencia de estos factores ocasiona la alteracion a las
funciones del RE [24] provocando una interferencia en el plegamiento normal y la
maduracién de las proteinas recién sintetizadas en el RE [18,20], esto provoca la
acumulacion de proteinas recién sintetizadas no plegadas o mal plegadas en el
lumen del RE [17]. La acumulacion de estas proteinas induce su agregacion y
propicia una toxicidad celular subsecuente, que puede afectar de manera muy
importante la integridad de la célula [20].

Por esta razon, corregir el estrés de RE es esencial para la supervivencia de la
célula, ya que si no lo hace, esta condicion puede conllevar a su muerte [19].

Hay diversos modelos que pueden utilizarse para el estudio de la activacion del
estrés del RE. Por un lado, estan los modelos farmacologicos agudos, que han
permitido estudiar los mecanismos involucrados en la ruta de la UPR, dentro de
los cuales los mas comunes son:
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La tunicamicina: antibiético sintetizado por Streptomyces spp, que inhibe la N-
glucosilacion de proteinas bloqueando la transferencia de Ila N-
acetilglucosamina-1-dosfato (Glc-NAc-1-P) a partir del UDP-GIcNAc al dolicol-
P [23]. La inhibicion de la glucosilacidon de proteinas induce la acumulacion de
proteinas mal plegadas, y por lo tanto el estrés del RE [23]. En este estudio,
se utiliza este farmaco como inductor del estrés del RE de forma aguda.

La tapsigargina: inhibe la actividad de la ATPasa de calcio del reticulo
endoplasmico, incrementando la concentracion de calcio en el citosol y
blogueando la entrada del mismo al RE. Este desbalance provoca la
activacion del estrés del RE [49].

Por otro lado estan los modelos fisioldgicos de induccion al estrés del RE [22], en
donde la activacion es cronica, y moderada. Entre otros, tenemos a los siguientes:

Modelos de obesidad inducida por dieta o por modificacion genética. La
concentracion excesiva de lipidos circulantes y el estado crénico inflamatorio
inducido durante la obesidad conllevan a la activacion de estrés del RE y la
activacion subsecuente del estrés del RE en diversos 6rganos: tejido adiposo,
higado, musculo, cerebro, rifidn, etc [17,19,50]. En este proyecto, utilizamos un
modelo de induccién a obesidad por medio de una dieta alta en grasa como
modelo de induccion fisioldgica cronica del estrés del RE.

Modelos de DM2 inducida por dieta, por modificacion genética o por via
farmacoldgica. La exposicion cronica de concentraciones elevadas de glucosa
conlleva a la activacion de la UPR en el pancreas, lo que eventualmente lleva a
la disfuncidn célular y muerte de las células (3-pancreaticas [51,52].

Modelos de esteatosis hepatica inducida por dieta. Se ha demostrado que el
exceso de acidos grasos libres a partir del proceso de lipdlisis en el tejido
adiposo durante la obesidad y el exceso de lipidos circulantes povenientes de
la ingesta dietaria activan el estrés del RE en higado, lo que conlleva a la
activacion de la UPR, y ésta regula lipogénesis que se ve implicada en la
fisiopatologia del desarrollo de esteatosis hepatica [53].

6.3.3 I’ESTRES DEL RETICULO ENDOPLASMICO Y RESPUESTA A
PROTEINAS MAL PLEGADAS O NO PLEGADAS (UPR: UNFOLDED PROTEIN
RESPONSE)

La respuesta a las proteinas mal plegadas o no plegadas (UPR: Unfolded Protein
Response) es la respuesta celular que ayuda a la célula a adaptarse ante el estrés
de RE [17,19,21].

La UPR es una ruta de senalizacion que busca resolver la situacion celular
inducida por el estrés del RE a través de diversos mecanismos:
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1)

2)

3)

Induce la inhibicién general de la traduccion de proteinas para reducir la cantidad
de proteinas detenidas en el RE [19], excepto por las proteinas chaperonas y
foldasas del RE implicadas en el plegamiento o degradacion de proteinas [20,24].
Esto es, con la finalidad de prevenir la agregacion y facilitar el correcto
plegamiento y transporte de las proteinas acumuladas [19].

Incrementa la degradacion de proteinas mal plegadas a través de la activacidon de
la ruta de degradacion de proteinas asociada al RE (ERAD) [19]. Esta via consiste
en el marcaje de las proteinas mal plegadas por la unién covalente de cadenas de
ubiquitina, que actuan como sefnal para la degradacion de las mismas dentro de
un complejo proteico denominado proteasoma [20,54,55].

Estimula la sintesis de lipidos de membrana de novo [19], tanto de colesterol como
de acidos grasos y triglicéridos, con la finalidad de incrementar el volumen del RE
[25]. Esto genera 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 [24], cuyo mecanismo propuesto se describira mas
adelante.

En el estrés del RE agudo, la respuesta a las proteinas mal plegadas o no
plegadas (UPR) busca restablecer el correcto funcionamiento del RE a través de
la via de respuesta adaptativa, utilizando tres rutas de sefnalizacion que actuan en
paralelo y en serie [20,21] mediadas por tres sensores: 1) la proteina reclutadora
de inositol 1 (IRE1), 2) el factor de activacion de la transcripcion 6 (ATF6), y 3) la
proteina cinasa del RE semejante a PKR (PERK) [24] (Figuras 1y 2).

Reticulo Endoplasmico

ATF6 IRE1 &= PERK

FIGURA 1. Esquema de la inactivacion de la UPR en condiciones de
homeostasis. En condiciones normales, la UPR es reprimida por la unién de la
proteina chaperona GRP78 a los dominios luminales de IRE1, ATF6 y PERK y los

mantiene inactivos [20].

GRP78= Proteina chaperona del RE regulada por glucosa 78; IRE1= Proteina reclutadora de
inositol 1, ATF6= Factor activador de la trancripcion 6; PERK= Proteina cinasa del reticulo
endoplasmico semejante a PKR
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FIGURA 2. Esquema de activacion de la via de respuesta adaptativa de la
UPR en condiciones de estrés del RE. Ante la acumulacién de proteinas mal
plegadas en el lumen del RE, la GRP78 se disocia de los tres sensores
permitiendo la activacion de la red de sefalizacion. A) La separacion de GRP78
permite la traslocacion de ATF6 del RE al aparato de Golgi, donde sufre un corte
proteolitico por las proteasas 1y 2 (S1P y S2P) que libera un fragmento (ATF6a)
que se trasloca al nucleo, donde actua como factor de transcripcion[19,21,56,57].
B) Tras la disociacion de GRP78, la proteina transmembranal IRE1 se activa al
homodimerizarse y autofosforilarse, o que le da la capacidad de actuar como
RNAsa sobre el mRNA del gen de la proteina de union a X-box1 (XBP1) (uXBP1:
unspliced XBP1), permitiendo la traduccion de sXBP1 (spliced XBP1), que actua
como factor de transcripcion en el nucleo[19,21,56,57]. C) Finalmente, la ruta de la
proteina transmembranal PERK, que se activa a partir de su homodimerizacion y
autofosforilacion, y, al ser una cinasa, fosforila al factor eucariético de iniciacion de
la traduccion elF2q, lo que provoca una inhibicion generalizada de la sintesis de
proteinas, excepto por algunos mRNAs asociados a la respuesta al estrés del RE,
como el factor activador de la transcripcion 4 (ATF4). La activacion y traslocacion
al nucleo de los factores de transcripcion ATF6a, sXBP1 y ATF4, induce la
expresion de genes asociados con las respuestas involucradas a la UPR, como
los de chaperonas y foldasas, proteinas involucradas en la sintesis de lipidos,
componentes de la red de degradacion del ERAD vy proteinas involucradas en la

apoptosis (en caso de no resolver el estrés del RE) [19,21,56,57].

UPR= Respuesta a proteinas mal plegadas; GRP78= Proteina chaperona del RE regulada por
glucosa 78; IRE1= Proteina reclutadora de inositol 1, ATF6= Factor activador de la transcripcion 6;
PERK= Proteina cinasa del reticulo endoplasmico semejante a PKR; S1P=Proteasa de sitio 1;
S2P= Proteasa de Sitio 2; XBP1= proteina de unién X-box1; elF2a= Factor eucariético de iniciacion
2a; ATF4= Factor activador de la transcripcion 4
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La finalidad de las tres rutas de sefalizacion es restaurar la homeostasis del
plegamiento de proteinas en el RE, aunque se ha sugerido que no son activadas
simultaneamente[57]. Las rutas de ATF6 e IRE1 se activan de forma inmediata, y
se atenuan con el tiempo a través de mecanismos que aun no han sido descritos.
Mientras que, la ruta de PERK, se activa después de las rutas de ATF6 e IRE1,
pero persiste durante el estrés de RE cronico[57].

En el caso del estrés del RE crénico o severo, cuando la via de respuesta
adaptativa de la UPR no logra restablecer la homeostasis en el RE, los tres
sensores de la UPR activan una via de sefalizacion alterna, que dirige a la célula
hacia la apoptosis con el fin de eliminar a las células dafadas de forma
irreversible. Esta via no-adaptativa se encuentra mediada de forma esencial por
dos proteinas: 1) La proteina de union al potenciador CCAAT: CHOP; y 2) La
cinasa de c-Jun N-terminal: JNK [58] (FIGURA 3). El mecanismo que modula la
regulacion diferencial entre la respuesta adaptativa y la de apoptosis no se ha
descrito aun [59].

. S

general
de

l proteinas

3-8 t
FIGURA 3. Esquema de activacion de la via de respuesta terminal de la UPR en
condiciones de estrés del RE prolongado y severo. Ante el estrés del RE crénico y
severo, se activa la ruta de la UPR “terminal” o pro-apoptdtica. La activacion de
PERK-elF2a induce al factor de transcripcion ATF4, que tiene como uno de sus
blancos el mMRNA que codifica para la proteina CHOP, uno de los principales
factores de transcripcidn proapototicos en la regulacion celular. Asi mismo, IRE1
actua como cinasa de la proteina JNK, y la activa desencadenando diversas

cascadas de sefializacion proapoptéticas como consecuencia.

UPR= Respuesta a proteinas mal plegadas; IRE1= Proteina reclutadora de inositol 1, PERK=
Proteina cinasa del reticulo endoplasmico semejante a PKR; S1P=Proteasa de sitio 1; elF2a=
Factor eucariético de iniciacién 2a; ATF4= Factor activador de la transcripcién 4, CHOP= Proteina
homologa del potenciador de la proteina de unién a CCAAT; JNK= Cinasa c-Jun N-terminal
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6.3.4 EL ESTRES DEL RE EN EL METABOLISMO DE LiPIDOS

El correcto funcionamiento del RE y la via de activacion de la UPR tienen
implicaciones importantes en el metabolismo. En diversos estudios se ha
demostrado el vinculo a través del cual el estrés del RE conduce a alteraciones en
el metabolismo de lipidos que se han vinculado con el desarrollo de enfermedades
metabdlicas cronicas, como la obesidad [50,60,61], la esteatosis hepatica [62—64]
y la lipogénesis renal [16].

Se ha demostrado que las principales asociaciones que vinculan al estrés del RE
con el metabolismo de lipidos son a través de la expresidon de los SREBPs y sus
blancos, C/EBPa, PPARY, [25]

6.3.4.1 SREBPs

Como se menciond previamente, los SREBPs son una familia de factores de
transcripcion de genes lipogénicos que presentan 3 isoformas: SREBP-1a,
SREBP-1c y SREBP-2 [65,66].

Los SREBPs son sintetizados como precursores inactivos que se anclan en la
membrana del RE [65,66]. Para poder activarse, los SREBPs deben pasar por dos
cortes proteoliticos dirigidos por las proteasas de sitio 1y 2 (S1P y S2P) [65,66],
que liberan el dominio NH2 terminal de estos precursores, y les permiten su
traslocacion al nucleo. En el nucleo, los SREBPs actuan como factores de
transcripcion de genes lipogénicos, uniéndose a secuencias de potenciadores
localizadas en los promotores de estos genes, denominadas como SREs (sterol
regulatory elements, por sus siglas en inglés) [65,66].

Se ha demostrado que en la ruta de sefalizacidon de PERK, la fosforilacién de
elF2a regula la traduccion de S1P y por lo tanto, incrementa la activacion de los
SREBPs [25].

Por otro lado, como se menciona en parrafos anteriores, S1P y S2P, son las
mismas proteasas que permiten la activacién y liberacion de ATF6 para su
traslocacion al nucleo, resultando en la activacion de la respuesta de la UPR
asociada a este factor de transcripcion [67,68]. Este proceso se ha propuesto
como un vinculo entre la asociacién de la activacion de la ruta de ATF6 con la
activacion de los SREBPs.

Asi mismo, se sabe que ATF6a y XBP1s (activado a través de la ruta de IRE1)
poseen una especificidad de wunion a DNA muy similar, y pueden
heterodimerizarse entre si. Esto sugiere que ambos comparten la activacién de
determinados genes blanco [25]. Esta asociacion resulta consistente con los datos
presentados por Lee et al. en 2008 [69], que han demostrado que la expresién de
XBP1, también resulta en la activacion de diversos genes lipogénicos.
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6.3.4.2 C/EBPa

El C/EBPa es un factor de transcripcion involucrado en la activacion de genes
asociados con dos principales procesos celulares vinculados al metabolismo de
lipidos: la adipogénesis (proceso de diferenciacion de adipocitos) [70] y la
lipogénesis de novo [71].

Durante la activacion de la UPR en el estrés del RE, tanto la ruta de PERK como
la ruta de IRE1, estan implicadas en el incremento de la expresién de C/EBPa
[25]. Por un lado, se ha demostrado que la fosforilacion de elF2a en la ruta de
PERK, permite la traduccién preferencial de ambas proteinas [25].Por otro lado,
también se sabe que sXBP1 transcrito por la ruta de IRE1, también actua como
factor de transcripcidn para la expresion de esta proteina [25].
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FIGURA 4. Esquema de la regulacion del metabolismo de lipidos ante la
activacion de la UPR en condiciones de estrés del RE. La regulacion del
metabolismo de lipidos por la activacion de la UPR se da principalmente a través
de los SREBPs y C/EBPa. Se ha demostrado que los factores de transcripcion
sXBP-1 y ATF6a inducen la expresion de los SREBPs, que posteriormente son
procesados en el aparato de Golgi por las mismas proteasas que cortan a ATF6.
Por otro lado, se sabe que la fosforilacion de elF2a incrementa la expresion de

C/EBPaq, al igual que el factor de transcripcioén activo sXBP1.

UPR= Respuesta a proteinas mal plegadas; GRP78= Proteina chaperona del RE regulada por
glucosa 78; IRE1= Proteina reclutadora de inositol 1, ATF6= Factor activador de la transcripcion 6;
PERK= Proteina cinasa del reticulo endoplasmico semejante a PKR; S1P=Proteasa de sitio 1;
S2P= Proteasa de Sitio 2; XBP1= proteina de unién X-box1; elF2a= Factor eucariético de iniciacion
2a; ATF4= Factor activador de la transcripcion 4, SREBPs= Proteinas de unién a los elementos
reguladores de esteroles; C/EBPa= Proteina potenciadora de unién a CCAAT a.

En el rindn, se ha demostrado que el estrés del RE inducido de forma
farmacoldégica con tunicamicina provoca un aumento en la concentracion de
triglicéridos en el tejido renal, a través del incremento en la expresion de SREBP-
1, FAS y ACC. También se relaciond, que la acumulacién de lipidos inducida por
el estrés del RE esta asociada con alteraciones renales como la disminucion del
diametro glomerular y el espacio urinario, asi como alteraciones mitocondriales en
los podocitos [16].
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A través de este mecanismo, se ha propuesto que el estrés de RE propicia el
incremento en la acumulacion de lipidos ectépicos en el rindn, que es un
mecanismo mediador del dano renal [16]. Ahora, en diversos estudios se ha
demostrado que la obesidad induce la activacion del estrés del RE y la UPR
[50,60,61], y ese es el vinculo que se propone entre la asociacion de la obesidad y
la lipogénesis renal para la fundamentacion de este proyecto.

6.3.5 EL ESTRES DE RETICULO ENDOPLASMICO EN LA OBESIDAD

Hay diversas condiciones presentes durante el establecimiento de la obesidad que
la han asociado con la activacidn del estrés del RE como la disminucion de la
disponibilidad de nutrientes [19], la concentracion excesiva de lipidos circulantes
[19], y la activacion de rutas de sefalizacion de estrés celular e inflamacion
[17,50].

El mecanismo exacto a través del cual la obesidad activa el estrés del RE aun no
se ha descrito. Se ha propuesto que la obesidad provoca la acumulacién de
colesterol libre y acidos grasos saturados en la membrana del RE, y esto inhibe la
actividad de la ATPasa de calcio del reticulo sarco/endoplasmico (SERCAZ2) y
provoca una pérdida de fluidez en la membrana alterando la concentracion de
calcio y provocando la acumulacion de proteinas mal plegadas en el lumen del RE
[72-74]. Aunque se cree que no es el unico mecanismo involucrado en la
activacion de la UPR durante la obesidad.

Sin embargo, a pesar de que el mecanismo exacto no se descrito, se ha
demostrado en modelos murinos de obesidad, tanto por dieta alta en grasa como
por modificaciones genéticas (ob/ob), que la obesidad es un estimulo cronico para
el estrées de RE en varios tejidos, como el tejido adiposo, el rindn y el higado
[50,60,75,76]. En dichos estudios se publico que la obesidad provoca la
inactivacion del factor de iniciacion elF2a (p- elF2a) [50], la activacion de las
proteinas transmembranales PERK involucrada en la UPR (p-PERK) [50,60,76] e
IRE1 [76], la activacion del factor proapoptético JNK (p-JNK) [50,60,76], la
expresion de la expresion de sXBP1 [560] y el incremento en la expresion del
MRNA de la proteina chaperona GRP78 [50].

Por lo tanto, se sabe que la obesidad activa al estrés del RE, y, la activacion de la
UPR esta asociada con la lipogénesis de novo en el rindn, que es un importante
mediador de la enfermedad renal. Es por ésto que es importante encontrar algun
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 compuesto bioactivo que ha demostrado
tener diversas regulaciones metabdlicas benéficas.
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6.4 RESVERATROL
6.4.1 ESTRUCTURA, CARACTERISTICAS Y GENERALIDADES

El resveratrol (3, 5, 4’-trans-trihidroxiestilbeno) es un polifenol natural miembro de
la familia de los estilbenos [1,77]. Su estructura base consiste en la union de dos
anillos fendlicos por un doble enlace estireno que forma el 3,54'-
trinidroxiestilbeno, con un peso molecular de 228.25 g/mol [1,77].

El doble enlace estireno que el resveratrol posee en su estructura, permite la
existencia de dos isoformas en este compuesto; cis-resveratrol y trans-resveratrol
[1] (FIGURA 3). Siendo el isomero trans el mas estable desde el punto de vista
estérico [1].
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FIGURA 5. Estructura quimica del cis-resveratrol y trans-resveratrol (Imagen de
Gambini et al, 2013 [1])

El resveratrol pertenece al grupo de las fitoalexinas [1,78], sustancias quimicas
producidas como consecuencia de un mecanismo de resistencia a condiciones
adversas, caracterizadas por ser capaces de inhibir el progreso de ciertas
infecciones fungicas al inactivar las ATPasas de ciertos hongos e inducir la
disociacion de algunas chaperonas de su citoesqueleto [1].

Hay diversos alimentos en la dieta humana en los que se encuentra presente el
resveratrol [1], tales como: diferentes tipos de bayas, arandanos (Vaccinum spp.),
moras (Vaccinum spp.), cacahuate (Arachis hypogaea), pistache (Pistaciaceae),
uvas (Vitaciaceae), entre otros [1,79]. De los alimentos mencionados, las uvas de
vifiedo Vitis vinifera presentan el mayor contenido de resveratrol, por lo que el vino
tinto es una de las fuentes principales de resveratrol en la dieta [1,78], ya que
ademas, el alcohol producido durante la fermentacion del vino favorece su
solubilidad y extraccion [1].
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El resveratrol es un compuesto bioactivo que presenta diversos efectos benéficos
para la salud a través de la regulacidn de rutas de sefializacion metabdlica, como
las que se presentan a continuacion.

6.4.2 EFECTOS BENEFIQOS DEL RESVERATROL EN EL METABOLISMO DE
LIPIDOS Y LA ACTIVACION DEL ESTRES DEL RETICULO ENDOPLASMICO

El consumo de resveratrol se ha asociado con diversos efectos metabdlicos
positivos, tanto en modelos murinos como en humanos que padecen obesidad,
como por ejemplo, la disminucion en la ganancia de peso corporal [80], la mejora
en la sensibilidad a insulina y en el metabolismo de carbohidratos [81], el aumento
en la velocidad de oxidacion lipidica y la disminucién en la acumulacion de lipidos
[82], tanto en tejido adiposo como en 6rganos periféricos [83—85]

Se ha demostrado que el mecanismo molecular de accion del resveratrol es
esencialmente a través de la activacion de dos principales sensores metabdlicos:
1) la Sirtuina 1 (SIRT1) y 2) la proteina cinasa dependiente de AMP (AMPK)
[26,27]. La activacion metabodlica de estos dos sensores y de sus blancos, le
confieren al resveratrol diversas propiedades terapéuticas. Para fines de este
estudio, la revision de los mecanismos descritos se van a centrar en la regulacion
del metabolismo de lipidos y en la regulacién de los marcadores de estrés del RE.

6.4.2.1 ACTIVACION DE SIRT1

La SIRT1 es una desacetilasa que actua de forma dependiente de Ia
concentracion de NAD+, un cofactor de diversas reacciones metabdlicas, lo que la
convierte en un sensor que se activa de acuerdo con el estado metabdlico de la
célula[29]. Se ha descrito que los principales blancos de la activacién de esta
enzima se encuentran implicados en la respiracion mitocondrial, el metabolismo de
carbohidratos (y la sensibilidad a la insulina) y el metabolismo de lipidos [27-29].
La activacion de SIRT1 es un mediador critico de la regulacion metabdlica en la
restriccion caldrica y de sus beneficios a nivel molecular [86]; y se ha propuesto al
resveratrol como el activador alostérico mas potente de esta enzima, a partir de la
formacion de un complejo estable de enzima-sustrato en el dominio N-terminal de
la SIRT1 [86].

Uno de los blancos metabdlicos de la activacidn de la SIRT1 es la desacetilacion
de la proteina coactivadora 1a del receptor activado por el proliferador de
peroxisomas: PGC1-a [27,28]. EI PGC1-a es un factor de transcripcion maestro de
la biogénesis mitocondrial, que induce la transcripcion de genes de diversos
receptores nucleares y otros factores de transcripcion que regulan la expresion de
genes mitocondriales [27,28,87]. La suplementacién crénica con resveratrol en
modelos murinos con obesidad inducida por dieta, provoca el incremento del
contenido mitocondrial en tejidos metabdlicamente activos (como el musculo y el
tejido adiposo pardo [82]), y esto conlleva a la aceleracidén del gasto energético, el
incremento de la respiracion mitocondrial y la oxidacion lipidica [27,28].
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Por otro lado, también se ha demostrado en modelos in vitro de células humanas
de riidn y de cancer cervical (HK-2 y Hela), que la activacion de la SIRT1
disminuye la expresion de diversos marcadores de estrés del RE ante la induccion
farmacoldgica del mismo por tunicamicina, como GRP78 [33], p-elF2a [33], ATF4
[32] y CHOP [33]. Lo que sugiere que el resveratrol, al ser un activador de esta
enzima, podria tener un efecto similar in vivo sobre los marcadores de estrés del
RE, y sobre sus rutas blanco, dentro de la que se encuentra la sintesis de lipidos
de novo.

6.4.2.2 ACTIVACION DE AMPK

El AMPK es un sensor nutrimental que se activa por medio de la relacién
AMP/ATP, por lo que, al igual que la SIRT1, refleja el estado energético de la
célula [27,88]. Este sensor metabdlico tiene un papel importante en mantener el
balance entre las rutas anabdlicas y catabdlicas, principalmente en el metabolismo
de carbohidratos y de lipidos, para mantener la homeostasis bajo condiciones de
estrés metabdlico [27,28,88]: disminuye las rutas que consumen energia, como la
sintesis de lipidos y de proteinas, y activa las rutas que producen energia, como la
oxidacion de lipidos y la glucdlisis [27].

El resveratrol es uno de los activadores mas conocidos del AMPK, y se ha
probado que su mecanismo de activacion es a través de la inhibicion de, complejo
V mitocondrial (F1 FO ATPasa/ATP sintasa), por lo que bloquea la produccion de
ATP mitocondrial e incrementa los niveles de AMP [88,89]. La elevacién en la
relacion AMP/ATP intracelular resulta en la inhibicibn competitiva de la
fosfodiesterasa especifica del cCAMP (PDE-4) que eleva el nivel de cAMP, y esto
provoca la activacion de un factor de intercambio de nucledtidos de guanina
regulado por cAMP (Epac1) y la proteina cinasa A dependiente de cAMP (PKA), lo
cual resulta en la fosforilacién del AMPK y provoca su activacién enzimatica [90]

Dos de los blancos metabdlicos de la activaciéon de AMPK, son los SREBPs, tanto
SREBP-1c¢ [30] como SREBP-2 [30,31], que, como se menciono en subtemas
previos, son los reguladores mas importantes de la sintesis de novo de
triglicéridos y colesterol. La proteina AMPK, como su nombre lo indica, es una
cinasa capaz de interactuar y fosforilar directamente a sus proteinas blanco, y se
ha demostrado, que la fosforilacion de SREBP-1c y SREBP-2 inhibe el
procesamiento proteolitico del mismo y su traslocacion al nucleo, y por lo tanto,
inhibe la expresion de sus genes blanco y reduce la acumulacion de lipidos y la
sintesis de lipidos de novo, tanto de triglicéridos [30] como de colesterol [30,31].
Por ello se ha utilizado al resveratrol como un compuesto protector ante el
desarrollo de esteatosis hepatica [31], hiperlipidemia [30,31], adipogénesis y
ateroesclerosis [30] en modelos murinos de obesidad inducida por dieta.

Por otra parte, también se ha demostrado que la activacion de AMPK en modelos

in vitro de células humanas de riidn y de musculo liso vascular (HK-2 y VSMC)
inhibe la expresidn de diversos marcadores de estrés del RE ante la induccion
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farmacoldgica con tunicamicina, como: XBP1 [34], p-elF2a [34,35] y GRP78
[34,35]. Por lo que se ha propuesto que los compuestos activadores de la proteina
AMPK podrian actuar como moduladores del estrés del RE, siendo el resveratrol
uno de ellos [22].

Se ha descrito que el resveratrol activa tanto la via de sefalizacion de la activacion
del AMPK como la via de la SIRT1 de forma independiente, sin embargo, se ha
propuesto que la activacidon de ambas rutas metabdlicas correlacionan de alguna
forma [91]. Se ha descrito que la activacion del AMPK se da antes que la
activacion de la SIRT1, lo que podria sugerir que la activacion del AMPK es la que
dirige la activacion de la SIRT1 en modelos experimentales in vivo e in vitro
[92,93]. El mecanismo exacto a partir del cual ocurre esta regulacion aun no esta
claro, pero se ha sugerido que la activacién del AMPK incrementa la concentracion
de NAD" a partir de la oxidacion de lipidos después de algunas horas, y, como se
menciond previamente, el incremento de la disponibilidad de NAD™ conlleva a la
activacion de la SIRT1 [92,93].

En la FIGURA 6 se ejemplifica a manera de esquema la regulacion propuesta del
resveratrol sobre el metabolismo de lipidos, que contribuye en la justificacion del
planteamiento de este proyecto. Y, en la FIGURA 7 se ejemplifica la regulacion
propuesta del resveratrol sobre el estrés del RE.

De acuerdo con los efectos que han sido descritos acerca del resveratrol en el
metabolismo de lipidos y en el estrés del RE, en este proyecto, se propone al
resveratrol como un posible compuesto modulador de la respuesta al estrés del
RE, la acumulacion de lipidos y la sintesis de novo de triglicéridos y colesterol en
el rinén en un modelo murino de obesidad inducida por dieta.

6.4.3 DOSIS DE RESVERATROL

La suplementacion de resveratrol se ha evaluado en dosis desde 4.9 mg/kg
p.c./dia [94] y hasta 4 g/kg pc/dia [95] en modelos murinos. 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 ha demostrado tener efectos
benéficos a nivel metabdlico, ya que Lagouge y colaboradores [82], asi como
Robb y colaboradores [96], han demostrado que el resveratrol activa la ruta de
AMPK/SIRT1 a partir de ésta dosis, 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 absorcion del resveratrol por su consumo mediante
la 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.
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FIGURA 6. Regulacion molecular del resveratrol en el metabolismo de lipidos a
partir de la activacion de SIRT1 y AMPK. Se ha descrito que el resveratrol activa
esencialmente a dos sensores metabdlicos: SIRT1 y AMPK, y ambos han sido
descritos como importantes mediadores del metabolismo de lipidos. Por un lado,
se ha demostrado que el resveratrol, al entrar a la célula, inhibe competitivamente
a la fosfodiesterasa 4 (PDE-4) que eleva la concentracion de cAMP y genera la
activacion de la proteina cinasa A dependiente de cAMPK (PKA), que induce la
fosoforilaciéon del sensor energético AMPK. EI AMPK es una cinasa, por lo que
fosforila e inhibe a los reguladores maestros de la sintesis de lipidos SREBP-1 y
SREBP-2, lo que conlleva a la inhibicion de la sintesis de triglicéridos y colesterol.
Por otro lado, la SIRT1, es una desacetilasa que desacetila y activa al factor de
transcripcion PGC1-a, que esta implicado en la activaciéon de genes involucrados
en la biogénesis mitocondrial y la beta oxidacién de acidos grasos. Ademas se
sabe que la activacién de la SIRT1 también inhibe la expresion de los factores de
transcripcion SREBP-1 y SREBP-2 aunque el mecanismo exacto aun no se ha

descrito.

PDE-4= Fosfodiesterasa 5; cAMP= Adenosin Monofosfato ciclico, PKA= Proteina cinasa A
dependiente de cAMP; SIRT1= Sirtuina 1, AMPK= Proteina cinasa activada por AMP; SREBP-1 y
2= Proteinas de unién a los elementos reguladores de esteroles 1 y 2; PGC-1a= Coactivador 1a
del proliferador de peroxisoma-receptor activado y
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FIGURA 7. Regulacién metabdlica del resveratrol en el estrés del RE a partir de la
activacion de SIRT1 y AMPK. La regulacién del resveratrol en el estrés del RE no
ha sido descrita todavia, sin embargo, hay algunos estudios que se han realizado
estudiando el efecto de sus proteinas blanco en los principales marcadores del
estrés del RE. Se ha descrito que la activacion del AMPK inhibe la expresion de
GRP78 y sXBP1, asi como la fosforilacion de elF2a. Por otro lado, la SIRT1 ha

demostrado inhibir la expresién de GRP78 y de ATF4.

SIRT1= Sirtuina 1; AMPK= Proteina cinasa activada por AMP; GRP78= Proteina chaperona del RE
requlada por glucosa 78; sXBP1= Proteina de unién a X-box 1; elF2 cortada; elF2a= Factor
eucariético de iniciacion de la traduccion 2a; ATF4= Factor activador de la transcripcion 4
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7. METODOLOGIA
7.1 Reactivos y equipos

* (Caseina (Harlan, Indianapolis, Indiana, EUA)

» Cistina (Sigma, St Louis, EUA)

* Aceite de soya (Nutrioli, Ragasa Industrias, Querétaro, México)

* Manteca (Inca, ACH Foods, Ciudad de México, México)

* Mezcla de Vitaminas (Sigma, St Louis, EUA)

* Colina (Sigma, St Louis, EUA)

* Minerales (Sigma, St Louis, EUA)

* Tunicamicina (Sigma, St Louis, EUA)

* Trans-resveratrol liofilizado con 99% de pureza (Mega Resveratrol,
Danbury, EUA)

* Estuche para determinacion de glucosa, colesterol total, colesterol de baja
densidad (LDL), colesterol de alta densidad (HDL), triglicéridos, actividad de
transaminasas (AST y ALT), creatinina y albumina (Roche, Basilea, Suiza).

* Equipo Cobas c111 para determinacidon de parametros bioquimicos (Roche,
Basilea, Suiza).

* Estuches comerciales de ELISA para insulina, leptina y adiponectina
(ALPCO, Boston, USA)

* Glucometro de tiras reactivas (FreeStyle Optium, Abbott, Witney, Reino
Unido; Tiras reactivas FreeStyle Optium para prueba de glucosa en sangre,
Abbott, Reino Unido).

» Calorimetro de circuito abierto computadorizado (Oxymax, Comprenhensive
Lab Animal Monitoring System, Columbus Instruments, Columbus, Ohio,
EUA).

* Estuches para determinacion de triglicéridos y colesterol: Triglyceride FS* y
Cholesterol FS* (DiaSys Diagnostic Systems GmbH, Holzheim, Alemania).

* Microscopio optico asistido por computadora (DMLS, Leica, Milton Keynes,
Cambridge, Inglaterra) tipo de camara Olympus DP70

* Solucién para extraccion de tejido (Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, EUA)

* Estuche comercial RNeasy Fibrous Tissue (QIAGEN, Valencia, California,
EUA).

* Equipo NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies Inc.)

» Estuche de conversién RT? First Strand (QIAGEN, Valencia, California,
EUA)

* Estuche para amplificacion RT2 SYBR Green gPCR MasterMix (QIAGEN,
Valencia, California, EUA)

* Instrumento ABI PRISM 7000 Sequence Detection System No. De serie
278870331 (Applied Biosystems, Foster City, California, EUA)

* Software QuantStudio Flex Real-Time PCR System v1.3 (Thermo Fisher
Scientific, Massachusetts, EUA)
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Microarreglo comercial de expresion de genes asociados a la UPR en raton
(RT2 Profiler PCR Array Mouse Unfolded Portein Response, QIAGEN,
Valencia, California, EUA)
Tabletas comerciales de inhibidores de proteasas (Roche Applied Science,
Manheim, Alemania)
Reactivos para ensayo de proteina DC (Bio-Rad, Hercules California, EUA)
Geles prehechos de poliacrilamida con gradiente de concentracidon de 4 a
20% 6 de concentracion fija al 10% (Bio-Rad, Hercules California, EUA)
Sevofluorano (Baxter, Oklahoma, EUA)
Rojo oleoso en polvo (Sigma, St Louis, MO, EUA)
Hematoxilina de Harris (Sigma, St Louis, MO, EUA)
Estuche de acido peryddico de Schiff (Sigma, St Louis, MO, EUA)
Leche descremada para bloqueo (Bio-Rad Hercules, California)
Reactivo de rebelado Immobilon Western Chemiluminiscent HRP substrate
(Millipore, Billerica, MA, EUA)
Sistema electronico de imagen ChemiDoc MP (Bio-Rad, Hercules, CA,
EUA).
Anticuerpos y concentraciones empleadas:
Santa Cruz Biotechnology (Dallas, Texas, EUA)

GRP78 sc-13968 1:1000

CHOP (GADD 153) sc-7351 1:1000

AMPK sc-74461 1:1000

p-AMPK sc-33524 1:500

B-Actina sc-1616 1:1000

Anti-conejo, -cabra o —ratoén 1:3000

Abcam (Cambridge, Massachusetts, EUA)
SREBP-1 ab3259 1:1000
SREBP-2 ab30682 1:1000
PGC1-a ab54481 1:800
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7.2 Resumen del disefio experimental y metodologia
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FIGURA 8. Diagrama de disefio experimental y metodologia utilizada.

7.3 Animales

Como modelo de estudio, se utilizaron ratones macho C57BL/6 de entre 5y 6
semanas de edad de aproximadamente 20 g procedentes del bioterio del Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion, Salvador Zubiran. Los animales se
mantuvieron en microaisladores dentro de un cuarto de temperatura controlada
(22°C) con periodos alternados de luz-oscuridad de 12h y tuvieron acceso ad
libitum de agua y alimento.

El protocolo animal fue aprobado por el Comité de Etica para la Investigacion con
Animales Experimentales del INCMN, SZ.

7.4 Diseino experimental

Los 40 animales estudiados se dividieron de forma aleatoria en tres grupos con
diferentes tratamientos dietarios (Control + Resveratrol, Alta en grasa y Alta en
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grasa + Resveratrol) mas un grupo control. Cada grupo estuvo conformado por 10
animales (n=10) alimentados por 28 semanas. El consumo de alimento se
determindé todos los dias del tratamiento y el peso corporal se evaluo
semanalmente.

Para la finalidad de este proyecto, se emple6 un modelo de induccién de estrés
del RE de forma cronica-fisiolégica (modelo de obesidad inducida por dieta) y un
modelo de induccion de estrés del RE de forma farmacoldgica aguda (por medio
de tunicamicina). Para la evaluacion del efecto de la induccion farmacologica del
RE, a la mitad de los animales en cada uno de los tratamientos dietarios (n=5) se
les administré una dosis Unica de tunicamicina via intraperitoneal 8 horas previas a
la eutanasia [16]. Para la preparacion del farmaco, se diluyeron 100 mg/ml de
tunicamicina en una solucion de dextrosa 150 mM, y la dosis administrada fue de

1 g/kg pc.

Los grupos experimentales finales fueron los siguientes: grupo con dieta control
(C), grupo con dieta control administrado con tunicamicina (C+T), grupo con dieta
control suplementado con resveratrol (CR), grupo con dieta control suplementado
con resveratrol y administrado con tunicamicina (CR+T), grupo con dieta alta en
grasa (AG), grupo con dieta alta en grasa administrado con tunicamicina (AG+T),
grupo con dieta alta en grasa suplementado con resveratrol (AGR), y grupo con
dieta alta en grasa suplementado con resveratrol y administrado con tunicamicina
(AGR+T) (Tabla 1).

Tabla 1. Disefio experimental de los tratamientos dietarios

Sin tunicamicina Con tunicamicina

Sin Con

i Sin Con
Resveratrol | Resveratrol | Resveratrol § Resveratrol
Dieta c CR C+T CR+T
Control

Dieta
Alta en AG AGR AG+T AGR+T
grasa

Los ratones fueron privados de alimento ocho horas previas a la eutanasia, y
anestesiados con sevofluorano. La muestra de sangre fue recolectada del
ventriculo izquierdo y se centrifugé a 10,000 rpm (26880 g) por 10 min a 4 °C, el
plasma resultante se almacend a -70 °C para su analisis.

Los rifiones se disectaron, se pesaron, se lavaron en solucion salina al 0.9% y se
cortaron en forma longitudinal. Los segmentos de rifidn se almacenaron en
amortiguador de formalina al 10% para analisis histolégico posterior 6 se
congelaron rapidamente en nitrogeno liquido y se almacenaron a -70 °C.
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7.5 Dietas

La dieta control (C) sigui6 la recomendacion AIN93-M del Instituto Americano de
Nutriciéon (American Institute of Nutrition, AIN) [97], para la composicidn estimada
de nutrimentos necesarios para el mantenimiento de peso de roedores adultos.
Consistio en cantidades balanceadas de proteinas, carbohidratos y grasas en una
proporcion de 31.22%/ 58.35%/ 10.42% de las calorias totales respectivamente.

La dieta control suplementada con resveratrol (CR) siguio la recomendacion de la
dieta AIN93-M y se adicioné trans-resveratrol liofilizado con 99% de pureza
mezclado con el alimento. La dosis administrada de resveratrol fue de 200 mg/kg
pc/d y se calculé de acuerdo al promedio de consumo de alimento diario de los
animales y al promedio de peso corporal por grupo.

La composicion de la dieta alta en grasa (AG) fue modificada a una relacién de
proteinas, carbohidratos y grasas en una proporciéon de 20.69%/ 34.11%/ 45.2%
para obtener un modelo de obesidad inducida por dieta.

La dieta alta en grasa suplementada con resveratrol (AGR) siguié la composicion
de la dieta alta en grasa y se adiciono trans-resveratrol liofilizado con 99% de
pureza mezclado con el alimento. La dosis administrada de resveratrol también fue
de 200 mg/kg pc/d y se calcul6 de forma equivalente a la dieta CR.

La formulacion de las dieta experimentales con que se alimentaron los animales
se presenta en la Tabla 2.
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Tabla 2. Composicion de las dietas experimentales

Porcentaje Dieta alta en
(%) Control (C) grasa (AG)
Caseina 19.87 24 14
Cistina 0.14 0.17
Aceite de 516 575
soya
Manteca — 17.72
Vitaminas 1.89 2.99
Colina 0.19 0.23
Minerales 473 5.75
Celulosa 2.84 3.44
Dextrina 16.59 29.46
Sacarosa 16 10.35
Almidon 32.59 0
Resveratrol e —
TOTAL 100 100

7.6 Prueba de tolerancia a la glucosa intraperitoneal

Se realizé una prueba de tolerancia a la glucosa oral dos semanas previas a la
eutanasia de los animales. Seis ratones de cada tratamiento dietario se colocaron
en ayuno durante la noche previa (7 h). La concentracion de glucosa en sangre se
determind antes de administrarse la carga de glucosa y después de 15, 30, 45, 60,
90, 120 y 150 minutos de la carga. La glucosa se administré via instragastrica a
una dosis de 2 mg/kg pc con una solucién de glucosa al 30%.

La concentracion de glucosa se determind a partir de una pequefa incision en la
cola de los animales utilizando un glucémetro de tiras reactivas. El analisis
comparativo se realizdé a partir de la determinacion del area bajo la curva de
concentracion de glucosa en sangre durante los 150 min de duracion de la prueba.

7.7 Calorimetria indirecta

Una semana previa a la eutanasia de los animales, se llevo a cabo una prueba de
calorimetria indirecta para la comparacion del metabolismo energético entre los
diferentes tratamientos dietarios. Se utiliz6 un calorimetro de circuito abierto
computadorizado. Este sistema utiliza un sensor de zirconia para monitorizar el
volumen de oxigeno y un sensor de infrarrojo para el volumen de diéxido de
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carbono dentro de camaras respiratorias (20 x 10 x 12.5 cm) dentro de las cuales
se colocan los animales de manera individual para ser evaluados. Los sensores
del equipo se calibraron con un tanque de gas con composicion conocida.
Posterior a la calibracion, el equipo determiné el volumen de oxigeno y de didxido
de carbono consumido/producido a partir de la diferencia entre el volumen que
entra en la camara y el volumen que sale de la misma. El equipo determiné el
volumen de oxigeno consumido (VO;) y el volumen de diéxido de carbono
producido (VCO3) en intervalos de 22 min.

El cociente de intercambio respiratorio (RER) se calculé a partir de la relacion
entre la produccion de diéxido de carbono (VCO3) y el consumo de oxigeno (VOy),
y la produccién de calor se calcul6 a partir de la formula: Calor (kcal/h)= [(3.815 +
1.232*RER) * VO, (en litros)]. Del valor de produccién de calor en kcal/h, se
obtuvo el valor de calor (kcal) por litro de O, consumido, a partir del cual se realiz6
un analisis de la proporcidn entre la oxidacién de sustratos (hidratos de carbono y
lipidos) a partir de la tabla de Lusk [98].

Cinco animales de cada tratamiento dietario se colocaron en las camaras
respiratorias aproximadamente 48 h: 24 h como periodo de adaptacién, 8 h para la
evaluacion del periodo de ayuno y 12 h para la evaluacién del periodo de
posprandio.

7.8 Determinacién de parametros bioquimicos en plasma
Del plasma obtenido por la recoleccidén de sangre al momento de la eutanasia se
determind la concentracion de parametros bioquimicos generales, marcadores de
dafio renal y actividad de enzimas hepaticas: glucosa, colesterol total, colesterol
de baja densidad (LDL), colesterol de alta densidad (HDL), triglicéridos, actividad
de transaminasas (AST y ALT), creatinina y albumina.

Las determinaciones se obtuvieron por los métodos y estandares calibrados del
analizador automatico Cobas c111.

7.9 Determinacion de parametros hormonales en plasma

Se determiné la concentracion de insulina (ng/ml), leptina (ng/dml), adiponectina
total (ng/ml), y adiponectina de alto peso molecular (ng/ml).

Los ensayos se realizaron utilizando kits comerciales de ELISA en las muestras de
plasma sanguineo recolectadas en la eutanasia.

7.10 Contenido de lipidos en tejido renal y hepatico

Los lipidos totales se extrajeron a partir de 30 mg de tejido renal o hepatico de
acuerdo al método de Folch et al [99].
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A manera de descripcién, las muestras se homogenizaron en 600 ulL de
cloroformo:metanol (2:1) y permanecieron en reposo y oscuridad por 15 min. Se
agregaron 150 uL de NaCl en agua al 0.9%. Se centrifugaron a 3000 rpm (242 g)
durante 10 min. La fase organica se evaporO hasta sequedad en nitrégeno
gaseoso Y el resto se resuspendio en 80 uL de Triton X-100 en isopropanol (10%
vol/vol).

Se tomo una alicuota de la muestra resuspendida, se utilizé una dilucion 1:5 y se
para determind el contenido de triglicéridos y de colesterol a partir dos estuches
enzimaticos comerciales: Triglyceride FS* y Cholesterol FS*. Para ambos ensayos
se utilizé un estandar de 200 mg/dL de triglicéridos o de colesterol contenido en el
estuche comercial. Los datos se expresaron en cantidad de lipidos por gramo de
masa de rindn o de higado original.

7.11 Analisis histolégico

7.11.1 Analisis morfométrico cuantitativo en tinciones histolégicas (PAS y
H&E) por cortes en microtomo (parafina)

Los riflones se removieron rapidamente y se cortaron en forma longitudinal. Una
mitad de cada riidn se inmergi® 48 horas en una solucion fria de
paraformaldehido al 10% en amortiguador salino de fosfatos.

Posteriormente, las muestras de tejido se deshidrataron en etanol y xilol, y se
embebieron en parafina. Se realizaron cortes longitudinales de 4 um de grosor y
se realizaron las tinciones histoldégicas con hematoxilina/eosina (H&E) y acido
peryodico de Schiff (PAS).

Para el analisis morfométrico de citologia renal se utiliz6 un microscopio 6ptico
asistido por computadora. Las imagenes capturadas se realizaron a un objetivo de
40X a 600 dpi de resolucion.

Para la determinacion del parametro de expansion mesangial e hipercelularidad se
midio el area de la matriz mesangial de 10 glomérulos por muestra, considerando
unicamente glomérulos cortados de polo a polo con la vasculatura completa
visible, y se determin6 el numero de células presentes en cada seccion. Para el
analisis se grafico la relacion entre el numero de células por area mesangial en

um>.

Para la determinacion del porcentaje de vacuolas lipidicas por area tubular, se
midié el area total de 25 tubulos proximales renales por cada muestra. Al area total
de cada tubulo proximal se resto el area de la luz interna de cada tubulo, y se
determiné el area de las vacuolas lipidicas presentes en cada uno. Para el analisis
se graficd el porcentaje del area tubular ocupado por vacuolas lipidicas en cada
tubulo.
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7.11.2 Tincién de rojo oleoso por cortes en criostato

Un rifidn se removio rapidamente y se cortd en forma longitudinal. Una mitad de
cada rindbn se embebid en solucion para extraccion de tejido y se sumergié en
Nitrogeno liquido.

Con el tejido en congelacién, se realizaron cortes longitudinales de 8 ym de grosor
en cada muestra por medio un criotomo (a -20°C). Una vez realizados los cortes,
se realizo la tincion de rojo oleoso contratefiida con Hematoxilina de Harris para la
determinacién de lipidos neutros en tejido renal.

Para el analisis morfométrico de citologia renal se utiliz6 un microscopio 6ptico
asistido por computadora. Las imagenes capturadas se realizaron a un objetivo de
40X a 600 dpi de resolucion.

7.12 Microarreglo de expresion genética (UPR)

Se llevd a cabo un analisis de microarreglo para obtener el perfil de expresion
global a partir de 10 mg de tejido renal de 3 ratones provenientes unicamente de
los grupos no tratados con tunicamicina: Control (C), Control + Resveratrol (CR),
Alta en grasa (AG) y Alta en grasa + Resveratrol (AGR). Las muestras de los
ratones evaluados fueron analizadas en placas individuales. Los procedimientos
experimentales se llevaron a cabo de acuerdo a los establecidos por los protocolo
de QIAGEN.

El RNA se extrajo a partir del tejido renal utilizando el estuche comercial RNeasy
Fibrous Tissue. La concentracion y pureza del RNA fueron determinadas utilizando
el equipo espectrofotométrico NanoDrop ND-1000.

El cDNA se sintetizd por transcripcion reversa a partir del RNA renal total con el kit
de conversién RT? First Strand a partir de 1000 ng de RNA.

Para el analisis de la expresion diferencial de genes asociados con la activacion
de la respuesta a proteinas no plegadas (UPR), se utilizé RT? Profiler PCR Array
Mouse Unfolded Protein Response en combinacién con RT? SYBR Green qPCR
Mastermix. Simultaneamente se obtuvo el ensayo de RT-PCR para la expresion
de 84 genes relacionados con la ruta de sefializaciéon de la UPR, asi como 5
genes constitutivos (Actb, B2m, Gapdh, Gusb y Hsp90ab1), un control de
contaminacion de DNA genomico (MGDC), tres controles de transcripcion reversa
(RTC) y tres controles positivos de la reaccion de PCR (PPC), que permitieron
realizar un control de calidad de los datos (Tabla 3 Y Tabla 4).
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Tabla 3. Descripcion de controles utilizados para el control de calidad del arreglo

Tipo de

Descripciéon
control

Contaminacion de DNA genémico de ratéon (Control
negativo). Region no codificante lejos de cualquier sitio que se
transcriba. Indica contaminacion con DNA genomico en la
extraccion.

MGDC

Controles de transcripcion reversa. mRNA artificial con poli-
A no homologo de mamiferos o bacterias precargado junto con
sus primers en tres pozos. n de la transcripcién reversa.
Reproducibilidad.

RTC

Controles positivos de PCR. DNA con otra secuencia artificial
y primers disefiados para amplificar esta secuencia. El rango
de CT de estos controles siempre debe estar en valores
especificos.

PPC

MGDC= por sus siglas en inglés Mouse genomic DNA contamination; RTC= por sus siglas en
inglés Reverse transcription control; PPC= por sus siglas en inglés PCR positive controls.

Tabla 4 Resultados del control de calidad de datos

Prueba realizada Resultado
Muestras analizadas:

1. Reproducibilidad del arreglo de g;

PCR (PPC) c3
Todas las muestras pasaron
2. Eficiencia del tiempo real (RT) Todas las muestras pasaron
3. Contaminacion de DNA Todas las muestras pasaron

genomico

Los genes que se determinaron codifican para proteinas involucradas en la
respuesta a proteinas no plegadas, incluyendo la ruta de control de calidad del
plegamiento de proteinas en el reticulo endoplasmico, la regulacién del
metabolismo de colesterol, la regulacion de la traduccién de proteinas, la
degradacion asociada al estrés de reticulo endoplasmico (ERAD), la ubiquitinacién
de proteinas mal plegadas, los principales factores de transcripcién que regulan la
sintesis de proteinas, la via general del plegamiento de proteinas, la via de
isomerizacion de proteinas por puentes disulfuro, las proteinas de choque térmico
y la ruta de apoptosis. En la FIGURA 7 se mencionan los genes cuya expresion se
determind en este ensayo. Las proteinas para las que codifica cada gen se
encuentra en el apéndice.
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«Calr, Canx, Cct4, Cct7, Dnajb9,
Dnajc10, Dnajc4, Ero1lb, Hspb9,
Hspa2, Htra2, Htra2
-
N * Atf4, Atf6, Atxn3, Calr, Cebpb, Creb3I3,
*Edem1, Edem3, Ganab, Ganc, Atféb, Ddit3, Ern1, Em2, Mbtps1, Pfdns5,
Prkcsh, Rpn1, Serp1, Erp44, Uggt1, Scap, Srebf1, Srebf2, Xbp1
Uggt2
J
N « Calr, Canx, Cct4, Cct7, Dnajb2, Dnajb9, )
. . Dnajc10, Dnajc4, Ero1l, Hspadl (Osp94),
*Insig1, Insig2, Mbtps2, Scap, Srebf1, Hspad, Pfdn2, Pfdn5, Ppia, Sec93, Sil1,
Srebf2 Tcp1, Tor1a, Erp44, Uggt1
J
J
N N\
« Ddit3, Dnajc10, Ero1l, Ero1lb, Pdia3, Vimp,
+Eif2a, Eif2ak2, Ppp1r15b, Serp1 Srebf1, Erp44
) J
<
* Amfr, Derl1, Derl2, Edem1, Fbxo, - Dnajb2, Dnajb9, Dnajc10, Dnajc3, Dnajc4
Herpud1, Htra2, Htra4, Mbtps1, Nploc4, Hspa4, Hspa5 (Grp78), Hsph1 (Hsp105),
Nucb1, Os9, Sel1l, Vimp, Syvn1, Sec62, Sec63
Ubxn4, Vcp
« Amfr, Edem3, Herpud1, Rnf139, Rnf5, » Manf, Atxn3, Bax, Calr, Cebpb, Ddit3 (Gadd153,

Chop), Eif2ak3, Ern1, Ern2, Hspb9, Htra2,
Sell, SeCGZbUbffg\z/’ Ubxnd, Ufd1l, Mapk10 (JNK3), Mapk8 (JNK3), Mapk8 (JNK1),
sp14, Vcp Mapk9 (JNK2}, Pdia3, Pppri5b, Vimp, Vcp

FIGURA 9. Lista de genes clasificados de acuerdo a la ruta bioquimica asociada
ala UPR.

El RT-PCR se realizé con un instrumento ABI PRISM 7000 Sequence Detection
System después de agregar el cDNA de cada muestra en cada pozo de la placa.
Las muestras fueron incubadas a 95°C por 10 minutos para desnaturalizarse,
seguidas de 40 ciclos de PCR. Cada ciclo const6 de 15 segundos a 95°C y 1
minuto a 60°C.

Para la recoleccion y analisis de datos a partir de la plataforma del sistema se
utilizo el software QuantStudio Flex Real-Time PCR System v1.3.

Los valores de Cr se exportaron a un documentos de Microsoft Excel, que
posteriormente se utilizé para la plataforma web de analisis de datos de Qiagen
(www.giagen.com/geneglobe). El valor de limite minimo de deteccién de Ct fue de
35. Los resultados de las muestras se clasificaron en la plataforma de analisis
como controles o muestras experimentales para el analisis de datos (Tabla 5). La
normalizacion de la expresion genética se llevo a cabo utilizando el promedio de la
media aritmética del valor de expresion de los cinco genes constitutivos analizados
(Tabla 6).
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Tabla 5. Clasificacion de muestras para analisis de expresion

Grupo Control (C) | Grupo 1 (CR) | Grupo 2 (AG) | Grupo 3 (AGR)
C1 CR1 AG1 AGR1
C2 CR2 AG2 AGR2
C3 CR3 AG3 AGR3

Tabla 6. Método de normalizacion de muestras por media aritmética de expresion

en genes constitutivos evaluados

Media Promed_io
Grupo Muestra Actb B2m Gapdh Gusb Hsp90ab1 aritmética dt? mc’a,c_ha
aritmética
Control C1 17.706 | 18.471 17.414 | 22.969 18.447 19.00 20.24
Control C2 21.342 | 22194 | 20.915 | 26.259 21.802 22.50
Control C3 18.001 18.969 | 17.686 | 22.983 18.424 19.21
Grupo 1 CR1 22.733 | 23.229 | 22.066 | 27.063 22.816 23.58 23.31
Grupo 1 CR2 21.866 | 22.958 | 21.669 | 27.214 22.661 23.27
Grupo 1 CR3 21.948 | 22.718 | 21.581 | 26.785 22.383 23.08
Grupo 2 AG1 22.288 | 22.719 | 21.894 | 27.006 22.597 23.30 23.56
Grupo 2 AG2 22.245 | 22.869 | 21.792 | 26.867 22.446 23.24
Grupo 2 AG3 23.206 | 23.857 | 22.734 | 27.557 23.37 24.14
Grupo 3 | AGR1 22.763 | 23.282 | 22.485 | 27.506 23.148 23.84 23.85
Grupo 3 | AGR2 22.58 23.572 | 22.263 | 27.326 22.819 23.71
Grupo 3 | AGR3 23.092 | 23.358 | 22.726 | 27.402 23.428 24.00

El analisis de datos en la plataforma calculd la razén de cambio en la expresién
génica de acuerdo la formula: 2 * (-AACr). Los filtros de analisis en la razon de
cambio incluyeron un aumento/una disminucion minima de 1.5 veces en la
comparacion de la expresion normalizada en cada gen del grupo experimental vs
el grupo control y un valor de p < 0.05.

Asi mismo, el reporte de analisis exportado de la plataforma web, arrojo el grafico
de scatter plot, volcano plot, clustergram y mapa de calor para cada uno de los
grupos experimentales.

7.13 Determinacion de expresion proteica de marcadores por Western blot

El tejido renal se homogenizé en amortiguador de lisis compuesto por IGEPAL CA-
630 al 0.1%, desoxicolato de sodio al 0.5%, dodecil sulfato de sodio al 0.1%,
fluoruro de sodio 1 mM, ortovanadato de sodio 3mM y tabletas comerciales de
inhibidores de proteasas, todo disuelto en amortiguador salino de fosfatos. La
proteina fue cuantificada con base en el método de Lowry con el ensayo de
proteina DC. Se utilizaron 40 ug de proteina renal por muestra en cada ensayo. La
electroforesis se realizé en geles prehechos de poliacrilamida con gradiente de
concentracion de 4 a 20% 6 de concentracion fija al 10% que se transfirieron a
membranas de fluoruro de polivinilideno. Los blots se bloquearon durante 2h a
temperatura ambiente con leche descremada al 5% en TBS-tween 0.1%. La
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membranas ya bloqueadas se incubaron en leche descremada al 1% en TBS-
tween 0.1% durante la noche a 4°C con los siguientes anticuerpos: GRP78,
CHOP, AMPK, p-AMPK, p-Actina, SREBP-1, SREBP-2 y PGC1-a

Posteriormente, los blots fueron incubados con inmunoglobulina G conjugada con
peroxidasa de rabano anti-conejo, -cabra o —raton.

Los blots se revelaron por el método de quimioluminiscencia con el producto
comercial “Immobilon Western Chemiluminiscent HRP substrate” y expuestos en
el sistema electronico de imagen ChemiDoc MP.

Para la normalizacion de datos las membranas se incubaron con anticuerpo anti-8
actina.

Cada proteina se evaludé por individual con cuatro animales por grupo
experimental. La semicuantificacion de las bandas se llevé a cabo utilizando el
software de procesamiento digital de imagenes Imaged 1.42p [100]. La expresion
de cada proteina analizada fue normalizada con el valor correspondiente a su [3-
Actina.

7.14 Analisis estadistico

Los valores se describieron como la media £ S.E.M. como se indica en cada pie
de figura o tabla. Los datos de los graficos de peso corporal inicial y final, asi como
el area bajo la curva de la prueba de tolerancia a la glucosa oral, se evaluaron por
un analisis de varianza (ANOVA) de una sola via seguido por la prueba de
comparaciones multiples de Fisher LSD. Los datos de la prueba de calorimetria
indirecta, parametros bioquimicos, parametros hormonales, expresion relativa de
proteinas, contenido de lipidos en tejido renal y determinaciones histologicas se
analizaron por medio de un ANOVA de dos vias seguido por la prueba de
comparaciones multiples de Fisher LSD. En todos los casos las diferencias
significativas entre grupos se indicaron con letras en cada figura, siendo “a” el de
mayor valor (a>b>c>d). P<0.05 se consider6 como diferente en todas las pruebas
(GraphPad Prism 6.0, San Diego, CA, EUA).
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8. RESULTADOS

8.1 LA SUPLEMENTACION CON RESVERATROL REDUJO LA GANANCIA DE
PESO CORPORAL EN UNA DIETA ALTA EN GRASA

Durante las 26 semanas de tratamiento dietario se registré y se graficod el peso
semanal de los 10 animales correspondientes a cada uno de los cuatro
tratamientos dietarios utilizados: C, CR, AG y AGR (FIGURA 8), con la finalidad de
observar el efecto de la suplementacion de resveratrol en la dieta sobre la
ganancia de peso corporal.

30+
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corporal (g)
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)i
0(-‘ | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
0 2 4 6 8 101214 16 18 20 22 24 26
Tiempo de tratamiento (semanas)

FIGURA 10. Efecto de la suplementacion dietaria con resveratrol sobre la
ganancia de peso corporal en ratones macho C57BL/6 alimentados con una dieta
control (AIN-93M) o una dieta alta en grasa (45% Kcal grasa saturada) durante 26

semanas.
n= 10 para cada grupo experimental. Diferentes letras representan diferencia significativa (a>b>c).
ANOVA Tukey p < 0.05
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TABLA 7. Peso corporal inicial, peso corporal final, ganancia de peso corporal
final y alimento consumido en los ratones alimentados con cada uno de los
tratamientos dietarios: C, CR, AG y AGR.

Peso corporal Peso corporal Ganancia de Alimento Alimento
inicial ?g) final (3) peso corporal consumido (g) consumido
final (g) (Kcal)
Control (C) | 18.033 + 0.287 | 38.52 + 0.436 ™° | 22.023 + 0.305 ™¢ | 3.111+0.037 2 | 11.345 + 0.127
Control +

Resveratrol | 18.617 +0.557 | 37.332+0.885 € | 21.205+ 1.008 ¢ | 3.054 + 0.030 2 | 11.454 + 0.107
(CR)

Alta (AG) | 18.091+0.409 | 46.538+1.179 " | 30.099 +0.148° | 2.238+0.027" | 11.001+0.116

Alta en grasa +

Resveratrol | 18.207 + 0.376 | 41.486 + 0.888° | 25595+ 0.493° | 2.243+0.034" | 11.16 +0.143

(AGR)

n= 10 para cada grupo experimental. Diferentes letras representan diferencia significativa (a>b>c).
ANOVA Tukey p < 0.05

En la FIGURA 10 se observa que las curvas de ganancia de peso de los cuatro
grupos muestran un comportamiento similar durante las primeras 19 semanas de
tratamiento dietario, y a partir de la semana 20, el grupo alimentado con la dieta
alta en grasa (AG) alcanzé una ganancia de peso mayor que continu6 hasta el
final del tratamiento respecto a los grupos (AGR) (-15.15%), (C)(-26.99%) y (CR) (-
29.71%). Asi mismo, el grupo (AGR) alcanzé una ganancia de peso corporal
mayor respecto al grupo (CR) (-14.56%); sin embargo, ninguno de los dos grupos
presentd diferencia significativa respecto al grupo control (C).

Por lo tanto, el grupo alimentado con la dieta alta en grasa (AG) incremento de
forma significativa la ganancia de peso corporal. Sin embargo, la suplementacion
con resveratrol redujo la ganancia de peso corporal en los animales alimentados
con una dieta alta en grasa (AGR) de forma significativa respecto al grupo (AG). Y
ambos grupos suplementados con resveratrol (CR) y (AGR) presentaron un
comportamiento similar al del grupo control (C).

Por otro lado, de acuerdo a los valores descritos en la TABLA 7, se muestra que
el peso inicial de los animales de cada uno de los grupos no presenté diferencia
significativa entre si y que las diferencias en el incremento de peso corporal no se
deben a variaciones en el consumo calorico en alguno de los grupos, ya que
ninguno de los grupos presenta diferencia significativa entre si.

Por lo tanto, la suplementacion con resveratrol no modific6 el consumo de

alimento ni en la dieta control (CR) ni en la dieta (AGR), por lo que la reduccién en
el peso corporal no se debi6 a modificaciones en la ingesta de alimento.
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8.2EL RESVERATROL INCREMENTO LA VELOCIDAD METABOLICA
OXIDATIVA DE LiPIDOS EN UNA DIETA ALTA EN GRASA

Después de observar que el resveratrol redujo la ganancia de peso corporal en
una dieta alta en grasa, se decidio determinar si el resveratrol inducia algun efecto
en la proporcion de sustratos oxidados y en la velocidad metabdlica oxidativa, y
por ello indujo una menor ganancia de peso corporal. Con esa finalidad, en la
semana 27 de tratamiento dietario, se evalu6 el gasto cal6rico por medio de
calorimetria indirecta en un grupo de ratones de cada uno de los tratamientos
dietarios, cuyos resultados se muestran a continuacion (FIGURA 11).

La calorimetria indirecta es una técnica no invasiva que permite estimar el tipo
sustrato que se esta utilizando, la velocidad metabdlica oxidativa y el metabolismo
energético in vivo de un organismo. Estas determinaciones se obtienen a partir de
mediciones de intercambio gaseoso: el volumen de oxigeno consumido, el
volumen de dioxido de carbono producido y la liberacidn de calor especifica para
la naturaleza del sustrato energético que esta siendo oxidado [101]. La relacion
entre estas mediciones de intercambio gaseoso proporciona informacion unica
acerca de la medida de intercambio respiratorio, que esta determinado por el
metabolismo energético de la oxidacion de cierta combinacion de sustratos,
principalmente carbohidratos y lipidos, cuya proporcion aproximada puede
obtenerse a partir de formulas ya establecidas [102,103].
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FIGURA 11. Efecto de la suplementacion con resveratrol en ratones C57BL/6
alimentados con una dieta control (AIN-93M) o una dieta alta en grasa (45% Kcal
grasa saturada) por 27 semanas en la proporcion de sustratos utilizados y la
velocidad metabdlica oxidativa en un periodo de ayuno (8 h) y un periodo de
posprandio (12 h) A. Grafico comparativo del coeficiente respiratorio para cada
uno de los tratamientos dietarios B. Grafico comparativo del promedio de volumen
de oxigeno consumido por cada tratamiento dietario C. Grafico comparativo del
promedio de volumen de dioxido de carbono producido por cada tratamiento
dietario D. Grafico representativo del porcentaje de calor proporcionado a partir de

hidratos de carbono y lipidos para cada uno de los tratamientos dietarios.
n= 6 para cada grupo experimental. Diferentes letras representan diferencia significativa
(a>b>c>d). ANOVA Tukey p < 0.05
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La obtencion de energia en los organismos vivos se da por la oxidacion de
nutrimentos, 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 sustrato; asi mismo, el volumen de oxigeno y el volumen de dioxido de
carbono van de acuerdo a las ecuaciones quimicas planteadas para cada sustrato
[104]. Por ejempilo:

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

El coeficiente respiratorio (RER: Respiratory Exchange ratio, por sus siglas en
inglés), es la relacion que existe entre el dioxido de carbono producido y el
oxigeno consumido (VCO,/ VO3), y de acuerdo a las ecuaciones presentadas en la
parte superior se puede observar que éste valor es caracteristico del sustrato
metabolizado, ya que la cantidad de oxigeno consumido y de dioxido de carbono
producido son caracteristicas del sustrato. En el caso de la glucosa, el valor del
RER es 1 (6 CO2/6 O;) (Ec. 1); mientras que, en el caso del acido palmitico y en
general de los acidos grasos, éste valor disminuye a valores cercanos a 0.70 (16
CO2/23 Oy) (Ec. 2) [102,104].

De acuerdo con lo mencionado en el parrafo anterior, en la FIGURA 11A se
observo que los grupos alimentados con las dietas control (C) y (CR) oxidaron una
mezcla de carbohidratos y lipidos durante el ayuno (RER= 0.83); mientras que,
durante el posprandio, oxidaron esencialmente carbohidratos (RER= 1). A
diferencia de los grupos alimentados con la dieta alta en grasa (AG) y (AGR), que
oxidaron una mezcla de sustratos compuesta esencialmente por lipidos durante el
ayuno (RER= 0.75); y durante el periodo de posprandio, continuaron oxidando una
mezcla de sustratos (RER= 0.84), dentro de la cual siguié encontrandose una
proporcion considerable de lipidos aunque incluyé una mayor proporcion de
carbohidratos en relacion al ayuno.

Consistentemente, en la FIGURA 11D se observé que en la grafica de proporcion
de sustratos oxidados en cada tratamiento dietario, los grupos alimentados con la
dieta control, (C) y (CR), oxidaron entre 50-60% de carbohidratos y entre 40-50%
de lipidos durante el ayuno; mientras que los grupos alimentados con la dieta alta
en grasa (AG) y (AGR) oxidaron aproximadamente 20% de carbohidratos y 80%
de lipidos. Por otro lado, durante el posprandio, los grupos (C) y (CR) oxidaron
entre 90-98% de carbohidratos y entre el 2-10% de lipidos; mientras que, los
grupos (AG) y (AGR) oxidaron 50% de carbohidratos y 50% de lipidos.

De acuerdo con la grafica de proporcidn de sustratos oxidados los grupos de
animales alimentados con la dieta control (C) y (CR) siguieron un comportamiento
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muy similar, tanto en ayuno como en posprandio. Utilizaron preferencialmente
carbohidratos durante el periodo de posprandio mientras que, en el periodo de
ayuno el coeficiente respiratorio de los ratones disminuyo debido a la oxidacion
combinada de una mezcla de sustratos. A diferencia de los grupos de animales
que fueron alimentados con las dietas con grasa adecuada, los grupos
alimentados con las dietas altas en grasa (AG) y (AGR), utilizaron la oxidacion de
acidos grasos preferencialmente tanto en el periodo de ayuno como en el periodo
de posprandio.

Por lo tanto, los ratones que consumieron las dietas altas en grasa presentaron
inflexibilidad metabdlica, es decir, que perdieron la capacidad de alternar los
sustratos metabdlicos (carbohidratos y lipidos) en funcion de las circunstancias
energéticas de la célula (ayuno y posprandio). Asi mismo, se observd que la
suplementacién dietaria con resveratrol no modificd la proporcion de sustratos
oxidados durante el ayuno y el posprandio en ninguna de las dos dietas utilizadas:
control y alta en grasa.

Ahora, en la FIGURA 11B, se observo que en los grupos (AG) y (AGR) hubo un
incremento  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 observé 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 significativa. Adicionalmente se observd que los grupos de
ratones con mayor consumo de oxigeno significativo en ambos periodos (ayuno y
posprandio), fueron los grupos de animales (AGR) y (CR) con respecto a los
grupos dietarios (C) y (AG). Asi mismo, se observo que el grupo (AG) presento un
consumo menor de oxigeno respecto a los demas grupos (AGR, CR y C) tanto
en el periodo de ayuno como en el periodo de posprandio.

En la FIGURA 11C muestra que el grupo (AG) presentd una produccion de didxido
de carbono menor significativa respecto a los grupos (CR), (C) y (AGR), tanto en
el periodo de ayuno como en el periodo de posprandio. Asi mismo, se observé que
en los tratamientos dietarios (C),(CR) y (AG) hubo una produccién mayor
significativa de dioxido de carbono durante el periodo de posprandio respecto al
periodo de ayuno, y se mantuvo la misma tendencia entre los grupos que en el
periodo de ayuno, excepto por el grupo (AGR). El grupo (AGR) no presentd
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
diéxido de carbono significativamente menor al producido por los grupos (C) y
(CR), y no presento diferencia significativa entre el volumen de diéxido de carbono
producido durante el periodo de posprandio respecto al que produjo en el periodo
de ayuno.

Por lo tanto, el consumo de una dieta alta en grasa (AG) durante 26 semanas en
ratones C57BL/6 disminuyd la velocidad metabdlica oxidativa, comparativamente
con los demas tratamientos dietarios (C, CR, AGR) durante el mismo tiempo. Sin
embargo la suplementacion con resveratrol incrementdé de forma significativa la
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velocidad metabdlica oxidativa del grupo de ratones alimentado con la dieta alta
en grasa (AGR) con respecto a los otros tres tratamientos dietarios (C, CR, AG)
tanto en ayuno como en posprandio, y presentdé una tendencia a incrementar la
velocidad oxidativa del grupo alimentado con la dieta (CR) respecto al grupo (C).

8.3LA SUPLEMENTACIC')’N CON RESVERATROL EN UNA DIETA ALTA EN
GRASA NO MODIFICO LA TOLERANCIA A LA GLUCOSA

Se sabe que las alteraciones en el metabolismo de glucosa, como la intolerancia a
la glucosa, estan asociadas con el desarrollo de diversas enfermedades
metabdlicas inducidas por la obesidad, dentro de las que se encuentra la
enfermedad renal [47], y se sabe que la obesidad induce estas alteraciones
metabdlicas.

Al observar los efectos de la suplementacion dietaria con resveratrol en ratones
C57BL/6 con respecto a la velocidad metabdlica oxidativa y la ganancia de peso
corporal, se decidio evaluar si el resveratrol tuvo algun efecto en la tolerancia a la
glucosa, después de 26 semanas de tratamiento dietario, para lo cual se realiz6
una prueba de tolerancia a la glucosa via intraperitoneal de 150 min (8 puntos),
cuyos datos y analisis comparativo se muestran a continuacion (FIGURA 12).
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FIGURA 12. Efecto del la suplementacion con resveratrol en la prueba de
tolerancia a la glucosa via intraperitoneal en ratones C57BL/6 alimentados con
una dieta control (AIN-93M) o una dieta alta en grasa (45% Kcal grasa saturada)
durante 26 semanas. A. Curva de concentracion de glucosa en sangre a los
tiempos 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120 y 150min después de la inyeccion intraperitoneal
de glucosa (2 mg/kg pc). B. Grafico de barras para el analisis comparativo del area
bajo la curva (AUC) de cada uno de los tratamientos dietarios durante la prueba de

tolerancia a la glucosa via intraperitoneal
n= 5 para cada grupo experimental. Diferentes letras representan diferencia significativa (a>b).
ANOVA Tukey p < 0.05

En la FIGURA 12A se observa que un comportamiento similar en la curva de

valores de concentracion de glucosa en sangre entre el grupo (CR) y (C), y entre
el grupo (AGR) y (AG). Consistentemente con el comportamiento observado en la
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FIGURA 10A, en la FIGURA 12B se observa que los grupos (AG) y (AGR)
presentaron los valores mayores en el area bajo la curva de glucosa, y no
presentaron diferencia  significativa entre si en el area bajo la curva, pero
presentaron un incremento  significativo respecto al valor de los grupos (C) y
(CR); que, a su vez no presentaron diferencia significativa entre ellos.

La concentracion de glucosa en sangre de los grupos (CR) y (C) en la FIGURA
12A, incrementé en durante los minutos 15, 30, 45 y 60 después de la inyeccion
intraperitoneal de la carga de glucosa; mientras que durante los minutos 90, 120 y
150 se observo un descenso en la concentracién de glucosa hasta llegar a valores
cercanos a la concentracion de glucosa basal, y se encontr6 en el rango de
valores normoglucémicos para esta cepa de animales (172-372 mg/dL) [105]. Sin
embargo, en la concentracion de glucosa en sangre de los grupos (HF) y (HFR) se
observo un incremento en durante los minutos 15, 30, 45 y 60 que, a diferencia de
los grupos (CR) y (C), persistio elevada hasta el minuto 150, presentando valores
considerados como hiperglucémicos de acuerdo al rango normal descrito [105].

Por lo tanto, los grupos (AG) y (AGR), describieron un comportamiento de
intolerancia a la glucosa por efecto de la alimentacion con una dieta alta en grasa;
a diferencia de los grupos (C) y (CR), que presentaron un comportamiento normal.
Por otro lado, la suplementacion con resveratrol, no indujo ningun beneficio
metabalico respecto a la tolerancia a la glucosa en comparacién con los grupos no
suplementados en ninguna de las dos dietas utilizadas: control (CR) y alta en
grasa (AGR).

8.4LA 'SUPLEMENTACI(')N CON RESVERATROL MODIFICO VARIOS
PARAMETROS A NIVEL SISTEMICO ANTE LA ADMINISTRACION DE
TUNICAMICINA

A) PARAMETROS BIOQUIMICOS EN SUERO

Se evaluaron diversos parametros bioquimicos en suero para analizar el efecto de
la suplementacion con resveratrol en una dieta control y alta en grasa ratones
C57BL/6 a nivel sistémico en el metabolismo de la glucosa, el metabolismo de
lipidos, la funcidn hepatica y la funcion renal, , cuyos datos se presentan en la
TABLA 8. La determinacion de estos parametros se llevdo a cabo a las 28
semanas de tratamiento dietario, y posteriores a la administracion de una dosis
unica de tunicamicina para inducir el estrés del RE de forma farmacoldgica.
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TABLA 8. Efecto de la suplementacion con resveratrol en valores de parametros bioquimicos séricos de ratones C57BL/6
alimentados con una dieta control (AIN-93M) o una dieta alta en grasa (45% Kcal grasa saturada) por 28 semanas e
inyectados 8 horas previas a la eutanasia con una dosis tunica de tunicamicina (Tun)

Col.= Colesterol; TG= triglicéridos; ALT= Alanina aminotransferasa; AST= Aspartato aminotransferasa. n= 5 para cada grupo experimental.

Diferentes
Parém?tro/ Control (C) Control + Tun Control + Rsv | Control + Rsv + Alta en grasa Alta en grasa + | Alta en grasa + Altssevni-g;isna +
Tratamiento (C+T) (CR) Tun (CR+T) (AG) Tun (AG+T) Rsv (AGR) (AGR+T)
?r:‘“gclzi? 248.68 +9.58° | 178.6+8.6° | 228.7+129°° | 198.2+5.85°° | 288.98+13.87 | 239.76+8.78° | 268.4+10.7*° | 256.4 + 12.9°"
(i:;'g;gf;' 189.8 + 111" | 122.51+4.71° | 160.6 + 14.1°° | 1254 +18.9° | 21716 +4.03* | 180.4 +24.8>° | 173.8+57> | 153.4+59"°
((:;IQIIE?_I)_ 46.81+3.85*° | 1944+229° | 2077 +3.95°° | 2511+3°¢ 5544 +6.99° | 4562+134°° | 37.88+327™° | 31.85+5.70°
?;IQZE;- 183.53 +8.30% | 105.67 +3.54° | 170.14+11*" | 100.83+10.2° | 187.53+5.18% | 157.59 + 15.4° | 160.92 +6.7*° | 144.37 +4.86"
(m::ﬁiL) 53.19+521°° | 2007 +3.48° | 44.27+559"° | 67.18+7.10° 55.88 + 8.38 " 28.90 +2.05° 52.53 + 8.23° 70.29 +5.55°
(ﬁ',f) 114.7 + 11.84° | 150.97 +16.6° | 102.92+18.4° | 124.30+37.1° | 190.5+406>" | 366+ 112.4° 52,66 +3.76° | 218.9+76.9"
(“L\J?LT) 119.8 + 11.02° | 206.3+14.4*° | 1327 +23.19° | 2482+91.2*" | 160.9+30.6*" | 349.7+101.3* | 103.6+142° | 275.1+76.8%"
C{;Zt,igli_’;a 0.55+0.17*" | 0.86+0.06*" | 057+0.13*" | 0.84+0.14*" | 077+0.27>" 1.01+0.15° 0.46 +0.21*° 0.85+0.18°
A't(’;,'l'_‘)i"a 21.73+2.17 19.38 + 3.54 22.30 +3.83 21.31 +4.05 21.95 +1.07 17.35 +1.29 22.58 +1.89 21.52 + 1.57
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LA ADMINISTRACION DE TUNICAMICINA DISMINUYE LA CONCENTRACION
DE GLUCOSA SERICA Y LA SUPLEMENTACION CON RESVERATROL
PREVINO ESTA MODIFICACION EN LA DIETA CONTROL Y EN LA DIETA
ALTA EN GRASA

La concentracion elevada de glucosa en sangre, es un indicador de alguna
alteracion en el metabolismo de carbohidratos, y es un predictor del desarrollo de
diabetes mellitus tipo 2 que se presenta frecuentemente en la obesidad [106]. La
concentracion de glucosa sérica se determind con la finalidad de observar y
comparar si el consumo de una dieta alta en grasa y/o la administracion de
tunicamicina modificaron el metabolismo de glucosa, y si la suplementacion con
resveratrol protegio positivamente de estas alteraciones. Asi mismo, el estudio del
metabolismo de la glucosa es importante en nuestro modelo de estudio ya que,
como se menciono previamente, se ha demostrado que las alteraciones en el
metabolismo de glucosa tiene un papel importante en la acumulacion anormal de
lipidos en tejidos periféricos [47].

De acuerdo con los datos mostrados en la TABLA 8, se observd que entre los
grupos en los que no se administré tunicamicina, el grupo (AG) presentd un
incremento en la concentracidén de glucosa significativo con respecto a los grupos
(C) y (CR), mas no con respecto al grupo (AGR); a su vez, el grupo (AGR) no
presentd diferencia estadistica respecto a los grupos (AG), (C) v (CR); y
finalmente, los grupos (C) y (CR) no presentaron diferencia estadistica entre si.
Todos los valores de estos cuatro grupos se encontraron dentro del rango normal
de glucosa en suero (172-372 mg/dL) [105].

Por lo tanto, el grupo alimentado con la dieta alta en grasa (AG) present6 el valor
mas alto de glucosa sérica, aunque se encontré en el rango normal. Por otro lado,
la suplementacion con resveratrol presentdé una tendencia a disminuir la
concentracion sérica de glucosa en los dos tipos de dieta respecto a los grupos no
suplementados, tanto control (CR) como alta en grasa (AGR), a pesar de no ser
significativa.

Adicionalmente, en los grupos administrados con tunicamicina, se observo que el
grupo (AGR+T) presentd una concentracion de glucosa mayor respecto al grupo
(C+T), pero no present6 diferencia respecto a los grupos (CR+T) y (AG+T); a su
vez, el grupo (AG+T) presenté un incremento  significativo respecto al grupo
(C+T), pero no presento diferencia estadistica con el grupo (CR+T); y finalmente,
los grupos (CR+T) y (C+T), no presentaron diferencia estadistica entre si. Todos
los valores se encontraron en el rango normal de valores para esta cepa (172-372
mg/dL) [105]. Los grupos (C+T) y (AG+T) presentaron una reduccion significativa
en la concentracion de glucosa respecto a los grupos (C) y (AG); mientras que los
grupos (CR+T) y (AGR+T) no presentaron diferencia significativa respecto a los
grupos (CR) y (AGR) respectivamente.
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La administracion de tunicamicina indujo una reduccion significativa de la
concentracion de glucosa en los grupos no suplementados con resveratrol (C+T y
AG+T). Sin embargo, la suplementacion con resveratrol previno el decremento
ocasionado por la administracion de tunicamicina, tanto en el grupo alimentado
con la dieta control (CR+T) como en el grupo alimentado con la dieta alta en grasa
(AGR+T).

LA ADMINISTRACION DE TUNICAMICINA DISMINUYO LA CONCENTRACION
DE LIiPIDOS SERICOS Y LA SUPLEMENTACION CON RESVERATROL
PREVINO ESTA ALTERACION EN LA DIETA CONTROL Y EN LA DIETA ALTA
EN GRASA

Se ha demostrado que la alteracion del metabolismo de lipidos a nivel sistémico
induce un desbalance en la lipogénesis y la lipdlisis que contribuye en la
acumulacion anormal de lipidos en tejidos parenquimatosos, como el higado y el
rinon [47]. El perfil de lipidos en suero se determino con la finalidad de observar si
el consumo de una dieta alta en grasa y/o la administracion de tunicamicina
provocaron alteraciones en el metabolismo de lipidos a nivel sistémico, y si la
suplementacion con resveratrol previno estas alteraciones en el perfil lipidico. Por
esa razon se midio la concentracion de triglicéridos, colesterol total, colesterol LDL
(lipoproteinas de baja densidad) y colesterol HDL (lipoproteinas de alta densidad)
en el suero de los ratones alimentados con los diferentes tratamientos dietarios.

A) COLESTEROL TOTAL Y COLESTEROL LDL

De acuerdo con los datos mostrados en la TABLA 8, se muestra que entre los
grupos en los que no se administré tunicamicina, el grupo (AG) presentd un
incremento  significativo en la concentracion de colesterol total y colesterol LDL
respecto a los grupos (CR) y (AGR) pero no respecto al grupo (C). Por otro lado, el
grupo (C) no presento diferencia significativa respecto a los grupos (CR) y (AGR),
mismos que tampoco presentaron diferencia significativa entre si. Todos los
valores de colesterol total se encontraron dentro del rango normal descrito para
esta cepa, excepto por la concentracion del grupo (AG) (69-192 mg/dL) [105]; el
rango normal de colesterol LDL en esta cepa no ha sido caracterizado en su
totalidad.

Por lo tanto, el grupo alimentado con la dieta alta en grasa (AG) present6 el valor
mas alto de colesterol total y LDL, y presentd una concentracion de colesterol total
mayor al rango normal publicado. Por otro lado, la suplementacion con resveratrol
disminuyo la concentracion sérica, tanto de colesterol total como LDL, respecto a
los grupos no suplementados (C y AG) en los dos tipos de dieta, tanto control
como alta en grasa (CR y AGR), aunque solo fue significativo entre los grupos de
la dieta alta en grasa (AGR vs AG). Asi mismo, la suplementacion de resveratrol
mantuvo la concentracion de colesterol total dentro del rango normal en el grupo
alimentado con la dieta alta en grasa (AGR) a diferencia del grupo no
suplementado (AG).
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En los grupos que fueron administrados con tunicamicina, el grupo (AG+T)
presento la mayor concentracidn de colesterol total y LDL, seguido por el grupo
(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 de todos los grupos se
encontraron dentro del rango normal publicado para esta cepa [105]. Los grupos
(C+T) y (AG+T) presentaron una disminucion significativa, tanto en la
concentracion de colesterol total como de LDL, respecto a los grupos (C) y (AG); a
diferencia de los grupos (CR+T) y (AGR+T) que no presentaron diferencia
significativa respecto a los grupos (CR) y (AGR).

La administracion de tunicamicina indujo una reduccion significativa en la
concentracion de colesterol total y LDL en los grupos no suplementados con
resveratrol (C+T y AG+T). Este resultado sugiere que el resveratrol induce un
efecto restaurador en la homeostasis del metabolismo de colesterol total y LDL a
nivel sistémico, tanto en una dieta control (CR) como en una dieta alta en grasa
(AGR), ante la administracion con tunicamicina.

B) COLESTEROL HDL

Por otro lado, respecto a la concentracion sérica de colesterol HDL, se observé
que entre los grupos no administrados con tunicamicina, el grupo (AG) presento la
mayor concentracion, seguido por el grupo (C), el grupo (CR) y finalmente el grupo
(AGR), entre los cuales no hubo diferencia  significativa. El rango normal de
colesterol HDL para esta cepa no ha sido caracterizado en su totalidad.

Por lo tanto, ni el consumo de la dieta alta en grasa ni la suplementaciéon con
resveratrol modificaron la concentracion de colesterol HDL sérico.

Adicionalmente, respecto a los animales que recibieron la administracion con
tunicamicina, se observd que el grupo (AG+T) presentd un incremento
significativo en la concentracion de colesterol HDL respecto a los grupos (C+T) y
(CR+T), mas no con el grupo (AGR+T); a su vez, el grupo (AGR+T) también
presentd un incremento  significativo respecto a los grupos (C+T) y (CR+T);
mientras que los grupos (C+T) y (CR+T) no presentaron diferencia significativa
entre si. Por otro lado, los grupos (C+T), (CR+T) y (AG+T) presentaron una
disminucién significativa respecto a los grupos (C), (CR) y (AG); mientras que el
grupo (AGR+T) no presentd una diferencia significativa respecto al grupo (AGR).

La administracion de tunicamicina redujo de forma significativa la concentracion
de colesterol HDL en los grupos no suplementados con resveratrol (C+T y AG+T).
Sin embargo, la suplementacion de resveratrol indujo un efecto regulador no
modificd la concentracion de colesterol HDL ante la administracion de en los
animales alimentados con una dieta alta en grasa (AGR).
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A) TRIGLICERIDOS

En los grupos dietarios de ratones que no fueron tratados con tunicamicina, el
grupo (AG) presentd la mayor concentracion, seguido por los grupos (AGR), (C) y
(CR), entre los cuales no hubo diferencia significativa. Todos los grupos
presentaron valores normales de acuerdo al rango establecido (40-62 mg/dL)
[107].

Por lo tanto, la dieta alta en grasa (AG) administrada a ratones C57BL/6 durante
28 semanas no indujo cambios significativos en la concentracion sérica de
triglicéridos. Por otro lado, la suplementacion con resveratrol no modifico la
concentracion de triglicéridos séricos, ni en el grupo alimentado con la dieta
control ni en el grupo alimentado con la dieta alta en grasa.

Por otro lado, en los animales a los cuales se les administré tunicamicina, se
observo que el grupo (CR+T) presentd un incremento  significativo respecto a los
grupos (C+T) y (AG+T), mas no con el grupo (AGR+T); a su vez el grupo (AGR+T)
presento diferencia significativa respecto a los grupos (C+T) y (AG+T), que no
presentaron diferencia significativa entre si. Los grupos (CR+T) y (AGR+T)
presentaron valores dentro del rango normal descrito; a diferencia de los grupos
(C+T) y (AG+T) que presentaron valores inferiores al rango normal descrito (40-62
mg/dL). Por otro lado, se observa que los grupos (C+T) y (AG+T) presentaron una
disminucién  significativa respecto a los grupos (C) y (AG); a diferencia de los
grupos (CR+T) y (AGR+T) que no presentaron diferencia significativa respecto a
los grupos (CR) y (AGR).

La administracion de tunicamicina disminuyé la concentracion sérica de
triglicéridos en los grupos no suplementados con resveratrol (C+T) y (AG+T).
Mientras que, la suplementacion de resveratrol la concentracién de triglicéridos
séricos ante la administracion de tunicamicina, tanto en los animales alimentados
con la dieta alta en grasa (AGR+T) como los alimentados con la dieta control
(CR+T), y la concentracion de este parametro se mantuvo dentro del rango normal
de valores para estos grupos, a diferencia de los grupos no suplementados con
resveratrol (C+T) y (AG+T).
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CON LA ADMINISTRACION DE TUNICAMICINA, LOS PARAMETROS DE
FUNCION HEPATICA SE MANTUVIERON EN CONCENTRACIONES
NORMALES EN LOS GRUPOS SUPLEMENTADOS CON RESVERATROL

La elevacion de las enzimas aminotransferasas hepaticas se determinaron, por un
lado, para observar si la suplementacién con resveratrol generaba hepatotoxicidad
como efecto secundario, y por otro lado, como parametro comparativo para
correlacionar las condiciones hepaticas con las condiciones renales que se
presentaron en nuestro modelo experimental, y ver si el resveratrol mostraba
algun efecto benéfico en ello. Esto es debido a que la elevacion de las
transaminasas hepaticas indican que hay inflamacion o lesién en las células
hepaticas, y por lo tanto, la concentracién de ALT y AST se eleva tanto en los
casos de hepatotoxicidad como durante el establecimiento de esteatosis hepatica
asociada a obesidad.

En los resultados obtenidos de la concentracion sérica de enzimas
aminotransferasas hepaticas ALT y AST, entre los grupos no administrados con
tunicamicina, el grupo que presentd las mayores concentraciones fue el grupo
(AG), seguido por el grupo (C), (CR), y finalmente el grupo (AGR), entre los cuales
no hubo diferencia significativa. Todos los grupos presentaron valores dentro de
los rangos normales descritos (ALT= 20-129 U/L; AST= 46-342 U/L) excepto por la
concentracion de ALT del grupo (AG), que presento valores por arriba del rango
determinado.

El consumo de una dieta alta en grasa (AG) indujo una elevacion en la
concentracion sérica de tanto de ALT como de AST, y presentd niveles fuera del
rango normal descrito en el caso de las enzimas ALT aunque el incremento no fue
significativo. Por otro lado, la suplementacion resveratrol presentd una tendencia a
disminuir los niveles en enzimas ALT en el grupo alimentado con la dieta alta en
grasa (AGR) respecto al grupo no suplementado (AG), aunque la disminucién no
fue significativa.

Adicionalmente, respecto a los grupos tratados con tunicamicina, se observo que
el grupo (AG+T) presentd el valor mas elevado en la concentracion de ALT,
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 (20-120 U/L)
[105], y ninguno de los grupos presento diferencia  significativa. Por otro lado,
todos los grupos presentaron un incremento en la concentracidn respecto a los
grupos sin tunicamicina, siendo esta mas marcada entre el grupo (AG+T) respecto
a (AG). Sin embargo, ningun incremento fue significativo.

La administracion de tunicamicina incremento la concentracion de enzimas ALT en
todos los grupos (C+T, CR+T, AG+T y AGR+T). Sin embargo, la suplementacion
resveratrol presenté una tendencia a disminuir los niveles de enzimas ALT ante la
administracion de tunicamicina en el grupo alimentado con la dieta alta en grasa
(AGR+T) respecto al grupo no suplementado (AG+T), aunque la disminucion no
fue significativa.
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En el caso de la concentracion sérica de enzimas AST de los grupos tratados con
tunicamicina, se observd que el grupo (AG+T) presentd el valor mayor, seguido
por los grupos (AGR+T), (C+T) y (CR+T); ninguno de los grupos presentd
diferencia significativa. Los grupos (C+T), (CR+T) y (AGR+T) presentaron valores
dentro del rango normal descrito [105], mientras que el grupo (AG+T) presento
valores por arriba del rango normal. Por otro lado, todos los grupos presentaron
una tendencia a incrementar ante el tratamiento con tunicamicina respecto a los
grupos sin tunicamicina, sin embargo, ningun incremento fue significativo.

La administracion de tunicamicina incrementd la concentracion de enzimas AST
en todos los grupos (C+T, CR+T, AG+T y AGR+T), y la suplementacion con
resveratrol incrementd en menor cantidad la concentracion de enzimas AST
séricas ante la induccion con tunicamicina respecto a los grupos sin tunicamicina
en ambas dietas (CR+T y AGR+T), sin embargo, no indujo un cambio
significativo respecto a los grupos no suplementados con resveratrol.

EL RESVERATROL MANTUVO LOS PARAMETROS DE FUNCION RENAL EN
CONCENTRACIONES NORMALES ANTE LA ADMINISTRACION DE
TUNICAMICINA

A) CREATININA

La creatinina es un subproducto quimico del metabolismo de creatina en musculo.
Este metabolito se elimina por los rifiones, y cuando la funcion renal es anormal,
los niveles de creatinina se ven incrementados en sangre. Es por ello que se midié
la concentracion sérica de creatinina como un parametro sistémico de funcion
renal [108].

En los resultados obtenidos para la concentracidén de creatinina en suero entre los
grupos no tratados con tunicamicina, se observé que el grupo (AG) presentd la
mayor concentracion de creatinina, seguido por los grupos (C), (CR) y (AGR); sin
embargo, ninguno de los grupos presento diferencia significativa. Los grupos (C),
(CR) y (AGR) presentaron valores dentro del rango normal descrito; a diferencia
del grupo (AG), que presento valores mayores al rango normal publicado (0.2 a
0.56 mg/dL) [105].

El grupo alimentado con la dieta alta en grasa (AG) presentd el mayor valor de
creatinina sérica respecto a los demas grupos (C, CR y AGR), aunque no presento
diferencia  significativa, pero tuvo una concentracion mayor al rango normal
descrito. Sin embargo, la suplementacion con resveratrol present6é una tendencia a
disminuir la concentracion de creatinina sérica en la dieta alta en grasa (AGR)
respecto al grupo no suplementado (AG), sin embargo no indujo un cambio
significativo.

57



Por otro lado, en la comparacion entre los grupos administrados con tunicamicina,
se observo que el grupo (AG+T) presentd la mayor concentracion de creatinina
sérica, seguido por los grupos (C+T), (CR+T) y (AGR+T), y sdélo presento
diferencia significativa respecto al grupo (AGR+T); por su lado, los grupos (C+T),
(CR+T) y (AGR+T), no presentaron diferencia significativa entre si. Todos los
grupos presentaron valores mayores al rango normal descrito [105]. Asi mismo,
todos los grupos administrados con tunicamicina presentaron una tendencia a
incrementar los valores de creatinina sérica respecto a los grupos no tratados con
tunicamicina, siendo el incremento menos marcado el que se presentd entre el
grupo (AGR+T) respecto al grupo (AGR), sin embargo, este incremento no fue
significativo en ninguno de los grupos.

La administracion de tunicamicina presentd una tendencia a incrementar la
concentracion de sérica en todos los grupos (C+T, CR+T, AG+T y AGR+T). La
suplementacion con resveratrol disminuyé la concentracién de creatinina sérica en
el grupo alimentado con la dieta alta en grasa (AGR+T) respecto al grupo no
suplementado (AG+T) ante la administracion de tunicamicina.

B) ALBUMINA

La albumina es una proteina sintetizada por el higado, que se encuentra circulante
en suero. La hipoalbuminemia en sangre es una de las consecuencias de la
disfuncién renal, dado que los individuos que padecen nefropatias presentan
proteinuria, y la principal proteina excretada en este tipo de pacientes es la
albumina [108]. Es por ello que se determind la concentracion de albumina como
un parametro de funcion renal. Por otro lado, al ser una proteina sintetizada por el
higado, la otra posible causa de hipoalbuminemia es el dafo hepatico, por lo que
también es un parametro de funcion hepatica [109].

En la concentraciéon de albumina sérica, se observo que los grupos (C), (CR) y
(AGR) presentaron valores muy similares dentro del rango normal descrito; a
diferencia del grupo (AG) que presentd una concentracidon ligeramente menor al
rango normal publicado (22-42 g/L) [110]. Ningun grupo presentd diferencia
significativa.

El grupo alimentado con la dieta alta en grasa (AG) presentdé la menor
concentracion de albumina seérica, mostrandose por debajo del rango normal
descrito, aunque no presento diferencia significativa respecto los demas grupos.
La suplementacion con resveratrol presentd una tendencia a incrementar la
concentracion de albumina en el grupo alimentado con la dieta alta en grasa
(AGR) respecto al grupo no suplementado (AG), y mantuvo la concentracion
dentro del rango normal, sin embargo, la diferencia no fue significativa.
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Ahora, respecto a los grupos administrados con tunicamicina, se observa que el
grupo (CR+T) presentd un valor muy similar al grupo (AGR+T) en la concentracion
de albumina sérica, y ambos se mantuvieron dentro del rango normal descrito; sin
embargo, los grupos (C+T) y (AG+T) presentaron valores ligeramente por debajo
del rango normal de valores descritos, aunque ningun grupo presento diferencia
significativa. Por otro lado, se observa que los grupos (C+T) y (AG+T) presentaron
una tendencia a disminuir la concentracion de albumina sérica respecto a los
grupos (C) y (AG), aunque no fue significativa; a diferencia de los grupos (CR+T)
y (AGR+T) mantuvieron concentraciones muy similares respecto a los grupos (CR)
y (AGR).

La administracion de tunicamicina presentd una tendencia a disminuir la
concentracion de albumina de los grupos no suplementados (C+T y AG+T).
Mientras que, en la suplementacion con resveratrol, tanto en una dieta control
(CR+T) como en una dieta alta grasa (AGR+T), la concentracion de albumina se
mantuvo en valores muy similares y dentro del rango normal descrito a pesar de la
administracion de tunicamicina.

B) PARAMETROS HORMONALES EN SUERO

Para evaluar el efecto del resveratrol en el metabolismo a nivel sistémico también
se evaluaron diversos parametros hormonales en suero por medio de ELISA,
cuyos datos se presentan en la TABLA 9. La determinacion de estos parametros
se llevd a cabo al finalizar las 28 semanas de tratamiento dietario, 8 horas
después de la administracion con una dosis unica de tunicamicina para inducir el
estrés del RE de forma farmacoldégica.
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TABLA 9. Efecto de la suplementacion con resveratrol en parametros hormonales séricos de ratones C57BL/6
alimentados con una dieta control (AIN-93M) o una dieta alta en grasa (45% Kcal grasa saturada) por 28 semanas, con y
sin la administracion de tunicamicina (Tun) 8 horas previas a la eutanasia

Adiponect.= Adiponectina; HMW= Alto peso molecular.
n= 5 para cada grupo experimental. Diferentes letras representan diferencia significativa (a>b>c>d). ANOVA Fisher's LSD p <0.05

Parametro/ Control (C) Control + Control + Rsv | Control + Rsv+ | Alta en grasa Alta en grasa + | Alta en grasa Tt;sevn-‘.g.ll'%sna
Tratamiento Tun (C+T) (CR) Tun (CR+T) (AG) Tun (AG+T) + Rsv (AGR) (AGRT)
'('l‘fg‘/‘:]’l‘_")‘ 0.088 + 0.02¢ | 0.10+0.04% | 0.060+0.049 | 0.202+0.04% | 2.05+0.158*° | 2.737 +0.656% | 1.29.+0.09° | 1.638 +0.3°
Adiponect. = | o 41, 18920 | 2687 +2.1° | 2258+216° | 27574111 | 23.99+335° | 2254+23%¢ | 24451118 | o631 0gbe
total (ug/mL)
Adiponect. 172+1492 | 1798204 1 4/ 084 1505¢ | 17.83+0.86%° | 1245+167° | 11.71+092° | 18.49+159° | 18.25+1.6%"
HMW (ug/mL)
%HMW/
Adiponect. 62.57 +2.37° | 64.9+33° | 6329+6.11" 65+ 3.5*° 57.85 + 3.85° 53.25 +4.14° | 7527 +4.34% | 76.36 +5.27°
total
&egm"l_a) 2317 +1.4% | 305+22%° | 17.07+223% | 34.74+4.22%° | 36.98+529° | 5677 +10.27% | 253 +254%° | 37.79 +3.91"
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LA ALIMENTAQI()N CON UNA DIETA ALTA EN GRASA INCREMENT() LA
CONCENTRACION DE INSULINA EN SUERO Y LA SUPLEMENTACION CON
RESVERATROL DISMINUYO ESTE INCREMENTO

Es muy comun que la intolerancia a la glucosa se asocie con el desarrollo de resistencia a la
insulina [111], y se ha demostrado que la resistencia a la insulina tiene un papel importante
en el dano renal mediado por acumulacién ectdpica de lipidos [112]. Asi mismo, se sabe que
el estrés del RE es un importante mediador del desarrollo de resistencia a la insulina [113].

En la prueba de tolerancia a la glucosa se observé que los grupos (AG) y (AGR) presentaron
intolerancia a la glucosa por el consumo de una dieta alta en grasa y que el resveratrol no
presento ningun efecto. Ahora, se midi6 la concentracion de insulina con la finalidad de ver si
el consumo de la dieta alta en grasa o la administracion de tunicamicina provocaron
hiperinsulinemia en ayuno (que se asocia con resistencia a la insulina) y si el resveratrol tuvo
algun efecto sobre la concentracion de insulina.

En los resultados presentados en la TABLA 9 se observa que, entre los grupos no tratados
con tunicamicina, los grupos (C) y (CR) presentaron valores muy similares en la
concentracion sérica de insulina, mientras que, los grupos (AG) y (AGR) también
presentaron concentraciones cercanas entre si. El grupo (AG) presento el valor mayor, y
presento un incremento significativo en la concentracién de insulina respecto a los grupos
(AGR), (CR) y (C); y, a su vez, el grupo (AGR) presentdé un incremento  significativo
respecto a los grupos (C) y (CR), que no presentaron diferencia significativa entre si. El
rango normal para este parametro en ratones C57BL/6 no ha sido descrito aun, sin embargo,
en los resultados obtenidos se observa que la concentracion de los grupos (AG) y (AGR) fue
entre 8 y 10 veces mas alta que la de los grupos (C) y (CR).

Por lo tanto, el consumo de la dieta alta en grasa provoco un incremento significativo en la
concentracion sérica de insulina, tanto en el grupo (AG) como en el grupo (AGR), Sin
embargo, la suplementacion con resveratrol disminuyé de forma significativa la
concentracion de insulina sérica en el grupo alimentado con la dieta alta en grasa (AGR)
respecto a la dieta no suplementada (AG).

Por otra parte, entre los resultados de los grupos administrados con tunicamicina, se
observo que los grupos (C+T) y (CR+T) presentaron valores de concentracion de insulina
sérica similares; mientras que, los grupos (AG+T) y (AGR+T) también presentaron
concentraciones similares entre si, aunque los grupos (AG+T) y (AGR+T) presentaron
concentraciones entre 10 y 20 veces mas altas que los grupos (C+T) y (CR+T). Se presento
que el valor mayor de concentracion fue del grupo (AG+T), que presentd un incremento
significativo respecto a los grupos (AGR+T), (C+T) y (CR+T); a su vez, el grupo (AGR+T)
presentd un incremento  significativo respecto el grupo (C+T), mas no respecto al grupo
(CR+T); vy, finalmente, los grupos (C+T) y (CR+T) no presentaron diferencia significativa
entre si. Por otro lado, todos los grupos tuvieron una tendencia a incrementar la
concentracion de insulina ante la administraciéon de tunicamicina respecto a los grupos no
administrados, siendo mas marcada la diferencia entre el grupo (AG+T) respecto al grupo
(AG), aunque ningun incremento fue significativo.
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La administracion de tunicamicina presento una tendencia a incrementar la concentracion de
insulina de todos los grupos (C+T, CR+T, AG+T y AGR+T), aunque ninguna fue significativa.
Por otro lado, la suplementacion con resveratrol presenté un incremento significativamente
menor en la concentracion de insulina ante la administracion de tunicamicina en el grupo
alimentado con la dieta alta en grasa (AGR) respecto al grupo no suplementado (AG).

LA CONCENTRACION DE LEPTINA INCREMENTO EN EL GRUPO DE ANIMALES
ALIMENTADOS CON LA DIETA ALTA EN GRASA ANTE LA ADMINISTRACION DE
TUNICAMICINA Y LA SUPLEMENTACION CON RESVERTROL PREVINO ESTE
INCREMENTO

La leptina es una hormonas secretada por el tejido adiposo, que juega un papel muy
importante en la regulacion de la ingesta de alimento y la sensacion de saciedad [114]. Se
ha demostrado que en la obesidad, la concentracidén de leptina se encuentra elevada por el
desarrollo de un fendmeno denominado como “resistencia a la leptina”, que influye en el
desarrollo y progreso de la obesidad [114]. Asi mismo, se sabe que la hiperleptinemia esta
asociada con el desarrollo de diversas lesiones presentes en la enfermedad renal cronica
[115]. El estrés del RE ha demostrado estar involucrado en el desarrollo de resistencia a la
leptina [116].

En los resultados presentados en la TABLA 9 se observa que, entre los grupos no tratados
con tunicamicina, el grupo (AG) presentd el valor mas alto, y presenté un incremento
significativo en la concentracién de leptina respecto a los grupos (C) y (CR), mas no
respecto al grupo (AGR); y, a su vez, el grupo (AGR) presentd un incremento significativo
respecto al grupo (CR), mas no respecto al grupo (C); y finalmente, los grupos (C) y (CR) no
presentaron diferencia significativa entre si.

La alimentacion con una dieta alta en grasa (AG) provoco un incremento significativo en la
concentracion de leptina respecto al grupo control (C). Sin embargo, con la suplementacion
de resveratrol se previno el incremento en la concentracidon de leptina en el grupo alimentado
con la dieta alta en grasa (AGR).

Ahora, entre los resultados de los grupos administrados con tunicamicina, se muestra que el
grupo (AG+T) presento un incremento significativo respecto a los grupos (C+T), (CR+T) y
(AGR+T); a su vez, los grupos (C+T), (CR+T) y (AGR+T) no presentaron diferencia
significativa entre si. Por otro lado, los grupos (CR+T) y (AG+T) presentaron un incremento
significativo respecto a los grupos (C) y (AG); a diferencia de los grupos (CR+T) y (AGR+T)
que no presentaron diferencia significativa respecto a los grupos (CR) y (AGR).

La administracion de tunicamicina incremento significativamente la concentracion de leptina
en los grupos no suplementados (C+T y AG+T). Sin embargo, la suplementacion con
resveratrol previno el incremento de la concentracion de leptina ante la administracion de
tunicamicina en el grupo alimentado con la dieta alta en grasa (AGR+T), a diferencia del
grupo no suplementado (AG+T).
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EL RESVERATROL INCREMENT@ EL PORCENTAJE DE ADIPONECTINA HMW
RESPECTO A LA CONCENTRACION DE ADIPONECTINA DE TOTAL EN UNA DIETA
ALTA EN GRASA

La adiponectina es una hormona sintetizada por el tejido adiposo que tiene diversos efectos
metabalicos benéficos, como el incremento en la sensibilidad a la insulina, la modulacion de
respuestas inflamatorias, etc. Se ha descrito que niveles bajos de adiponectina o una
proporcion disminuida de la isoforma de alto peso molecular estan asociadas con el
desarrollo de resistencia a la insulina y sindrome metabdlico [117]. Asi mismo, la
hipoadiponectinemia se ha descrito como un factor importante en el desarrollo de la
enfermedad cronica [118]. Y se ha demostrado también que el estrés del RE induce
hipoadiponectinemia, por lo que es un posible mecanismo de esta alteracion metabdlica
[119]. Por esta situacién se considerd importante estudiar el efecto del resveratrol en la
sintesis de adiponectina total y en la proporcion de adiponectina de alto peso molecular.

A) ADIPONECTINA TOTAL

En los resultados obtenidos en la concentracién de adiponectina total en suero, tanto en los
grupo tratados como no tratados con tunicamicina, se observa que todos los valores
presentaron valores muy similares y ninguno de ellos presentd una diferencia significativa
entre si.

Por lo tanto, ni la alimentacién con una dieta alta en grasa, ni la suplementacién con
resveratrol, ni la administracion de tunicamicina indujeron algun efecto sobre la
concentracion de adiponectina total.

B) ADIPONECTINA DE ALTO PESO MOLECULAR (HMW)

En los valores de adiponectina de alto peso molecular en suero, entre los grupos no tratados
con tunicamicina, se observé que el grupo que presenté una mayor concentracion fue el
grupo (AGR), que presento diferencia significativa respecto a los grupos (CR) y (AG), mas
no respecto al grupo (C); a su vez, el grupo (C) presento diferencia significativa respecto a
los grupos (CR) y (AG); y finalmente, los grupos (CR) y (AG) no presentaron diferencia
significativa entre si.

El consumo de una dieta alta en grasa (AG) provocé una reduccion significativa de la
concentracion de adiponectina de alto peso molecular respecto al grupo control (C). Y, por el
contrario, la suplementacion con resveratrol incremento de forma significativa la
concentracion de la misma en el grupo alimentado con la dieta alta en grasa (AGR) respecto
al grupo no suplementado (AG).

Ahora, respecto a los grupos administrados con tunicamicina, se observo que el grupo con la
concentracion mayor de adiponectina de alto peso molecular fue el grupo (AGR+T), que
presento diferencia significativa respecto al grupo (AG+T), mas no respecto a los grupos
(C+T) y (CR+T); a su vez, los grupos (C+T) y (CR+T) presentaron diferencia significativa
respecto al grupo (AG+T), mas no entre si. Por otro lado, se observo que el grupo (CR+T)
presento un incremento en la concentracion de adiponectina HMW respecto al grupo (CR), a
pesar de no ser significativa; mientras que los grupos (C+T), (AG+T) y (AGR+T) no
modificaron la concentracion de adiponectina respecto a los grupos (C), (AG) y (AGR).
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La administracion de tunicamicina no presentd efecto en la concentracion de adiponectina
HMW en suero.

C) RELACION ADIPONECTINA HMW/TOTAL

En los valores del porcentaje de adiponectina de alto peso molecular respecto de
adiponectina total en suero, entre los grupos no tratados con tunicamicina, se observo que el
grupo que presentd una mayor concentracion fue el grupo (AGR), que presenté diferencias
significativas respecto a los grupos (C), (CR) y (AG), que a su vez no presentaron
diferencias significativas entre si.

Por lo tanto, el consumo de una dieta alta en grasa (AG) present6 una tendencia a reducir el
porcentaje de adiponectina de alto peso molecular respecto a la adiponectina total, aunque
no tuvo diferencia significativa. Por otro lado, la suplementacion de resveratrol indujo un
incremento en el porcentaje de adiponectina de alto peso molecular en la dieta alta en grasa
(AGR) respecto al grupo no suplementado (AG) y respecto al grupo control (C).

En los grupos administrados con tunicamicina se observé que el grupo con mayor porcentaje
de adiponectina de alto peso molecular fue (AGR+T), que presentd diferencias
significativas respecto a los grupos (C+T) y (AG+T), mas no respecto al grupo (CR+T); a su
vez, los grupos (C+T), (CR+T) y (AG+T) no presentaron diferencia significativa entre si. Por
otro lado, unicamente el grupo (AG+T) present6 una ligera disminucién no significativa
respecto al grupo (AG), los grupos (C+T), (CR+T) y (AGR+T) presentaron valores muy
similares en el porcentaje de adiponectina HMW respecto a los grupos (C), (CR) y (AGR).

La administracion de tunicamicina no indujo ningun cambio en el porcentaje de adiponectina
HMW, y la suplementacion con resveratrol no tuvo ningun efecto en ninguna de las dietas
utilizadas ante la administracion de tunicamicina.

8.5 LA DIETA ALTA EN GRASA Y LA TUNICAMICINA INCREMENTARON EL
CONTENIDO DE COLESTEROL Y DE TRIGLICERIDOS EN TEJIDO HEPATICO, Y LA
SUPLEMENTACION CON RESVERATROL LO PREVINO

Con la finalidad de validar nuestro modelo de obesidad inducida por dieta, se determiné el

contenido de triglicéridos y colesterol en tejido hepatico (FIGURA13) antes de comenzar con
las determinaciones en tejido renal.
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FIGURA 13. Efecto del resveratrol en el contenido de lipidos en el tejido hepatico de ratones
C57BL/6 alimentados durante 28 semanas con una dieta control (AIN-93M) o alta en grasa
(45% Kcal), con y sin la administracion de tunicamicina 8 horas previas a la eutanasia A.

Contenido de triglicéridos en tejido hepatico B. Contenido de colesterol en tejido hepatico
n= 5 muestras para cada grupo experimental. Diferentes letras representan diferencia significativa (a>b).
ANOVA Fisher's LSD p < 0.05

En la FIGURA 13A se observo que, entre los grupos no administrados con tunicamicina, el
mayor contenido de triglicéridos en tejido renal lo present6 el grupo (AG), aunque no hubo
diferencia  significativa entre ninguno de los grupos. Asi mismo, en la FIGURA 13B, se
observd que nuevamente el grupo (AG) presentd el mayor contenido de colesterol, el cual
presento un incremento significativo respecto a los grupos (C) y (CR); a su vez, los grupos
(C), (CR) y (AGR) no presentaron diferencias significativas entre si.

Por lo tanto, se observo que la dieta alta en grasa (AG) indujo un incremento tanto en la
concentracion de triglicéridos y de colesterol en tejido hepatico respecto al grupo (C).
Mientras que, el grupo alimentado con la dieta alta en grasa suplementado con resveratrol
presentd un comportamiento similar al grupo alimentado con la dieta control (C), y presento
una disminucion significativa en la concentracion de colesterol a nivel hepatico respecto al
grupo (AG).

Ahora, en los grupos administrados con tunicamicina, se observo que el grupo que presenté
el mayor contenido de triglicéridos a nivel hepatico fue el grupo (AG+T), el cual presentd un
incremento  significativo respecto a los grupos (AGR+T); que a su vez, no presento
diferencias significativas respecto a los grupos (C+T) y (CR+T). Asi mismo, se observé que
los grupos (C+T) y (AG+T) presentaron una tendencia a incrementar el contenido de
triglicéridos respecto a los grupos (C) y (AG), aunque no fue significativa; mientras que, los
grupos (CR+T) y (AGR+T) no presentaron variacion en el contenido de triglicéridos respecto
a los grupos (CR) y (AGR).

Por otro lado, se observd que el grupo que presento el mayor contenido de colesterol a nivel
hepatico fue el grupo (AG+T), el cual presentd un incremento significativo respecto a los
grupos (CR+T); que a su vez, no presentd diferencias  significativas respecto al grupo
(AGR+T). Asi mismo, se observé que los grupos (C+T) y (AG+T) presentaron una tendencia
a incrementar el contenido de colesterol respecto a los grupos (C) y (AG), aunque no fue
significativa; mientras que, los grupos (CR+T) y (AGR+T) no presentaron variacion en el
contenido de colesterol respecto a los grupos (CR) y (AGR).
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Por lo tanto, se presentd que la administracion de tunicamicina indujo una tendencia a
incrementar el contenido de triglicéridos y de colesterol a nivel hepatico en los grupos no
suplementados (C+T) y (AG+T), aunque no fue significativo. Mientras que, en los grupos
suplementados con resveratrol, (CR+T) y (AGR+T), no se presentaron diferencias ni en el
contenido de triglicéridos ni en el contenido de colesterol respecto a los grupos sin
tunicamicina (CR) y (AGR).

8.6 LOS GRUPOS ALIMENTADOS CON LA DIETA ALTA EN GRASA, CON Y SIN LA
ADMINISTRACION DE TUNICAMICINA, DESARROLLARON HIPERCELULARIDAD
MESANGIAL EN GLOMERULOS RENALES Y VACUOLIZACION LIPIDICA EN TUBULOS
PROXIMALES Y LA SUPLEMENTACION CON RESVERATROL PREVINO EL
DESARROLLO DE ESTAS LESIONES

Después de observar que la suplementacion con resveratrol a nivel sistémico indujo diversos
efectos benéficos, se decidio comenzar a evaluar el efecto del resveratrol a nivel renal, a
partir del analisis morfologico cuantitativo de marcadores de dafio renal.

Para evaluar el efecto de resveratrol en el dafio glomerular causado por el consumo de una
dieta alta en grasa, se determiné el area de la matriz mesangial y la celularidad por area en
10 glomérulos al azar para cada una de las muestras, con el fin de determinar la celularidad
mesangial, cuyo resultado se presenta en las FIGURAS 14A y 14C. La hipercelularidad
mesangial es un tipo de glomerulonefritis mesangial proliferativa que esta asociada con el
desarrollo de sindrome nefrético, y es un tipo de lesion glomerular, por ello se utilizd este
parametro como marcador de dafo glomerular.

Asi mismo, para evaluar de forma cuantitativa la acumulacion lipidica en tubulos proximales
se determin6 el porcentaje del area ocupada por la acumulacion de vacuolas lipidicas
respecto al area total de los tubulos proximales en 25 tubulos proximales al azar para cada
una de las muestras, cuyo resultado se muestra en las FIGURAS 14B Y 14C.
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FIGURA 14. Efecto del resveratrol en el analisis morfométrico histolégico del rifion de
ratones C57BL/6 alimentados con una dieta control (AIN-93M), alta en grasa (45% Kcal)
durante 28 semanas, con o sin la administracion de tunicamicina 8 horas previas a la
eutanasia A. Grafico comparativo del analisis morfométrico para la determinacion de
celularidad mesangial B. Grafico comparativo del analisis morfométrico para la
determinacidén del porcentaje de ocupacion de area por vacuolizacion lipidica en tubulos
proximales C. Fotomicrografias respresentativas a una magnitud x40 de las tinciones H&E y
PAS en tejido renal para la representacion visual de los dos parametros de dafio renal

evaluados: expansion mesangial y vacuolizacion lipidica en tubulos proximales
n= 5 muestras para cada grupo experimental. 10 glomérulos y 25 tibulos proximales analizados por muestra.
Diferentes letras representan diferencia significativa (a>b). ANOVA Fisher’s LSD p < 0.05

En la FIGURA 14A se observé que entre los grupos no administrados con tunicamicina, el
grupo (AG) presentd hipercelularidad mesangial respecto a los grupos (C) y (AGR); a su vez,
los grupos (C) y (AGR) no presentaron diferencia significativa entre si. Por otro lado, en las
fotomicrografias presentadas en la FIGURA 14C se observod que en el grupo (AG) la pared
glomerular se encontré mas difusa e irregular y que la matriz mesangial se percibié mas
extendida y con proliferacion celular. A diferencia del grupo (C) y (AGR), que presentaron
glomérulos con paredes bien definidas y regulares, y con una menor cantidad de células
mesangiales.
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Por lo tanto, el consumo de una dieta alta en grasa (AG) indujo el desarrollo de
hipercelularidad mensagial y presentd diversas lesiones glomerulares respecto al grupo
alimentado con la dieta control (C); a diferencia del grupo que fue suplementado con
resveratrol y alimentado con una dieta alta en grasa (AGR), que no presenté alteraciones
glomerulares ni diferencia  significativa en el valor de celularidad mesangial respecto al
grupo alimentado con la dieta (C).

Entre los grupos administrados con tunicamicina, el grupo (AG+T) presento hipercelularidad
mesangial, y presentd un incremento significativo respecto al grupo (AGR+T), que a su vez,
no presento diferencia significativa respecto al grupo (C). En la comparacion entre los grupos
con y sin tunicamicina, no se observé una tendencia. Por otro lado, en las fotomicrografias
presentadas se observo que en el grupo (AG+T) la pared glomerular se encontré6 aun mas
difusa e irregular que en el grupo (AG) y que la matriz mesangial se percibe aun mas
extendida. A diferencia del grupo (AGR+T), que presentaron glomérulos con una menor
cantidad de células mesangiales, y con paredes mas definidas y regulares respecto al grupo
(AG+T), aunque ligeramente mas difusas respecto al grupo (AGR).

La administracion con tunicamicina no modificé de forma significativa el parametro
cuantitativo de celularidad mesangial ni en el grupo (AG+T) ni en el grupo (AGR+T), sin
embargo, si indujo lesiones glomerulares mas marcadas en el grupo (AG+T) respecto al
grupo (AG). Por otro lado, el grupo (AGR+T) nuevamente no presento diferencia significativa
respecto al grupo alimentado con la dieta control (C), ni present6 lesiones glomerulares
observables en las fotomicrografias.

En las FIGURAS 14B se observo que entre los grupos no administrados con tunicamicina, el
grupo (AG) presentd un incremento  significativo en el porcentaje de vacuolas lipidicas
presentes en los tubulos proximales respecto a los grupos (C) y (AGR); y por su parte, los
grupos (C) y (AGR) no presentaron diferencia  significativa entre si. Asi mismo, en la
FIGURA 14C se observo que en el grupo (AG) los tubulos proximales no presentan
alteraciones estructurales, sin embargo, si se observa la acumulacién de vacuolas lipidicas
en los tubulos proximales que se encuentran alrededor del glomérulo; a diferencia del grupo
(AGR) en el que practicamente no se observa la presencia de vacuolas lipidicas, y del grupo
control que presenta una morfologia tubular normal y sin vacuolizacion lipidica.

Por lo tanto, el consumo de una dieta alta en grasa (AG) indujo un incremento en la
acumulacion de vacuolas lipidicas en tubulos proximales respecto al grupo alimentado con la
dieta control (C); a diferencia del grupo que fue suplementado con resveratrol y alimentado
con una dieta alta en grasa (AGR), que no presentd diferencia significativa respecto al
grupo alimentado con la dieta (C).

Entre los grupos administrados con tunicamicina, el grupo (AG+T) presenté el mayor
porcentaje de vacuolizacidén lipidica en tubulos proximales, y presentd un incremento
significativo respecto al grupo (AGR+T), que a su vez, no presentd diferencia significativa
respecto al grupo (C). Nuevamente, en la comparacion entre los grupos con y si
tunicamicina, no se observa una tendencia. Asi mismo, en las foto micrografias, se observa
que el grupo (AG+T) presenta un mayor depdsito de vacuolas lipidicas que el grupo
(AGR+T) y el grupo (C), aunque no muestra diferencia respecto al grupo (AG)
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La administracion con tunicamicina no modific6 de forma significativa el porcentaje de
vacuolizacién lipidica en el grupo (AG+T) respecto al grupo (AG). Por otra parte, el grupo
suplementado con resveratrol (AGR+T) nuevamente no presentd diferencia significativa
respecto al grupo alimentado con la dieta control (C) a pesar de la administracién de
tunicamicina, y practicamente no presentd depdsitos de vacuolas lipidicas en los tubulos
proximales.

8.7EL CONSUMO DE UNA DIETA ALTA EN GRASA Y LA ADMINISTRACION DE
TUNICAMICINA INDUJERON LA ACUMULACION DE LiPIDOS NEUTROS EN TEJIDO
RENAL, Y LA SUPLEMENTACION CON RESVERATROL PREVINO ESTA
ALTERACION

Después de observar que el resveratrol disminuyé de forma considerable el dano renal
inducido por el consumo de una dieta alta en grasa y por la administracion de tunicamicina, y
que presentd una disminucion significativa en la acumulacion de vacuolas lipidicas en
tubulos proximales, se decidid6 determinar el efecto del resveratrol en la acumulacién de
lipidos neutros a nivel renal.

Como se menciono en los antecedentes, la acumulacién ectopica de lipidos en el rifion es un
importante mediador en el desarrollo de la enfermedad renal, y se ha demostrado que, tanto
la obesidad [45] como el estrés del RE [16] inducen esta acumulacion anormal de lipidos.
Por lo tanto, para evaluar si el resveratrol tenia algun efecto en la acumulacién y distribucion
de lipidos ectopicos neutros en tejido renal ante el consumo de una dieta alta en grasa, se
llevé a cabo una tincidon de rojo oleoso en cortes de riidn para los grupos alimentados con
las dietas aletas en grasa: (C), (AG), (AGR), (AG+T) y (AGR+T). Cuyas imagenes
representativas se muestran a continuacion en la FIGURA 15.
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FIGURA 15. Fotomicrografias representativas a 40X de regiones glomerulares y
tubulointersticiales en cortes transversales de rifidn tratados con la tincién de rojo oleoso en
ratones C57BL/6 alimentados con una dieta control (AIN-93M), alta en grasa (45% Kcal de
grasa saturada) o alta en grasa con resveratrol durante 28 semanas ante la induccion
farmacoldgica de estrés del RE a través de la administracion de tunicamicina 8 horas previas

a la eutanasia.
n= 5 para cada grupo experimental, 10 imagenes por muestra

En la FIGURA 15 se observé que entre los grupos en los que no se administrd tunicamicina,
el grupo (AG) presentd la mayor acumulacion de lipidos neutros, que se observaron en
forma de gotas lipidicas con una tonalidad rojo-café. En este grupo los depésitos lipidicos se
observan distribuidos preferencialmente al interior del glomérulo, y en menor frecuencia se
observan algunas gotas dispersas en las regiones tubulointersticiales.
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En el grupo (AGR) se observd que el depdsito de lipidos neutros fue menor respecto al
grupo (AG). En este grupo se presentaron gotas lipidicas distribuidas de forma muy dispersa
en el area glomerular, y de forma aun mas escasa en las regiones tubulointersticiales.

Y finalmente, en el grupo (C) no se presenté acumulacion de lipidos ectdpicos neutros, ni en
el area glomerular ni en las regiones tubulointersticiales.

Por lo tanto, el consumo de una dieta alta en grasa (AG) provocé el depdsito de gotas de
lipidicas distribuidas de forma preferencial en el area glomerular y en menor grado en las
regiones tubulointersticiales. Sin embargo, la suplementacién con resveratrol redujo la
acumulacion de gotas lipidicas ectdpicas en el tejido renal, tanto en el area glomerular como
en las regiones tubulointersticiales en una dieta alta en grasa (AGR).

Por otro lado, en los grupos administrados con tunicamicina, se observo que el grupo con
mayor acumulacion de lipidos ectdpicos neutros fue el grupo (AG+T), que presentd un alto
contenido de depdsitos lipidicos tanto al interior del glomérulo como en las regiones tubulo
intersticiales. El grupo (AG+T) presenté una mayor acumulacion de gotas lipidicas respecto
al grupo (AG).

El grupo (AGR+T) presento gotas lipidicas distribuidas, tanto en el area glomerular como en
el area tubulointersticial, de forma muy dispersa, en cantidades mucho menores a las
observadas en el grupo (AG+T), aunque con mayor frecuencia que la presencia de gotas
lipidicas en el grupo (AGR).

Por lo tanto, la administracion de tunicamicina incrementé la acumulacion ectépica de
depositos lipidicos en tejido renal, distribuidos tanto en el area glomerular como en el area
tubulointersticial, este incremento se observdé de forma importante entre el grupo (AG+T)
respecto a (AG). Mientras que, la suplementacion con resveratrol inhibi6é la presencia de
depdsitos lipidicos en tejido renal de forma importante, tanto en el area glomerular como en
el area tubulointersticial, entre el grupo (AGR+T) respecto al grupo no suplementado
(AG+T), y no present6 una acumulacion lipidica muy importantes respecto al grupo (C).

8.8EL CONTENIDO DE LiPIDOS EN TEJIDO RENAL INCREMENTO EN LOS GRUPOS
QUE CONSUMIERON UNA DIETA ALTA EN GRASA Y QUE FUERON
ADMINISTRADOS CON TUNICAMICINA, Y LA SUPLEMENTACION CON
RESVERATROL LO PREVINO

Después de observar el efecto benéfico del resveratrol en los resultados obtenidos por el
analisis histolégico en la tincion de rojo oleoso y el analisis comparativo de vacuolizacion
lipidica tubular, se decidi6 realizar una extraccion de lipidos totales en rifidn, con la finalidad
de obtener una comparacion cuantitativa del contenido de triglicéridos y colesterol en tejido
renal entre todos los grupos que se trataron, con y sin tunicamicina. Esto es con la finalidad
de caracterizar el tipo de lipidos acumulados en el tejido renal, y por lo tanto, poder proponer
algun posible mecanismo de regulacion del resveratrol en la ruta de sintesis de cada uno de
ellos.
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FIGURA 16. Efecto del resveratrol en el contenido de lipidos en el tejido renal de ratones
C57BL/6 alimentados durante 28 semanas con una dieta control (AIN-93M) o alta en grasa
(45% Kcal), con y sin la administracion de tunicamicina 8 horas previas a la eutanasia. A.

Contenido de triglicéridos en tejido renal B. Contenido de colesterol en tejido renal
n= 5 muestras para cada grupo experimental. Diferentes letras representan diferencia significativa (a>b).
ANOVA Fisher's LSD p < 0.05

Tanto en la FIGURA 16A como en la FIGURA 16B, se observd que, entre los grupos no
administrados con tunicamicina, el mayor contenido de triglicéridos y de colesterol en tejido
renal lo presento el grupo (AG), el cual presentdé un incremento significativo respecto a los
grupos (C), (CR) y (AGR); a su vez, los grupos (C), (CR) y (AGR) no presentaron diferencias
significativas entre si.

Por lo tanto, se observo que la dieta alta en grasa (AG) indujo un incremento significativo
en la concentracion de triglicéridos y de colesterol en tejido renal respecto al grupo (C).
Mientras que, la suplementacion con resveratrol no presentd diferencias en el contenido ni
de ftriglicéridos ni de colesterol en nivel renal respecto al grupo alimentado con la dieta
control (C), y presentd una disminucion significativa en ambas concentraciones respecto al
grupo (AG).

Ahora, en los grupos administrados con tunicamicina, se observo que el grupo que presenté
el mayor contenido de triglicéridos y de colesterol a nivel renal fue el grupo (AG+T), el cual
presento un incremento significativo respecto a los grupos (C+T), (CR+T) y (AGR+T); a su
vez, (C+T), (CR+T) y (AGR+T) no presentaron diferencias  significativas entre si. Asi
mismo, se observo que los grupos (C+T) y (AG+T) presentaron una tendencia a incrementar
el contenido de triglicéridos y de colesterol respecto a los grupos (C) y (AG), aunque no fue
significativa; mientras que, los grupos (CR+T) y (AGR+T) no presentaron variacion ni en el
contenido de triglicéridos ni de colesterol respecto a los grupos (CR) y (AGR).

Por lo tanto, se presentd que la administracion de tunicamicina indujo una tendencia a
incrementar el contenido de triglicéridos y de colesterol a nivel renal en los grupos no
suplementados (C+T) y (AG+T), aunque no fue significativo. Mientras que, en los grupos
suplementados con resveratrol, (CR+T) y (AGR+T), no se presentaron diferencias ni en el
contenido de triglicéridos ni en el contenido de colesterol respecto a los grupos sin
tunicamicina (CR) y (AGR).
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8.9LA SUPLEMENTACION CON RESVERATROL DISMINUYO LA EXPRESION DEL
mRNA DE Srebf2 EN RINON EN UNA DIETA CONTROL Y ALTA EN GRASA

Una vez que se observd que el resveratrol indujo un efecto benéfico significativo en el
metabolismo de lipidos a nivel renal por pruebas histoélogicas y en la extraccion de lipidos en
rindn, se decidid evaluar ahora el mecanismo molecular responsable del efecto del
resveratrol a nivel renal en el metabolismo de lipidos por la induccion cronica del estrés del
RE con una dieta alta en grasa, para lo cual se realizé un analisis de microarreglo a partir de
MRNA extraido de riidn (corteza y médula) de los animales alimentados con las dietas (C),
(CR), (AG) y (AGR), en donde se determino la expresion de diversos genes involucrados en
la respuesta a proteinas mal plegadas entre los grupos no administrados con tunicamicina,
cuyos resultados se muestran en las FIGURAS 17, 18, 19 y 20.

GRAFICOS DE DISPERSION (SCATTER PLOTS) Y TABLAS DE EXPRESION
DIFERENCIAL DE CADA TRATAMIENTO DIETARIO RESPECTO AL CONTROL

A continuacion se presentan los graficos de dispersion del perfil de expresion genética de

cada uno de los tratamientos dietarios de los genes involucrados en la respuesta a proteinas
mal plegadas respecto al perfil de expresion genética del grupo control.
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FIGURA 17. Perfil de expresion de genes involucrados en la respuesta a proteinas mal
plegadas del grupo alimentado con la dieta control con Resveratrol (CR) respecto al grupo
Control (C) en ratones C57BL/6 tratados por 28 semanas. A. Diagrama de dispersion de la
expresion de los genes determinados del grupo (CR) respecto al grupo (C) B. Tabla de

genes con expresion diferencial del perfil genético del grupo (CR) respecto al grupo (C)

n= 3 para cada grupo experimental, p< 0.05. Proporcion de razén de cambio (Fold change ratio) en Log10.
Punto de corte (cut-off) en 1.5/-1.5 de razén de cambio (Fold Change)

IRE1B= proteina reclutadora de inositol 1B8; SREBP-2= proteina de unién a los elementos reguladores de
esteroles 2

En el grafico A y la tabla B presentados en la FIGURA 17 se muestra que el grupo (CR)
expreso de forma significativa un gen a la alta y un gen a la baja sobre el punto de corte
respecto al grupo (C). Por un lado, el gen Ern2, que codifica para la proteina IRE1 que
actua como factor de transcripcion y esta implicada en la via de apoptosis, el cual presento
un valor de razon de cambio de 3.8747 en Log10 respecto al grupo (C).

Por otro lado, el gen Srebf2, que codifica para la proteina SREBP-2, que como se menciond

ampliamente en los antecedentes, es un regulador maestro de la sintesis de colesterol, el
cual presentd un valor de razon de cambio de -1.7007 en Log10 respecto al grupo (C).
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FIGURA 18. Perfil de expresion de genes involucrados en la respuesta a proteinas mal
plegadas del grupo alimentado con la dieta alta en grasa (AG) respecto al grupo Control (C)
en ratones C57BL/6 tratados durante 28 semanas. A. Diagrama de dispersion de la
expresion de los genes determinados del grupo (AG) respecto al grupo (C) B. Tabla de

genes con expresion diferencial del perfil genético del grupo (AG) respecto al grupo (C)

n= 3 para cada grupo experimental, p< 0.05. Proporcion de razén de cambio (Fold change ratio) en Log10.
Punto de corte (cut-off) en 1.5/-1.5 de razén de cambio (Fold Change)

IRE1B3= proteina reclutadora de inositol 18, CREBH= Homdlogo del elemento de respuesta de union a cAMP

En el grafico A y la tabla B presentados en la FIGURA 18 se muestra que el grupo (AG)
expreso de forma significativa dos genes a la alta sobre el punto de corte respecto al grupo
(C). Por un lado, el gen Ern2, igual que el grupo (CR), el cual presento un valor de razén de
cambio de 2.4301 en Log10 respecto al grupo (C).

Por otro lado, el gen Creb3I3, que codifica para la proteina CREBH, que es un factor de

transcripcion, el cual present6 un valor de razén de cambio de 1.9958 en Log10 respecto al
grupo (C).
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FIGURA 19. Perfil de expresion de genes involucrados en la respuesta a proteinas mal
plegadas del grupo alimentado con la dieta alta en grasa con resveratrol (AGR) respecto al
grupo Control (C) en ratones C57BL/6 tratados durante 28 semanas. A. Diagrama de
dispersion de la expresion de los genes determinados del grupo (AGR) respecto al grupo (C)
B. Tabla de genes con expresion diferencial del perfil genético del grupo (AGR) respecto al
grupo (C)

n= 3 para cada grupo experimental, p< 0.05. Proporcion de razén de cambio (Fold change ratio) en Log10.
Punto de corte (cut-off) en 1.5/-1.5 de razén de cambio (Fold Change)

IRE1B= proteina reclutadora de inositol 1B8; SREBP-2= proteina de unién a los elementos reguladores de
esteroles 2; CREBH= Homodlogo del elemento de respuesta de uniéon a cAMP; CEBPB= Acelerador de unién a
la proteina CCAAT beta; Hsp 1I= proteina de choque térmico semejante al tipo 1.

En el grafico A y la tabla B presentados en la FIGURA 19 se muestra que el grupo (AGR)
expreso de forma significativa cuatro genes a la alta y dos genes a la baja sobre el punto
de corte respecto al grupo (C). Por un lado, el gen Cebpb, que codifica para la proteina
CEBPB, que actua como factor de transcripcion y esta implicado en la via de apoptosis, el
cual presenté un valor de razon de cambio de 1.6027 en Log10, o sea 40.06 veces mas
respecto al grupo (C). Asi mismo se encontré el gen Creb3I3, igual que el grupo (AG), el cual
presentd un valor de razén de cambio de 1.5539 en Log10, es decir, 35.8 veces mas
respecto al grupo (C). También se observo el gen Ern2, el igual que los grupos (CR) y (AG),
el cual presentd un valor de razén de cambio de 2.6496 en Log10 respecto al grupo (C).
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Finalmente, también se observo el gen Pfdn5, que codifica para la proteina Prefoldina 5, que
actua como factor de transcripcion y esta implicado en las vias de plegamiento de proteinas
y de union a proteinas mal plegadas, el cual presentd un valor de razén de cambio de
1.5208 en Log10 respecto al grupo (C).

Por otro lado, se encontré el gen Srebf2, que codifica para la proteina SREBP-2, igual que
en el grupo (CR), el cual presentd un valor de razon de cambio de -1.7019 en Log10, es
decir, que se expreso 50.34 veces menos respecto al grupo (C). Y también el gen Hspa1l,
que codifica para la proteina Hsp1l que es una proteina de choque térmico, el cual presenté
un valor de razon de cambio de -1.5124 en Log10 respecto al grupo (C).

2\ VSREBP2
S

ACEBPB
APrefoldina 5

WHsp1l

FIGURA 20. Diagrama de Venn ilustrativo acerca de las proteinas para las cuales codifican
los genes del peffil de expresion diferencial de la respuesta a proteinas mal plegadas en los
grupos (CR), (AG) y (AGR) respecto al grupo (C)

n= 3 para cada grupo experimental, p< 0.05. Proporcion de razén de cambio (Fold change ratio) en Log10.
Punto de corte (cut-off) en 1.5/-1.5 de razén de cambio (Fold Change)

IRE1B= proteina reclutadora de inositol 1B8; SREBP-2= proteina de unién a los elementos reguladores de
esteroles 2; CREBH= Homodlogo del elemento de respuesta de unién a cAMP; CEBPB= Acelerador de union a
la proteina CCAAT beta; Hsp 1/= proteina de choque térmico semejante al tipo 1; SREBP-2= proteina de union
a los elementos reguladores de esteroles 2.

En la FIGURA 20 se muestra un diagrama de Venn a manera de resumen acerca de los
resultados obtenidos en el perfil de expresion diferencial de los tres grupos de tratamiento
dietario (CR, AG y AGR) respecto al grupo (C), en donde se observa que todos los grupos
(CR, AG y AGR) expresaron a la alta el gen que codifica para la proteina IRE13 (Ern2);
mientras que, los grupos (AG) y (AGR) expresaron a la alta al gen que codifica para la
proteina CREBH (Creb3I3); y finalmente, los grupos (CR) y (AGR) expresaron a la baja al
gen que codifica para la proteina SREBP-2 (Srebf2).
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También se muestra que el grupo (AGR) expresé de forma diferencial unica a la alta a los
genes que codifican para las proteinas CEBPB (Cebpb) y Prefoldina 5 (Pfdn 5), y a la baja
para el gen que codifica para la proteina Hsp1l (Hspa1l).

De acuerdo con esta figura, se muestra que la alimentacion con una dieta alta en grasa
incrementd la expresion del gen que codifica para la proteina CREBH (Creb3I3), con y sin la
suplementacion de resveratrol (AG y AGR) respecto al grupo control (C). Y que la
suplementacion con resveratrol disminuyo la expresion del gen que codifica para la proteina
SREBP-2 (Srebf2), tanto en una dieta alta en grasa como en una dieta control (CR y AGR),
respecto al grupo control (C).

8.10 LA SUPLEMENTACION CON RESVERATROL DISMINUYO LA EXPRESION
PROTEICA DE LOS MARCADORES DE ESTRES DEL RE Y DE SINTESIS DE
LIPIDOS E INCREMENTO LOS DE LA VIA DEL EJE SIRT1/AMPK

Después de evaluar el perfil genético a nivel renal, para completar el mecanismo molecular
responsable de los efectos del resveratrol en el metabolismo de lipidos a nivel renal, se
determind ahora la expresidon proteica por Western Blot de marcadores involucrados en la
activacion del estrés del RE, el metabolismo de lipidos y la via de AMPK/SIRT1 a nivel renal.

EL RESVERATROL DISMINUYO LA EXPRESION DE GRP78, MARCADOR ASOCIADO
CON EL ESTRES DEL RE, EN LOS ANIMALES ALIEMNATDOS CON UNA DIETA ALTA
EN GRASA Y ADMINISTRADOS CON TUNICAMICINA, PERO NO MODIFICO LA
EXPRESION DE CHOP

Para evaluar el efecto del resveratrol en la expresion de proteinas asociadas con la
activacion del estrés del RE en el rindn, se midid la expresion por Western Blot de los
marcadores GRP78 y CHOP, cuyos resultados se muestran a continuacion en la FIGURA
15. Como se menciono en los antecedentes, GRP78 regula la activacién de las rutas de
sefalizacion de la UPR, que unicamente se activa con el estrés del RE y es por ello que se
considera como un marcador de la activacién de la UPR [58]. Por otro lado, CHOP es una de
las proteinas efectoras rio debajo de la activacion de la UPR, es una proteina proapoptotica
y en los casos de estrés del RE severo o crénico, tiende a expresarse para dirigir a la célula
hacia la muerte celular [59].
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FIGURA 21. Efecto del resveratrol en el analisis de expresion por Western Blot en rifion de
los marcadores de estrés del RE ante la administracion de tunicamicina en ratones C57BL/6
alimentados con una dieta control (AIN-93M) o una dieta alta en grasa (45% Kcal) después
de 28 semanas de tratamiento dietario A. Expresion de GRP78, CHOP y p-Actina en rifion
para cada uno de los tratamientos dietarios, con y sin la administracion de tunicamicina. B.
Expresion proteica relativa de GRP78 en rifion normalizada respecto a p-Actina para cada
uno de los tratamientos dietarios, con y sin la administracion de tunicamicina. C. Expresion
proteica relativa de CHOP en rifion normalizada respecto a f-Actina para cada uno de los

tratamientos dietarios, con y sin la administracion de tunicamicina.

n= 3 para cada grupo experimental. Diferentes letras representan diferencia significativa (a>b>c). ANOVA
Fisher's LSD p < 0.05

GRP78= Proteina chaperona del reticulo endoplasmico regulada por glucosa 78; CHOP= Proteina homdloga
del potenciador de la proteina de unién CCAAT

A partir de los resultados presentados en la FIGURAS 21A y 21B, se presentd que entre los
grupos no administrados con tunicamicina (C, CR, AG y AGR), no hubo ninguna diferencia
significativa respecto a la expresion relativa de GRP78 en rifidn, ya que todos presentaron
valores muy similares.

Por lo tanto, ni el consumo de una dieta alta en grasa ni la suplementacién con resveratrol
tuvieron ningun efecto en la expresion relativa de GRP78 sin la administracion de
tunicamicina.

Sin embargo, en la comparacion entre los grupos que fueron administrados con
tunicamicina, se presentd que el grupo con mayor expresion relativa de GRP78 fue el grupo
(AG+T) que presentd un incremento  significativo respecto al grupo (AGR+T) mas no
respecto a los grupos (C+T) y (CR+T); a su vez, el grupo (AGR+T) tampoco presento
diferencia significativa respecto a los grupos (C+T) y (CR+T), que tampoco presentaron
diferencia significativa entre ellos. Por otro lado, se observdo que todos los grupos
administrados con tunicamicina (C+T, CR+T, AG+T y AGR+T) presentaron un incremento en
la expresion relativa de GRP78 respecto a los grupos no tratados (C, CR, AG y AGR),
aunque el incremento fue significativamente menor entre los grupos (AGR+T) y (AGR).
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Por lo tanto, la administracion de tunicamicina incrementé de forma significativa la
expresion relativa de GRP78 en todos los grupos (C+T, CR+T, AG+T y AGR+T). Sin
embargo, la suplementacién con resveratrol disminuyd de forma significativa la expresion
relativa de GRP78 en una dieta alta en grasa (AGR+T) respecto a la no suplementada
(AG+T) ante la administracion de tunicamicina.

Por otra parte, a partir de los resultados observados en la FIGURAS 21A y 21C se observé
que entre los grupos no administrados con tunicamicina, la expresion proteica relativa de
CHOP no presento diferencia significativa entre los cuatro grupos (C, CR, AG y AGR), sin
embargo, se observd que la expresion relativa del grupo (AGR) presenté una tendencia a
disminuir respecto a los grupos (C, CR y AG), que al compararse unicamente con los otros
tres grupos no administrados con tunicamicina, resulta significativa.

Por lo tanto, el consumo de una dieta alta en grasa no presentd ningun efecto en la
expresion relativa de CHOP. Sin embargo, la suplementacion con resveratrol presenté una
disminucién en la expresion del grupo alimentado con la dieta alta en grasa (AGR) respecto
a los otros tres tratamientos dietarios (C, CR y AG).

Con respecto a los grupos administrados con tunicamicina, se observé que todos los grupos
(C+T, CR+T, AG+T y AGR+T) tuvieron una expresion relativa similar, y no presentaron
diferencia significativa entre si. Asi mismo, se presentd que todos los grupos administrados
con tunicamicina (C+T, CR+T, AG+T y AGR+T) tuvieron un incremento  significativo
respecto a los grupos no tratados con tunicamicina (C, CR, AG y AGR) en proporciones
similares.

Por lo tanto, la expresion relativa de CHOP incrementd de forma significativa ante la
administracion de tunicamicina en todos los grupos (C+T, CR+T, AG+T y AGR+T), vy la
suplementacion con resveratrol no tuvo ningun efecto en esta tendencia.

EL CONSUMO DE UNA DIETA ALTA EN GRASA INCREMENTO LA EXPRESION
PROTEICA DE MARCADORES DE LA SINTESIS DE LiPIDOS EN RINON: SREBP-1 Y
SREBP-2, Y LA SUPLEMENTACION CON RESVERATROL PREVINO EL INCREMENTO
EN LA EXPRESION DE SREBP-2, CON Y SIN TUNICAMICINA

Para determinar el efecto del resveratrol en el metabolismo de lipidos a nivel renal, se
determind la expresion de marcadores asociados con la sintesis de triglicéridos (SREBP-1) y
de colesterol (SREBP-2). Cuyos resultados se muestran a continuacién en la FIGURA 22.

SREBP-1, como se menciond en la introduccion, es el factor de transcripcion maestro de la
sintesis de triglicéridos y acidos grasos; y SREBP-2, es el regulador maestro de la sintesis
de colesterol [120]. Ambos factores de transcripcion son sintetizados como precursores
inactivos: SREBP-1 (p) y SREBP-2 (p); es hasta después de ser procesados a partir de un
corte proteolitico que se libera la forma activa de ambos factores factores de transcripcion:
SREBP-1 (m) y SREBP-2 (m) [120]. Es por ello que se determind la expresion de SREBP-1
(p) y SREBP-1(m), asi como SREBP-2 (m), para ver si la expresién de estos reguladores
maestros correlaciona con los resultados observados en el analisis histologico de
acumulacion de lipidos y los datos obtenidos de la determinacion del contenido de
triglicéridos y colesterol en tejido renal.
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FIGURA 22. Efecto del resveratrol en el analisis de expresion por Western Blot en rifion de
los marcadores de sintesis de lipidos ante la administracion de tunicamicina en ratones
C57BL/6 alimentados con una dieta control (AIN-93M) o alta en grasa (45% Kcal) después
de 28 semanas de tratamiento dietario A. Expresion de SREBP-1(p), SREBP-1 (m), SREBP-
2 (m) y p-Actina en rifibn para cada uno de los tratamientos dietarios, con y sin la
administracion de tunicamicina. B. Expresion proteica relativa de SREBP-1 (p) en rifidn
normalizada respecto a p-Actina para cada uno de los tratamientos dietarios, con y sin la
administracion de tunicamicina. C. Expresion proteica relativa de SREBP-1 (m) en rifidon
normalizada respecto a p-Actina para cada uno de los tratamientos dietarios, con y sin la
administracion de tunicamicina. D. Expresion proteica relativa de SREBP-2 (m) en rifidon
normalizada respecto a p-Actina para cada uno de los tratamientos dietarios, con y sin la

administracion de tunicamicina.

n= 3 para cada grupo experimental. Diferentes letras representan diferencia significativa (a>b>c). ANOVA
Fisher's LSD p < 0.05

SREBP-1= Proteina de unién a los elementos reguladores de esteroles 1, SREBP-2= Proteina de unién a los
elementos reguladores de esteroles 2.
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A partir de los resultados de la FIGURAS 22A y 22B se observo que los grupos (C) y (CR)
presentan valores de expresion relativa de SREBP-1 (p) muy similares; mientras que, por su
parte, los grupos (AG) y (AGR) también presentan valores de expresiéon muy similares entre
si. Se presentd que entre los grupos no administrados con tunicamicina, el valor mayor en la
expresion relativa de SREBP-1 (p) lo tuvo el grupo (AG), que presentd un incremento
significativo respecto a los grupos (C) y (CR), mas no respecto al grupo (AGR); a su vez, el
grupo (AGR) presentd también un incremento significativo respecto a los grupos (C) y (CR),
que no presentaron diferencia significativa entre si.

Por lo tanto, el consumo de una dieta alta en grasa (AG y AGR) indujo un incremento
significativo en la expresidén del precursor del factor de transcripcion maestro de la sintesis
de triglicéridos SREBP-1; y el resveratrol no indujo ningun cambio.

En los grupos que fueron administrados con tunicamicina, se observo que los grupos (C+T) y
(CR+T) presentaron valores de expresion muy similares para SREBP-1 (p); mientras que los
grupos (AG+T) y (AGR+T) también presentaron valores de expresion muy cercanos. El
grupo que presentd el mayor valor de expresion relativa de SREBP-1 (p) fue el grupo
(AGR+T) que presentd un incremento significativo respecto a los grupos (C+T) y (CR+T),
mas no respecto al grupo (AG+T); por su lado, (AG+T) presentdé también un incremento
significativo respecto a los grupos (C+T) y (CR+T), que por su parte, no presentaron
diferencia significativa entre si. Ningun grupo administrado con tunicamicina (C+T, CR+T,
AG+T y AGR+T) presento variaciones  significativas en la expresion de SREBP-1 (p)
respecto a los grupos no administrados con tunicamicina (C, CR, AG, AGR).

Por lo tanto, la expresion proteica relativa del precursor del factor de transcripcion maestro
de la sintesis de triglicéridos SREBP-1 no se modifico ante la administracion de tunicamicina
en ninguno de los grupos, y el resveratrol no indujo ningun efecto en la expresion relativa de
este precursor.

A partir de los resultados mostrados en la FIGURAS 16A y 16C se observo que entre los
grupos no administrados con tunicamicina, el mayor valor en la expresion relativa de
SREBP-1 (m) lo tuvo el grupo (AG) que presento un incremento significativo respecto a los
grupos (C) y (CR), mas no respecto a (AGR); a su vez, el grupo (AGR) presentd un
incremento  significativo respecto a los grupos (C) y (CR), que por parte, no presentaron
diferencia significativa entre si.

Por lo tanto, el consumo de una dieta alta en grasa (AG y AGR) incrementd la expresion
proteica relativa de la forma activa del factor de transcripcidn maestro de la sintesis de
trigliceridos SREBP-1 (m), y la suplementacion con resveratrol no indujo ningun cambio en la
expresion relativa del mismo.

Por otro lado, entre los grupos administrados con tunicamicina, el valor mayor de la
expresion relativa de SREBP-1 (m) se observé en el grupo (AG+T) que presentd un
incremento  significativo respecto a los grupos (C+T) y (CR+T), mas no respecto a
(AGR+T); y a su vez, los grupos (C+T), (CR+T) y (AGR+T) no presentaron diferencia
significativa entre si. Asi mismo, los grupos (C+T), (CR+T) y (AG+T) no presentaron
diferencias significativas en la expresion relativa de SREBP-1 (m) respecto a los grupos
(C), (CR) y (AG) respectivamente; mientras que el grupo (AGR+T) presentd una disminucion
significativa en la expresion respecto al grupo (AGR).
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Por lo tanto, la expresion proteica de la forma activa de SREBP-1 (m) no presentd
diferencias significativas ante la administracion de tunicamicina en los grupos (C+T, CR+T y
AG+T). Sin embargo, la suplementacion con resveratrol en el grupo alimentado con la dieta
alta en grasa (AGR+T) present6 una disminucion en la expresion relativa de SREBP-1 (m)
ante la administracion de tunicamicina respecto al grupo sin tunicamicina (AGR).

Ahora, en los resultados mostrados en la FIGURAS 22A y 22D, se puede observar que
entre los grupos no tratados con tunicamicina, el grupo que presenté una mayor expresion
relativa del factor de transcripcion activo de sintesis de colesterol SREBP-2 (m) fue el grupo
(AG), seguido por los grupos (C), (CR) y (AGR) respectivamente. Sin embargo, ninguno de
los grupos presentd una diferencia significativa entre si.

Por lo tanto, el consumo de una dieta alta en grasa (AG) incrementé la expresion relativa de
la forma activa de SREBP-2 (m) respecto a los demas grupos (C, CR y AGR), sin embargo
no fue significativa. Por otro lado, la suplementacion con resveratrol presentd una ligera
tendencia a reducir la expresion de SREBP-2 (m) en el grupo alimentado con la dieta alta en
grasa (AGR) respecto al grupo no suplementado (AG), sin embargo no fue significativa.

Por otro lado, entre los grupos administrados con tunicamicina, se observoé que el grupo
(C+T) presentd una mayor expresion relativa de SREBP-2 (m), y presenté un incremento
significativo respecto al grupo (AGR+T), mas no respecto a los grupos (C+T) y (AG+T); a su
vez, los grupos (C+T), (CR+T) y (AGR+T) no presentaron una diferencia significativa entre
si. Por otra parte, los grupos (C+T), (CR+T) y (AG+T) presentaron un incremento respecto a
los grupos no administrados con tunicamicina (C), (CR) y (AG) respectivamente, sin ser
significativo en ninguno de los casos; por su parte, el grupo (AGR+T) no presentdé diferencia
en la expresion relativa respecto al grupo (AGR).

Por lo tanto, la administracion con tunicamicina indujo un incremento en la expresion relativa
de SREBP-2 (m) en los grupos (C+T), (CR+T) y (AG+T) respecto a los grupos sin
tunicamicina, aunque no fue significativo. Por su parte, la suplementacion con resveratrol
disminuyo la expresion relativa de SREBP-2 (m) en la dieta alta en grasa (AGR+T) respecto
a la dieta control (C+T) ante la administracion de tunicamicina.

LA SUPLEMENTACION CON RESVERATROL INCREMENTO LA EXPRESION RELATIVA
DE LOS MARCADORES INVOLUCRADOS EN LA RUTA DE AMPK/SIRT1: P-AMPK'Y
PGC1a, TANTO EN UNA DIETA ALTA EN GRASA COMO EN UNA DIETA CONTROL

Finalmente, para completar el perfil molecular del mecanismo del resveratrol en el
metabolismo de lipidos a nivel renal, se decidié determinar el efecto del resveratrol en la
activacion de AMPK. AMPK, como se menciond previamente, es un sensor energético
central que se activa por fosforilacion, y que ha demostrado ser el principal efector implicado
en la regulacion metabdlica dirigida por el resveratrol [28].
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Asi mismo, como la expresion de SREBP-1 (m) por Western Blot, no correlacion6 con la
disminucion en el contenido de triglicéridos en tejido renal inducido por el resveratrol, se
decidié evaluar el efecto del resveratrol en la expresion de una las proteinas efectoras rio
abajo de la via de AMPK/SIRT1 activada por el resveratrol, el regulador maestro de la beta
oxidacion de acidos grasos: PGC-1a. PGC-1a es un factor de transcripcidn que activa por
desacetilacion de la desacetilasa presente en la otra ruta involucrada con el resveratrol, la
SIRT1, y se ha demostrado que su activacion esta asociada con la induccién de la beta
oxidacion de acidos grasos [28].

Por lo tanto, se determiné la expresion por Western Blot de p-AMPK, AMPK total y PGC-1a

como marcadores de la via AMPK/SIRT1, cuyos resultados y analisis se presentan a
continuacion en la FIGURA 23.
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FIGURA 23. Efecto del resveratrol en el analisis de expresion por Western Blot en rifion de
los marcadores de la via de AMPK/SIRT1 ante la administracion de tunicamicina en ratones
C57BL/6 alimentados con una dieta control (AIN-93M) o una dieta alta en grasa (45% Kcal)
después de 28 semanas de tratamiento dietario A. Expresion de p-AMPK, t-AMPK, PGC1a y
B-Actina en rifildn para cada uno de los tratamientos dietarios, con y sin la administracion de
tunicamicina. B. Expresién proteica relativa de p-AMPK respecto a t-AMPK para cada uno de
los tratamientos dietarios, con y sin la administracion de tunicamicina. C. Expresion proteica
relativa de PGC1a en riidn normalizada respecto a p-Actina para cada uno de los

tratamientos dietarios, con y sin la administracion de tunicamicina.

n= 3 muestras individuales para cada grupo experimental. Diferentes letras representan diferencia significativa
(a>b>c). ANOVA Fisher's LSD p < 0.05

t-AMPK= Proteina cinasa activada por el 5’ adenosin monofosfato total; p-AMPK= Proteina cinasa activada por
el 5’ adenosin monofosfato fosforilada, PGC-1a= Coactivador del proliferador de peroxisoma-receptor activado
Y-
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En las FIGURAS 23A y 23B se observd, que entre los grupos en los que no se administré
tunicamicina, el grupo con mayor expresion relativa de p-AMPK fue (AGR), seguido por el
grupo (CR) con un valor muy similar, y los grupos (C) y (AG) respectivamente. Ninguno de
los grupos presentd diferencias significativas entre si.

Por lo tanto, el consumo de una dieta alta en grasa (AG) no presentd ningun efecto en la
expresion relativa de p-AMPK/A-AMPK. Por su parte, la suplementacién con resveratrol
presentd una tendencia a incrementar la expresion relativa de p-AMPK/t-AMPK, tanto en una
dieta control (CR) como en una dieta alta en grasa (AGR) respecto a los grupos no
suplementados (C) y (AG), aunque los incrementos nos fueron significativos.

Entre los grupos administrados con tunicamicina, se observo que los grupos (CR+T) vy
(AGR+T) presentaron niveles de expresion relativa de p-AMPK/t-AMPK muy similares entre
si. Ambos grupos presentaron los mayores valores de expresion y presentaron un
incremento  significativo respecto al grupo (AG+T), mas no respecto al grupo (C+T); a su
vez, el grupo (C+T) no present6 diferencia significativa respecto al grupo (AG+T). Por otra
parte, los grupos (CR+T) y (AGR+T) presentaron una tendencia a incrementar la expresion
relativa de p-AMPK/t-AMPK respecto a los grupos (CR) y (AGR) respectivamente; mientras
que, el grupo (C+T) no modificd su nivel de expresion respecto al grupo (C), y el grupo
(AG+T) disminuyo su expresion respecto al grupo (AG). Sin embargo, ninguna de estas
comparaciones fue significativa.

Por lo tanto, la administracién de tunicamicina no modificé la expresién relativa de p-AMPKI/t-
AMPK en los grupos (C+T) y (AG+T). Sin embargo, la suplementacion con resveratrol
incremento significativamente la expresion relativa de p-AMPK/t-AMPK, tanto en una dieta
control (CR+T) como en una dieta alta en grasa (AGR+T), respecto al grupo alta en grasa en
grasa no suplementado (AG+T); ademas ambos grupos (CR+T) y (AGR+T) presentaron una
tendencia a incrementar la expresion relativa respecto a los grupos no administrados con
tunicamicina, CR y AGR respectivamente, aunque no fue significativa.

En las FIGURAS 23A y 23C se observd, que entre los grupos en los que no se administré
tunicamicina, el grupo con mayor expresion relativa de PGC1a es (AGR), que presento un
incremento  significativo respecto a los grupos (C) y (AG), mas no respecto al grupo (CR); a
su vez, el grupo (CR) presentd un incremento significativo respecto al grupo (AG), mas no
respecto al grupo (C); finalmente, el grupo (C) no presenté diferencia significativa respecto
al grupo (AG).

Por lo tanto, el consumo de la dieta alta en grasa presentd una tendencia a disminuir la
expresion relativa de PGC1a respecto al grupo alimentado con la dieta control (C), sin
embargo, no fue significativa. Por otro lado, la suplementacion con resveratrol incremento
significativamente la expresion de PGC1a tanto en una dieta control (CR) como en una dieta
alta en grasa (AGR) respecto a las dietas no suplementadas (C) y (AG).
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En los grupos administrados con tunicamicina, los grupos (CR+T) y (AGR+T) presentaron
niveles de expresion relativa de PGC1a muy similares; al igual que los grupos (AG+T) y
(AGR+T) entre si. El grupo con el mayor nivel de expresion fue (CR+T), que presentd una
diferencia significativa respecto a los grupos (C+T) y (AG+T), mas no de (AGR+T); a su
vez, (AGR+T) presentd un incremento significativo respecto a (C+T) y (AG+T); y por su
parte, (C+T) y (AG+T) no presentaron diferencia  significativa entre si. El grupo (CR+T)
incrementd ligeramente su nivel de expresion relativa respecto al grupo (CR); mientras que
los grupos (C+T), (AG+T) y (AGR+T) presentaron una tendencia a disminuir su expresion
relativa respecto a los grupos (C), (AG) y (AGR), sin embargo, ninguna comparacion fue
significativa.

Por lo tanto, la administracion de tunicamicina no indujo ningun efecto claro sobre la
expresion relativa de PGC1a. Sin embargo, la suplementacién con resveratrol, incremento
de forma significativa la expresiéon de PGC1a en una dieta control (CR+T) y alta en grasa
(AGR+T) respecto a las dietas no suplementadas (C+T) y (AG+T), a pesar de la
administracion de tunicamicina.
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9. DISCUSION

La alteracion de la homeostasis y el correcto funcionamiento del RE provoca la acumulacién
de proteinas mal plegadas, generando una condicién denominada: estrés del RE [21,121].
Hay dos tipos de inductores del estrés del RE, los fisiologicos y los farmacologicos [122].

Los inductores fisiolégicos provocan estrés del RE ligero/moderado. Se da por diversas
condiciones fisiopatoldgicas que alteran la funcionalidad del RE [122]. Uno de ellos es la
obesidad, en donde se presentan anormalidades en el flujo intracelular de energia [17], la
disminucidén de la disponibilidad de nutrientes [19], la concentracion excesiva de lipidos
circulantes [19], y la activacion de rutas de sefalizacion de estrés celular e inflamacion
[17,50]. Se ha propuesto que uno de los mecanismos de induccion del estrés del RE en la
obesidad es la acumulacion de colesterol libre y acidos grasos saturados en la membrana
del RE, lo que inhibe la actividad de la ATPasa de Calcio SERCAZ2, y provoca una pérdida
de fluidez en la membrana, por lo que altera la concentracion de Calcio y provoca la
acumulacion de proteinas mal plegadas en el lumen del RE [72-74], induciendo el estrés del
RE.

Por otro lado, los inductores farmacologicos provocan estrés del RE y activan a la UPR de
forma aguda, en el transcurso de pocas horas [122]. El mecanismo de induccién depende
del farmaco. Uno de ellos es la tunicamicina, que es un inhibidor de la (UDP-N-
acetilglucosamina)-dolicol fosfato-N-acetilglucosaminafosfotransferasa (UDP-GIcNAc:dolicol
fosfato GIcNAc-1-P-transferasa) [122,123], y por lo tanto, bloquea el paso inicial de la
biosintesis de glucoproteinas en el RE, lo que provoca la acumulacion de glucoproteinas no
plegadas en el lumen e induce asi el estrés del RE.

Ahora, el resveratrol es un compuesto bioactivo que se encuentra presente en diversos
alimentos de la dieta humana [1], y que ha demostrado tener diversos efectos benéficos
para la salud a través de la activacion de diversas rutas de sefalizacion metabdlica [27] a
través la activacion de dos principales sensores metabdlicos: la Sirtuina 1 (SIRT1) y la
proteina cinasa dependiente de AMP (AMPK) [26,27], y de sus respectivos blancos.

En este proyecto se determiné el efecto de la suplementacion cronica con resveratrol (200
mg/kg pc/d) en un modelo de obesidad inducida en ratones C57BL/6 alimentados con una
dieta alta en grasa (45% Kcal de grasa saturada) durante 28 semanas, como un inductor de
estrés del RE de forma fisioldgica; asi mismo, se observo el efecto de la administracion de
tunicamicina (1 g/kg pc) en este mismo modelo 8 horas previas a la eutanasia, como un
insulto metabdlico agudo al tratarse de un inductor de estrés del RE farmacolégico.

A partir de los resultados obtenidos en este estudio se observaron diversos efectos
benéficos inducidos por la suplementacidn crénica de resveratrol en el consumo de una dieta
alta en grasa, tanto a nivel sistémico como a nivel renal y hepatico, con y sin la
administracion de tunicamicina.
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Para analizar el efecto del resveratrol en el peso corporal en los animales antes de
administrarles tunicamicina, se presentd que en la curva de ganancia de peso, el grupo
alimentado con la dieta alta en grasa presentd un efecto obesogénico; sin embargo, la
suplementacion con resveratrol en este mismo tipo de dieta indujo un mecanismo resistencia
a la ganancia de peso corporal, y adoptd un comportamiento similar al del grupo alimentado
con la dieta control. Mientras que la suplementacion con resveratrol en el grupo alimentado
con la dieta control no presento diferencia en la ganancia de peso corporal respecto al grupo
no suplementado.

Consistentemente con lo que se observo en nuestro modelo, en un estudio conducido por
Lagouge y col. (2006) se analiz6 el efecto de la suplementacion de una dieta alta en grasa
con resveratrol en un modelo de obesidad inducido por dieta alta en grasa en ratones
C57BL/6 que se suplementd con resveratrol a una dosis de 400 mg/kg/pc/d. La ganancia de
peso corporal fue menor en el grupo alimentado con la dieta alta en grasa suplementada
con resveratrol respecto al grupo no suplementado, pero no presento diferencia significativa
respecto al grupo control. En este estudio se encontrd, que la diferencia en el peso de los
animales alimentados con la dieta alta en grasa con resveratrol se debi6 a una menor
acumulacion de grasa corporal [82].

Contrario a esto, en un estudio donde utilizaron un modelo de obesidad en ratones
C57BL/6NIA 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 [124].

Al comparar estos diferentes estudios [82,124], se puede sugerir que el resveratrol produce
un efecto metabdlico benéfico sobre la ganancia de peso corporal en un modelo de obesidad
inducido por dieta de manera dosis-dependiente, que coincide con los resultados
encontrados por Chang y colaboradores, que proponen que el efecto del resveratrol en la
ganancia de peso corporal en ratones obesos es dosis-dependiente [80]. En este estudio
demostramos que el mecanismo de resistencia a la ganancia de peso corporal que indujo el
resveratrol fue significativo a una dosis de 200 mg/kg pc/dia en una dieta alta en grasa
(45% Kcal grasa saturada) en ratones C57BL/6.

Por otro lado, se ha demostrado que el estado metabdlico del individuo que recibe la
suplementacion con resveratrol influye en el efecto del mismo [125], 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.

Ahora, en la prueba de calorimetria indirecta se presentd que los grupos alimentados con
la dieta control, con y sin la suplementacion de resveratrol, utilizaron preferencialmente
carbohidratos durante el periodo de posprandio, por lo que su obtencidn de energia estaba
dirigida esencialmente por la via metabdlica de la glucdlisis [126], mientras que, al agotarse
los carbohidratos disponibles en el periodo de ayuno, se activo la gluconeogénesis, para la
biosintesis de glucosa a partir de aminoacidos y acidos grasos, por lo que el coeficiente
respiratorio disminuyé debido a la oxidacion combinada de la mezcla de sustratos, que era el
comportamiento metabdlico esperado.
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A diferencia de los grupos alimentados con la dieta alta en grasa, con y sin la
suplementacion con resveratrol, que no siguieron el comportamiento metabdlico normal, y
utilizaron la oxidacién de acidos grasos como reaccion metabdlica principal tanto en el
periodo de ayuno como en el periodo de posprandio, lo que sugirié el establecimiento de
inflexibilidad metabdlica a consecuencia del consumo de una dieta alta en grasa. Es decir,
que no podian alternar la utilizacibn de sustratos metabdlicos dependiendo de las
condiciones energéticas en las que se encobraba el organismo debido a que el exceso de
nutrimentos conllevd a la competicion de sustratos que resultaron en “indecision
mitocondrial”, lo que provocd la falla en el intercambio de sustratos [127].

Por otra parte, respecto al consumo de oxigeno y la produccion de didéxido de carbono se
observo que el grupo alimentado con la dieta alta en grasa suplementado con resveratrol,
presentd un mayor consumo de oxigeno y una mayor produccion de diéxido de carbono,
tanto en ayuno como en posprandio, respecto al grupo no suplementado. Lo cual indicé que
el resveratrol, en la dosis utilizada, incremento la velocidad metabdlica oxidativa del grupo
alimentado con la dieta alta en grasa.

Asi mismo, se observé que el grupo alimentado con la dieta alta en grasa no suplementado
presentd el menor valor de consumo de oxigeno respecto al resto de los tratamientos
dietarios. Lo que sugirid6 que el modelo de obesidad inducido por dieta disminuy6 de forma
significativa la velocidad metabdlica oxidativa debido al desbalance metabdlico que presento
este modelo.

Los resultados obtenidos en la calorimetria indirecta integrados, observaron que la
suplementacion con resveratrol no presentd ningun efecto en la proporcion de sustratos
oxidados entre los grupos suplementados respecto a los grupos no suplementados en
ambas dietas. Sin embargo, los animales alimentados con una dieta alta en grasa y
suplementados con resveratrol, incrementaron la velocidad metabdlica oxidativa respecto al
grupo alimentado no suplementado.

Por lo tanto, el grupo alimentado con la dieta alta en grasa suplementado con resveratrol, no
mejoro la flexibilidad metabdlica y oxido la misma proporcion de acidos grasos que el grupo
no suplementado, sin embargo, la velocidad de utilizacion de dicha proporcién de sustratos
fue significativamente mayor respecto al grupo no suplementado.

En la literatura se ha descrito un comportamiento muy similar en un modelo de induccién a
obesidad a partir de una dieta alta en grasa suplementada con resveratrol a una dosis de
400 mg/kg pc/dia en ratones C57BL/6, en donde se observo que el grupo alimentado con la
dieta alta en grasa suplementada con resveratrol no presento diferencias en el valor de RER
pero si en el volumen de oxigeno consumido, ya que Lagouge y colaboradores observaron
que el resveratrol promueve la utilizacion de acidos grasos como sustrato primario e
incrementa la actividad oxidativa mitocondrial[82].

También se describidé esta misma tendencia en la publicacion de Wang y colaboradores en
2015, en donde se observo que la suplementacion con resveratrol al 0.1% en una dieta alta
en grasa con ratones CD1 presenté un fendmeno muy similar en donde el resveratrol indujo
la expresion de biomarcadores de browning en tejido adiposo blanco, por lo que increment6
la velocidad metabdlica oxidativa y la oxidacion de acidos grasos [83].
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De manera que los resultados obtenidos en la prueba de calorimetria indirecta, resultan
consistentes con los datos obtenidos en la curva de ganancia de peso corporal, en donde se
observo que el grupo alimentado con la dieta alta suplementado con resveratrol presentd un
menor incremento de peso respecto al grupo no suplementado, lo que atribuimos al
incremento en la velocidad metabdlica oxidativa que presentd el grupo alimentado con la
dieta alta suplementado con resveratrol respecto al grupo no suplementado. Del mismo
modo, los grupos alimentados con la dieta control, con y sin la suplementacion de
resveratrol, no presentaron diferencias en la ganancia de peso corporal entre si, y tampoco
en la velocidad metabdlica oxidativa. Por lo que la velocidad metabdlica oxidativa
correlaciona negativamente con la ganancia de peso corporal.

Ahora, para evaluar el efecto del resveratrol en las alteraciones en el metabolismo de
glucosa a nivel sistémico, se analizé la prueba de tolerancia a la glucosa, la concentracion
de insulina sérica y la concentracion de glucosa sérica en ayuno.

Estas tres pruebas se eligieron de acuerdo con la descripcién descrita por William Cefalu
[128], en donde se describe la fisiopatologia de la diabetes mellitus tipo 2 en modelos
animales, y se menciona la historia natural del establecimiento de esta patologia en modelos
murinos de obesidad inducida por dieta, especialmente la cepa C57BL/6 que es mas
susceptible a la obesidad y la diabetes:

1. Por un lado, menciona que el primer paso en la historia natural del establecimiento de
la diabetes es el desarrollo de la resistencia a la insulina, caracterizada por presentar
niveles altos en la concentracién de insulina para tratar de mantener la tolerancia a la
glucosa normal, debido a que los islotes pancreaticos no alcanzan a compensar la
ganancia de peso debido a la obesidad en un modelo alimentado con una dieta alta
en grasa [128].

2. El segundo paso es la pérdida progresiva de la sensibilidad a la insulina, que conlleva
a la intolerancia a la glucosa[128].

3. Y finalmente, el ultimo paso consiste en la disfuncidn pancreatica paulatina debida a
una pérdida de la capacidad de secrecion de insulina las células (-pancréaticas, que
resulta en una deficiencia de insulina, lo que resulta en hiperglucemia en ayuno, y
este paso final determina la manifestacion clinica de diabetes mellitus tipo 2 [128].

Por un lado, en la determinacion de la concentraciéon de insulina sérica de los grupos no
administrados con tunicamicina, se observo que los grupos alimentados con la dieta alta en
grasa, con y sin la suplementacién con resveratrol, presentaron hiperinsulinemia, con valores
entre 21 y 34 veces mas altos que los grupos alimentados con la dieta control. Lo cual
sugiere que los dos grupos alimentados con la dieta alta en grasa presentaron resistencia a
la insulina, aunque el grupo suplementado con resveratrol presentd niveles de insulina mas
bajos respecto al no suplementado. Mientras que los grupos alimentados con la dieta
control, con y sin resveratrol, presentaron valores normales.
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Por otro lado, para la evaluacion de la prueba de tolerancia a la glucosa intraperitoneal
de los grupos no administrados con tunicamicina, se siguieron los dos criterios que utilizaron
Andrikopoulos y colaboradores para determinar un comportamiento de intolerancia a la
glucosa: 1) Presentaron valores hiperglucémicos después de 120 minutos de la carga de
glucosa; 2) Presentaron valores significativamente mayores en el area bajo la curva de
glucosa respecto al grupo alimentado con la dieta control [129]. Siguiendo estos criterios, se
observo que, los grupos alimentados con la dieta alta en grasa, con y sin resveratrol,
presentaron intolerancia a la glucosa y el resveratrol no modifico este comportamiento.
Mientras que los grupos alimentados con la dieta control, con y sin resveratrol, presentaron
un comportamiento normal.

Y finalmente, en la evaluacién de la concentracion de glucosa sérica de los grupos no
administrados con tunicamicina, todos los grupos presentaron valores normoglucémicos de
acuerdo a los valores normales descritos [130], sin embargo, el grupo alimentado con la
dieta alta en grasa presentdé una mayor concentracion respecto a los grupos controles (con y
sin resveratrol) y el grupo alta en grasa suplementado con resveratrol.

Integrando los resultados observados en estos tres parametros para la evaluacion del
metabolismo de glucosa en los cuatro grupos no administrados con tunicamicina, se puede
decir que ningun grupo cumplié con los criterios para determinar el establecimiento de
diabetes mellitus tipo 2. Aunque, el grupo alimentado con la dieta alta en grasa desarrollo
resistencia a la insulina e intolerancia a la glucosa, y presentd una concentracion de glucosa
sérica mayor, que posiblemente se encontré dentro del rango normal debido a que aun no
comenzaba con la disfuncion pancréatica progresiva carateristica de la ultima etapa de
progresion a diabetes, dado que las células B pancreaticas aun secretaban insulina. Sin
embargo los resultados obtenidos sugieren que la concentracion de insulina presente en
este grupo, a pesar de presentar el valor mas alto, estaba empezando a dejar de ser
suficiente para compensar la concentracion de glucosa sérica, y por ello la elevacion en la
concentracion de glucosa.

Por otro lado, el grupo con la dieta alta en grasa con resveratrol present6 también
intolerancia a la glucosa y resistencia a la insulina, aunque presentdé una concentracion
menor de insulina respecto al grupo alta en grasa, y también niveles de glucosa sérica
menores. Esto sugiere que a pesar de que estos animales presentaron intolerancia a la
glucosa, requerian una menor secrecion de insulina para compensar la concentracion de
glucosa sérica en valores normales, comparables con los de los grupos alimentados con la
dieta control y control con resveratrol, lo que sugiere que el resveratrol incrementé la
sensibilidad a la insulina, y por ello se encontraban en una fase de progresion de DM2
menos avanzada en relacion al grupo alta en grasa no suplementado.

Consistentemente con los resultados obtenidos en los grupos no administrados con
tunicamicina,, Frendo-Cumbo y colaboradores encontraron también que en un modelo de
induccion a obesidad con ratones C57BL/6 alimentados con una dieta alta en grasa (60%
Kcal de grasa) y suplementados con resveratrol a una dosis de 100 mg/kg pc/d, que la
suplementacion con resveratrol no mejoré la intolerancia a la glucosa respecto al grupo no
suplementado, y tampoco presentd efecto en la prueba de tolerancia a la insulina ni en la
sefalizacion de insulina en musculo y tejido adiposo [131].
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Asi mismo, Lagouge y colaboradores encontraron también que en un modelo de obesidad
con ratones C57BL/6 con una dieta alta en grasa (45% Kcal grasa) y suplementados con
resveratrol (400 mg/kg pc/d), la suplementacion con resveratrol tampoco presento resultados
significativos en la tolerancia a la glucosa, sin embargo, al igual que en este estudio, el grupo
suplementado con resveratrol disminuy6 la concentracion de glucosa sérica y los niveles de
insulina en ayuno, por lo que también se observo que el resveratrol mejoré la sensibilidad a
la insulina aunque no presenté cambios en la intolerancia a la glucosa [82]. De manera que
los resultados obtenidos en los grupos no administrados con tunicamicina, respecto al efecto
del resveratrol en el metabolismo de glucosa, resultan consistentes con lo que se ha descrito
previamente en la literatura.

Un posible mecanismo para este fenomeno es el estrés el RE, ya que ha demostrado estar
implicado en el desarrollo de la resistencia a la insulina durante la obesidad a través de
diversos mecanismos que se explican a continuacion [113].

En condiciones normales, en los tejidos sensibles a la insulina (higado, tejido adiposo y
musculo esquelético), la insulina se une a su receptor y lo activa, lo que provoca su
autofosforilacion. El receptor activado fosforila a su vez a los sustratos del receptor de
insulina 1y 2 (IRS1 e IRS2), lo que permite el reclutamiento y la activacion de la cinasa del
fosfatidilinositol 3 (PI3K), que induce la activacion subsecuente de la proteina cinasa B
(PKB), las proteinas cinasas C (PKCs) y mTOR, que activan diversas rutas de sefializacion
involucradas en las acciones anabdlicas de la insulina [113]. Las alteraciones en la
sefalizacion de insulina pueden ocurrir a partir de dos formas: 1) A partir de la fosforilacion
de residuos de serina en lugar de residuos de tirosina en IRS1 e IR2 por medio de alguna
proteina cinasa, como JNK. 2) A partir de la acumulacion de diacilgliceroles o ceramidas,
que inhiben directamente a PKB [113].

En diversos estudios se ha demostrado que el estrés del RE inducido durante la obesidad
puede promover directamente la resistencia a la insulina en higado a partir de la activacion
de IRE1, que fosforila y activa a JNK e IKK, y éstas fosforilan a IRS1, bloqueando la cascada
de sefializacién de insulina. Asi mismo, se ha demostrado que la resistencia a la insulina en
un modelo de obesidad puede presentarse de forma secundaria a la presencia de esteatosis
hepatica, que conlleva a la acumulacién de ceramidas y que activa a las cinasas PP2A y
PKCC¢, que resultan en la inhibicion de PKB [113].

Por otro lado, también se ha descrito que el estrés del RE tiene una participacioén directa en
la sefalizacion de insulina en tejido adiposo, aunque se ha demostrado que no es a través
de la ruta de IRE1/JNK, sino a través del incremento en la lipdlisis por medio de la
disminucién en la expresion de la proteina perilipina A, aunque el mecanismo exacto aun no
ha sido descrito [113].

Y por otra parte, también se sabe que en el caso del musculo, la causa principal de la
resistencia a la insulina es la lipotoxicidad por la acumulacion ectopica de acidos grasos,
principalmente las ceramidas, que como se menciono, inhiben a PKB. Asi mismo se ha
descrito que el estrés del RE inducido en la obesidad activa a la ruta de IRE1/JNK, al igual
que en higado, lo que provoca la fosforilacion de IRS1[113].
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De acuerdo con esto, se puede sugerir que uno de los mecanismos a través del cual el
grupo alimentado con la dieta alta en grasa pudo presentar resistencia a la insulina pudo ser
debido a la induccién cronica del estrés del RE en nuestro modelo de obesidad, y que quiza
el resveratrol pudo haber mostrado algun efecto inhibitorio en la activacion del estrés RE, y
por ello haber incrementado la sensibilidad a la insulina, y presenté una fase de progresion
de DM2 menos avanzada en relacién al grupo alta en grasa no suplementado.

La tunicamicina, por otra parte, es un inductor farmacolégico agudo del estrés del RE, que
también ha demostrado estar asociado con la induccion de resistencia a la insulina en
diversos modelos experimentales celulares, como en células de musculo C2C12 [132]. Sin
embargo, no se ha descrito el mecanismo exacto en modelos in vivo.

En los resultados obtenidos en la determinacion de la concentracion de insulina sérica de
los grupos administrados con tunicamicina, se presentd que los grupos alimentados con la
dieta alta en grasa, con y sin resveratrol, presentaron hiperinsulinemia, mientras que los
grupos alimentados con la dieta control, con y sin resveratrol, presentaron valores
semejantes al grupo control incluso con la administracion de tunicamicina. Todos los grupos
presentaron una tendencia a incrementar la concentracion de insulina sérica ante la
administracion de tunicamicina respecto a los grupos no administrados, sin embargo, se
observo de forma mas dramatica en el grupo alimentado con la dieta alta en grasa (150%
respecto al valor de insulina sérica en el grupo alta en grasa sin tunicamicina).

Tovar-Palacio y colaboradores observaron en un modelo de ratones C57BL/6 sanos
administrados con un modelo de administracion de tunicamicina i.p. (1 ug/g pc) 8 h previas
a la eutanasia, al igual que la forma empleada en nuestro trabajo, que la tunicamicina indujo
un incremento en la concentracion sérica de insulina respecto al grupo control, que no fue
tan dramatico como el que se observo en el grupo en el que la tunicamicina se administro 24
h previas a la eutanasia, pero que si fue significativo [16].

El comportamiento de los grupos administrados con tunicamicina en nuestro modelo no
muestra un incremento significativo en la concentracion sérica de insulina respecto a los
grupos no tratados con tunicamicina. Sin embargo, es posible que en el grupo alta en grasa,
el incremento en la concentracion de insulina haya sido mas notable que en el resto de los
grupos debido a que, por el estado metabdlico en el que se encontraba por un posible estrés
del RE cronico, el insulto agudo con tunicamicina le hubiera provocado desbalance
metabolico mayor respecto a los grupos suplementados con resveratrol y el grupo
alimentado con la dieta control.

Por otro lado, en la concentracion sérica de glucosa se observd que en los grupos
tratados con tunicamicina no suplementados con resveratrol, tanto el grupo alimentado con
la dieta control como el grupo alimentado con la dieta alta en grasa, disminuyeron los niveles
de glucosa sérica respecto a los grupos no tratados con tunicamicina, aunque se
encontraron dentro del rango normal. Mientras que los grupos suplementados con
resveratrol, tanto el grupo alimentado con la dieta control como con la dieta alta en grasa, no
modificaron los niveles de glucosa sérica incluso ante la administracion de tunicamicina.
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Este comportamiento podria sugerir que los grupos no suplementados con resveratrol
presentaron una falla hepatica aguda ante la administracion con tunicamicina, que provoco
el desarrollo de esteatosis hepatica aguda; como se ha descrito previamente por Jo y
colaboradores en ratones administrados con esta misma dosis de tunicamicina (1 ug/g pc)
[133]. El planteamiento de este fendmeno correlaciona con los resultados encontrados en
nuestro modelo en la tendencia observada en los valores de ALT y AST, asi como el
contenido de triglicéridos y colesterol entre los grupos no suplementados con resveratrol y
administrados con tunicamicina, respecto a los grupos no administrados con tunicamicina, lo
que sugiere que ambos grupos presentaron esteatosis hepatica y por lo tanto, una falla
hepatica aguda. Asi mismo, al ser el higado el principal 6rgano regulador de la homeostasis
en el metabolismo de glucosa, una falla hepatica aguda provoca la acumulacion de
glucogeno hepatico debido a la inflamacién inducida y la inhibicion de las enzimas
involucradas en la ruta de glucogendlisis [134], lo cual provoca la disminucién de la
concentracion de glucosa sérica [135], que podria asociarse con que no se modificara la
concentracion de insulina ante la administracion de tunicamicina. Ya que en el modelo de
Tovar-Palacio y colaboradores, en donde la concentracion de insulina si incrementé ante la
administracion de tunicamicina, la concentracion de glucosa sérica no disminuyo el tiempo
de la determinacion, y esto podria justificar que la tunicamicina no hubiera incrementado la
concentracion de insulina [16].

Asi mismo, se podria justificar que los grupos suplementados con resveratrol, tanto en el
grupo alimentado con la dieta control como con alta en grasa, no modificaron la
concentracion de glucosa sérica ante la administracion de tunicamicina debido a un efecto
hepatoprotector del resveratrol ante el desarrollo de esteatosis hepatica. Similar a lo que
describieron previamente Pan y colaboradores, en donde presentaron que el resveratrol
previno el desarrollo de esteatosis hepatica en ratas Sprague Dawley ante el estrés del RE
[136]. Lo cual correlaciona, no sélo con que no se hubiera modificado la concentracion de
glucosa sérica, sino también con los niveles de AST, ALT y el contenido de colesterol y
triglicéridos en higado, incluso ante la administracion de tunicamicina.

Por otro lado, para evaluar el metabolismo de lipidos a nivel sistémico, se analizaron los
parametros de concentracion de triglicéridos, colesterol total, colesterol LDL y colesterol
HDL. La importancia de estos tres parametros recae en la asociacion de los mismos con
diversas patologias asociadas a la obesidad.

Tanto los niveles elevados de triglicéridos en suero, como la concentracion elevada de
colesterol total y de baja densidad (LDL), y la concentracion disminuida de colesterol de alta
densidad (HDL), estan altamente asociados con la presencia de obesidad visceral y
resistencia a la insulina [137], dado que el incremento en la adiposidad como los niveles
elevados de insulina conllevan a la elevacion de acidos grasos no esterificados, que
impactan el metabolismo de lipoproteinas [137]. Ademas de que, tanto la hipertrigliceridemia
como la hipercolesterolemia, estan involucradas con el desarrollo de ateroesclerosis, que se
asocia al desarrollo de enfermedades cardiovasculares [138]; y tan s6lo la presencia de
hipercolesterolemia, ha demostrado estar asociada con el desarrollo de esteatosis hepatica
(higado graso)[138], disfuncion renal temprana [139] y el desarrollo de nefropatias en un
modelo de diabetes [140], y también se sabe que la hipercolesterolemia induce al estrés del
RE y activa a la UPR [141].
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En los resultados obtenidos se observo que el grupo alimentado con la dieta alta en grasa no
presento hipertriglicéridemia, pero si hipercolesterolemia, con niveles elevados tanto en la
concentracion de colesterol total como de colesterol LDL en suero, sin mostrar variaciones
en la concentracion de colesterol HDL. Esto es debido a que, segun lo descrito en la
literatura, los modelos de obesidad inducidos por una dieta alta en grasa saturada se utilizan
para inducir hipercolesterolemia y ateroesclerosis, mientras que para inducir
hipertrigliceridemia se utilizan dietas altas en fructosa o sacarosa [142].

Por otro lado, se observé que el grupo alimentado con la dieta alta en grasa con resveratrol
no presentd ni hipertrigliceridemia ni hipercolesterolemia, y presentd un comportamiento muy
similar a los grupos alimentados con la dieta control. Lo cual correlaciona con que
presentara una mayor sensibilidad a la insulina y menor ganancia de peso corporal respecto
al grupo alta en grasa.

En la literatura se ha descrito este mismo comportamiento en un modelo de induccidn a
obesidad a partir de una dieta alta en grasa suplementada con resveratrol a una dosis de
400 mg/kg pc/dia en ratones C57BL/6 descrito por Lagouge y colaboradores, en donde el
resveratrol no tuvo ningun efecto respecto al grupo alta en grasa no suplementado.

Asi mismo, Wang y colaboradores, describieron que en ratones C57BL/6 alimentados con
una dieta alta en grasa (21.45% grasa) por 26 semanas, la suplementacién con resveratrol
(0.06%) redujo de forma significativa la concentracion de colesterol total y LDL respecto al
grupo con la dieta alta en grasa no suplementado.

De manera que los resultados obtenidos en este estudio respecto al efecto del resveratrol en
el metabolismo de lipidos a nivel sistémico, resultan consistentes con lo que se ha descrito
previamente en la literatura.

Ahora, en los grupos administrados con tunicamicina, se observdé que los animales
administrados con tunicamicina no suplementados con resveratrol, tanto el grupo alimentado
con la dieta alta en grasa como el grupo alimentado con la dieta control, disminuyeron de
forma importante la concentracion sérica de triglicéridos, colesterol total, colesterol LDL y
colesterol HDL respecto a los grupos no administrados con tunicamicina. Mientras que los
grupos suplementados con resveratrol y administrados con tunicamicina no disminuyeron la
concentracion de estos cuatro parametros respecto a los grupos sin tunicamicina.
Mecanismo que nuevamente podria justificarse a partir de la induccién de esteatosis
hepatica a partir de la administracion del farmaco.

Los hepatocitos en condiciones normales realizan diversas funciones metabdlicas entre las
que se encuentra la sintesis y ensamblaje de lipoproteinas, asi como la sintesis de
colesterol, y ambas se llevan a cabo principalmente en el RE. Por lo tanto, estas funciones
de ven afectadas ante la induccion aguda del estrés del RE por tunicamicina, dado que éste
induce el dafo hepatico, y esto provoca la disminucion de la concentracion de colesterol y
triglicéridos séricos, e incrementa la concentracion de colesterol y triglicéridos hepaticos
[133,143]. Por lo que nuestros resultados sugieren que (al igual que en la disminucion en la
concentracion de glucosa, la disminucion en la concentracion de triglicéridos, colesterol total,
colesterol LDL y colesterol HDL) se debe a que los grupos no suplementados con resveratrol
probablemente presentaron dafio hepatico por el desarrollo de esteatosis hepatica derivada
de la administracién de tunicamicina, lo que correlaciona con el incremento en los niveles de
AST, ALT y el contenido hepatico de lipidos ante la administracion de tunicamicina.
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Todo ello resulta consistente con lo que observaron Jo y colaboradores en ratones
inyectados con tunicamicina i.p. (1 ug/g pc) en donde observaron que la concentracion
sérica de triglicéridos disminuyd con el tiempo de administracion de la tunicamicina a razon
del incremento del contenidos de triglicéridos intrahepaticos [133]. Al igual que Tovar-Palacio
y colaboradores, que presentaron que en ratones C57BL/6 sanos inyectados con
tunicamicina 8h previas a la eutanasia, la concentracion tanto de triglicéridos como de
colesterol séricos disminuyeron, a razon de que el contenido de lipidos hepaticos, tanto de
triglicéridos como de colesterol, incremento [16].

A diferencia de los grupos suplementados con resveratrol, cuyos niveles de triglicéridos y
colesterol séricos sugieren un efecto hepatoprotector ante la administracion de tunicamicina,
que correlaciona con un incremento menor en los niveles de AST, ALT y el contenido de
triglicéridos y colesterol hepaticos. Similar a lo descrito por Pan y colaboradores en ratas
Sprague Dawley suplementadas con resveratrol (100 mg/kg pc/d) en un modelo de induccion
del RE cronico [136].

Ahora, para evaluar la regulacion de adipocinas en este modelo, se analizaron la
concentracion de leptina y la relacion de adiponectina de alto peso molecular (HMW)
respecto a la concentracion total de adiponectina.

Se sabe que uno de los factores presentes en el desarrollo de obesidad es la presencia de
inflamacion de bajo grado, que esta asociada con la expansion del tejido adiposo blanco por
un incremento en el almacenamiento de grasa en el tejido adiposo [144], lo que provoca el
desarrollo de hiperplasia, hipertrofia, inflamacién y fibrosis [145]. Y estas condiciones
inducen una alteracion de la secrecion de adipocinas [144], que son polipéptidos que actuan
como reguladores metabodlicos en diversos 6rganos y tejidos [146]. Esto genera un
incremento en la sintesis de algunas adipocinas, como la leptina; y la disminucion de los
niveles de algunas otras, como la adiponectina [145,146]. Esta situacion contribuye con el
estado de inflamacion del tejido adiposo y la alteracion metabdlica de los adipocitos [144].

La adiponectina es una adipocina antiinflamatoria. Los niveles altos de adiponectina,
principalmente la isoforma de alto peso molecular, tienen un papel protector contra el
establecimiento del sindrome metabdlico, y ha mostrado restablecer la tolerancia a la
glucosa, incrementar la utilizacion de glucosa y mejorar la sensibilidad a la insulina [145],
ademas de acelerar el gasto calorico y la oxidacion de acidos grasos en musculo e higado,
lo que disminuye el contenido de triglicéridos en tejido [144]. Por el contrario, cuando la
concentracion de adiponectina disminuye, como sucede en la obesidad, la gluconeogénesis
incrementa, la captacion de glucosa disminuye y se favorece la implantaciéon de
hiperlipidemia, lo que favorece el desarrollo de enfermedades cardiovasculares, resistencia a
la insulina y diabetes mellitus tipo 2 [146].

Asi mismo, se ha demostrado que Ila hipoadiponectinemia esta asociada con

hipoalbuminuria y disfunciéon endotelial en rifidn, principalmente en podocitos, lo cual
contribuye al desarrollo de falla renal crénica [147].
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Por otro lado, la leptina induce la liberacion de péptidos que regulan el consumo de alimento
y generan la sensaciéon de saciedad en el hipotalamo [146]. La leptina circulante es
producida en proporcidn a la grasa almacenada con la finalidad de “informar” al sistema
nervioso central acerca de la acumulacion excesiva de grasa corporal, para reducir el
consumo de alimento e incrementar el gasto energético [146]. Sin embargo, durante la
obesidad se ha descrito el desarrollo de una condicion denominada “resistencia a la leptina”,
en la cual se da un transporte reducido de leptina a través de la membrana hemato-
encefalica y/o una reduccion del receptor de leptina intracelular (ObRb), lo cual inhibe la
correcta cascada de sefalizacion de la leptina [145,146], y esto provoca un exceso de
consumo de alimento y una disminucidn en el gasto energético [146]. Asi mismo, la
concentracion elevada de leptina, esta asociada con alteraciones en la sensibilidad y el
desarrollo de resistencia a la insulina [145].

La leptina es filtrada en el rifidon, por lo que en pacientes con falla renal crénica, la
concentracion de leptina se encuentra elevada [148]. Ademas, se ha observado que la
leptina tiene consecuencias directas en la fisiopatologia renal. Se sabe que estimula la
proliferacion celular y la sintesis de colageno IV en el células endoteliales del glomérulo y
que estimula la sintesis de colageno tipo | en células mesangiales, lo cual esta asociado con
la expansion de la matriz mesangial y el desarrollo de glomeruloesclerosis [147,148].

Los resultados obtenidos en este estudio presentaron que el grupo alimentado con la dieta
alta en grasa presentd hiperleptinemia respecto a los demas grupos y la menor proporcion
de adiponectina de alto peso molecular respecto a la concentracion de adiponectina total.

La hiperleptinemia es necesaria para el desarrollo de resistencia a la leptina [149], por lo que
se sugiere que los animales alimentados con la dieta alta en grasa presentaron esta
condicion. Por otro lado, aunque no presentaron una disminuciéon en los niveles de
adiponectina total, si presentaron la menor proporcién entre la isoforma de alto peso
molecular (HMW) respecto a la total, que ha demostrado ser la isoforma mas activa y la que
esta asociada con diversos beneficios metabdlicos. Ambas condiciones correlacionan con
que el hecho de que el grupo alimentado con la dieta alta en grasa presentara la mayor
ganancia de peso corporal, y seguramente la mayor proporcién de masa grasa, aunque no
se determind. Asi mismo, correlacionan con la presencia de hiperinsulinemia, que sugiere el
desarrollo de resistencia a la insulina y con la concentracion elevada de colesterol total y
LDL. Ambas condiciones han estado asociadas también con el desarrollo de dafno renal, por
lo que estas determinaciones sugirieron el desarrollo de dafio renal en este grupo.

A diferencia del grupo alimentado con la dieta alta en grasa, los animales alimentados con
esta misma dieta pero suplementados con resveratrol, no presentaron diferencias en la
concentracion de leptina de forma significativa respecto a los alimentados con la dieta
control y presentaron la mayor proporcion de la isoforma de adiponectina de alto peso
molecular respecto a la total. Esto sugirid, por un lado, que la suplementacidn con resveratrol
impidi6 el desarrollo de resistencia a la leptina, y que incremento los niveles de la isoforma
activa de la adiponectina, que se ha asociado con beneficios metabdlicos. Estas condiciones
correlacionan con que la suplementacién con resveratrol en este grupo haya disminuido la
concentracion de insulina sérica, la ganancia de peso corporal, el incremento en la velocidad
metabdlica oxidativa de lipidos, asi como la concentracion en suero de colesterol HDL y
LDL. Esto también sugirio, que posiblemente estas condiciones hayan correlacionado de
forma negativa con el desarrollo de dafio renal inducido por una dieta alta en grasa.
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Consistentemente, Wang y colaboradores también observaron que el resveratrol disminuyo
de forma significativa la concentracion de leptina en ratones C57BL/6 alimentados con una
dieta alta en grasa (21.45% de grasa) durante 26 semanas suplementados con resveratrol
(0.06%) respecto al grupo no suplementado, y a ello atribuyen la reduccién en la masa grasa
del grupo tratado con resveratrol [150], aunque no proponen un mecanismo molecular a
través del cual esto ocurre.

También se observd en células 3T3-L1 de adipocitos, que el tratamiento con resveratrol
promovié la multimerizacion de la adiponectina a través de la regulacion de la activacion de
la ruta de AMPK y de AKT/FOXO1, que pertenecen a la ruta de sefalizacion de la insulina
[151]. Asi mismo, Ji y colaboradores observaron que la suplementacion con resveratrol (no
se menciona la dosis) en ratas Sprague Dawley que desarrollaron nefropatia diabética
inducida farmacologicamente (estreptozotocina), incrementa la expresion del receptor de
adiponectina AdipoR1 en el riidn a través de la activacion de la ruta de FOXO1, lo que
disminuyé marcadores de dafo renal como la expresion de colageno IV y fibronectina, y
redujo significativamente la expansion mesangial [152].

De forma que los resultados obtenidos en este estudio respecto al efecto del resveratrol
sobre los parametros hormonales de leptina y adiponectina, resultan consistentes con lo que
se ha observado en estudios similares.

Uno de los mecanismos asociados con el desarrollo tanto de resistencia a la leptina como de
hipoadiponectinemia, es el estrés del RE, tanto cronico (como el inducido en la obesidad)
como agudo (como el inducido por la tunicamicina).

Por un lado, respecto a la resistencia a la leptina, se ha descrito que en la obesidad, la
hiperhomocisteinemia, que esta presente frecuentemente en esta patologia, es uno de los
inductores del estrés del RE cronico, y esta asociacion de factores provoca el desarrollo de
resistencia a la leptina [116]; asi mismo, se sabe que la obesidad induce el estrés del RE
hipotalamico cronico por la alteracion post-traduccional del precursor hormonal
proopiomelanocortina (POMC), lo que provoca la resistencia a la leptina [153]. Mientras que,
en la administracion de tunicamicina, se ha descrito que el mecanismo de induccién de
resistencia a la leptina es a través de la activacién de la proteina fosfatasa de tirosina 1B
[116].

De forma que también se podria sugerir que el grupo alimentado con la dieta alta en grasa
presento hiperleptinemia respecto a los demas grupos por una regulacion rio arriba de la
activacion del estrés del RE crénico inducido por nuestro modelo de obesidad.

En el caso de los grupos administrados con tunicamicina, se observé que todos los grupos
presentaron una tendencia a presentar una mayor concentracion de leptina ante la
administracion de tunicamicina respecto a los grupos no administrados, que fue significativa
en el caso del grupo alta en grasa, mas no en el caso del grupo alta en grasa suplementado
con resveratrol. Este fendmeno podria sugerir que el insulto agudo con la tunicamicina
promovié aun mas la resistencia a la leptina en el grupo alimentado con la dieta en grasa
debido al estado de desbalance metabdlico previo, y el posible estrés del RE cronico en
tejido adiposo, en el que se encontraban estos animales desde antes de la administracion de
tunicamicina.
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No se encontré ningun estudio donde se trataran ratones alimentados con una dieta alta en
grasa y posteriormente tunicamicina. Sin embargo, Ozcan y colaboradores observaron en
ratones C57BL/6 sanos tratados con una bomba de infusion, que la tunicamicina (2 L)
incrementd de forma significativa la concentracion sérica de leptina [60]. Al igual que en el
estudio de Tovar-Palacio y colaboradores, en donde la administracion de tunicamicina (1
Mg/g pc) 8 h previas a la eutanasia en ratones sanos C57BL/6, donde el incremento en la
concentracion de Leptina por la administracion de tunicamicina fue significativo, aunque fue
mas dramatico en el grupo administrado 24 h previas a la eutanasia [16].

Mientras que la suplementacion con resveratrol en el grupo alimentado con la dieta alta en
grasa previno el establecimiento de la resistencia a la leptina incluso ante la administracion
de tunicamicina, que podria sugerir que el resveratrol inhibié la activacion del estrés del RE
cronico en el tejido adiposo y de esta forma previno el desarrollo de resistencia a la leptina.

Por otro lado, también se ha descrito que el estrés del RE que se induce en el tejido adiposo
esta asociado con la hipoadiponectinemia, tanto en la obesidad como en la administracion
de tunicamicina. Ya que se ha demostrado que en la obesidad, se genera un ambiente
hipéxico en los adipocitos [154], y esto provoca una disminucion en la expresion, tanto
genética como proteica, asi como la multimerizacién de la adiponectina [155]. Y que la
induccion del estrés del RE por medio de tunicamicina (usando como marcadores a p-elF2q,
CHOP y GADD34) en adipocitos, inhibe la expresion genética, la expresion proteica y la
multimerizacién de adiponectina [119].

De acuerdo con eso, se podria sugerir que el grupo alta en grasa presenté el menor
porcentaje de adiponectina multimerizada respecto al resto de los grupos debido a la
regulacion rio arriba del estrés del RE crénico inducido en el tejido adiposo a consecuencia
de la obesidad. Mientras que en el caso del grupo suplementado con resveratrol alimentado
con la dieta alta en grasa, se podria sugerir que el resveratrol inhibio la activacion del estrés
del RE y por lo tanto, no sélo no modificd su concentracion respecto al grupo sin
tunicamicina, sino que siguié presentando el valor mayor respecto al resto de grupos.

Mientras que en los grupos administrados con tunicamicina, se observd que los grupos
alimentados con la dieta control, con y sin resveratrol, no modificaron el porcentaje de
multimerizacidén o de sintesis de adiponectina respecto a los grupos sin tunicamicina, y que
el grupo suplementado con resveratrol alimentado con la dieta alta en grasa siguio
presentando el porcentaje mas alto incluso con la administracion de tunicamicina (25% mas
alto que el grupo no suplementado y administrado con tunicamicina). A diferencia del grupo
alta en grasa, que presentd una tendencia a disminuir este porcentaje respecto al grupo sin
tunicamicina.

Esta tendencia resulta consistente con los resultados observados por Torre-Villalvazo y
colaboradores, en donde observé que en un estudio in vitro con adipocitos de ratones
C57BL/6 tratados con pioglitazona (para estimular la produccion de adipocinas) y
tunicamicina (24 h previas a la eutanasia), la sintesis y la multimerizacion de adiponectina se
redujeron ante el tratamiento con tunicamicina [156].
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Esto podria sugerir, que al igual que en caso de la concentracion de leptina sérica, el insulto
agudo con la tunicamicina promovioé aun mas la hipoadiponectinemia en el grupo alimentado
con la dieta en grasa debido al estado de desbalance metabdlico previo, y el posible estrés
del RE cronico en tejido adiposo, en el que se encontraban estos animales desde antes de la
administracion de tunicamicina. A diferencia de los grupos suplementados con resveratrol y
el grupo control, que incluso a pesar de la administracion con tunicamicina no modificaron la
relacion de adiponectina, posiblemente debido a que estos grupos presentaban un estado
metabdlico sano, y de acuerdo con lo descrito, quiza se hubieran requerido mas horas para
ver el efecto de la tunicamicina en estos grupos.

Asi mismo, se puede sugerir que la suplementacion con resveratrol en el grupo alimentado
con la dieta alta en grasa previno el desarrollo de adiponectinemia incluso ante la
administracion de tunicamicina, que podria sugerir que el resveratrol inhibi6 la activacion del
estrés del RE crénico en el tejido adiposo y de esta forma previno la inhibicién de la
multimerizacion de adiponectina.

Después de evaluar el efecto del resveratrol y el comportamiento del modelo de induccion a
obesidad por medio de una dieta alta en grasa a nivel sistémico, se realizé el analisis de
diversos parametros en tejido renal.

En los parametros bioquimicos séricos de funcion renal, se presentd6 que el grupo
alimentado con la dieta alta en grasa presentd el valor mas alto de creatinina que se
encontré fuera del rango normal descrito para esta cepa de ratones, a diferencia de los
grupos alimentados con la dieta control, con y sin resveratrol, y el grupo que consumio la
dieta alta en grasa pero fue suplementado con resveratrol, que presentaron valores dentro
del rango normal. Lo que sugirié que el grupo alimentado con la dieta alta en grasa presento
lesiones renales que provocaron una baja depuracion de este metabolito en orina en estos
animales. Lo cual correlacion6 con que este mismo grupo hubiera presentado
hipoalbuminemia, que sugiere que estos animales pudieron haber presentado albuminuria
asociada a dafo glomerular, aunque dicho parametro no se determino.

Posteriormente, como los marcadores de funcidn renal séricos sugirieron la presencia de
lesiones renales, se determinaron de forma cuantitativa a partir del analisis histolégico,
en el que se determin6 el numero de células por area mesangial y el porcentaje del area en
los tubulos proximales que estaba siendo ocupada por vacuolas lipidicas.

Por un lado, la hipercelularidad mesangial es un tipo de glomerulonefritis mesangial
proliferativa es decir, un tipo de lesion que afecta la estructura y funcion de glomérulo
caracterizada por la proliferacion de células mesangiales, o que provoca la expansion de la
matriz mesangial extracelular [157,158]. Es por ello que se utilizé6 la determinacién de
hipercelularidad mesangial como un marcador de dafio glomerular.

99



Por otro lado, la funcion principal de los tubulos proximales es la reabsorcion de sodio a
través de un proceso que requiere una gran cantidad de energia, que se obtiene
principalmente a partir de la oxidacion de acidos grasos. Sin embargo, se ha demostrado
que el consumo de una dieta alta en grasa provoca la acumulacién de lipidos en tubulos
proximales, lo cual se debe a la reduccién en la actividad de AMPK en el rifién, lo que
conlleva a la activacion de ACC, una de las enzimas involucradas en la sintesis de lipidos, y
a la disminucion de las enzimas involucradas en la oxidacion de acidos grasos, y se ha
demostrado que los tubulos proximales son las estructuras renales mas susceptibles de
acumular lipidos [159]. La importancia de este marcador recae en que, la acumulaciéon de
lipidos en tubulos proximales esta asociada con la enfermedad renal cronica debido a que
desencadena de forma progresiva el desarrollo de fibrosis tubulointersticial, que provoca
falla renal [159]. Es por ello que se tomé este parametro como un marcador de dafo tubular,
que ademas es muy informativo acerca de la acumulacién de lipidos en tejido renal, que es
el objetivo central de este proyecto.

En los resultados obtenidos, se presentd que el grupo alimentado con la dieta alta en grasa
presento hipercelularidad mesangial y expansion de la matriz extracelular en el glomérulo,
acompafiada de un engrosamiento en la membrana basal glomerular y presento
acumulacion de vacuolas lipidicas e inflamacién en los tubulos proximales. Esto hace
referencia a que el consumo de la dieta alta en grasa provocd lesiones renales tanto
glomerulares como tubulares, que posiblemente sean la causa de la elevacion de los niveles
de creatinina sérica en este grupo.

También se observo que el grupo alimentado con la dieta alta en grasa suplementado con
resveratrol, a diferencia del grupo no suplementado, presento6 celularidad mensagial normal ,
muy similar a la del grupo control; y practicamente no presenté acumulacién de vacuolas
lipidicas en tubulos proximales. Esto sugiere que la suplementacion con resveratrol presento
un efecto benéfico en las alteraciones renales fisiopatoldgicas que indujo la dieta alta en
grasa, lo cual también correlaciona con que este grupo hubiera presentado valores normales
de creatinina y un comportamiento similar al de los grupos controles, con y sin resveratrol.

Del mismo modo, se observd que tanto la celularidad mesangial como la vacuolizacion
lipidica correlacionan de forma positiva con la ganancia de peso corporal, la concentracion
sérica de colesterol, insulina y leptina; y de forma negativa con la velocidad metabdlica
oxidativa y la relacion de adiponectina HMW(/Total. Por lo que sugiere que el dafio renal esta
relacionado con la disminucién de la velocidad metabdlica oxidativa en este modelo por el
establecimiento de la obesidad inducida por dieta, el desarrollo de hipercolesterolemia y la
resistencia a la insulina y a la leptina que presentd este grupo; y que los beneficios
observados por el resveratrol en estas lesiones posiblemente se deban al incremento en la
velocidad metabdlica oxidativa que presento este grupo y que provoco que presentaran una
menor ganancia de peso corporal, una mayor proporcion de adiponectina HMW, y una
menor concentracidn sérica tanto de colesterol como de leptina.
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Consistentemente con los resultados mostrados en este estudio, Ji y colaboradores también
observaron que la suplementacién con resveratrol (no se menciona la dosis) en ratas
Sprague Dawley que desarrollaron nefropatia diabética inducida farmacolégicamente
(estreptozotocina), presentd un menor volumen glomerular, un menor numero de células
mesangiales y una membrana basal glomerular menos engrosada, que atribuyen a una
correlacion positiva con el incremento en la expresion del receptor de adiponectina AdipoR1
y la multimerizacion de adiponectina en tejido adiposo [152]. Asi mismo, Park y
colaboradores, encontraron que en ratones db/db a una dosis de 20mg/kg pc/d disueltos en
0.5% de CMC, se observo una menor area de expansion mesangial, lo que atribuyen a un
incremento en los receptores de adiponectina AdipoR1 y AdipoR2 que se debido a la
activacion de AMPK-SIRT1-PPARa [160].

Asi mismo, Zhou y colaboradores observaron que en ratones C57BL/6J suplementados con
400 mg/ kg pc/ d via oral y alimentados una dieta alta en grasa (40% Kcal grasa), el
resveratrol disminuyo la acumulacion de lipidos en tubulos proximales, la acumulacion de
colageno y la fibrosis asociadas a la nefropatia inducida por una dieta alta en grasa, y
proponen que esto se debid al incremento en la expresion de PPARa regulado por AMPK,
que indujo la captacidn, utilizacidon y catabolismo de acidos grasos [161].

De manera que los resultados obtenidos en este estudio respecto al efecto del resveratrol
sobre los marcadores determinados de dafio renal, tanto glomerular como tubular, resultan
consistentes con lo que se ha descrito previamente en la literatura en estudios similares.

Se sabe que el estrés del RE fisiologico crénico, como el de la obesidad, es un posible
mecanismo asociado con el desarrollo de diversas patologias renales, como la nefropatia
diabética, la fibrosis renal, nefropatia asociada a obesidad, entre otras; a través de la
induccion de respuestas apoptoticas en el tejido renal por medio de la ruta de PERK-ATF4-
CHOP [162]. Asi como también se ha demostrado que la induccion aguda del estrés del RE
por tunicamicina, induce dafo renal agudo a través de la regulacion de CHOP [163].

Esto podria sugerir que la presencia de marcadores de lesién renal, como la hipercelularidad
mesangial y el incremento de lipidos acumulados en tubulos proximales que se observaron
en el grupo alimentado con la dieta alta en grasa, podria deberse a la induccion cronica de
estrés del RE en rifidn en nuestro modelo de obesidad. Mientras que, en el caso del grupo
suplementado y alimentado con la dieta alta en grasa se podria sugerir que el resveratrol
inhibié la activacion del estrés del RE y de esta forma previno la formacion de lesiones
renales a pesar de consumir la dieta alta en grasa.

Respecto a los grupos administrados con tunicamicina, se observd que todos los grupos
presentaron una tendencia a incrementar en la concentracion sérica de creatinina respecto a
los grupos sin tunicamicina, que solo fue significativa en el caso del grupo alimentado con la
dieta alta en grasa. Lo que podria sugerir que el insulto agudo con la tunicamicina
posiblemente provocé el desarrollo de dafo renal agudo debido a la alteracién metabdlica en
el rindn previa a la administracién con tunicamicina.
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Por otro lado, también se presentd que el grupo alta en grasa suplementado con
tunicamicina presentd hipercelularidad mesangial y expansion de la matriz extracelular en el
glomérulo, acompafada de un engrosamiento en la membrana basal glomerular y presento
acumulacion de vacuolas lipidicas e inflamacion en los tubulos proximales, de forma similar
al grupo alta en grasa. Aunque en el grupo administrado con tunicamicina, se observd con
mayor frecuencia la presencia de glomérulos alargados de forma anormal, que se describen
con el nombre de glomerulomegalia, lo que sugiere que el insulto con tunicamicina presento
una tendencia a exacerbar las lesiones producidas por la nefropatia inducida por la dieta alta
en grasa.

Lo cual coincide con lo que observaron Carlisle y colaboradores, en ratones C57BL/6
inyectados 3 dias antes con tunicamicina i.p. (0.5 mg/ kg pc), donde se observo
principalmente atrofia tubular y vacuolizacién en tubulos proximales [163]; y lo que
observaron Cybulsky y colaboradores, en ratones CD tratados con tunicamicina, que
presentaron también expansion de la matriz extracelular y glomeruloesclerosis [164]. Asi
como Tovar-Palacio y colaboradores, que observaron que la tunicamicina (1 pg/g pc) 8 h
previas a la eutanasia indujo el desarrollo de expansion mesangial glomerular, la
disminucion del diametro glomerular, disminucion del espacio urinario, y alteraciones
estructurales en los tubulos proximales asi como vacuolizacion lipidica en los mismos [16].

Por lo que la induccion aguda del estrés del RE en el riidn por medio de la tunicamicina
exacerbo las lesiones producidas por la nefropatia inducida por la dieta alta en grasa en el
grupo no suplementado con resveratrol. Mientras que el grupo suplementado con resveratrol
que también fue alimentado con la dieta alta en grasa y administrado con tunicamicina, a
diferencia del grupo no suplementado, presentd celularidad mensagial normal y un
porcentaje minimo de acumulacion de vacuolas lipidicas en tubulos proximales. Lo que
sugiere que el resveratrol presentd un efecto renoprotector incluso ante la administracién de
tunicamicina, que podria deberse a la inhibicion de la activacién del estrés del RE en el
rinon.

De forma similar a lo que observaron Kim y colaboradores, en donde observaron que la
activacion de AMPK (por medio de Metformina) suprimi6 la activacion del estrés del RE
inducido por tunicamicina (utilizando como marcadores a GRP78 y p-elF2a) e inhibio el daio
tubular, el desarrollo de fibrosis y la falla renal aguda en un modelo de células de rifidn HK2
y en un modelo de raton UUO [35], analogo a lo que podria esperarse de un activador del
AMPK como el resveratrol.

Se sabe que la acumulacion de lipidos en tejido renal induce lipotoxicidad, y tiene un papel
importante en el desarrollo de la enfermedad renal asociada a obesidad [159,165]. De
acuerdo con lo descrito, hay ciertos tipos de células especificas en el rindbn que se ven
afectadas por la acumulacion de lipidos: las células de tubulos proximales (como se
menciond en parrafos anteriores), los podocitos y las células mesangiales [159]. Para
observar el efecto de resveratrol en la distribucién de la acumulacién de lipidos en nuestro
modelo de obesidad inducido por una dieta alta en grasa se analiz6 la tincion de rojo
oleoso en tejido renal.
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En los resultados obtenidos de los grupos no tratados con tunicamicina, se observo que los
animales alimentados con la dieta alta en grasa presentaron depdsitos de lipidos neutros en
tejido renal, tanto en glomérulos como en tubulos proximales, aunque se observo de forma
mas importante dentro del glomérulo. Lo que resulta consistente con lo que se observé en el
analisis de vacuolizacion lipidica de tubulos proximales, y sugiere la existencia de una
alteracion del metabolismo de lipidos en el riiidn. Por lo que coincide con lo que se ha
descrito previamente, que demuestra que en ratones alimentados con una dieta alta en
grasa, la acumulacion de lipidos en tejido renal esta asociada con el desarrollo de lesiones
renales, entre las que se encuentran glomeruloesclerosis, fibrosis tubulointersticial y
albuminuria [165].

Por otra parte, se observd que el grupo alimentado con la dieta alta en grasa pero
suplementado con resveratrol, revirti6 este comportamiento al controlar la acumulacion de
lipidos, tanto en tubulos proximales como en glomérulos. Que es consistente con lo que
observaron Zhou y colaboradores, en ratones C57BL/6J suplementados con 400 mg/ kg pc/
d via oral y alimentados una dieta alta en grasa (40% Kcal grasa) [161].

De forma que los resultados obtenidos en este estudio a nivel histologico de los grupos no
tratados con tunicamicina observaron que la dieta alta en grasa indujo un incremento en el
depdsito de lipidos neutros en tejido renal, mientras que el resveratrol inhibié la acumulacion
de lipidos de en tejido renal.

Munusamy y colaboradores, propusieron que esta disfuncion renal por medio de la
acumulacion de lipidos en tejido renal en un modelo de obesidad puede estar asociada con
la activacion del estrés del RE en el rifidn a través de la concentracion elevada de leptina
que presentan estos grupos, y de la disminucion en la concentracion de ATP mediada por la
disfuncion mitocondrial que induce la obesidad [166]. Mientras que, Tovar-Palacio y
colaboradores, también describieron que la induccion de estrés del RE agudo por medio de
tunicamicina también induce la acumulacién de lipidos en tejido renal.

De forma que la presencia de depdsitos lipidicos en el rindn observada en los ratones
alimentados con la dieta alta en grasa no tratados con tunicamicina podria deberse a la
induccion cronica del estrés del RE en el rifidn a consecuencia de la obesidad. Y la
disminucién de la acumulacién de lipidos en tejido renal por el consumo de resveratrol en
este mismo tipo de dieta podria estar mediada por la inhibicién del estrés del RE.

Por otra parte, en los grupos tratados con tunicamicina, se observéo que los animales
alimentados con una dieta alta en grasa presentaron un mayor numero de gotas lipidicas
respecto al grupo sin tunicamicina, y presentaron una distribucion uniforme tanto en
glomérulos como en tubulos renales, mientras que el grupo alimentado con la dieta alta en
grasa sin tunicamicina present6 depdsitos lipidicos principalmente dentro del glomérulo.

Lo cual resulta consistente con lo observado por Tovar-Palacio y colaboradores en ratones
C57BL/6 sanos que la administracion de tunicamicina (1 pug/g pc) 8 h previas a la eutanasia,
en donde se indujo el depdsito de lipidos ectdpicos, particularmente en tubulos renales,
regulado por un incremento en la expresion de marcadores de estrés del RE (GRP78, ATF6
y CHOP) y de SREBP-1 [16]. Ya que el grupo alimentado con la dieta alta en grasa
presentd depdsitos lipidicos dentro de los glomérulos, seguramente a consecuencia de la
dieta alta en grasa, y en los tubulos, a consecuencia de la administracidn de tunicamicina.
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Mientras que el grupo alta en grasa suplementado con resveratrol, no presenté depdsitos
lipidicos, incluso con la administracion de la tunicamicina, ni en los glomérulos ni en los
tubulos renales. Lo que sugiere que el resveratrol presenté un efecto renoprotector ante la
acumulacion de lipidos en tejido renal, que pudo haber sido mediado por la inhibicion del
estrés del RE en riidn.

Para hacer la determinacién y clasificacion lipidica de forma cuantitativa, se determin¢ el
contenido de triglicéridos y de colesterol en tejido renal.

En los resultados obtenidos en los grupos no administrados con tunicamicina, se observé
que el grupo alimentado con la dieta alta en grasa presentd aproximadamente el doble de
contenido lipidico en tejido renal, tanto de triglicéridos como de colesterol, respecto a los
grupos alimentados con la dieta alta en grasa.

De forma similar a lo que observaron Jiang y colaboradores, en donde encontraron que en
ratones C57BL/6J alimentados con una dieta alta en grasa (60% Kcal de grasa) incremento
el contenido tanto de triglicéridos como de colesterol en tejido renal, y lo atribuyeron en un
incremento en la expresion de los dos reguladores de la sintesis de lipidos: SREBP-1
(triglicéridos) y SREBP-2 (colesterol) [167].

Sin embargo, el grupo alimentado con la dieta alta en grasa pero suplementado con
resveratrol, no presento diferencias en el contenido lipidico en tejido renal, ni de triglicéridos
ni de colesterol, respecto al grupo control.

Lo cual resulta consistente con lo descrito por Zhou y colaboradores, en donde la
suplementacion con resveratrol (400 mg/ kg pc/ d) en el consumo de una dieta alta en grasa
(40% Kcal. grasa) no presento diferencias en el contenido de triglicéridos respecto al grupo
control, a diferencia del grupo alta en grasa que presentd un incremento significativo
respecto a ambos grupos [161].

No hay estudios similares en donde describan que el resveratrol disminuya el contenido de
colesterol en el tejido renal de animales que consumieron una dieta alta en grasa, sin
embargo, Zhu y colaboradores, observaron que la suplementacion con resveratrol (70 mg/
kg pc/ d) en ratas Sprague Dawley alimentadas con una dieta alta en grasa disminuy¢ el
contenido de colesterol hepatico de forma significativa respecto al grupo no suplementado, y
sugieren que este mecanismo podria deberse a la reduccion en la actividad de la escualeno-
monooxigenasa [168], que es regulada transcripcionalmente por SREBP-2, segun
observaron Nagai y colaboradores [169].

De manera que los resultados obtenidos en este estudio en los grupos no administrados con
tunicamicina respecto al efecto del resveratrol sobre el contenido de triglicéridos y colesterol
resultan consistentes con lo que se ha descrito previamente en estudios similares, y
correlacionan con los resultados observados en este estudio, tanto con el porcentaje de
vacuolas lipidicas en tubulos proximales como con la acumulacién de depdsitos lipidicos
observados en la tincion de rojo oleoso.

Ahora, en los grupos administrados con tunicamicina se observd que los grupos no

suplementados con resveratrol presentaron una tendencia a incrementar la concentracion
lipidica, tanto de colesterol como de triglicéridos ante la administracion de tunicamicina.
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Lo que resulta consistente con lo que observaron Tovar-Palacio y colaboradores en ratones
C57BL/6 administrados con tunicamicina i.p. (1 ug/g pc), en donde observaron que en el
grupo en el que se administré tunicamicina 8 h previas a la eutanasia, presentd un
incremento en la concentracion de triglicéridos en tejido renal; que en el grupo administrado
con tunicamicina 24 h previas a la eutanasia se hizo dramatico, que se sugiri6é estar mediada
por la activacion de CHOP y SREBP-1[16]. Asi como el estudio desarrollado por Lhétak y
colaboradores, en donde se sugiridé que el ratones C57BL/6 administrados con tunicamicina
(500 ng/g pc) 24 h previas a la eutanasia, el incremento en el contenido renal de colesterol
estuvo mediado por la activacion de CHOP y SREBP-2 [170].

A diferencia de los grupos suplementados con resveratrol, en donde el resveratrol presentd
en nuestro modelo un efecto renoprotector ante la acumulacion de lipidos y no modifico el
contenido lipidico en tejido renal, ni en triglicéridos ni en colesterol, incluso ante la
administracion de tunicamicina. Lo cual correlacion6 con los resultados observados en este
grupo, tanto en el analisis histologico de la tincion de rojo oleoso como en el analisis
morfométrico de los marcadores de dafo renal y los valores de los parametros séricos de
funcién renal.

Para proponer un mecanismo molecular para los hallazgos de nuestro modelo acerca del
efecto protector del resveratrol en la acumulacion de lipidos en tejido renal en los grupos no
administrados con tunicamicina, se realizO un microarreglo que contenia genes
involucrados en la respuesta a proteinas mal plegadas (UPR).

En los datos obtenidos el resultado mas relevante para fines de este proyecto, fue la
disminucién de la expresion del mRNA de Srebf2 en los dos grupos suplementados con
resveratrol, tanto el alimentado con la dieta control como el alimentado con la dieta alta en
grasa, respecto al grupo control.

El mRNA de Srebf2 codifica para el precursor del factor de transcripcion SREBP-2, que
como se menciono en los antecedentes, es el factor de transcripcidn maestro que regula la
sintesis de colesterol [120].

No se encontré ningun estudio en riidn en donde se observe el efecto del resveratrol en la
expresion genética de Srebf2. Sin embargo, a diferencia de lo que observamos en este
estudio, Pan y colaboradores determinaron la expresion genética del mRNA de Srebf2 en
higado de ratas Sprague Dawley alimentadas con una dieta alta en grasa (45% Kcal grasa)
suplementadas con resveratrol (100 mg/ kg pc/ d), y no observaron cambios significativos
por el consumo de resveratrol [136]. Esta inconsistencia pudo deberse, a que la dosis
utilizada en ese modelo fue menor a la utilizada en el nuestro o a que esa determinaciéon se
realizé en higado y la de nuestro estudio se realiz6 en rifidn.

El resultado encontrado en la disminucion de la expresion del mRNA de Srebf2, tuvo una
correlacion biolégica con los resultados del analisis histolégico, donde se observd que el
resveratrol disminuyé la acumulacidn de vacuolas lipidicas en tubulos proximales, el
depdsito de gotas lipidicas en tejido renal y la disminucion del contenido de colesterol en
rinodn.
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Por lo que se llevdé a cabo la determinacion de la expresidn proteica tanto de los
principales reguladores de la sintesis de lipidos, para correlacionar la expresion funcional de
los mismos con el contenido de lipidos en tejido renal; como de los marcadores de estrés del
RE, para ver si la expresion de los reguladores de la sintesis de lipidos mostraba asociacion
con la activacion de la UPR; y los marcadores de la ruta de AMPK/SIRT1 para ver si la
regulacion del resveratrol era dependiente de alguna de estas dos rutas.

Por un lado, GRP78, como se menciond en la introduccion, es una chaperona del RE critica
en el control de calidad de proteinas que controla la activacion los tres sensores de la UPR
en el estrés del RE [171]. En condiciones de homeostasis, GRP78 se encuentra anclado a
los tres sensores transmembranales; mientras que durante el estrés del RE se libera hacia el
lumen de RE y se une a las proteinas mal plegadas permitiendo la activacion de estas tres
proteinas [58].

CHORP, por el otro lado, es un factor de transcripcion que se activa rio abajo de la activacion
de la UPR, que ha demostrado actuar como un regulador de la muerte celular programada
ante estrés del RE severo o muy prolongado [172].

En nuestros resultados, se observd que los cuatro grupos, con y sin resveratrol, tanto los
alimentados con la dieta control como los alimentados con la dieta alta en grasa,
presentaron una expresion muy similar de los dos marcadores de estrés del RE: GRP78 y
CHOP. Este fendmeno podria esperarse con un comportamiento diferente, ya que,
asumiendo que la obesidad induce el estrés del RE, se podria suponer que se encontraria
elevada la expresién de la chaperona GRP78 o la expresién de CHOP al tratarse de un
estrés del RE cronico. Sin embargo, hay dos modelos que explican el comportamiento de
este fendbmeno.

1. Por un lado, Imrie y Sandler proponen un modelo de regulacion de la UPR en el

desarrollo de esteatosis hepatica, que es muy similar a lo estamos planteando en este
estudio acerca de la regulacion de la UPR en la lipogénesis renal, en donde plantean
a la UPR como un “continuum” que va de la homeostasis a la apoptosis, y que
consiste en diversos tipos de UPR. Por ejemplo, la induccion aguda del estrés del RE
por medio de farmacos induce la acumulacion aguda y severa de proteinas mal
plegadas en el RE, que induce la activacion de las tres rutas de la UPR y la mayoria
de sus genes blanco, sin embargo, representa solo uno de los tipos de UPR. En el
caso de la obesidad, la induccion del estrés es persistente, porque se trata de un
estimulo cronico y esto resulta en la activacion de otro tipo se respuesta de la UPR.
Por lo tanto, proponen que los efectos de la activacion de la UPR son diferentes entre
el estrés del RE agudo y cronico [173].
Irnie y Sandler proponen que la UPR funciona como un medidor de estrés para la ruta
de secresion, que no actua como una entidad sino como un continuo, donde la
respuesta que se observa y las proteinas que se expresan dependen de los
mediadores y los efectores que varian con la naturaleza y la duracion del estrés [173].
Ellos proponen la agrupacion de la UPR en 4 subclases de la siguiente forma:
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-

. Homeostatica > Homeostasis = No hay estrés del RE

2. Adaptativa - Se activa con la finalidad de proteger a la célula > Activa ante
estrés del RE agudo

3. Estresada - Esta es la que conlleva al desarrollo de esteatosis = Activa en
estrés del RE agudo prolongado y al principio del establecimiento del estrés del
RE cronico

4. Terminal - Conlleva a la activacion de las rutas de apoptosis, o sea muerte

celular > Se activa en el estrés del RE cronico activo por un tiempo prolongado.

Se ha demostrado que GRP78 (BIP) se sobreexpresa ante la activacion del estrés del
RE en el rango adaptativo. Mientras que la induccién de los genes del metabolismo
lipidos se presenta durante el rango estresado; y la expresiéon de las proteinas
involucradas con la apoptosis se expresas en el rango terminal [173].

2. Por otro lado, Gomez y Rutkowski estudiaron un modelo que simula de forma
experimental la induccion crénica del estrés del reticulo endoplasmico, y observaron
que ante la exposicion aguda o inicial del estrés del RE, las tres rutas de la UPR se
activan, asi como sus genes blanco, sin embargo, después de un tiempo, la
sobreexpresion de GRP78 inicia un fendmeno de retroalimentacion negativa de la
ruta, que termina en la desactivacion de los tres sensores de la UPR, provocando un
fendbmeno de adaptacion en la célula. Y de acuerdo a lo que ellos proponen, este
fendmeno es seguramente semejante a la exposicion cronica de estrés del RE de
bajo nivel que ocurre en la obesidad [174]. Lo cual no quiere decir que no haya estrés
del RE en la obesidad, lo hay, pero la UPR se “resetea” como una forma de
adaptacion ante la exposicion cronica de esta condicion, y esto provoca que también
la expresidon de los marcadores de la activacion de la UPR vuelvan a su nivel basal.

Estos dos planteamientos pueden sugerir que en los grupos no tratados con tunicamicina en
nuestro modelo, el grupo alta en grasa puede encontrarse en la fase de la UPR-“estresada”
de acuerdo al modelo que Imrie y Sandler proponen [173], en donde no se observan activos
los marcadores de la UPR-adaptativa, como GRP78, ni los marcadores de la UPR-terminal,
como CHOP, pero si los genes implicados en la sintesis de lipidos en el rifidn, como en el
caso del modelo de esteatosis hepatica que ellos plantean en su modelo.

A su vez, también es viable pensar que en nuestro modelo, pudo haber también sucedido el
modelo planteado por Gomez y Rutkowski [174], en el que la obesidad de los animales en
nuestro modelo indujo un estrés del RE cronico de bajo nivel que se regulé de forma
negativa por retroalimentacion y reseteo la sefializacion de la UPR como un mecanismo de
adaptacion, y por esta situacion no se observaron cambio en la expresion ni de GRP78 ni de
CHOP.

A diferencia de los resultados mostrados en los grupos administrados con tunicamicina, en
donde se presentd que todos los grupos presentaron un incremento en la expresién de
GRP78 que fue mayor en el grupo alimentado con la dieta alta en grasa, y menor en el grupo
suplementado con resveratrol y alimentado con la dieta alta en grasa.

Lo cual resulta consistente con los resultados observados por Tovar-Palacio y
colaboradores, en donde observaron que en ratones C57BL/6 administrados con
tunicamicina 8 h previas a la eutanasia, la tunicamicina indujo la expresion de GRP78 al
inducir el estrés del RE de forma aguda [16].
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Y también con los resultados observados por Kim y colaboradores, en donde se observo en
ratones C57BL76 inyectados con tunicamicina y metformina (como activador del AMPK) que
la metformina disminuy6 la expresion de GRP78 respecto al grupo administrado con
tunicamicina [35], que seria similar a lo que se esperaria con el resveratrol como activador
del AMPK.

Por lo que la tendencia observada en nuestros resultados resulta consistente con lo descrito
en la literatura, en donde se observd que el insulto agudo con tunicamicina exacerbd la
activacion del estrés del RE en rinidn en el grupo alimentado con la dieta alta en grasa;
mientras que en el grupo suplementado con resveratrol y alimentado con la dieta alta en
grasa, asi como en los grupos controles, la tunicamicina activé la UPR pero en forma menos
dramatica, posiblemente debido al estado metabdlico sano de estos grupos, a diferencia del
desbalance metabdlico previo del grupo alimentado con la dieta alta en grasa.

Por otro lado, en los resultados mostrados en la expresién de CHOP se presentd que todos
los grupos presentaron un incremento similar ante la administracion de tunicamicina, que no
fue tan dramatico como el que se observod en la expresion de GRP78.

Posiblemente no se observo ninguna tendencia entre los grupos debido a que CHOP es una
proteina proapoptotica que se activa en durante la UPR-terminal, ante condiciones de estrés
del RE cronico y severo [58,59]. Es posible que, debido al tiempo en el que se administro la
tunicamicina, la condiciones de induccion de estrés del RE fue aguda, y quiza CHOP apenas
comenzo a activarse, por lo que es posible que al momento de determinar su expresion aun
no hubiera habido una regulacién diferencial entre los grupos.

Ahora, en la expresion proteica en rifion de los reguladores de sintesis de lipidos, se
presentd que los grupos alimentados con la dieta alta en grasa, con y sin resveratrol,
presentaron niveles mas altos de expresion, tanto en SREBP-1 (p) y SREBP-1 (m), respecto
a los grupos alimentados con la dieta control, con y sin resveratrol.

SREBP-1 (p) se refiere al precursor inactivo de este factor de transcripcion, y SREBP-1 (m)
se refiere a la forma activa y cortada del regulador maestro de sintesis de triglicéridos,
fosfolipidos, acidos grasos saturados y acidos grasos monoinsaturados [120]. Por lo tanto,
se ha descrito que este factor de transcripcion regula la expresién de las enzimas: Acetil
CoA carboxilasa, acido graso sintasa, elongasa de acidos grasos de cadena larga, esterol
CoA desaturasa y GPAT [175].

Por lo tanto, los resultados obtenidos en los ratones que no recibieron tunicamicina en
nuestro modelo sugieren que la dieta alta en grasa, con y sin resveratrol, indujo la
sobreexpresidn del precursor inactivo y del factor de transcripcion activo de SREBP-1, por lo
que la sintesis de lipidos se encontraba incrementada, lo cual en el caso de la dieta alta en
grasa no suplementada con resveratrol, correlaciona con el incremento en el contenido de
triglicéridos, el depdsito de lipidos neutros observado en el rojo oleoso y la presencia de
vacuolas lipidicas en los tubulos proximales. A diferencia del grupo alta en grasa con
resveratrol, en donde la expresion de SREBP-1, precursor y maduro, se encuentra
incrementada de forma similar al grupo no suplementado, sin embargo, el contenido de
triglicéridos, los lipidos neutros observados en el rojo oleoso y el porcentaje de vacuolas
lipidicas en tubulos proximales, no correlacionan con el incremento en la expresion de este
factor de transcripcion, cuya expresion sugiere una sintesis de triglicéridos incrementada.
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Consistentemente con los resultados que nosotros observamos, Jiang y colaboradores,
encontraron que en ratones C57BL/6J alimentados con una dieta alta en grasa (60% Kcal
grasa), incrementaron la acumulacién de triglicéridos en tejido renal y presentaron
glomeruloesclerosis de forma dependiente a la activacion de SREBP-1 [167]. Lo que
concuerda con lo que nosotros observamos en el grupo alimentado con la dieta alta en
grasa.

Asi mismo, respecto al grupo suplementado con resveratrol, Zhou y colaboradores,
presentaron que en ratones C57BL/6J alimentados con una dieta alta en grasa (40% Kcal
grasa) con resveratrol (400 mg/ kg pc/ d), la suplementacion no modifico la expresion relativa
del mMRNA de SREBP-1, aunque no determinaron la expresion proteica, solo a nivel de
transcrito [161].

De manera que los resultados obtenidos en este estudio en los grupos no administrados con
tunicamicina respecto al efecto del resveratrol sobre la expresion de los reguladores de la
sintesis de lipidos resultan consistentes con lo que se ha descrito previamente en estudios
similares, y en el caso de los animales alimentados con la dieta alta en grasa no
suplementada, correlaciona con el incremento en el contenido de triglicéridos, el depdsito de
lipidos neutros observado en el rojo oleoso y la presencia de vacuolas lipidicas en tubulos
proximales. Mientras que en el caso de los animales alimentados con la dieta alta en grasa
suplementada con resveratrol, no correlaciona.

Respecto a los grupos administrados con tunicamicina, se presentoé que la administracion de
tunicamicina no modificé la expresion de SREBP-1 en ninguno de los grupos. Lo cual
también correlaciona con que la diferencia entre el contenido de triglicéridos en tejido renal
no hubiera sido significativa respecto al grupo no administrado con tunicamicina.

Lo anterior resulta consistente con lo que observaron Tovar-Palacio y colaboradores, en
donde se observo que en ratones C57BL/6 administrados con tunicamicina (1 pg/g pc), la
tunicamicina no modifico la expresion de SREBP-1 (m) cuando se administré 8 h previas a la
eutanasia, pero si en el grupo administrado 24 h previas a la eutanasia [16]. Lo que podria
sugerir que el tiempo con el que se administré la tunicamicina no fue el necesario para
incrementar la expresion de este regulador.

Por otra parte, aunque la expresidon de SREBP-1(m) no se haya modificado con la
administracion de tunicamicina, el grupo alimentado con la dieta alta en grasa present6 una
expresion incrementada de SREBP-1 (m) y un contenido de triglicéridos elevado respecto a
los grupos alimentados con la dieta control por el hecho de haber consumido la dieta alta en
grasa.

Sin embargo, al igual que en los grupos no administrados con tunicamicina, la expresion de
SREBP-1 (m) en el grupo alimentado con la dieta alta en grasa suplementada con
resveratrol administrado con tunicamicina no correlaciona con el contenido de triglicéridos en
tejido renal, ya que la expresion incrementada de SREBP-1 (m) sugeriria una lipogénesis
incrementada y por lo tanto, mayor contenido de triglicéridos en tejido renal, sin embargo,
esto no se observo.
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Por otra parte, SREBP-2 (m), como se mencioné en la introduccion, se refiere a la forma
activa del factor de transcripcidn maestro de la sintesis de colesterol [176]. Por lo tanto,
SREBP-2 (m) regula la transcripcion de las enzimas involucradas en la sintesis de colesterol:
Acetoacetil CoA tiolasa, HMG CoA sintasa, HMG CoA reductasa, Mevalonato cinasa,
fosfomevalonato cinasa, difosfo mevalonato descarboxilasa, garanilgeranil difosfato sintasa,
isopentenil-difosfato isomerasa, farnesil pirofosfato sintasa, escualeno sintasa, escualeno
epoxidasa, lanosterol sintasa, cis-prenilo transferasa, latosterol oxidasa y DHCR [175].

En el caso de la expresion de SREBP-2 (m) en los grupos no administrados con
tunicamicina, se presentd que el grupo alimentado con la dieta alta en grasa present6 una
tendencia a presentar una mayor expresion respecto al grupo suplementado con resveratrol,
que presentd una expresion similar a los grupos controles, con y sin resveratrol. Tendencia
que correlaciona con el contenido de colesterol en riiidn, el depdsito de lipidos neutros
observado en el rojo oleoso en tejido renal y la presencia de vacuolas lipidicas en tubulos
proximales.

Asi mismo, nuestros resultados observados en el grupo alimentado con la dieta alta en grasa
fueron consistentes con los mostrados por Jiang y colaboradores, en donde encontraron que
los ratones C57BL/6J alimentados con una dieta alta en grasa (60% Kcal grasa),
incrementaron la acumulacién de colesterol en tejido renal debido al incremento en la
expresion de SREBP-2 [167].

Hasta donde sabemos, no hay ningun estudio en donde hayan determinado la modulacién
de SREBP-2 a partir de consumo de resveratrol, ni en rifion ni en higado, sin embargo, si
hay estudios en higado o células hepaticas en donde se ha demostrado que diversas
moléculas que actuan como activadoras de AMPK inhiben la activacion de SREBP-2 y el
contenido de colesterol en tejido hepatico. Uno de ellos es el estudio de Liu y colaboradores,
utilizaron un modelo de células hepaticas L-02 y HepG2 tratadas con AICAR 0.5 mM
(compuesto analogo del AMPK, estimulante de la actividad de AMPK) por 12 o 24h, en
donde encontraron que la fosforilacion de AMPK a partir del tratamiento con AICAR inhibié la
expresion de SREBP-2 (m) y la expresion relativa del mRNA de sus genes blanco HMGCR y
HMGCS [31]. Asi mismo, Tang y colaboradores, utilizaron hepatocitos extraidos de ratones
C57BL/6J alimentados con una dieta alta en grasa (60% Kcal grasa) o control, que se
trataron con Irisina (una miocina liberada en el ejercicio que induce la activacion del AMPK)
10nM por 24h y observaron que la fosforilacion de AMPK indujo la inhibicion de la expresion
proteica del mMRNA de SREBP-2, asi como la expresion relativa del mRNA de sus genes
blanco (HMGCR, HMGCS y LDLR) y el contenido de colesterol intracelular [177]. Y también
Li y colaboradores observaron en un modelo a ratones C57BL/6J LDLR -/- alimentados con
una dieta alta en grasa y alta en sacarosa suplementados con un polifenol S17834 (130 mg/
kg pc/ d) (estimulador de la activacion de AMPK), en donde observaron que la
suplementacion con S17834 estimulo la fosforilacion de AMPK y esto inhibié el
procesamiento proteolitico tanto de SREBP-1 como de SREBP-2, y por lo tanto redujo la
expresion de sus blancos FAS y HMGCR y el contenido de lipidos hepaticos [30].

Por lo tanto, nosotros proponemos en este estudio, que en los grupos no administrados con
tunicamicina, la suplementacién con resveratrol en una dieta alta en grasa redujo la
expresion de SREBP-2 a nivel de expresion proteica y de mRNA (como se observé en el
microarreglo), y por lo tanto redujo el contenido de colesterol a nivel renal, lo cual
correlacion6 también con la disminucién en el porcentaje de vacuolas lipidicas, el depdsito
de lipidos neutros observado en la tincion de rojo oleoso, la celularidad normal en glomérulo,
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la disminucion en los valores de creatinina y la disminucion en la ganancia de peso corporal.

Por otro lado, en los grupos administrados con tunicamicina se presentd que los grupos
alimentados con la dieta control, con y sin resveratrol, asi como el grupo alimentado con la
dieta alta en grasa, presentaron un ligero incremento en la expresion de SREBP-2 (m) ante
la administracion de tunicamicina, mientras que el grupo suplementado con resveratrol y
alimentado con la dieta alta en grasa no presentd ninguna modificacion en la expresion,
ademas de haber mostrado un contenido de colesterol significativamente menor respecto al
grupo alimentado con la dieta control y administrado con tunicamicina.

Lhoétak y colaboradores presentaron que en ratones C57BL/6 tratados con tunicamicina 24 h
previas a la eutanasia, la expresion de SREBP-2 (m) increment6 de forma significativa en
rindn [170]. Lo que podria sugerir, que al igual que en el caso de SREBP-1 (m), no se
observd un incremento significativo debido a que el tiempo con el que se administro la
tunicamicina en nuestro modelo no fue el necesario para observar este cambio.

Finalmente, para concretar la descripcion del mecanismo molecular implicado en el efecto de
la suplementacion con resveratrol en la acumulacion de lipidos en tejido renal, se determiné
la expresién de los marcadores de la via de AMPK/SIRT1 asociadas con el consumo de
resveratrol: AMPK, p-AMPK y PGC1-a.

El resveratrol tiene como mecanismo de accion la activacion de dos principales sensores
metabdlicos: AMPK y SIRT1 [28].

La SIRT1 es una desacetilasa que actua de acuerdo al estado metabdlico de la célula y se
activa por la elevacion de la concentraciéon de NAD+ [29], y uno de los blancos metabdlicos
de SIRT1 es la desacetilacion de PGC1-a [28].

Por otro lado, el AMPK es un sensor energético que se activa por la relacion de AMP/ATP,
por lo que también releja el estado metabdlico de la célula; disminuye la velocidad de las
rutas que consumen energia, como la sintesis de lipidos y de proteinas, y activa las rutas
que producen energia, como la oxidacion de lipidos y la glucolisis [178].

En nuestro modelo experimental se observd que los grupos no tratados con tunicamicina
suplementados con resveratrol, tanto con la dieta alta en grasa como con la dieta control,
presentaron una tendencia a incrementar la expresion de p-AMPK/AMPK total respecto a los
grupos no suplementados.

Consistentemente con lo que nosotros encontramos, Zhou y colaboradores describieron que
en un modelo de ratones C57BL/6J alimentados con una dieta alta en grasa (60% Kcal.
grasa) suplementado con resveratrol (400 mg/ kg pc/ d) hubo un incremento en la expresion
relativa de p-AMPK/AMPK en rifidn respecto al grupo alta en grasa no suplementado, y
propusieron que la activacion de AMPK por el resveratrol promovié el balance entre lipdlisis
y lipogénesis a través de la activacion de la ruta secundaria de PPAR-a, lo cual previno la
lipotoxicidad renal [161], aunque su modelo no incluia un grupo control suplementado con
resveratrol para comparar con el nuestro.

Nuestros resultados sugieren que los grupos no tratados con tunicamicina suplementados
con resveratrol activaron al AMPK, cuyo incremento correlaciona con la disminucién en la
expresion de SREBP-2, por lo que sugerimos que la activacion de AMPK inhibi6 la
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activacion del regulador de sintesis de lipidos SREBP-2.

Asi mismo, en los grupos administrados con tunicamicina, se present6 que los grupos
tratados con resveratrol presentaron una tendencia a activar al AMPK, a diferencia del grupo
alimentado con la dieta alta en grasa que disminuy6 su activacién, y del grupo control que no
presento ninguna modificacion respecto al grupo no tratado con tunicamicina.

Tovar-Palacio y colaboradores observaron que la administracion de tunicamicina 8h previas
a la eutanasia en ratones C57BL/6 no modifico la activacion de AMPK [16]. De forma similar
a lo que se observo en el grupo control.

Por otro lado, Decleves y colaboradores observaron que el consumo de una dieta alta en
grasa (60% Kcal grasa) en ratones C57BL/6 disminuye la fosforilacion de AMPK, y que esta
disminucién tuvo que ver con el inicio del dafno renal asociado a este modelo de obesidad
[179]. Por lo que se podria sugerir que el insulto con tunicamicina exacerbo las alteraciones
metabdlicas renales en el grupo alta en grasa, lo que podria estar relacionado con la
disminucién de la expresion de p-AMPK.

Mientras que en los grupos suplementados con resveratrol, el resveratrol incluso potencié la
activacion de AMPK, posiblemente como un efecto renoprotector para prevenir el dafio renal
ante el insulto con tunicamicina.

Ahora, como en nuestro modelo la suplementacidon con resveratrol en el grupo alimentado
con la dieta alta en grasa no modificé la expresiéon de SREBP-1 (m), ni el grupo administrado
con tunicamicina ni en el grupo no administrado, se determiné la expresién de PGC1-a, que
es un coactivador transcripcional activado por la SIRT1 que promueve la biogénesis
mitocondrial y la expresion de las enzimas involucradas en la oxidacién de lipidos [180], para
determinar si el resveratrol disminuyo en el contenido de triglicéridos a partir de la oxidacion
de los mismos, dado que no presento diferencias en el regulador de sintesis.

En nuestros resultados se observo que, entre los grupos no administrados con tunicamicina,
el grupo control suplementado con resveratrol presentd una tendencia a incrementar la
expresion de PGC1- a respecto al grupo no suplementado, y el grupo suplementado con
resveratrol y alimentado con la dieta alta en grasa presenté un incremento significativo
respecto al grupo no suplementado.

Hasta donde sabemos, nadie ha descrito la activacion de PGC1-a en riidon a partir de la
suplementacion con resveratrol. Pero, Alberdi y colaboradores observaron que en ratas
Sprague Dawley alimentadas con una dieta obesogénica (4.6 Kcal/g) y resveratrol (30 mg/kg
pc/d), la suplementacion indujo un incremento significativo en la desacetilacion de PGC1-q, y
por lo tanto en su activacién, en higado. Y sugieren que este mecanismo sucedi6 a patir de
la desacetilacion dirigida por la SIRT1. Asi mismo, observaron que la suplementacién con
resveratrol indujo la fosfoilacion de AMPK, y proponen que la activacion de AMPK/SIRT1 y
PGC1-a previno la acumulacion de lipidos en el higado, por promover la oxidacion de acidos
grasos [84].
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Nosotros observamos que en nuestro modelo de estudio, el grupo suplementado con
resveratrol alimentado con la dieta alta en grasa, no modifico la expresiéon de SREBP-1 (m),
por lo que se esperaria que no hubiera modificado la sintesis de lipidos. Sin embargo,
también observamos que disminuyo el contenido de triglicéridos en tejido renal respecto al
grupo no suplementado, lo que sugiere que, al menos en parte, se debe a la activacion de
PGC1-a, que promueve la oxidacién de acidos grasos.

Por otro lado, en los grupos administrados con tunicamicina se observé la misma tendencia
que en los grupos no administrados, aunque en el caso de los grupos con tunicamicina, los
dos grupos suplementados con resveratrol presentaron un incremento significativo respecto
a los grupos no suplementados. Lo cual sugiere que ambos grupos suplementados con
resveratrol posiblemente presenten una mayor biogénesis mitocondrial y oxidacion lipidica.

Este comportamiento correlacion6 con que el grupo alta en grasa suplementado con
resveratrol no hubiera mostrado una disminucion en la expresion del regulador de la sintesis
de triglicéridos, pero si un contenido menor de triglicéridos en tejido renal, al igual que un
porcentaje menor de vacuolizacion lipidica en tubulos proximales y un menor depdsito de
lipidos neutros en la tincion de rojo oleoso.
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FIGURA 24. Esquema a manera de resumen de los hallazgos encontrados acerca del efecto
del resveratrol en el metabolismo renal.

Como se muestra en la FIGURA 24, en este estudio hemos demostrado que, en ratones
C57BL/6, la obesidad indujo el estrés del RE de forma fisiologica-crénica y que la
tunicamicina indujo el estrés del RE de forma aguda-farmacoldgica en el riidon. En ambas
condiciones, el estrés del RE provocd la activacion de la UPR en diferentes grados,
dependiendo del estimulo del que se traté. Una de las consecuencias de la activacion de la
UPR fue el incremento en la expresion de genes y proteinas asociadas con la sintesis
lipidos, como los reguladores maestros de la sintesis de triglicéridos y de colesterol: SREBP-
1 y SREBP-2, lo que provocd la acumulacion de lipidos ectopicos en el tejido renal,
fendbmeno conocido como lipogénesis renal. Esta acumulacion de lipidos en el rifion tiene
como consecuencia la lipotoxicidad de las células renales, que se vio reflejada en la
aparicion de vacuolas lipidicas en los tubulos proximales y el desarrollo de hipercelularidad
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mesangial en los glomérulos, que son dos de los principales marcadores de dafo renal, el
cual provoco el incremento en la concentracion de creatinina sérica y la disminucion de
albumina sérica que también se observaron en estos animales.

Asi mismo, en estudio demostramos que la suplementacidén con resveratrol a una dosis de
200 mg/kg pc/ d, tanto en los animales que presentaron obesidad como los animales
tratados con tunicamicina, activd al sensor energético AMPK en el rindn, a partir de su
fosforilacion, lo cual disminuy6 la expresion del regulador de la sintesis de colesterol
SREBP-2. Por otro lado, la suplementacién con resveratrol también indujo la expresion y
activacion de PGC1-a, un factor de transcripcion maestro de la oxidacion de acidos grasos,
lo que disminuy6 la acumulacién de triglicéridos en el riidn. Por lo que demostramos que el
consumo de resveratrol en ratones C57BL/6 disminuy6 la acumulacion tanto de triglicéridos
como de colesterol en el rifion, y por lo tanto el dafio renal, lo cual se vio reflejado en una
menor vacuolizacion lipidica en tubulos proximales y un menor desarrollo de hipercelularidad
mesangial, asi como niveles normales de concentracion de creatinina y albumina sérica.
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l TG
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FIGURA 25. Esquema a manera de resumen de los hallazgos encontrados acerca del efecto
del resveratrol en el metabolismo hepatico

Como se muestra en la FIGURA 25, de manera similar a lo que se observo en el rifidn, tanto
en un modelo de obesidad inducida por dieta como en un modelo de induccion
farmacoldgica de estrés del RE por medio de Tunicamicina, los ratones C57BL/6 tratados en
este proyecto desarrollaron una mayor acumulacién de lipidos en el higado, tanto de
triglicéridos como de colesterol, sugiriendo un modelo de esteatosis hepatica, que se vio
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reflejado en un incremento en la concentracion de enzimas transaminasas ALT y AST, y que
también correlaciond con la disminucion de la concentracion de glucosa, triglicéridos,
colesterol (total, LDL y HDL) a consecuencia del dafio hepatico. Lo resultados observados
en el rinon, sugirieron que, aunque no se midi6 de forma directa, es posible que el
incremento en la concentracion lipidica en el higado se haya debido al incremento en la
expresion de los reguladores maestros de la sintesis de triglicéridos (SREBP-1) y de
colesterol (SREBP-2), como consecuencia de la activacion de la UPR por la induccion del
estrées del RE, tanto de forma fisiolégica-crénica en la obesidad como de forma
farmacoldgica en el modelo de Tunicamicina.

Asi mismo, de forma similar a los resultados que se observaron en el rifién, en los animales
suplementados con resveratrol no se observd el incremento en la acumulacién, tanto de
triglicéridos como de colesterol, en el tejido hepatico, lo cual sugiri6 que el resveratrol
presentd un mecanismo similar al del riidn posiblemente a través de la activacion del sensor
energético AMPK y el factor de transcripcion PGC1-a, aunque no se midié de forma directa.
Lo cual resultd consistente con lo reportado en la literatura por diversos autores.

Intolerancia a la glucosa
Oxidacion de lipidos en ayuno y en posprandio

Menor ganancia de peso corporal

Mayor sensibilidad a insulina

Mayor consumo de O2 y produccion de CO2
(Velocidad metabdlica oxidativa)

DIETA ALTA EN GRASA

I

RESVERATROL

FIGURA 26. Diagrama a manera de resumen de los hallazgos encontrados acerca del efecto
del resveratrol en una dieta alta en grasa a nivel sistémico

En la FIGURA 26 se muestran los efectos metabdlicos observados durante este proyecto en
los ratones C57BL/6 que tuvieron un modelo de induccion a obesidad, en los que se observo
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una mayor ganancia de peso, una menor sensibilidad a insulina y una velocidad metabdlica
oxidativa menor. Asi como intolerancia a la glucosa e inflexibilidad metabdlica.

Mientras que, en el caso de los ratones que tuvieron un modelo de induccion a obesidad
pero fueron suplementados con resveratrol, presentaron una menor ganancia de peso
corporal, una mayor sensibilidad a la insulina y una velocidad metabdlica oxidativa mayor.
Sin embargo, al igual que los ratones obesos no suplementados con resveratrol, presentaron
intolerancia a la glucosa e inflexibilidad metabdlica.
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10. RESUMEN DE RESULTADOS

* El 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 cambios ni en el valor del coeficiente respiratorio (RER) ni en la proporcién 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, incrementdé de forma
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 d en ratones C57BL/6 no
indujo ningun efecto en la prueba de tolerancia a la glucosa 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 presentd una tendencia a
reducir la concentracion de glucosa en suero en ratones C57BL/6 alimentados con una
dieta control y una dieta alta en grasa, sin embargo no presento diferencia 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
significativa respecto a los grupos suplementados con resveratrol sin tunicamicina.

* El resveratrol suplementado en una dosis de 200 mg/kg pc/d redujo la concentracién de
colesterol total y LDL en ratones C57BL/6 alimentados con una dieta alta en grasa de
forma  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 farmacologica de estrés de reticulo endoplasmico en las dietas suplementadas
con resveratrol, tanto control como alta en grasa, sin presentar diferencia 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
significativa en la concentracion de colesterol HDL en ratones C57BL/6 suplementados
alimentados con una dieta control y una dieta alta en grasa; y mantuvo la concentracion
de colesterol HDL en valores normales ante la induccion del estrés de reticulo
endoplasmico, sin presentar diferencia 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 significativa en ratones C57BL/6 suplementados alimentados
con una dieta control y una dieta alta en grasa; asi mismo, mantuvo la concentracién de
triglicéridos en el rango normal en ambas dietas suplementadas a diferencia de las no
suplementadas ante la induccion farmacologica de estrés de reticulo endoplasmico, y
ambos grupos presentaron un incremento significativo respecto a los grupos
suplementados con Resveratrol sin tunicamicina.
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El resveratrol suplementado en una dosis de 200 mg/kg pc/d presenté una tendencia a
mejorar el perfil hepatico (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  significativa; y mantuvo los valores de dichos parametros en
valores dentro del rango normal (AST) o cercanos al rango normal (ALT) ante la
induccion farmacolégica del estrés del reticulo endoplasmico sin presentar diferencia
significativa respecto a los grupos sin tunicamicina.

El resveratrol suplementado en una dosis de 200 mg/kg pc/d presenté una tendencia a
dismunuir la concentracion de creatinina en suero y aumentar la concentracion de
albumina en suero hasta el rango normal de valores en ratones C57BL/6 alimentados con
una dieta alta en grasa aunque no presento diferencia  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 presento diferencia significativa.

Tanto el grupo alta en grasa como el grupo alta en grasa suplementado con resveratrol
en una dosis de 200 mg/kg pc/d presentaron hiperinsulinemia; sin embargo, el resveratrol
disminuy6 de forma significativa la concentracion de insulina sérica respecto al grupo no
suplementado, incluso ante la administracién de tunicamicina en ratones C57BL/6.

La suplementacion con resveratrol (200 mg/kg pc/d) en ratones C57BL/6 alimentados con
una dieta alta en grasa increment6 de forma significativa el porcentaje de adiponectina de
alto peso molecular (HMW)/adiponectina total respecto al grupo alimentado con la dieta
control, control suplementada con resveratrol y alta en grasa, incluso ante la
administracion de tunicamicina.

La suplementacion con resveratrol (200 mg/kg pc/d) en ratones C57BL/6 alimentados con
una dieta alta en grasa presentd una tendencia a disminuir la concentracion de leptina
respecto al grupo no suplementado, que se hizo significativa ante la administraciéon con
tunicamicina; sin embargo, no presentd diferencia significativa respecto al grupo
alimentado con la dieta control.

La suplementacion con resveratrol (200 mg/kg pc/d) en ratones C57BL/6 alimentados con
una dieta alta en grasa disminuyd significativamente la celularidad mesangial y el
porcentaje de vacuolizacién lipidica en los tubulos proximales de rifidon respecto al grupo
no suplementado, mientras que no presentd diferencia significativa respecto al grupo
control. Y presentd el mismo comportamiento incluso ante el tratamiento con
tunicamicina.

La suplementacion con resveratrol (200 mg/kg pc/d) en ratones C57BL/6 alimentados con
una dieta alta en grasa disminuyo la acumulacion ectopica de depdsitos lipidicos neutros
en tejido renal, tanto en tubulos proximales como en glomérulos, respecto al grupo
alimentado con la dieta alta en grasa no suplementado incluso ante la administracion de
tunicamicina, y presenté un comportamiento similar al del grupo alimentado con la dieta
control.
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La suplementacion con resveratrol (200 mg/kg pc/d) en ratones C57BL/6 alimentados con
una dieta alta en grasa disminuyé de forma significativa el contenido de triglicéridos y de
colesterol respecto al grupo alimentado con la dieta alta en grasa no suplementado,
incluso ante la induccion aguda del estrés del RE por tunicamicina, y no presenté
diferencia significativa en ambos casos respecto a los grupos alimentados con la dieta
control, con y sin resveratrol.

La suplementacion con resveratrol (200 mg/kg pc/d) disminuyo de forma significativa la
expresion del mMRNA de Srebf2 en ratones C57BL/6 alimentados con una dieta control y
con una dieta alta en grasa.

La suplementacion con resveratrol (200 mg/kg pc/d) en ratones C57BL/6 no modificé la
expresion de GRP78 ni en el grupo alimentado con la dieta control ni en el grupo
alimentado con la dieta alta en grasa. Sin embargo, ante la administracion de
tunicamicina, el grupo suplementado alimentado con la dieta alta en grasa disminuyo de
forma significativa la expresion de GRP78 respecto al grupo no suplementado alimentado
con la dieta alta en grasa.

La suplementacion con resveratrol (200 mg/kg pc/d) en ratones C57BL/6 no modificé la
expresion de CHOP ni en el grupo alimentado con la dieta control ni en el grupo
alimentado con la dieta alta en grasa, y tampoco presentdé ninguna diferencia ante el
tratamiento con tunicamicina.

La suplementacion con resveratrol (200 mg/kg pc/d) en ratones C57BL/6 alimentados con
una dieta alta en grasa, no modifico la expresion de SREBP-1 (p) y SREBP-1 (m)
respecto al grupo no suplementado; sin embargo, si presenté un incremento significativo
respecto a los grupos alimentados con la dieta control, con y sin la suplementacion con
resveratrol. Se observé el mismo comportamiento con el tratamiento de tunicamicina.

La suplementacion con resveratrol (200 mg/kg pc/d) en ratones C57BL/6 alimentados con
una dieta alta en grasa, presento una tendencia a disminuir la expresion de SREBP-2 (m)
respecto al grupo alimentado con la dieta alta en grasa no suplementado aunque no fue
significativa. La misma tendencia se observo ante la administracion con tunicamicina.

La suplementacién con resveratrol (200 mg/kg pc/d) en ratones C57BL/6 presentd una
tendencia a incrementar la expresion relativa de p-AMPK/AMPK total, tanto en los
animales alimentados con la dieta control como en los animales alimentados con la dieta
alta en grasa, aunque no fue significativa. Sin embargo, ante el tratamiento con
tunicamicina, el incremento en la expresion relativa de p-AMPK/AMPK total por la
suplementacion con resveratrol, tanto en la dieta control como en la dieta alta en grasa, si
fue significativo respecto al grupo alimentado con la dieta alta en grasa no suplementado.

La suplementacion con resveratrol (200 mg/kg pc/d) incrementd de forma significativa la

expresion de PGC1-a en ratones C57BL/6 alimentados con una dieta control y con una
dieta alta en grasa, incluso ante la administracion con tunicamicina.
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11.CONCLUSION

La suplementacién con resveratrol a una dosis de 200 mg/kg pc/d en un modelo de ratones
C57BL/6 alimentados con una dieta alta en grasa (45% Kcal. grasa saturada), atenud el
estrées del RE, tanto fisioldgico.cronico como farmacoldgico, y como consecuencia,
disminuyo la acumulacion de lipidos ectopicos en el riidn, es decir, la lipogénesis renal.
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