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Abstract

It has been postulated that endoplasmic reticulum stress, ""h,ch IS associated With protein misfoldmg, may generate renal lipid accumulation. Thus
the aim of this study was to demonstrate that endoplasmic reticulum stress induced by tunlcamycin (T) administration up ..regulate the expression of
lipogenic enzymes in mice kidney. Male C57BL:6 mice were injected With tUnicamycm and studied at several time points' 1) control, 2) T8 (8h), 3)
T24 (24h). Serum glucose levels showed a significant decrease in the T24 group of mice compared to the control group or T8 group. Serum

triglycerldes, in T8 and T24 groups significantly decreased compared to control. Gene expression of proteins mvolved in the unfolded protem

response (UPR) such as ATF6, CHOP and GRP78 in T8 and T24 groups were significantly higher than the control group. Assessment of the PERK
pathway as part of the UPR, showed that elF2alpha-total significantly decreased compared to the c01trol and this effect was more evident after 24
hours of exposure to T with respect of T8 group. Finally, the state of phosphorylation of elF- 2alpha protein, was significantly higher in the T8 and
T24 than the control group. Changes in UPRwere associated with an increase in the group T8 of renal mRNA and protein abundance of SREBP.. I .
ACC and FAS involved in fatty acid synthesis compared with the control and the T24 group.

http://www.fasehj.org/contentJ28I1_SupplementJI029.2.abstract?sid=2eldSf53.be5c.4cOd.9e9S. 7S0a5hOadedd !I!
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omega-3 FFA, tamoxifen and omega-3FAA plus tamoxifen on
cell apoptosis and growth. Tamoxifen resistance-related signals
were assessed by immunoblotting.
Results: In this study, omega-3FFA induces MCF-7 cell
apoptosis to suppress cell growth. However, the treatmcnt of
breast cancer cells with omega-3FFA attenuated tamoxifen-
induced cell apoptosis. Omega-3FFA and tamoxifen
significantly increased Erk 1/2 and Akt phosphorylation levels
in a dose- and time-dependent manner. Compared to w-3FFA
alone, the combination oftamoxifen with w-3FFA significantly
increased Erk 1/2 and Akt phosphorylation levels.
Conclusions: Because Erk I/2 and Akt activation has been
linked to tamoxifen-related anti-estrogen resistance in breast
cancer patients, these results indicate that omega-3FFA may
interfere with the effects oftamoxifen in the prevention of
breast cancer risk.
T-P-353I
Pomegranate extract, ellagic acid, or urolithin acid
extended lifespan in Ceanorhabditis elegans model
organism
Jolene Zheng Baton Rouge LA, Mingming Wang Baton Rouge
Louisiana State University, Chenfei Gao Metairie Louisiana,
David Heber Los Angeles California, Steven Heymsfield
Baton Rouge Louisiana, Roy Martin Davis CA, Michael
Keenan Baton Rouge Louisiana, John Finley Lakewood Ranch
Florida, Frank Greenway Baton Rouge Louisiana, Frederick
Enright Baton Rouge Louisiana, Zhao ping Li Los Angeles CA

Background: We found that pomegranate juice (PJ) affected
lifespan in an inverse J-shaped manner in C. elegans model
organism. I'J extract (POMxm) is rich in phenolic acid that
provides antioxidant property and healthy benefits. Its main
component, ellagic acid (EA), the hydrolysate of polyphenols,
is further converted to urolithin acid (UA) by the microflora in
the colon. We compared the effects of POMxm, EA, or UA on
lifespan and intestinal fat deposition (IFD) using wild type C.
elegans (N2) and mutant daf-16(mgDf50)1 in liquid culture.
Methods: All animals were kept in 96-well plate at 20°C.
Control animals received lab standard food E. coli (01'50).
Experimental groups were fed with additional POMxm (5, 10,
20,40, 80, 160, 320 flg/ml), or EA or UA (I, 2, 5, 10, 25, 50
flM) diluted in dimethyl sulfoxide (0.05%). Lifespan was
determined every other day by counting numbers of survival
animals. Nile Red staining was applied one week after
treatment (O.5mg/ml acetone in glycerol-water 75:25) and the
fluorescence intensity of the IFD was determined.
Results: POMxm increased lifespan in N2 (1'<0.05) but not in
the daf-16 mutant (1'>0.05). EA extended lifespan in both
strains (1'<0.05). Higher doses of UA (50 flM) increased the
lifespan in N2 (1'<0.05). Fluorescent intensity of IFD was
reduced by POMxm in daf-16(mgDf50)lmutant. The
fluorescent intensity was increased in EA treated animals,
while it was reduced it in daf-16(mgDf50)1 (1'<0.05).
Conclusions: These data suggested that in C. elegans POMxm
increases lifespan is daf-16 dependent, which was abolished in
the daf-16 mutant. EA is more potent than UA on lifespan
extension, which may involve other pathway(s).
T-P-3532
Resveratrol Attenuates Obesity-Related Renal and
Systemic Alterations During Acute and Chronic
Endoplasmic Reticulum Stress
Elizabeth Figueroa-Juarez Mexico City Distrito Federal,
Claudia Tovar-Palacio Tovar-Palacio Mexico, City D.F.,
Margarita Teran-Garcia Urbana Illinois

Obesity, 2015 The 33rd Annual Scientific Meeting of the Obesity Society

Background: Renal lipid accumulation has been associated
with chronic renal lailure in obese patients. Molecular
mechanisms seem to implicate lipotoxicity and induction of
endoplasmic reticulum (ER) stress. Resveratrol (R) is a natural
bioactive compound that elicits benefits over some obesity-
related metabolic disorders
Methods: The objective was to evaluate the effect of R
supplementation on a high fat (HI') diet over a chronic and
acute induction of ER stress. Male C57BL/6 mice were fed for
28 weeks with four different dietary treatments: Control (C),
C+R (CR), HI', and HF+R (HFR). At the end of the study, half
of the animals on each group were treated with tunicamycin
(T) to induce acute ER stress. Weight gain, glucose tolerance
test (GTT), indirect calorimetry and serum biomarkers were
analyzed.
Results: Compared to HI' mice, weight gain was decreased in
the HFR group along with a significant increase in 02
consumption and C02 production during fasting and fed state.
Mice in the HI' and HFR groups had sustained increase in GTT
compared to C and CR. Tot.al- and LDL-cholesterol were
lower in HFR group compared to HI' group. Mice in the non-T
treated groups (CR and HFR) did not show a decrease in
glucose, total- and LDL-cholesterol compared to those in the
CR+T and HFR+T groups. In contrast, T-treated groups (C+T
and HF+ T) had lower glucose, total- and LDL-cholesterol
compared to C and HI' treated animals. No differences were
observed in other biomarkers (albumin, creatinine, AST, ALT
and triglycerides) in CR+T and HFR+T groups despite the
acute ER stress induction.
Conclusions: In cOllclusion, resveratrol supplementation
showed beneficial effects over body weight gain, metabolic
oxidation rate and biochemical parameters with and without
pharmacological induction of ER stress.
T-P-3533
Short-Tcrm High Fat Dict Impairs I'ostprandial Mctabolic
Flexibility in Skelctal Muscle.
Suzanne Bowser Christiansburg Virginia, Ryan McMillan
Blacksburg Virginia, Nabil Boutagy Blacksburg Virginia,
Michael Tarpey Blacksburgs Virginia, Kristin Osterberg
Blacksburg VA, Madlyn Frisard Blacksburg VA, Andrew
Neilson Blacksburg VA, Brenda Davy Blacksburg Virginia,
Kevin Davy Blacksburg Virginia, Matthew Hulvcr Blacksburg
VA

Background: Obesity, diabetes and the metabolic syndrome
are associated with metabolic inflexibility, the inability of
skeletal muscle to adapt and respond to various nutrient states.
The purpose of this study was to determine the effects of an
acute, 5-day, isocaloric high fat diet (BFD) on skeletal muscle
postprandial substrate metabolism in healthy, non-obese, male
humans.
Methods: Eleven subjects (age 22.1 x 1.7 yrs, BMI 22.3 x 2.8)
were fed an isocaloric control diet (2788 x 53.03 kcal/d, 30.9%
fat, 9.4% of kcal sat fat) for 2 weeks, followed by 5 days of an
isocaloric to habitual energy intake HFD (53.8% fat, 24.5% of
kcal sat fat). Subjects underwent a high fat meal challenge
(kcal -30% daily energy intake, 64% fat) before and after the
HFD. Muscle biopsies were obtained prior to and 4 hours
following the meal. Skeletal muscle substrate metabolism was
assessed by measuring the oxidation of(U-14C]-glucose and
[1-14C]-palmitic acid. Metabolic flexibility was assessed by
measuring [ 1-14C]-pyruvate oxidation +/- palmitate. Insulin
sensitivity was assessed prior to and following HFD via I.V.
glocose tolerance test. Intestinal pe1111eabilitywas assessed via
sugar probe test.
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Abstract

Renal lipid accumulation has been associated with chronic renal failure in obese
patients. Molecular mechanisms seem to implicate lipotoxicity and induction of
endoplasmic reticulum (ER) stress. Resveratrol (R) is a natural bioactive compound
that elicits benefits over some obesity-related metabolic disorders. The objective
of this study was to evaluate the effect of R supplementation on a high fat (HF) diet
over a chronic and acute induction of ER stress in C57BL/6 mice. Male mice were
fed for 28 weeks with four different dietary treatments: Control (C), C+R (CR), HF,
and HF+R (HFR). At the end of the study, half of the animals on each group were
treated with tunicamycin (T) to induce acute ERstress. Weight gain, glucose
tolerance test (GTT), indirect calorimetry and serum biomarkers were analyzed.
Weight gain of the HFR group was lower than HF accompanied with a significant
increase in 02 consumption and C02 production during fasting and fed state. Mice
in the HF and HFR groups had lower glucose tolerance compared to C and CR.
Total- and LDL-cholesterol were lower in HFR group compared to HF group. Mice
treated with T had lower glucose, total- and LDL-cholesterol compared to C and
HF groups. No differences were observed in other biomarkers (albumin, creatinine,
AST, ALT and triglycerides) in CR+ T and HFR+T groups despite the acute ER stress
induction. In conclusion, resveratrol supplementation showed beneficial effects on
body weight gain, energy expenditure and biochemical variables with and without
pharmacological induction of ER stress.
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AI comparar los valores de concentraci6n de albumina serica de los grupos de

animales administrados con tunicamicina respecto a los grupos de animales que

no fueron tratados con ella, se puede observar que los grupos (C+ T) y (AG+ T).

mostraron una tendencia hacia valores menores de concentraci6n de albumina

respecto a los grupos (C) y (AG); mientras que los grupos (CR+ T) Y (AGR+ T) no

mostraron una tendencia hacia valores menores de concentraci6n de albumina

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

Como se mencion6 en la introducci6n y en el apartado anterior, en un estudio

dirigido por nuestro grupo de trabajo (Tovar-Palacio et aI., 2014), se demostr6 que

la inducci6n del estres del RE por tunicamicina promueve el desarrollo de

lipogenesis renal y con ello estimula el dano renal. Este dana renal inducido por la

tunicamicina provoca la hipoalbuminemia en suero en todos los grupos (C+ T) y

(AG+ T); sin embargo, los grupos (CR+ T) y (AGR+ T) presentaron un

comportamiento similar al de los grupos no tratados con tunicamicina, y no

muestran esta tendencia hacia la disminuci6n de los valores de albumina, a pesar

de que en ninguno de los grupos se presenta una diferencia estadisticamente

significativa.

Por 10 que la suplementaci6n con resveratrol en ratones alimentados con una dieta

control, as! como con una dieta alta en grasa, sugiere un efecto renoprotector

sobre la concentraci6n de albumina en suero; sin embargo no mostr6 un efec:to

estadisticamente significativo.

8.0 CONCLUSIONES

• EI resveratrol suplementado a una dosis de 200 mg/kg pc/d redujo

significativamente el incremento de peso corporal en ratones C57BLJ6

alimentados con una dieta control y una dieta alta en grasa respecto a los

grupos no suplementados con resveratrol.

• EI resveratrol suplementado en una dosis de 200 mg/kg pc/d d en raton,es

C57BL/6 no indujo ningun efecto en la prueba de tolerancia a la glucosa
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intraperitoneal, tanto en los animales alimentados con una dieta control

como con una dieta alta en grasa, respecto a los animales no

suplementados con resveratrol.

EI 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 proporcion 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, incremento de forma

estadisticamente significativa el volumen de oxigeno consumido en ambas

dietas suplementadas con resveratrol respecto a los no suplementados con

resveratrol.

EI resveratrol suplementado en una dosis de 200 mg/kg pc/d presento 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 estadisticamente significativa; asi rnismo,

mantuvo la concentracion de glucosa dentro del rango normal ante la

induccion farmacologica de estres de reticulo endoplasmico y no presento

diferencia estadisticamente significativa respecto a los grupos

suplementados con resveratrol sin tunicamicina.

EI resveratrol suplementado en una dosis de 200 mg/kg pc/d redujo la

concentracion de colesterol total y LDL en ratones C57BL/6 alimentados

con una dieta alta en grasa de forma estadisticamente significativa respecto

al grupo no suplementado con resveratrol; asi mismo, mantuvo la

concentracion de colesterol total y LDL dentro del rango normal ante la

induccion farmacologica de estres de reticulo endoplasmico en las dietas

suplementadas con resveratrol, tanto control como alta en grasa, sin

presentar diferencia estadisticamente significativa respecto a los grupos

suplementados con resveratrol sin Tunicamicina.

• EI resveratrol suplementado en una dosis de 200 mg/kg pc/d no presento

diferencia estadisticamente significativa en la concentracion de colesterol

HDL en ratones C57BU6 suplementados alimentados con una dieta control
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y una dieta alta en grasa; y mantuvo la concentraci6n de colesterol HDL en

valores normales ante la inducci6n del estres de reticulo endoplasmico, sin

presentar diferencia estadisticamente significativa respecto a los grupos

suplementados con resveratrol sin tunicamicina en ambas dietas
suplementadas.

EI resveratrol suplementado en una dosis de 200 mg/kg pc/d no redujo la

concentraci6n de trigliceridos de forma estadisticamente significativa l~n

ratones C57BL/6 suplementados alimentados con una dieta control y una

dieta alta en grasa; asi mismo, mantuvo la concentraci6n de trigliceridos en

el rango normal en ambas dietas suplementadas a diferencia de las no

suplementadas ante Ja inducci6n farmacol6gica de estres de reticulo

endoplasmico, y ambos grupos presentaron un incremento

estadisticamente significativo respecto a los grupos suplementados con
resveratrol sin tunicamicina.

EI resveratrol suplementado en una dosis de 200 mg/kg pc/d present6 una

tendencia a mejorar el perfil hepatico (composici6n corporal de higado,

transaminasas ALT y AST) Y no present6 hepatotoxicidad en ratones

C57BL/6 alimentados con una dieta control y una dieta alta en grasa, a

pesar de no mostrar diferencia estadisticamente significativa; y mantuvo los

valores de dichos parametros en valores dentro del rango normal (AST) 0

cercanos al rango normal (ALT) ante la inducci6n farmacol6gica del estres

del reticulo endoplasmico sin presentar diferencia estadisticamente
significativa respecto a los grupos sin tunicamicina.

EI resveratrol suplementado en una dosis de 200 mg/kg pcld mostr6 una

tendencia a dismunuir la concentraci6n de creatinina en suero y aumentar

la concentraci6n de albumina en suero hasta el rango normal de valores en

ratones C57BU6 alimentados con una dieta alta en grasa aunque no

present6 diferencia estadisticamente significativa; y mantuvo la

concentraci6n de dichos parametros en valores normales ante la inducci6n

farmacol6gica de estres de reticulo endoplasmico en ambas dietas

suplementadas con resveratrol aunque ningun grupo present6 diferencia
estadisticamente significativa.
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Figura 29. Esquema representativo de conclusiones generales del proyecto.
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9.0 PERSPECTIVAS

o Realizar un analisis morfohistol6gico para poder evaluar las estructuras

generales de las celulas del rii'i6n. identificar componentes celulares que

contienen hidratos de carbono, fibras de colageno, su estado de inflamacicln

y acumulaci6n de grasas neutras con la finalidad de evaluar el efecto del

resveratrol y de la inducci6n al estres del RE a nivel histol6gico en tejido

renal.
o Determinar el efecto del resveratrol sobre la expresi6n relativa en tejido

renal del RNAm de los genes implicados en la via de SIRT1/AMPK Y las

proteinas implicadas en la respuesta a proteinas no plegadas activada

por la inducci6n farmacol6gica del estres del RE.

o Determinar el efecto del resveratrol sobre la expresi6n relativa en tejido

renal de las proteinas implicadas en la via de SIRT1/AMPK Y las

proteinas implicadas en la respuesta a proteinas no plegadas activada

por la inducci6n farmacol6gica del estres de reticulo endoplasmico.
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Informe tecnico final del proyecto de investigacion

"Efecto del resveratrol en la lipogenesis renal, inflamaci6n y estres oxidante en el
establecimiento de la obesidad y el sind rome metab6lico"

No. de Registro CINVA 921
Clave: NMM-921-13/15-1

A. Formacion de recursos humanos:

Se gradu6 un alumno a nivel y licenciatura y esta en proceso un alumna a nivel
maestria

1. Tesis dirigida a nivellicenciatura (concluida):

"EI efecto del resveratrol sobre el estres del reticulo endoplasmico en la
lipogenesis renal en ratones C57BU6"
Alumno: Elizabeth Irina Figueroa Juarez
Ario de graduaci6n : 2015
Instituci6n : Facultad de Quimica, UNAM.

2. Tesis dirigida a nivel maestria (en proceso):

"Evaluaci6n de la utilizaci6n de resveratrol como modulador de la lipogenesis renal
y la respuesta al est res del reticulo endoplasmico Em ratones C57BU6".
Alumno: Elizabeth Irina Figueroa Juarez
Ario de graduaci6n : 2017 (en proceso)
Instituci6n: Universidad Nacional Aut6noma de ME!xico
Posgrado en Ciencias Biol6gicas, Biomedicina.

B. Presentacion de los avances del proyecto en Congresos Nacionales e
Internacionales.

1. Claudia Tovar-Palacio, Ivan Torre-Villalvazo, Gabriela Aleman, Elizabeth
Figueroa-,Juarez, Nimbe Torres, Armando R Tovar, Ricardo Correa-Rotter.
(2014) Unfolded protein response on renal lipogenesis in C57BU6 mice.
FASEB J :2014 vol. 28 no. 1 Supplement 1029.2.

2. Elizabeth Figueroa-Juarez, Claudia Tovar-Palacio Tovar-Palacio, Margarita
Teran-Garcia. (2015). Resveratrol Attenuates Obesity-Related Renal and
Systemic Alterations During Acute and Chronic Endoplasmic Reticulum
Stress. Obesity, 2015 The 33rd Annual Scientific Meeting of the Obesity
Society. Abs. T-P-3532.

3. Claudia Tovar-Palacio, Margarita Teran-Garcia, Elizabeth Figueroa-Juarez,
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Ivan Torre-Villalvazo, Lilia G Noriega, Armando R Tovar, Ricardo Correa-
Rotter.(2016) Resveratrol attenuates obesity related renal and sytemic
alterations during acute and chronic endoplasmic reticulum. FASEB J 2016
vol. 30 no. 1 Supplement 692.24.

4. Elizabeth Figueroa-Juarez, Leon Islas Weinstein2, Rogelio Hernandez-
Pando, Armando R Tovar, Claudia Tovar-Palacio (2016). Renal
endoplasmic reticulum stress and its modulation by Resveratrol. Keystone
symposia on molecular and celular biology. Cellular Stress Responses and
Infectious Agents (S4) Abs.(1 022).

5. Elizabeth Figueroa-Juarez, Leon Islas Weinstein, Rogelio Hernandez-
Pando, Lilia G. Noriega, Victoria Ramirez, Armando R Tovar, Ricardo
Correa-Rotter, Claudia Tovar-Palacio. (2017) Beneficial effects and
modulation on renal acute and chronic endoplasmic reticulum stress by
Resveratrol. WCN17-1316.

A. Publicaciones:

La publicacion correspondiente a este proyecto se encuentra en proceso de ser
enviada para su publicacion a una revista de arbitraje internacional. EI titulo del
manuscrito es: "The role of the Unfolded Protein Response on renal lipogenesis in
C57BL/6 mice". En el momento que se tenga la aceptacion de esta publicacion se
Ie hara lIegar con la finalidad de completar el expediente.
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INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICIQN
SALVADOR ZUBIRAN

Dra. Norma BobadKlla Sandoval
Coordinadora de la CINVA
Presente

Estimada Ora. Bobadilla:

Mexico. D.F. a 25 de Abril del 2017

Por este conducto me permito solicitar el cierre del protocolo: "Efecto del resveratrol en la

lipogenesis renal, inflamaci6n y estres oxidante en el establecimiento de la obesidad y

el sindrome metab6Iico". can No. de Registro CINVA 921 Y Clave: NMM-921-13j15-1,
debido a que el protocolo ha concluido.

Sin otro particular por el momento, quedo de usted.

Atentamente,

-'1?~ -
Ora. Claudia Tere~a ovar Palacio

Investigadora en Ciencias Medicas C
Departamento de Nefrologfa y Metabolismo Mineral

Avenida Vasco de
Quiroga NO.15
Colonia Belisario
Dominguez Secci6n XVI
Delegaci6n Tlalpan
C6digo Postal 14080
Mexico, Distrito Federal
Tel. (52)54870900
www.incmnsz.mx
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INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

Ora. Claudia Tovar Palacios
Depto. Nefrologia y Metabolismo Mineral
Presente

Estimada Ora. Tovar:

Mexico, o.F. a 10 de Febrero de 2016

Atentamente,

Sin otro particular par el momento, quedo de usted.

Por este conducto Ie informo que su proyecto: "EFECTO DEL RESVERATROL
EN LA LIPOGENESIS RENAL, INFLAMACION Y ESTRES OXIDANTE EN EL
ESTABLECIMIENTO DE LA OBESIDAD Y EL SiNDROME METABOLlCO.", con
registro CINVA: NMM-921-13/15-1 finalizo en agosto de 2015. En mayo del 2015
usted solicito una prorroga que no fue autorizada debido a que no se justifico
adecuadamente el uso de mas animales. Hasta la fecha no tuvimos respuesta de
su parte, por 10 que, Ie solicito de la manera mas atenta realice el cierre de su
protocolo mediante el formato que se anexa a la presente. De no recibir respuesta +-l
de su parte en el plazo de 30 dias, el protocolc:i se dar{~ por cerrado. ' 0 t.{;~eJ'"

JL~;J-v1
rJU. toc.e'i. ,- c; 0\-yL-0
~o/~
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Codlgo Post,1i 1.~080
1I1e:ico, Distrito Federal
Tel. (52)54870900
www.incmnsz.mx

c.c.p Dr Gerardo Gamba Ayala, Director de Investigaci6n
MVZ Mariela Contreras Escamilla, Jefa del DIEB

N.L".B/nom

http://www.incmnsz.mx


ISTITUTO NACIONAL DE
IENCIAS MEDICAS

NUTRICION
ALVADOR ZUBIRAN

"2015, Ano del Generallsimo Jose Maria Morelos y Pavon"
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DEPARTAr'v1ENM~~~exi 0, D. F., a 12 de Junio de12015.

INVESTIGACI6N EXPERIMENTAL
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Dra. ClaJ!dia-T...eresaI,ovar-Palacto
Depto<Bioiogia Cte-rclReproduccion

esente.

REF: CINVA-921 NMN-921-13-15-1

Estimado Ora. Tovar.:

Habiendo analizado detalladamente el Protocolo de Investigacion Experimental titulado:

"Efecto del resveratrol en la lipogenesis renal inflamaci6n y E~Stres en el establecimiento
de la obesidad y el sindrome metab6lico"

Este comite ha dictaminado no aprobar la pr6rroga hasta justificar para que utilizaran los
100 animales, ya q;Je en el protocolo original solo se solicitaron solo 50 ratones.

Sin mas por el momento quedo de usted.

Atentamente,

'~tt(Lu\r
Ora. NO~A. Bobadilla sa~doval

Coordinadora de la Comision de Investigacion en Animales

c.c.p. Dr. Gerardo Gamba, Director de Investigacion
M.V.Z. Mariela Contreras Escamilla, Jefa del Bioterio

venida Vasco de
uiroga NO.15
olonia Belisario

ominguez Secci6n r~AB/
elegaci6n Tlalp~4i' nom
6digo Postal 14080
lexico, Distrito Federal
"I. (52)54870900
.ww.incmnsz.mx
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21 de mayo de 2015
INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

Ora. Norma Bobadilla Sandoval
Coordinadora de la Comisi6n de Investigaci6n en Animales
Presente.

Con referencial al proyecto de investigaci6n "Efeeto del resveratrol en la lipogenesis renal,
inflamaei6n y estres oxidante en el estableeimiento de la obesidad y el sind rome
metab6lieo" solicito una prorroga para extender la vigencia de este proyecto. Cuyo numero de
registro es CINVA: 921 y la Clave: NMM-921-13/15-1.

La extensi6n de la vigen cia se solicita por los siguientes motivos:

1. No fue posible iniciar el proyecto en el momento de su aprobaci6n ya que el bioterio en
aquel momento no contaba con la cantidad de animales solicitados, para 10 cual fue
necesario esperar un ario para obtenerlos.

2. Por otro lado, la investigaci6n ya se inici6 de acuerdo a 10 establecido en el protocolo
sometido, sin embargo, aun quedan varias mediciones por completar para poder concluir el
proyecto. Una de las grandes limitantes es que el estudio evalua las modificaciones
metab61icas en tejido renal, el cual es de tamario muy reducido en este modelo animal.
Por esta razon no fue posible realizar todos las analisis correspondientes tales como:
histologfas, euantificacion de Iipidos neutros en el tejido, as! como la determinacion del
estado de fosforilaci6n de algunas protefnas involucradas en las rutas metabolicas a
estudiar.

3. Finalmente, es de gran importancia la determinacion y evaluacion de varios parametros
bioqufmicos en orina, la cual tampoco fue suficiente durante la recolecci6n del estudio
previo.

IONAL DE CIENCIAS
"INSTITUTO N~~ '( NUTRICION
. '" MEDIC OR ZU6\RAN"
"'''' "SALVAD•• t",,$2Atentamente,

Por estas circunstancias, se solicita la extensi6n de la vigen cia para poder avanzar en el proyecto
con resultados mas completos y con un mayor entendimiento del analisis bioqufmico y metab61ico
que se desea estudiar por 10eual se solicita: 100 animales mas en dos exhibiciones con una
diferencia de 8 meses entre cada exhibicion. Adicionalmente de 15 animales que serviran para el
montaje de diversas tecnicas.

--?1\ ~~ * ~2 p.: 20\5 *
, ~ .. - ,"OLOGIA

Ora. Claudia Teresa Tovar Palacio Y"PAR1AMEN10 ut \ tl n
Investigadora en Ciencias Medicas C Lc. MElA130LlSMO MINERAL

Departamento de Nefrologia y Metabolismo MI I

c.C.p. Dr. Gerardo Gamba, Director de Investigacion.
A v en ida Vas cod e M.v.Z Mariela Contreras Escamilla, Jefa de Investigacion
Quiroga NO.15
Colonia Belisario
Dominguez Secci6n XVI
Delegaci6n Tlalpan
C6digo Postal 14080
Mexico, Distrito Federal
Tel. (52)54870900
www.incmnsz.mx
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Agosto 12,2013

Ora. Claudia Teresa Tovar Palacio
Investigadora en Ciencias Medicas
Departamento de Nefrologfa y Metabolismo Mineral
P resente.

Can referencia al proyecto de investigacion: ((Efecto del resveratrol en la lipogenesis
renal, inflamaci6n y estres oxidante en el establecimiento de la obesidad y el
sindrome metab6Iico".

Registro CINVA: 921

Clave: NMM-921-13/15-1

La Comision de Investigacion en Animales (CINVA) reviso el proyecto, y se decidio
APROBARLO para su desarrollo.

ccp. Dr. Ruben Lisker Y.- Director de Investigacion
MVZ. Griselda Salmeron Estrada.- Secreta ria CINVA
Ora. Nimbe Torres y Torres.- CINVA
MVZ.M.C. Ma. de la Luz Streber J.- CINVA
Dr. Gonzalo M. Torres Villalobos.- CINVA
Dr. Emiliano Tesoro Cruz.- CINVA
MVZ.M.en C. ()ctavio Villanueva S.- Invest.Exp.y Bioterio

Vasco de Quiroga No. 15
Colonia Secci6n XVI
Delegaci6n Tlalpan
Mexico, D. F. 14000
Tel. (52)54870900
www.incmnsz.mx ~\
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SALVADOR ZUBIRAN

Agosto 12,2013

Ora. Claudia Teresa Tovar Palacio
Investigadora en Ciencias Medicas
Departamento de Nefrologfa y Metabolismo Mineral
P resente.

Con referenda al proyecto de investigacion: "Efecto del resveratrol en la lipogenesis
renal, inflamaci6n y estres oxidante en el establecimiento de Ia obesidad y el
sindrome metab6Iico".

Registro CINVA: 921

Clave: NMM-921-13/15-1

La Comision de Investigacion en Animales (CINVA) reviso el proyecto, y se decidio
APROBARLO para su desarrollo.

- //-~
/Dr. Ra ae nzalez

/

Coordin,ador de la Comision de Investigacion en Animales

////

ccp. Dr. Ruben Lisker Y.- Director de Investigacion
MVZ. Griselda Salmeron Estrada.- Secreta ria CINVA
Ora. Nimbe Torres y Torres.- CINVA
MVZ.M.C. Ma. de la Luz Streber J.- CINVA
Dr. Gonzalo 1Vl. Torres Villalobos.- CINVA
Dr. Emiliano Tesoro Cruz.- CINVA

!'.'!\'Z.~1.enc. ~L.avio Villanueva S.- Invest.Exp.y Bioterio

Vasco de Quiroga NO.15
Colonia Secci6n XVI
Delegaci6n Tlalpan
Mexico, D. F. 14000
Tel (52)54870900
www.incmnsz.m:<
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Titulo del proyecto:

Tipo de proyecto:

Antecedentes:

"EFECfO DEL RESVERATROL EN LA LIPOGENESIS RENAL. INFLAMACI6N Y ESTR1':S OXIDANTE EN EL

ESTABLECIMIENTO DE LA OBESIDAD Y EL SfNDROME METAB6LICO"

Investigaci6n Experimental

Entre las consecuencias metab6licas mas importantes de la obesidad. se encuentran las alteraciones del metabolismo de lipidns.

Estas alteraciones dan como resultado hiper/ipidemia, resistencia a la insulina, hiperglicemia y enfermedades cardiovasculares

(Listenberger et al.. 20(3). En hrma especifica se ha sugerido la hiperlipidemia que puede cursar con el deterioro renal mediado

por anomlalidades del metabolismo de Iipidos (Praga, 2002). En varios estudios. tanto en seres humanos como en animales

experimentales con diabetes, se ha demostrado una correlaci6n entre los lipidos del suero, Iipidos renales y proteinuria y una

progrcsi6n en el deterioro de la funci6n renal (Spencer et aI., 2004; Bonnet et aI., 2000; Gin et al.' 2000; Sun et aI., 2002).

La insuficiencia renal cr6nica es un proceso fisiopatol6gico de multiples etiologias, resultando en una inexorable disminuci6n del
numero y funci6n de las nefronas (Schrier, 2004). La enferrnedad cr6nica renal evoluciona hacia la falla renal para 10 cual es
necesario el tratamiento dialitico 0 trasplante para el mantenimiento de la vida (KJDOQl. 2002; He et aI., 1999; Foley et aI.,
1998; Munter et al.. 2002; Gerstein et aI., 2001).
EI incremento en la prevalencia de individuos con sfndrome metab61ico se ha asociado fuertemente como un factor de riesgo para
el desarrollo de la enfermedad cr6nica renal asf como de la enfermedad renal terminal (Hsu, 2006; [seki, 2004). Recientemente se
ha demostrado el papel que juegan los Ifpidos intrarrenales en la enfermedad renal inducida por obesidad (Jiang et aI., 200S). Por
10 tanto. la acumulaci6n de Iipidos parece tener un papel muy importante en la patogenesis renal. produciendo en sus primeras
etapas cambios estructurales y funcionales en el rinan. Inicialmente se asumi6 que la formaci6n de dep6sitos de Iipidos en los
riiiones obedecia a los niveles e1evados de estos en suero. Recientemente se ha encontrado que la sintesis end6gena de Ifpidos

': '1'< .,; ~ 1"~..lS.2:.a un £lapel fundamental en el desarrollo de estos dep6sitos en el riii6n. El mecanismo por el cual la ~besidad caus~ daiio renal
. ,li0 se ha esclarecldo completamente y es muy probable que Illvolucre toda una combillaclon de anormalldades tanto

:Cj~P) 'r::' N' .:';Q'CI~~odinamicas como metab61icas (Tesauro et al.. 20 II). La progresi6n de la enfermedad renal cr6nica se encuentra usual mente

~compaiiada por inflamaci6n, hipertrofia, estres oxidante y anorrnalidades del metabolismo de Ifpidos y de la glucosa. Por 10
~ ~nto, se debenin analizar las alternativas que puedan revertir dic~.os procesos para la prevenci6n 0 tratamiento de la enfermedad

'lJ. - J renal cr6nica y la enfermedad renal terminal. Los antioxidantes naturales son una de las altemativas que puedan ayudar en el
.•':;I... - ," ':. tratamiento y prevenci6n de esta constelaci6n de alteraciones fisiol6gicas. EI resveratrol es un antioxidante natural con una amplia

t-I>::>. ~ _ • _ " . '_" _' •.• ~ •.1' •• iC~ de reportes sobre sus beneficios metab6licos. EI resveratrol es una fitoalexina polifen61ica que se encuentra en forma
natural en muchas especies de plantas. incluyendo vides de uva y bayas. Presenta una amplia gama de beneficios para la salud
desde el punto de vista farmacol6gico como antioxidante, antimutagenico, anti-inflamatorio, estrogenico. anticancerfgeno y
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cardioprotector. Aun mas. se hOIpens ado que el resveratrol es el responsable de que el consumo moderado de vino tinto se asocie

con una disminucion de 101mortalidad secundaria a 101enfennedad coronaria (Kopp et OIl.. 1998). En estudios recientes se hOI
reforzado esta teoria 10 cual hOIconducido a postular que el resveratrol tiene un papel crucial en 101proteccion cardiovascular
otorgada por las uvas y eI vino (Bertelli y Das. 2009). Los estudios mas recientes conducidos en animales han abierto una
perspectiva prometedora del potencial usa del resveratrol en 101prevencion y el tratamiento de desordenes metabolicos serios
como 101obesidad.

EI resveratrol es un compuesto natural que afecta el melabolismo energetico y 101funcion mitocondrial y sirve como un
mimetizador de 101restriccion calorica. por 10 menos en modelos animales de obesidad. Se hOIdemostrado que el resveratrol activa
101cinasa activada por adenosfn monofosfato (AMPK). incrementa los niveles de las protefnas sirtufna I (SIRT I) Y coactivador
del receptor activado por proliferadores de peroxisomas (PPAR) gamma I alfa (PGC-I a), incrementa 101actividad de 101citrato
sintasa mitocondrial sin cambios en el contenido de 101protefna y mejora 101respiracion mitocondrial en musculo. La actividad de
101cinasa que activa a 101AMPK. LKB I, es critica para 101regulaeion de 101gluconeogenesis y consecuentemente de 101homeostasis
de 101glucosa. En el musculo esqueletico y el corazon. 101actividad de 101AMPK lIeva a 101fosforilacion e inhibicion de 101acetil-
CoA carboxilasa (ACC). Esta inhibicion resulta en 101disminucion de los niveles de malonil-CoA que es en sf mismo, un
inhibidor de 101camitina palmitoiltransferasa I (CPT I). Con 101disminucion del inhibidor de 101CPT I ocurre un incremento
concomitante de 101b-oxidacion de los acidos grasos en 101mitocondna. Un incremento en 101oxidacion de los acidos grasos. asf
como de 101glucolisis. lIevarn a un aumento de 101produccion de ATP. Adicionalmente, se hOIdemostrado que 101AMPK fosforila
y asf regula las actividades de varias protefnas involucradas en el metabolismo de Ifpidos como: 101hidroximetil glutaril CoA
(HMG-CoA) reductasa. lipasa sensible a hormonas (HSL), glicerol fosfato aciltransferasa. malonil-CoA descarboxilasa (MCD).
sintasa de glucogeno y creatina cinasa (CK). Con 10 cual se observa que 101actividad de 101AMPK afecta no solo 101homeostasis
de 101glucosa sino tambien 101homeostasis de los acidos grasos e incluso 101homeostasis energetica incluyendo el metabolismo del

glucogeno y el metabolismo de colesterol y de 101fosfocreatina. Adicionalmente 101activacion de 101AMPK conduce ala
disminucion del nivel de 101protefna de union OIlelemento de respuesta a los esteroles-I (SREBP-I), un factor de transcripcion
que es un regulador clave en 101expresion de varias enzimas lipogenicas. Existe evidencia de que el resveratrol protege contra el

estres oxidante y 101inllamacion por medio del aumento de 101expresion genica y actividad de AMPK en ratones diabeticos
(Chang et al.• 2011; Palsamy et OIl..2011). Sin embargo. en eI rinon no existe informacion suficiente sobre el impacto del
resveratrol que permita evaluar su efecto sobre 101disminucion ee 101lipotoxicidad renal. Por otro lado. se hOIdemostrado que el

resveratrol es un potente inductor de SIRTl (Borra et OIl..2005; Ajmo et OIl..2008). En celulas de mamfferos. el resveratrol
promueve 101expresion celular de 101protefna SIRTI y estimula en fonna dramatica su actividad (Cohen et 011..2004). Sin
embargo. aun no esta claro el mecanismo molecular por medio del cual el resveratrol induce 101actividad de SlRTI in vivo. Se
han demostrado que el resveratrol modula el metabolismo de Ifpidos principal mente por medio de 101senalizacion de SIRT I (Baur
et OIl..2006; Lagouge et al.. 2006; Picard et OIl..2004; Rodgers et OIl..2007).
En estudios recientes se hOIexplorado el posible efecto protector del resveratrol en el tejido renal durante el proceso de 101obesidad.
Sin embargo. no se hOIdescnto el impacto del resveratrol sobre 101lipogenesis renal y sobre 101inflamacion y el estres oxidante
denvados de 101misma. Consecuentemente. 101SIRTI Y 101AMPK representan objetivos atractivos en el desarrollo de terapias para
prevenir 101enfennedad renal inducida por 101obesidad. Por 10 tanto el presente estudio tiene como objetivo investigar el posible efecto

benefico del resveratrol sobre 101disminucion de Ifpidos renales. inicio del proceso inflamatono. estres oxidante y disfuncion renal en
101obesidad.

EI incremento en 101incidencia de enfermedades cronico-degenerativas en Mexico presenta una sene de nuevos retos tales como

101busqueda de nuevas altemativas para 101prevencion y tratamiento de estas enfermedades en el sector salud. La enfermedad

cronica renal esta relacionada directamente con 101hipertension. 101diabetes y las dislipidemias. enfennedades que han alcanzado

proporciones epidemicas en nuestro pafs. Para prevenir 0 retrasar estas complicaciones. es necesano que 101gente se proteja

mediante estilos de vida mas saludables. que incluya ejercicio. evitar el consumo de sal y azucar en exceso y que el consumo de

grasas sea adecuado. Las modificaciones a las dietas. en el manejo de 101obesidad y en forma particular en el mejoramiento del

perfil lipfdico se han enfocado tradicionalmente a evitar las grasa saturada y el colesterol. Sin embargo. estudios actuales estan

mostrando que el manejo de los Ifpidos hOIsido sobresimplificado. es decir basando dichas dietas unicamente en 101reduccion de

grasa saturada y colesterol. Especfficamente. se hOIdejado a un lado 101correlacion del metabolismo como un todo en el

entendimiento de los efectos beneficos 0 toxicos en diversas patologfas tales como 101 insuficiencia renal. En este senti do. existe

evidencia que los antioxidantes como el resveratrol juegan un pa?el relevante en el mantenimiento niveles adecuados de glucosa.

Ifpidos y parametros adecuados de 101tension arterial. Por 10 tanto. los antioxidantes naturales son una de las altemativas que

puedan ayudar en el tratamiento y prevencion de esta constelacion de alteraciones fisiologicas.

EI pres.ente proyecto pre tende demostrar que. en un modelo de obesidad y sfndrome metabolico. 101suplementacion con

resveratrol promueve una disminucion de 101lipogenesis a nivel renal y sistemico y que a SU vez esta mejoria se rellejara en una

disminucion del proceso inflamatono y de estres oxidante a nivel renal 10 cual podra prevenir 0 disminuir el dano renal. Este
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proyecto generani nuevo conocimiento acerca del papel que juega el resveratrol sobre la lipogenesis renal como herramienta para

el mejoramiento del dano renal. Especfficamente, el proyecto brindani informaci6n sobre la regulaci6n del metabolismo energetico

del rin6n con especial enfasis en el metabolismo de lipidos. Cabe mencionar que es un proyecto original con un enfoque integral

que perrnitira entender los cambios metab6licos que ocurren de manera global en el tejido renal sobre el mecanismo por el cual el

resveratrol puede detener 0 mejorar el dano renal a nivel de metabolismo de lipidos. Los datos obtenidos perrnitinin que se

publique un articulo original en una revista intemacional arbitrada de alto impacto, asi como la graduaci6n de dos estudiantes de

Licenciatura.

En ratones alimentados con una dieta alta en grasa, el consumo de resveratrol reducira en el rin6n panimetros relacionados con el

contenido de lipidos en tejido renal y disminuirn la sintesis end6gena de lipidos y en forma concomitante reducira el estres

oxidante, la inflamaci6n y de manera concomitante el dano renal. La disminuci6n de lipidos a nivel sistemico y renal sern una

consecuencia del aumento de las proteinas AMPK y SIRTI que promueven la oxidaci6n de lipido,. Adicionalmente, el

resveratrol disminuira el estres oxidante y los marcadores de inflarnaci6n.
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19/06/2015

Si

Investigador

Tovar Palacio, Claudia Teresa

I'ohlacion vulncrablc

(0) Comentarios

Participaci6n

lnvestigador responsable

Orden de participaci6n Investigador responsable

S{

Poblacion vulnerable vinculado al
prolocolo

Olra poblacion::

Ninguna de las anteriores

No aplica
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Objetivo:

Tipo de objetivo:

11/06/13 01:38 PM

Determinar el efecto de una dieta alta en grasa suplementada con resveratrol, sobre el metabolismo de !fpidos (lipogenesis y

oxidaci6n de acidos grasos), inflamaci6n y estres oxidante en el tejido renal de ratones.

General

Objetivo: I. Determinar la ganancia de peso y consumo de alimento de los ratones antes y despues del tratamiento dietario en los 6

Tipo de objetivo:

grupos para observar el efecto del resveratrol utilizando diferentes concentraciones (400 mg/kg y 600 mg/kg).

2. Analizar los parametros bioqufmicos en el modelo de obesidad inducida con las diferentes concertaciones de resveratrol
(glucosa. trigliceridos, co/esterol y acidos grasos libres).

3. Analizar los parametros hormonales en el modelo de obesidad inducida con las diferentes concentraciones de
resveratrol (Ieptina, adiponectina, insulina y glucagon).

4. Determinar la funci6n renal en los ratones antes del tratamiento y posterior al tratamiento con una dieta donde se ha
inducido la obesidad y se ha suplementado con diferentes concentraciones de resveratrol (urea y creatinina).
5. Estudiar las caracteristicas histol6gicas y morfol6gicas del tejido renal provenientes de ratones obesos a1imentados con
concentraciones de resveratrol (Tinci6n de rojo oleoso, hematoxilina-eosina).

6. Determinar el efecto de diferentes concentraciones de resveratrol en la expresi6n de genes involucrados en el
metabolismo de !fpidos y genes involucrados en el metabolismo de !fpidos a nivel renal en las siguientes vfas:

I. Lipogenesis en tejido renal: SREBP-Ic. ACC Y sintasa de acidos grasos (FAS).
2. Oxidacion de acidos grasos en tejido renal: PPARa, CPT -I, acil CoA oxidasa (AOX), acil CoA'

deshidrogenasa (ACAD).

3. Lipolisis: HSL. PPARg.
4. Balance energetico: AMPK, SIRT -I, LKB 1. PGC Ia.

7. Analizar la abundancia y nivel de fosforilaci6n de algunas protefnas involucradas en las siguientes rutas metab6licas:

a. Lipogenesis en tejido renal: SREBP-Ic nuclear y total. ACC y p-ACe. FAS y p-FAS.
b. Oxidacion de acidos grasos en tejido renal: PPARa
c. Lip6lisis: PPARg
d. Balance energetico: AMPK, p-AMPK, SIRT -I, LKB I.

8. Analizar el estado inflamatorio del tejido renal y a nivel sistemico en un modelo animal de obesidad el cual ha sido
suplementado con resveratrol evaluando la expresi6n (A Nm) y los niveles de interleucina 6 (IL-6). factor de necrosis
tumoral alfa (TNF alfa), y factor nuclear kappa B (NFkB).

9. Evaluar el estres oxidante en tejido renal en los animales obesos tratados con diferentes concentraciones de resveratrol
midiendo la peroxidaci6n de !fpidos y la oxidaci6n de proteinas en tejido renal y la excreci6n urinaria de H202. Tambien

se evaluara la expresi6n genica del factor de transcripci6n 2 relacionado con el factor nuclear eritroide-2 (Nrf2), de su
represor la proteina I asociada a Kelch y parecida a ECH (Keap-I) y de las enzimas antioxidantes catalasa. glutati6n
peroxidasa. glutati6n reductasa, super6xido dismutasa dependiente de Cu/Zn y super6xido dismutasa dependiente de Mn).
La transcripci6n de estas Iiltimas enzimas depende de la activaci6n del factor Nrf2.

Especifico (s)
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Metodologia
gral:

METODOLOGfA CIENTfFICA:

ANIMALES Y ALiMENTACI6N:

Diseiio del estudio:

Se ulilizanin 48 ratones macho de la cepa C57BU6 de 4 semanas de edad provenientes de la compania Charles River Laboralories. USA. que se
mantendran en microaisladores con un cicio luz/oscuridad de 12 hrs .. con con sumo de alimenlo en polvo ad Ubitum en comederos de acero. con dieta

estandar recomendada por AIN-93 (Reeves et al.. 1993). Los animales se aclimataran a la dieta durante Ires dias, y los tralamientos dietarios se
administraran durante un periodo de 12 semanas. Los animales lendran acceso ad libitum a agua potable en bebederos de 250 mL. Durante el periodo de

enlrenamiento y las 12 semanas del estudio. La temperatura a la cual se mantendran los ratones sera de 20-22°C. con una humedad relativa del 40-60%. EI
alimento se mantendra almacenado a 4°C. Cad a vez que sea necesario se lrasladara la cantidad suficiente de alimento por medio de su transporte en bolsas
nuevas y dobles de plastico.

Deseripcion de la maniobra 0 intervencion: Duranle las 12 semanas del tratamienlo dietario, se registrara el peso corporal y el consumo de los animales
cada tercer dia. Un dia antes al sacrificio los animales se colocaran en cajas metab61icas con la finalidad de recolectar la orina de 24 h. Para la obtenci6n de

muestras y tejidos despues de las 12 semanas del estudio. los animales se desangraran por punci6n cardiaca previa eulanasia por saturaci6n con di6xido de
carbono por ser un metodo rapido y sin sufrimiento. el cual permite obtener el maximo volumen de sangre. Se recolectara la sangre con tubos con gel
separador para la determinaci6n de parametros bioquimicos y hormonales (glucosa. insulina, leptina, coleslerol, trigliceridos y acidos grasos libres).
Posteriormente. a los animales se les realizara necropsia para oblener los rinones para realizar las histologias, la extracci6n de RNA, de proteina total y de
lipidos neutros renales. EI tejido renal se almacenara a -80°C hasta su procesamiento. Para el analisis histol6gico. una porci6n de los tejidos se fijara en
formalina al 10% a 4°C.

Tamaiio de la muestra: EI experirnento se va a realizar con 5 grupos experimenlales mas un grupo control. Cada grupo estara constiluido por 8 ratones,
dando un total de 48 ratones. Sera necesario contar con aproximadamente 5 animales mas con la finalidad de estandarizar algunas tecnicas. EI calculo del

mlmero de muestra (n) se realiz6 segun la siguiente ecuaci6n para muestras independient,:s: n=2 [(Za/2 - Zp)2 / {(m 1-m2) /d}2]. Donde a= 0.05, Za/2=

1.645. p= 0.95 Y Z= -1.645. Se utilizaron los datos del nivel minimo y maximo de nitr6geno en sangre de un estudio previo (Champy et al.. 2008).
Tendremos un nivel de significancia de 5% y una frecuencia del 95% resultando en una n d,: 8 ratones por grupo.

Mecanismo de asignaci6n del tratamiento: Cada grupo de 8 ratones se solicitara en una sola exhibici6n ala compaiiia Charles River. USA. con la finalidad
de iniciar todos los tratamientos dielarios con los mismos tiempos.
Alimentacion:

Las dietas (Tabla 1) estan compuestas por: caseina libre de vitaminas (Harlan-teklan) al 19.87%. metionina al 0.14%. aceite de maiz al 5.16%, mezcla de

vitaminas AIN-93-VX (Harland-Tekland) 1.89%. colina al 0.19%, mezda de minerales Rogers-Harper (Harlan-Tekland) al 4.73%. celulosa al 2.84%.
sacarosa al 32% 0 cuanto falte para alcanzar el 100% de la diela. almid6n 32.59% y resveratrol con las siguientes concentraciones: 0, 400, 600 mg/Kg de
masa corporal para la dieta control con sus respectivas concentraciones de resveratrol.

Las dietas altas en grasa estaran compuestas por: casein a libre de vitaminas (Harlan-Teklad) al 24.14%, metionina al 0.17%, aceite de maiz al 5.75%,
manteca al 17.72%, mezda de vitaminas AIN-93- VX (Harland-Teklad) 2.99%, colina ai 0.23%. mezcla de minerales Rogers-Harper (Harlan-Teklad) al
5.75%. celulosa aI 1.72%. inulina al 1.72%. dextrina al 29.46% 0 cuanlo falte para complelar el 100% de la dieta, sacarosa aI 10.35%. La concentraci6n de
resveratrol sera de: O. 400, 600 mg/Kg de peso corporal. Se establecieron eslas dos diferentes concentraciones de resveratrol, considerando que en estudios
previos (Kim et aI., 201 I; Lagouge et al.. 2006) se demostraron efectos beneficos del resveratrol, a concentraci6n de 400 mg/Kg de masa corporal, en
ratones C57BU6J los cuales son de la misma cepa que se utilizara en este diseno experimental. Adicionalmente se desea analizar el efecto que tiene este
antioxidante si elevamos la concentraci6n en un 50% ya que tambien esta descrito en la literatura que no existe ningun efecto secundario a esta
concentraci6n.

Tabla 1. Composici6n de las dietas experimentales (gIlOO g dieta)

Porcenlaje (%) Control
Control + 400 Control + 600
mglKg resveratrol mgIKg resveratrol

Dieta alta en grasa

=]----------- ..
Dieta alta en grasa I Dieta alta en grasa
+ 400 mglKg + 600 mgIKg

I resveratrol I resveratrol
I
I
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Caseina 19,87 i 19,87 i 19,87 1241<1
124,14

1
24

'14
i

i I ' I
Metionina 0,14 0,14 10,14 : 0,17 I i10,17 0,17

I I , I
-l-- , I

Aceite de maiz 5,16 5,16 15,16 15,75 15,75 t 5,75
I

I 1 I
Manteca 1- - 1~9 E 117,72 17,72 I

I
Vitaminas

11,89 _f89 ~
2,99

12,99 I
1

Colina '0,19
10,19 10,23 0,23 10,23 I0,19

IMinerales 4,73 4,73 4,73 15,75 5,75 5,75 I

Celulosa 2,84 2,84 2,84 1,72 1,72
172 j

Inulina - - - 1,72 1,72 jI.72-----
Dextrina - - - 29,46 29,44

~~::ISacarosa 32,59 32,57 32,57 10,35 10,35

Almidon 32,59 32,59 32,59 a a

Resveratrol a 0,0124 0,0186 a 0,0124 1"0186 =J
Total

1100 1100 1100 IlOa 100 lOa

Las dietas se administraran de manera oral, ad libitum, colocando el alimento sobre la reja para que sea ingerido por los animales en cantidad suficiente
para cada raton,

Con estas dietas se cubren los requerimientos de protefnas y de grasas de los ratones en base a la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999, ya que el
porcentaje de protefna que contienen es aproximadamente del 20% (los valores presentados ya estan ajustados de acuerdo a la pureza del producto que se

emplea como fuente de proteinal, mientras que el requerimiento de grasa es del 5%, EI resveratrol sera incorporado y mezclado en las dietas
experimentales,

METODOS

OBTENCION DE MUESTRAS Y TEJIDOS: Al termino de los 84 dlas experimentales, los animales se desangranin por punci6n cardiaca previa

eutanasia por saturaci6n con di6xido de carbo no por ser un metodo rapido y sin sufrimiento, el cual permite oblener el maximo volumen de sangre. Se
recolectara la sangre en tubos con gel separador para la determinaci6n de parametros bioqufmicos, hormonales y de funci6n renal. Posteriormente, se

obtendra el tejido renal para realizar los estudios histol6gicos y morfometricos, la extracci6n de ARN total, protefna total y Ifpidos neutros renales. Para el
amilisis histol6gico, una porci6n de los tejidos se fijara en formalina al 10% a 4'C.

DETERMINACION DE PARA-METROS BIOQUIMICOS: Las concentraciones de trigliceridos, colesterol y glucosa en suero se determinaran con
estuches de reactivos de diagn6stico ill vitro (DiaSys Diagnostic Systems, Roche y Sigma). Los acidos grasos libres en suero se determinaran con el kit
NEFA C (Wako Chemicals).

ANALISIS DE PARA-METROS BIOQl1lMICOS Y HORMONALES EN EL SUERO DE LOS ANIMALES. La glucosa se deter.ninara por el
metodo de la glucosa oxidasa usando el autoanalizador YSI 2700. La concentraci6n de trigli:eridos, colesterol lotal, acidos grasos libre y glicerol en suero
se determinara usando ensayos enzimaticos-imericos (diaSys Diagnostic Sistems, Roche y Sigma). Las concentraciones de insulina, glucagon, adiponectina

y leptina en suero se determinara por medio de ELISA (Alpco Diagnosis 6 Enzo Life Sciences).

ANALISIS HISTOPATOLOGICO: Las muestras de tejido renal fijadas se deshidrataran en dos banos de etanol al 96%, dos banos de etanol al 100%, un
bano de etanol-xilol, dos banos de xilenos y tres banos de parafina. Posteriormente se incluir.in en casettes con parafina. Se realizaran cortes de 4-6 micras
y se teniran con hematoxilina-eosina para identificar las estructuras generales de la celula, con acido pery6dico de Schiff para identificc.r componentes
celulares que contienen hidratos de carbo no y con tricr6mico de Masson para visualizar c1ararnente las fibras de col,igeno. Adicionalmente se lIevara a cabo
una tici6n con rojo oleoso que tiene como finalidad la de identificar dep6sitos de grasas neutras. Con la ayuda de la tinci6n de hematoxilina-eosina se
calculara el tamano de los glomerulos en los diferentes tralamientos dietarios. Se analizaran 10 campos por muestra para evaluar estadisticamente los
cambios estructurales presentes.

EXTRACCION DE ARN DEL RINON: EI ARN total del rin6n se obtendra con el metodo descrito por Sarnbrook et al. (1987), el cual consiste en una
digesti6n con TRlZOL, seguida de una extracci6n con c1oroformo y una precipitaci6n con isopropanol. Para evaluar la integridad del ARN, se separaran 5
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mg de ARN par electroforesis en gel de agarosa al I% can formaldehfdo 2.2 M. EI ARN se cuantificani par media de espectrofotometrfa a 260 nm.

ENSAYOS DE EXPRESION DE GENES POR RT.PCR TIEMPO REAL EN TEJIDO RENAL:

A partir de 3 mg de RNA se lIevara a cabo la sfntesis de ADNc a traves de la reaccion de la transcriptasa reversa M-MLV can oligo-d(T). Las reaccion de
PeR en tiempo real se lIevara a cabo par triplicado can 150-300 ng de ADNc (dependiendo del rango dinamico para cada gen), en un equipo ABI PRISM
7000 sequence detection system (Applied Biosystems) en placas de 96 pozos siguiendo las instrucciones del fabricant (AB, User Bulletin no. 2) utilizando
la mezcla ''raqman Universal PCR Master Mix" y los oligos/sondas Taqman para de ensayo., de expresion para los siguientes genes (Tabla 2):

Tabla 2. Lista de genes a detenninar por PCR en tiempo real

Lipogenesis Oxidacion de acidos Balance energetico

I
Inflamacion

I
Defensa antioxidante

Igrasos

SREBP-I PPARa AMPK IL-6 Nrf2
~

ACC PPARg SIRTI TNFa Keap-I =~~FAS cpr-I LKBI NFkB SOD (Mn)
AOX PGCla SOD (Cu/Zn)

HSL GPx -~
!

ACAD I GR I

EX PRESION DE FACfORES DE TRANSCRIPCION DE METABOLISMO DE LiPIDOS, EST RES OXIDANTE E INFLAMACION EN
TEJIDO RENAL: EI ARN oblenido de tejido renal se sometera a la accion de la transcriptasa reversa para obtener el ADNc. Este ADNc se sometera a un
analisis par PCR de tiempo real utilizando oligonucleotidos especfficos para cada uno de los genes a amplificar (termociclador de tiempo real, 7000
sequence detection system, Applied Biosystems). Los genes a ser analizados se describen en la Tabla 2. Se utilizara a ciclofilina como gen constitutivo.

CALORIMETRiA INDIRECf A: Los animales se alojaran de forma individual y se aclirnataran a las jaulas del calorfmetro durante 24 horas antes de la
recoleccion de intercambio de gases y los datos de consumo de alimentos. EI consumo de oxfgeno (Oz • V) Y la descarga de dioxido de carbona (COz • V)

se controlaran cada 3 minutos durante 24 horas. (Coleman, EUA). Se calcularan el cociente respiratorio (V • COz I V • 02)' la tasa de consumo de energfa

(3,816 x V. 0z + 1,231 x V. CO2), la tasa de oxidacion de grasas (grasa I W, 1,67 x (V • 0z-V • COz) I PC) Y la tasa de oxidacion de carbohidratos

(CHO I W, 4,51 x 3,18 x COz-V • 0z/peso cO'lloral). Cuatro ratones de cada grupo se utilizaran en cad a ensayo y el experimento se realizara par

duplicado.

ANALISIS DE LA FUNCION RENAL: La funcion renal se evaluara mediante la detelminacion de la creatinina serica, el nitrogeno ureico en sangre
(BUN) y el aclaramiento de la creatinina. La creatinina en suero y en orina y el BUN se medira can un autoanalizador. Las protefnas totales, tanto sericas
como en orina, se determinaran de acuerdo a la tecnica de Lowry et al. (1951).

EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE EXTRACTO DE PROTEINA TOTAL: La proteina se extraera can amortiguador de lisis Ripa (N-P40
1%, desoxicolato de sodio 0.5%, SDS 0.1 % Y azida de sodio I nM disuelto en PBS) en presencia de inhibidores de proteasas (Roche) y fosfatasas durante
45 min a 4°C. EI homogenizado se centrifugara a 14,000 'llm por 15 min a 4°C. La porcion de sobrenadante se recuperara y la concentracion de protefna
total se cuantificara por el metoda de Lowry (DC Protein Assay, Bio-rad), utilizando alblimina serica bovina (Bio-Rad) como estandar de concentracion
para la curva de referencia.

ENSAYOS DE LA CUANTIFICACION DE PROTEINAS ESPECiFICAS, SU EST ADO DE FOSFORILACION A NIVEL RENAL POR
MEDIO DE WESTERN BLOT: Para de tee tar la concentracion, el estado de fosforilacion y acetilacion de las proteinas, eI extracto de proteinas totales
(20-60 mg) de las muestras de rinon se calentara a 8YC en solucion amortiguadora de muestra para corrimiento (Bio-Rad) can 2-beta mercaptoetanol al
5%. Posteriormente las protefnas se separaran en geles desnaturalizantes de poliacrilamida (8 al 12% segun el tamano de la protefna) y se transferiran a una
membrana de PVDF). Se bloqueara; can leche al 5% baja en grasa de y Tween 20 al 0.1 %. Los inmunoblots se incubaran a 4°C toda la noche can los
anticue'll0s primarios de interes (SREBP-l, ACC, ACC fosforilado, FAS, FAS fosforilado, PPARa, PPARg, AMPK, AMPK rosforilado, LKBI, SIRT I),
seguido de los anticue'll0s secundarios correspondientes acoplados can tluorescencia, para que posteriormente las bandas de expresion de cada protefna
puedan ser detectadas y cuantificadas en un equipo de imagenologfa "BioSpectrum 500" (UVP). Los val ores relativos obtenidos de las bandas de las
protefnas de interes se dividiran entr,~ los val ores de la proteina con expresion constitutiva (actina).

CONTENIDO DE TRIGLICERIDOS EN RINON: Se obtendran los Ifpidos totales en rinon par el metoda de Okuno (1998). Se homogenizara el tejido
congelado durante un minuto en NaCI 150 mM, Triton X-lOa 0.1 % Y Tris 10 mM precalentado a 45°C. Se tomara una alfcuota del homogenizado para la

cuantificaci6n de trigliceridos usando un ensayo enzimatico-imetrico (DiaSys Diagnostic Systems). Se extraera el ADN del resto del homogenado para
normalizar el contenido de trigliceridos par celula. Esta extraccion se realizara par media de una incubacion can SDS al 0.1 %, proteinasa K 100 mg/mL y
EDTA 10 mM, seguida de extracciones de fenol:cloroformo:isoamilico y precipitacion can acetato de sodio (Ok uno, 1998). Finalmente las muestras de
ADN se resuspenderan en amortiguador TE, pH 8 con ribonucleasa A para su cuantificacion y pureza a 260 y 280 nm, respectivamente.
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ANALISIS ESTADisTICO: Los resultados se expresanin como la media de cada grupo. Las diferencias entre los valores de ganancia de peso, ingestion
de alimento, asf como los valores obtenidos de los parametros bioqufmicos y hormonales, se evaluaran por analisis de varianza (ANOVA) de dos vfas con

un nivel de significancia de p<0.05. La diferencia significativa entre los grupos control y problemas se determinara mediante la prueba de Fisher usando el
program a (program a de anal isis estadfstico JMP 60.3. de SAS).

Metodologfa: Critcrios de seh~ech)n
(0) Comentarios

Criterios de seleccion del protocolo:

Bcncticio (s) del cstudio

(0) Comentarios

Beneficio:

Tipo de beneficio:

Mctodologfa: Desenlaee~' variables
(0) Comentarios

Metodologia de descenlace y variables:

No aplica

EI incremento en la incidencia de enfermedades cronico-degenerativas en Mexico presenta una serie de nuevos retos tales como

la busqueda de nuevas alternativas para la prevencion y tratamiento de estas enfermedades en eI sector salud. La enfermedad

cronica renal esui relacionada directamente con la hipertension, la diabetes y las dislipidemias, enfermedades que han alcanzado

proporciones epidemicas en nuestro pais. Para prevenir 0 retrasar estas complicaciones, es necesario que la gente se proteja

mediante estilos de vida mas saludables, que incluya ejercicio, evitar el consumo de sal y azucar en exceso y que el consumo de

grasas sea adecuado. Las modificaciones a las dietas, en el manejo de la obesidad y en forma particular en el mejoramiento del

perfil lipfdico se han enfocado tradicionalmente a evitar las grasa saturada y el colesterol. Sin embargo, estudios actuales estan

mostrando que el manejo de los \ipidos ha sido sobresimplificado, es decir basando dichas dietas unicamente en la reduccion de

grasa saturada y colesterol. Especfficamente, se ha dejado a un lado la correlacion del metabolismo como un todo en el

entendimiento de los efectos bem;ficos 0 toxicos en diversas patologias tales como la insuficiencia renal. En este sentido, existe

evidencia que los antioxidantes como el resveratrol juegan un papel relevante en el mantenimiento niveles adecuados de glucosa,

\ipidos y parametros adecuados de la tension arterial. Por 10 tanto, los antioxidantes naturales son una de las alternativas que

puedan ayudar en el tratamiento y prevencion de esta constelacion de alteraciones fisiologicas.

No aplica
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Manejo de confidencialidad
(0) Comentarios

Acciones, estrategias y precauciones que No aplica
seran tomadas para proteger la
confidencialidad de la informacion de los
pacientes.:

I'onderacion genenll de desgos contra hendicios del estlldio propllcsto
(0) Comentarios

11/06/13 01:38 PM

Ponderacion general de riesgos contra
beneficios del estudio propuesto:

Riesgo (s) del cstudio
(0) Comentarios

No aphca

Molestias generadas por el estudio: no aplica

Complieaciones del procedimiento: no aplica

Efeetos adversos reportados de no apliea
medicamentos 0 sus!ancias utilizadas:

Metodos de seguridad para el no aplica
diagnostico oportuno y prevencion de los
riesgos:
Procedimientos a seguir para resolver los no apliea
riesgos en caso de que se presenten:

Otro tipo de riesgo: no apliea

Conscntimicnto informado
(0) Comentarios

Hoja de informe al paciente:

Carta de consentimiento informado:
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"EFECTO DEL RESVERATROL EN LA UPOGtNESIS RENAL. INFLAMACI6N Y ESTRtS OXIDANTE EN EL

ESTABLECIMIENTO DE LA OBESIDAD Y EL SfNDROME METAB6uco"

Investigacion Experimental

Entre las consecuencias metabolicas mas importantes de la obesidad. se encuentran las alteraciones del metabolismo de lipidos.

Estas alteraciones dan como resultado hiperlipidemia. resistencia a la insulina. hiperglicemia y enfennedades cardiovasculares

(Listenberger et al.. 2003). En fonna especifica se ha sugerido 1'1 hiperlipidemia que puede cursar con el deterioro renal mediado

por anonnaJidades del metabolismo de Iipidos (Praga, 2002). En varios estudios, tanto en seres humanos como en ani males

experimentaJes con diabetes, se ha demostrado una correlacion entre los lipidos del suero, Iipidos renales y proteinuria y una

progresion en el deterioro de la funcion renal (Spencer et aI., 2004; Bonnet et aI., 2000; Gin et aI., 2000; Sun et aI., 2002).

La insuficiencia renal cronica es un proceso fisiopatologico de multiples etiologias. resultando en una inexorable disminucion del
numero y funcion de las nefronas (Schrier, 2004). La enfennedad cronica renal evoluciona hacia la falla renal para 10 cual es
necesario el tratamiento dialitico 0 trasplante para el mantenimiento de la vida (K1DOQI, 2002; He et aI., 1999; Foley et aJ.,
1998; Munter et al.. 2002; Gerstein et al.. 200 I).

EI incremento en la prevalencia de individuos con sindrome metabolico se ha asociado fuertemente como un factor de riesgo para
el desarrollo de la enfennedad cronica renal asi como de la enfennedad renal tenninal (Hsu, 2006; Iseki, 2004). Recientemente se
ha demostrado el papel que juegan los lipidos inlrarrenales en la enfermedad renal inducida por obesidad (Jiang et aI., 2005). Por
10 tanto, la acumulacion de lipidos parece tener un papel muy importante en la patogenesis renal. produciendo en sus primeras
etapas cambios estructurales y funcionales en el rinon. Inicialmente se asumio que la fonnacion de depositos de Iipidos en los
rinones obedecfa a los niveles elevados de estos en suero. Recientemente se ha encontrado que la sintesis endogena de lipidos
juega un papel fundamental en el desarrollo de estos depositos en el rinon. EI mecanismo por el cual la obesidad causa dano renal
no se ha esclarecido completamente y es muy probable que involucre toda una combinacion de anonnalidades tanto
hemodinamicas como metabolicas (Tesauro et aJ., 2011). La progresion de la enfennedad renal cronica se encuentra usual mente
acompanada por intlamacion, hipertrofia, estres oxidante y anormalidades del metabolismo de lipidos y de la glucosa. Por 10
tanto, se deberan analizar las altemativas que puedan revertir dichos procesos para la prevencion 0 tratamiento de la enfennedad
renal crollica y la enfennedad renal tenninal. Los antioxidantes naturales son una de las altemativas que puedan ayudar en el

tratamiento y prevencion de esta constelacion de alteraciones fisiologicas. EI resveratrol es un antioxidante natural con una amplia
gama de reportes sobre sus beneficios metabolicos. EI resveratrol es una fitoaJexina polifenolica que se encuentra en fonna

natural en muchas especies de plantas, incluyendo vides de uva y bayas. Presenta una amplia gama de beneficios para la salud
desde el punto de vista farmacologico como antioxidante, antimutagenico, anti-intlamatorio, estrogenico, anticancerigeno y
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cardioprotector. Aun mas, se ha pensado que el resveratrol es el responsable de que el consumo moderado de vino tinto se asocie
con una disminucion de la mortalidad secundaria a la enfermedad coronaria (Kopp et aI., 1998). En estudios recientes se ha
reforzado esta teoria 10 cual ha conducido a postular que el resveratrol tiene un pape! crucial en la protecci6n cardiovascular
otorgada por las uvas y el vino (Bertelli y Das. 2009). Los estudios mas recientes conducidos en animales han abierto una
perspectiva prometedora del potencial usa del resveratrol en la prevencion y el tratamiento de desordenes metabolicos serios
como la obesidad,

EI resveratrol es un compuesto natural que afecta el metabolismo energetico y la funci6n mitocondrial y sirve como un
mimetizador de la restriccion calorica. por 10 menDs en modelos animales de obesidad, Se ha demostrado que el resveratrol activa
la cinasa activada por adenosfn monofosfato (AMPK), incrementa los niveles de las protefnas sirtuina I (SIRT I) Y coactivador
del receptor activado por proliferadores de peroxisomas (PPAR) gamma 1 alfa (PGC-I a), incrementa la actividad de la citrato
sintasa mitocondrial sin cambios en el contenido de la protefna y mejora la respiracion mitocondrial en musculo. La actividad de
la cinasa que activa a la AMPK. LKB I. es critica para la regulacion de la gluconeogenesis y consecuentemente de la homeostasis
de la glucosa. En el musculo esqueletico y el corazon. la actividad de la AMPK lIeva a Ia fosforilacion e inhibicion de la acetiI-
CoA carboxilasa (ACC). Esta inhibicion resulta en la disminucion de los niveles de malonil-CoA que es en sf mismo, un
inhibidor de la camitina palmitoiltransferasa I (CPT I). Con la disminucion del inhibidor de la CPT I ocurre un incremento
concomitante de la b-oxidacion de los acidos grasos en la mitocondria. Un incremento en la oxidacion de los acidos grasos, asi
como de la glucolisis. lIevara a un aumento de la produccion de ATP. Adicionalmente, se ha demostrado que la AMPK fosforila

y asi regula las actividades de varias proteinas involucradas en el metabolismo de !ipidos como: la hidroximetil glutaril CoA

(HMG-CoA) reductasa, lipasa sensible a hormonas (HSL), glicerol fosfato aciltransferasa. malonil-CoA descarboxiJasa (MCD).

sintasa de glucogeno y creatina cinasa (CK). Con 10 cual se observa que la actividad de la AMPK afecta no solo la homeostasis
de la glucosa sino tam bien la homeostasis de los acidos grasos e mcluso la homeostasis energetica incluyendo el metabolismo del
gluc6geno y el metabolismo de colesterol y de la fosfocreatina. Adicionalmente la activacion de la AMPK conduce a la
disminucion del nivel de la protefna de union al elemento de re';puesta a los esteroles-I (SREBP-I). un factor de transcripcion
que es un regulador clave en la expresion de varias enzimas Iipogenicas. Existe evidencia de que el resveratrol protege contra el
estres oxidante y la inflamacion por medio del aumento de la expresion genica y actividad de AMPK en ratones diabeticos
(Chang et aI., 2011; Palsamy et aI., 2011). Sin embargo. en el rinon no existe informaci6n suficiente sobre el impacto del
resveratrol que permita evaluar su efecto sobre la disminucion de la lipotoxicidad renal. Por otro lado, se ha demostrado que el
resveratrol es un potente inductor de SIRTI (Borra et aI., 2005; Ajmo et al.. 2008). En celulas de mamfferos, el resveratrol
promueve la expresion celular de la proteina SIRTI y estimula en forma dramatica su actividad (Cohen et al.. 2004). Sin
embargo, aun no esta claro el mecanismo molecular por medio del cual el resveratrol induce la actividad de SIRTI in vivo. Se
han demostrado que el resveratrol modula el metabolismo de lipidos principalmente por medio de la senalizacion de SIRT 1 (Baur
et aI., 2006; Lagouge et al.. 2006; Picard et aI., 2004; Rodgers et I.. 2007).

En estudios recientes se ha explorado el posible efecto protector del resveratrol en el tejido renal durante el proceso de la obesidad.
Sin embargo. no se ha descrito el impacto del resveratrol sobre la lipogenesis renal y sobre la inflamacion y el estres oxidante
derivados de la misma. Consecuentemente, la SIRT I Y Ia AMPK representan objetivos atractivos en el desarrollo de terapias para

prevenir la enfermedad renal inducida por la obesidad. Por 10 tanto el presente estudio tiene como objetivo investigar el posible efecto
benefico del resveratrol sobre la disminucion de !ipidos renales. inicio del proceso inflamatorio, estres oxidante y disfuncion renal en

la obesidad.

EI incremento en la incidencia de enfermedades cr6nico-degenerativas en Mexico presenta una serie de nuevos retos tales como

la busqueda de nuevas altemativas para la prevencion y tratamiento de estas enfermedades en el sector salud. La enfermedad

cronica re'nal esta relacionada directamente con la hipertension, la diabetes y las dislipidemias, enfermedades que han alcanzado

proporciones epidemicas en nuestro pafs. Para prevenir 0 retrasar estas complicaciones. es necesario que la gente se proteja

mediante estilos de vida mas saludables, que incluya ejercicio, evitar el consumo de sal y azucar en exceso y que el consumo de

grasas sea adecuado. Las modificaciones a las dietas. en el manejo de la obesidad y en forma particular en el mejoramiento del

perfil lipfdico se han enfocado tradicionalmente a evitar las grasa saturada y el colesterol. Sin embargo, estudios actuales estan

mostrando que el manejo de los !ipidos ha sido sobresimplificado, es decir basando dichas dietas unicamente en la reduccion de

grasa satllrada y colesterol. Especificamente, se ha dejado a un lado la correlacion del metabolismo como un todo en el

entendimiento de los efectos beneficos 0 toxicos en diversas patologias tales como la insuficiencia renal. En este senti do, existe

evidencia que los antioxidantes como el resveratrol juegan un papel relevante en el mantenimiento niveles adecuados de glucosa,

lipidos y parametros adecuados de la tensi6n arterial. Por 10 tanco, los antioxidantes naturales son una de las altemativas que

puedan ayudar en el tratamiento y prevencion de esta constelacion de alteraciones fisiologicas.

EI presente proyecto pretende demostrar que, en un modelo de obesidad y sfndrome metabolico. la suplementacion con

resveratrol promueve una disminucion de la lipogenesis a nivel renal y sistemico y que a su vez esta mejoria se reflejara en una

disminuci<in del proceso inflamatorio y de estres oxidante a nivel renal 10 cual podra prevenir 0 disminuir el dano renal. Este
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proyecto generara nuevo conocimiento acerca del papel que juega el resveratrol sobre la lipogenesis renal como herramienta para

el mejoramiento del daiio renal. Especificamente, el proyecto brindara informaci6n sobre la regulaci6n del metabolismo energetico

del riii6n con especial enfasis en el metabolismo de Ifpidos. Cabe mencionar que es un proyecto original con un enfoque integral

que pemlitira entender los cambios metab61icos que ocurren de manera global en el tejido renal sobre el mecanismo por el cual el

resveratrol puede detener 0 mejorar el daiio renal a nivel de metabolismo de lipidos. Los datos obtenidos permitiran que se

publique un articulo original en una revista intemacional arbitrada de alto impacto, as! como la graduaci6n de dos estudiantes de

Licenciatura.

En ratones a1imentados con una dieta alta en grasa, el consumo de resveratrol reducira en el riii6n parametros relacionados con el

contenido de lipidos en tejido renal y disminuira la sintesis end6gena de lipidos y en forma concomitante reducira el estres

oxidante, la inflamaci6n y de manera concomitante el daiio renal. La disminuci6n de Ifpidos a nivel sistemico y renal sera una

consecuencia del aumento de las protein as AMPK y SIRT I que promueven la oxidaci6n de Ifpidos. Adicionalmente, el

resveratrol disminuira el estres oxidante y los marcadores de inflamaci6n.
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Oelerrninar el efecto de una dieta alta en grasa suplementada con resveratrol. sobre el metabolismo de lipidos (lipogenesis y

oxidaci6n de <icidos grasos), inflamaci6n y estres oxidante en el tejido renal de ratones.

General

Objetivo: I. Oeterrninar la ganancia de peso y consumo de alimento de los ratones antes y despues del tratamiento dietario en los 6

Tipo de objelivo:

grupos para observar el efecto del resveratrol utilizando diferentes concentraciones (400 mg/kg y 600 mg/kg).

2. Analizar los parametros bioquimicos en el modelo de obesidad inducida con las diferentes concertaciones de resveratrol
(glucosa, trigliceridos, colesterol y acidos grasos libres).

3. Analizar los parametros horrnonales en el modelo de obesidad inducida con las diferentes concentraciones de
resveratrol (Ieptina, adiponectina, insulina y glucagon).

4. Oeterminar la funci6n renal en los ratones antes del tratamiento y posterior al tratamiento con una dieta donde se ha
inducido 1a obesidad y se ha suplementado con diferentes concentraciones de resveratrol (urea y creatinina).

5. Estudiar las caracteristicas histol6gicas y morfol6gicas del tejido renal provenientes de ratones obesos alimentados con
concentradones de resveratrol (Tinci6n de rojo oleoso, hematoxilina-eosina).

6. Oeterrninar el efecto de diferentes concentraciones de resveratrol en la expreslOn de genes involucrados en el
metabolismo de lipidos y genes involucrados en el metabolismo de lipidos a nivel renal en las siguientes vias:

I. Lipogenesis en lejido renal: SREBP-Ic, ACC y sintasa de acidos grasos (FAS).
2. Oxidacion de :icidos grasos en lejido renal: PPARa, CPT -I, acil CoA oxidasa (AOX), acil CoA

deshidrogenasa (ACAO).
3. Lipolisis: HSL, PPARg.
4. Balance energetico: AMPK, SIRT-l. LKBI. PGCla.

7. Analizar la abundancia y nivel de fosforilaci6n de algunas proteinas involucradas en las siguientes rutas metab6licas:

a. Lipogenesis en lejido renal: SREBP-Ic nuclear y total. ACC y p-ACC, FAS Yp-FAS.
b. Oxidacion de :icidos grasos en lejido renal: PPARa
c. Lipolisis: PPARg
d. Balance energelico: AMPK, p-AMPK, SIRT-l. LKBI.

8. Analizar el estado inflamatorio del tejido renal y a nivel sistemico en un modelo animal de obesidad el cual ha sido
suplementado con resveratrol evaluando la expresi6n (ARNm) y los niveles de interleucina 6 (IL-6), factor de necrosis
tumoral alfa (TNF alfa), y factor nuclear kappa B (NFkB).

9. Evaluar el estres oxidante en tejido renal en los animales obesos tratados con diferentes concentraciones de resveratrol
midiendo la peroxidaci6n de Ifpidos y la oxidaci6n de protein as en tejido renal y la excreci6n urinaria de H202. Tambien

se evaluara la expresi6n genica del factor de transcripci6n 2 relacionado con el factor nuclear eritroide-2 (Nrf2), de su

represor la proteina I asociada a Kelch y parecida a ECH (Keap-l) y de las enzimas antioxidantes catalasa, glutati6n

peroxidasa, glutati6n reductasa, super6xido dismutasa dependiente de Cu/Zn y super6xido dismutasa dependiente de Mn).
La transcripci6n de estas 111timasenzimas depende de la activaci6n del factor Nrf2.

Especffico (s)
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Metodologia
gral:

METODOLOGfA CIENTfFICA:

ANIMALES Y ALIMENTACI6N:

Diseno del estudio:

Se utilizanin 48 ratones macho de la cepa C57BU6 de 4 semanas de edad provenientes de la compaiiia Charles River Laboratories, USA, que se
mantendran en microaisladores con un cicio luz/oscuridad de 12 hrs., con con sumo de alimento en polvo ad I(bilum en comederos de acero, con dieta
estandar recomendada por AIN-93 (Reeves et aI., 1993). Los animales se aclimataran a la dieta durante tres dias, y los tratamientos dietarios se
administraran durante un periodo de 12 semanas. Los animales tend ran acceso ad libilum a agua potable en bebederos de 250 mL. Durante el perfodo de
entrenamiento y las 12 semanas del estudio. La temperatura a la cual se mantendran los ratones sera de 20-22°C, con una humedad relativa del 40-60%. El
alimento se mantendra almacenado a 4°C. Cada vez que sea necesario se trasladara la cantidad suficiente de alimento por medio de su trans porte en bolsas
nuevas y dobles de plastico.

Descripcion de la maniobra a inlervencion: Durante las 12 semanas del tratamiento dietario, se registrara eI peso corporal y el consumo de los animales
cada tercer dia. Un dia antes al sacrificio los animales se colocaran en cajas metab61icas con la finalidad de recolectar la orina de 24 h. Para la obtenci6n de

muestras y tejidos despues de las 12 semanas del estudio, los animales se desangraran por punci6n cardiaca previa eutanasia por saturaci6n con di6xido de
carbono por ser un metodo rapido y sin sufrimiento, el cual permite obtener el maximo volumen de sangre. Se recolectara la sangre con tubos con gel

separador para la determinaci6n de parametros bioquimicos y hormonales (glucosa, insulina, leptina, colesterol, trigliceridos y acidos grasos libres).
Posteriormente, a los animales se les realizara necropsia para obtener los rinones para realizar las histologias, la extracci6n de RNA, de proteina total y de
Ifpidos neutros renales. EI tejido renal se almacenara a -80°C hasta su procesamiento. Para el anal isis histol6gico, una porci6n de los tejidos se fijara en
formalina al 10% a 4'C.

Tamano de 10 l1luestra: EI experimento se va a realizar con 5 grupos experimentales mas un grupo control. Cada grupo estara constituido por 8 ratones,
dando un total de 48 ratones. Sera necesario contar con aproximadamente 5 animales mas con la finalidad de estandarizar algunas tecnicas. EI calculo del

numero de muestra (n) se realiz6 segun la siguiente ecuaci6n para muestras independientes: n=2[(Za/2 - Zp)2/ {(ml-m2) /d}2j. Donde a= 0.05, Za/2;

1.645, p= 0.95 Y Z= -1.645. Se utilizaron los datos del nivel minimo y maximo de nitr6geno en sangre de un estudio previo (Champy et aI., 2008).
Tendremos un nivel de significancia de 5% y una frecuencia del 95% resultando en una n de 8 ratones por grupo.

Mecanismo de asignaci6n del tratarniento: Cada grupo de 8 ratones se solicitara en una sola exhibici6n ala compaiiia Charles River, USA. con la finalidad
de iniciar todos los tratamientos dietarios con los mismos tiempos.
Alimentacion:
Las dietas (Tabla 1) estan compu~:stas por: caseina libre de vitaminas (Harlan-teklan) al 19.87%, metionina al 0.14%, aceite de maiz al 5.16%, mezcla de

vitaminas AIN-93-VX (Harland-Tekland) 1.89%, colina al 0.19%, mezcla de minerales Rogers-Harper (Harlan-Tekland) al 4.73%, celulosa al 2.84%,
sacarosa al 32% 0 cuanto falte para alcanzar el 100% de la dieta, almid6n 32.59% y resveratrol con las siguientes concentraciones: 0, 400, 600 mg/Kg de

masa corporal para la dieta control con sus respectivas concentraciones de resveratrol.
Las dietas altas en grasa estaran compuestas por: casein a libre de vitaminas (Harlan-Teklad) al 24.14%, metionina aI 0.17%, aceite de maiz al 5.75%,
manteca al 17.72%, mezcla de vitaminas AIN-93-VX (Hariand-TekJad) 2.99%, colina al 0,23%, mezcla de minerales Rogers-Harper (Harlan-Teklad) al
5.75%, celulosa aI 1.72%, inulina al 1.72%, dextrina al 29.46% 0 cuanto falte para completar el 100% de la dieta, sacarosa al 10.35%. La concentraci6n de
resveratrol sera de: 0, 400, 600 mg/Kg de peso corporal. Se establecieron estas dos diferentes concentraciones de resveratrol, considerando que en estudios
previos (Kim et aI., 2011; Lagouge et aI., 2006) se demostraron efectos beneficos del resveratrol, a concentraci6n de 400 mg/Kg de masa corporal, en
ratones C57BU6J los cuales son de la misma cepa que se utilizara en este diseno experimental. Adicionalmente se desea analizar el efecto que tiene este
antioxidante si elevamos la concentraci6n en un 50% ya que tambien esta descrito en la literatura que no existe ningun efecto secundario a esta

concentraci6n.

Tabla 1. Composici6n de las dietas experimentales (gil 00 g dieta)

Control 400 Control 600
Dieta alta en grasa Dieta alta en grasa

+ + mgIKg 600 mgIKgPorcentaje (%) Control Dieta alta en grasa + 400 +
mgIKg resveratrol mgIKg resveratrol

resveratrol resveratrol

I
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,
I I I I I II ,

Caseina 19,87
1
19.87 119,87 : 24,14 124,14 124,14

~! !
Metionina 0,14 0,14 0,14 10,17 10,17 0,17

i
15,75

I
Aceite de maiz 5,16 5,16 5,16 15,75 5,75 Ii i I
Manteca

117,72 17,72 17,72
---,

- - -

Vitaminas 1,89 1,89 1,89 12,99 12,99 2.99
i -Colina 0,19 0,19 0,19 0,23 0,23 0,23

Minerales 4,73 4,73 4,73 5,75 5.75 5,75 I

Celulosa 2,84 2,84 2,84 1,72 1,72 1,72

Inulina - - - 1,72 1,72 1,72

Dextrina - - - 29,46 29,44 29,44

Sacarosa 32,59 32,57 32,57 10,35 10,35 10,35

Almidon 32,59 32,59 32,59 0 0 0

Resveratrol 0 0,0124 0,0186 0 0,0124 0,0186

Total
100 100 100 100 100 100

Las dietas se administraran de manera oral, ad libitum, colocando el alimento sobre la reja para que sea ingerido por los animales en cantidad suficiente
para cad a raton.

Con estas dietas se cubren los requerimientos de proteinas y de grasas de los ratones en base a la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999, ya que el
porcentaje de proteina que contienen es aproximadamente del 20% (los valores presentado:; ya estan ajustados de acuerdo a la pureza del producto que se
emplea como fuente de proteina), mientras que el requerimiento de grasa es del 5%. EI resveratrol sera incorporado y mezclado en las dietas
experimentales.

METODOS

OBTENCION DE MUESTRAS Y TEJIDOS: Al termino de los 84 dlas experimentales, los animales se desangraran por puncion cardiaca previa
eutanasia por saturacion con dioxido de carbono por ser un metodo rapido y sin sufrimiento, el cual permite obtener el maximo volumen de sangre. Se
recolectara la sangre en tubos con gel separador para la determinacion de parametros bioqulmicos, hormonales y de funcion renal. Posteriormente, se
obtendra el tejido renal para realizar los estudios histologicos y morfometricos, la extraccion de ARN total, protelna total y Ifpidos neutros renales. Para el
analisis histologico, una porcion de los tejidos se fijara en formalina al 10% a 4°C.

DETERMINACION DE PARAMETROS BIOQuiMICOS: Las concentraciones de trigliceridos, colesterol y glucosa en suero se determinanin con
estuches de reactivos de diagnostico in vitro (DiaSys Diagnostic Systems, Roche y Sigma). Los acid os grasos libres en suero se determinaran con el kit

NEFA C (Wako Chemicals).

ANAuSIS DE PARAMETROS BIOQuiMICOS Y HORMONALES EN EL SUERO DE LOS ANIMALES, La glucosa se determinara por el
metodo de la glucosa oxidasa usando el autoanalizador YS1 2700. La concentracion de trigliceridos, colesterol total, acidos grasos libre y glicerol en suero
se determinara usando ensayos enzimaticos-imericos (diaSys Diagnostic Sistems, Roche y Sigma). Las concentraciones de insulina, glucagon, adiponectina
y leptina en suero se determinara por medio de ELISA (Alpco Diagnosis 0 Enzo Life Sciences).

ANAuSIS HISTOPATOLOGICO: Las muestras de tejido renal fijadas se deshidrataran en dos banos de etanol al 96%, dos banos de etanol al 100%, un
bano de etanol-xilol, dos banos de xilenos y tres banos de parafina. Posteriormente se incluiran en casettes con parafina. Se realizaran cortes de 4-6 micras

y se teniran con hematoxilina-eosina para identificar las estructuras generales de la celula, con acido peryodico de Schiff para identificar componentes
celulares que contienen hidratos de ,:arbono y con tricromico de Masson para visualizar c1aramente las fibras de colageno. Adicionalmente se Ilevara a cabo

una ticion con rojo oleoso que tiene como finalidad la de identificar depositos de grasas neutras. Con la ayuda de la tincion de hematoxilina-eosina se
calculara el tamano de los glomerulos en los diferentes tratamientos dietarios. Se analizaran 10 campos por muestra para evaluar estadisticamente los
cambios estructurales presentes.

EXTRACCION DE ARN DEL RINON: EI ARN total del rinon se obtendra con el metodo descrito por Sam brook et al. (1987), el cual consiste en una

digestion con TRIZOL, seguida de una extraccion con c1oroformo y una precipitacion con isopropanol. Para evaluar la integridad del ARN, se separaran 5
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mg de ARN pOl' electroforesis en gel de agarosa aI I% con formaldehido 2.2 M. EI ARN se cuantificani pOI'medio de espectrofotometria a 260 nm.

ENSA YOS DE EXPRESION DE GENES POR RT -PCR T1EMPO REAL EN TEJIDO RENAL:
A partir de 3 mg de RNA se lIevani a cabo la sintesis de ADNc a traves de la reacci6n de la transcriptasa reversa M-MLV con oligo-d(T). Las reacci6n de
PCR en tiempo real se lIevani a cabo pOl' triplicado con 150-300 ng de ADNc (dependiendo del ran go dimimico para cada gen), en un equipo ABI PRISM
7000 sequence detection system (Applied Biosystems) en placas de 96 pozos siguiendo las instrucciones del fabricant (AB, User Bulletin no. 2) utilizando
la mezcla "Taqman Universal PCR Master Mix" y los oligos/sondas Taqman para de ensayos de expresi6n para los siguientes genes (Tabla 2):

Tabla 2. Lista de genes a detenninar por PCR en tiempo real

Lipogenesis O,ddacion de acidos Balance energetico Inllamacion Derensa antioxidante
grasos

SREBP-I PPARa AMPK IL-6 Nrf2

ACC PPARg SIRTI TNFa Keap-I

FAS CPT-I LKBI NFkB SOD (Mn)

AOX PGCla SOD (Cu/Zn)
HSL GPx
ACAD GR

EXPRESION DE FACTORES DE TRANSCRIPCION DE METABOLISMO DE LiPIDOS, EST RES OXIDANTE E INFLAMACION EN
TEJIDO RENAL: EI ARN obtenido de tejido renal se sometera a la acci6n de la transcriptasa reversa para obtener el ADNc. Este ADNc se someteni a un
analisis pOl' PCR de tiempo real utilizando 0ligonucle6tidos especfficos para cada uno de los genes a amplificar (termociclador de tiempo real, 7000
sequence detection system. Applied Biosystems). Los genes a ser analizados se describen en la Tabla 2. Se utilizani a ciclofilina como gen constitutivo.

CALORIMETRiA INDIRECf A: Los animales se alojaran de forma individual y se aclimataran a las jaulas del calorimetro durante 24 horas antes de la
recolecci6n de intercambio de gases y los datos de consumo de alimentos. EI consumo de oxigeno (Oz, V) Y la descarga de di6xido de carbo no (COz • V)
se controlanin cada 3 minutos durante 24 horas. (Coleman, EUA). Se calcularan el cociente respiratorio (V • COz / V • Oz), la tasa de consumo de energia

(3,816 x V. OZ + 1,231 x V. COz). la tasa de oxidaci6n de grasas (grasa / W, 1.67 x (V. Oz-V • COz) / PC) Y la tasa de oxidaci6n de carbohidratos

(CHO / W, 4,51 x 3,18 x COrY • 0z/peso corporal). Cuatro ratones de cada grupo se utilizanin en cada ensayo y el experimento se realizara pOl'

duplicado.

ANALISIS DE LA FUNCION RENAL: La funci6n renal se evaluara mediante la determinaci6n de la creatinina serica. el nitr6geno ureico en sangre
(BUN) y el aclaramiento de la creatinina. La creatinina en suero y en orina y el BUN se medira con un autoanalizador. Las proteinas totales, tanto sericas

como en orina. se determinanin de acuerdo a la tecnica de Lowry et al. (1951).

EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE EXTRACTO DE PROTEINA TOTAL: La proteina se extraera con amortiguador de lisis Ripa (N-P40
1%. desoxicolato de sodio 0.5%, SDS 0.1% y azida de sodio I nM disuelto en PBS) en presencia de inhibidores de proteasas (Roche) y fosfatasas durante
45 min a 4°C. EI homogenizado se centrifugara a 14,000 rpm pOl' IS min a 4°C. La porci6n de sobrenadante se recuperani y la concentraci6n de proteina
total se cuantificara pOl' el metodo de Lowry (DC Protein Assay, Bio-rad), utilizando albumina serica bovina (Bio-Rad) como estandar de concentraci6n

para la curva de referencia.

ENSAYOS DE LA CUANTIFICACION DE PROTEINAS ESPECiFICAS, SU ESTADO DE FOSFORILACION A NIVEL RENAL POR
MEDIO DE WESTERN BLOT: Para detectar la concentraci6n, el estado de fosforilacion y acetilaci6n de las proteinas. el extracto de proteinas totales
(20-60 mg) de las muestras de rii\6n se calentara a 85°C en solucion amortiguadora de muestra para corrimiento (Bio-Rad) con 2-beta mercaptoetanol al
5%. Posteriormente las proteinas se separaran en geles desnaturalizantes de poliacrilamida (8 al 12% segun el tamafio de la protein a) y se transferiran a una

membrana de PVDF). Se bloqueanin con leche al 5% baja en grasa de y Tween 20 al 0.1 %. Los inmunoblots se incubaran a 4°C toda la noche con los
anticuerpos primarios de interes (S EBP-I, ACC, ACC fosforilado. FAS. FAS fosforilado, PPARa. PPARg, AMPK, AMPK fosforilado, LKBI. SIRT I).
seguido de los anti cuerpos secundarios correspondientes acoplados con f1uorescencia, para que posteriormente las bandas de expresi6n de cada proteina
pucdan ser detectadas y cuantificadas en un equipo de imagenologia "BioSpectrum 500" (UVP). Los valores relativos obtenidos de las bandas de las

proteinas de interes se dividiran entre los valores de la proteina con expresi6n constitutiva (actina).

CONTENIDO DE TRIGLICERIDOS EN RINON: Se obtendran los lipidos totales en rifi6n pOl' el metodo de Okuno (1998). Se homogenizara el tejido
congelado durante un minuto en NaCi ISO mM, Trit6n X-IOO 0.1% Y Tris 10 mM precalentado a 4SOC. Se tomara una alicuota del homogenizado para la

cuantificaci6n de trigliceridos usando un ensayo enzimatico-imetrico (DiaSys Diagnostic Systems). Se extraera el ADN del resto del homogenado para
normalizar el contenido de trigliceridos pOl' celula. Esta extracci6n se realizara pOl'medio de una incubaci6n con SDS al 0.1%, proteinasa K 100 mg/mL y

EDTA 10 mM. seguida de extracciones de fenol:cloroformo:isoamilico y precipitaci6n con acetato de sodio (Okuno, 1998). Finalmente las muestras de

ADN se resuspendenin en amortiguador TE, pH 8 con ribonucleasa A para su cuantificaci6n y pureza a 260 y 280 nm, respectivamente.
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ANALISIS ESTADisTICO: Los resultados se expresaran como la media de cada grupo. Las diferencias entre los valores de ganancia de peso, ingestion
de alimento, asi como los valores obtenidos de los panimetros bioquimicos y hormonales, se evaluaran por anal isis de varianza (ANOYA) de dos vias con
un nivel de significancia de p<0.05, La diferencia significativa entre los grupos control y problemas se determinani mediante la prueba de Fisher usando el
programa (programa de analisis estadistico 1MP 6.0.3. de SAS).

Metodologia: Criterios de seleccilll1
(0) Comentarios

Criterios de seleccion del protocolo:

Beneticio (s) del estudio
(0) Comentarios

Beneficio:

Tipo de beneficio:

Metodologia: Descnlace y variables
(0) Comentarios

Metodologia de descenlace y variables:

No aplica

EI incremento en la incidencia de enfermedades cronico-degenerativas en Mexico presenta una serie de nuevos retos tales como

la busqueda de nuevas altemativas para la prevencion y tratamiento de estas enfermedades en el sector salud. La enfermedad

cronica renal esta relacionada directamente con la hipertension, la diabetes y las dislipidemias. enfermedades que han a1canzado

proporciones epidemicas en nuestro pais. Para prevenir 0 retrasar estas complicaciones, es necesario que la gente se proteja

mediante estilos de vida mas saludables, que incluya ejercicio. evitar el consumo de sal y azucar en exceso y que el consumo de

grasas sea adecuado. Las modificaciones a las dietas, e~ el manejo de la obesidad y en forma particular en el mejoramiento del

perfil lipidico se han enfocado tradicionalmente a evitar las grasa saturada y el colesterol. Sin embargo. estudios actuales estan

mostrandc que el manejo de los lipidos ha sido sobresimplificado, es decir basando dichas dietas unicamente en la reduccion de

grasa saturada y colesterol. Especfficamente. se ha dejado a un lado la correlacion del metabolismo como un todo en el

entendimiento de los efectos beneficos 0 toxicos en diversas patologias tales como la insuficiencia renal. En este senti do, existe

evidencia que los antioxidantes como el resveratrol juegan un papel relevante en el mantenimiento niveles adecuados de glucosa.

lipidos y panimetros adecuados de la tension arterial. Por 10 tanto, los antioxidantes naturales son una de las altemativas que

puedan ayudar en el tratamiento y prevencion de esta constelacion de alteraciones fisiologicas.

No aplica
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Manejo de confidencialidad
. (O)Comentarios

Acciones, estrategias y precauciones que No apli<:a
senin tomadas para proteger la
confidencialidad de la informacion de los
pacientes.:

Ponderacion general de riesgos contra beneticios del estl!dio propuesto
(0) Comentarios

11/06/13 01:38 PM

Ponderacion general de riesgos contra
beneficios del estudio propuesto:

Riesgo (s) del estudio

(0) Comentarios

No aplica

Molestias generadas por el estudio: no aplica

Complicaciones del procedimiento: no apliea

Efectos ad versos reportados de no apliea
medicamentos 0 sustancias utilizadas:

Metodos de seguridad para el no apliea
diagnostico oportuno y prevencion de los
riesgos:
Procedimientos a seguir para resolver los no apliea
riesgos en caso de que se presenten:

Otro tipo de riesgo: no apliea

Consentimiento infonnado
(0) Comentarios

Hoja de informe al paciente:

Carta de consentimiento informado:
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ANTECEDENTES:

Entre las consecuencias metab6licas mas importantes de la obesidad, se encuentran las alteraciones del metabolism
alteraciones dan como resultado hiperlipidemia, resistencia a la insulina, hiperglicemia y enfermedades cardiovasculares
2003). En forma especifica se ha sugerido la hiperlipidemia que puede cursar con el deterioro renal mediado por
metabolismo de Iipidos (Praga, 2002). En varios estudios, tanto en seres humanos como en animales experimentales
demostrado una correlaci6n entre los lipidos del suero, Iipidos renales y proteinuria y una progresi6n en el deterioro
(Spencer et aI., 2004; Bonnet et aI., 2000; Gin et aI., 2000; Sun et aI., 2002).

La insuficiencia renal cronica es un proceso fisiopatologico de multiples etiologfas, resultando en una inexorable dismin

funcion de las nefronas (Schrier, 2004). La enfermedad cr6nica renal evoluciona hacia la falla renal para 10 cual es nec{

dialftico 0 trasplante para el mantenimiento de la vida (KlDOQ I, 2002; He et aI., 1999; Foley et aI., 1998; Munter et aI., 2



2001).

EI incremento e la prevalencia de individuos con sfndrome metab61ico se ha asociado fuertemente como un fact

desarrollo de la enfermedad cr6nica renal asf como de la enfermedad renal terminal (Hsu, 2006; Iseki, 2004). Recient(

. demostrado el papel que juegan los Iipidos intrarrenales en la enfermedad renal inducida por obesidad (Jiang et aI., 201

acumulaci6n de Iipidos parece tener un papel muy importante en la patogcnesis renal, produciendo en sus prime

estructurales y funcionales en el rin6n. Inicialmente se asumi6 que la formaci6n de dep6sitos de Ifpidos en los rinones ot

elevados de estos en suero. Recientemente se ha encontrado que la sfntesis end6gena de Ifpidos juega un papel fundamenta

estos dep6sitos en el rine5n. EI mecanismo por el cual la obesidad causa dano renal no se ha esclarecido completamente y e

involucre toda una combinaci6n de anormalidades tanto hemodimlmicas como metab61icas (Tesauro et aI., 2011). I

enfermedad renal cr6nica se encuentra usualmente acompanada por inflamaci6n, hipertrofia, estrcs oxidante y

metabolismo de Ifpidos y de la glucosa. Por 10 tanto, se debenln analizar las alternativas que puedan revertir dichos proceso

: 0 tratamiento de la enfermedad renal cr6nica y la enfermedad renal terminal. Los antioxidantes naturales son una de

puedan ayudar en el Iratamiento y prevenci6n de esta constelaci6n de alleraciones fisiol6gicas. EI resveratrol es un antic

una amplia gama de reportes sobre sus beneficios metab6licos. EI resveratrol es una fitoalexina polifen61ica que se encuen

en muchas cspecies de plantas, incluyendo vides de uva y bayas. Presenta una amplia gam a de beneficios para la salud de~

farmacol6gico como antioxidantc, antirriutagenico, anti-inf1amatorio, estrogenico, anticancerfgcno y cardioprotector. Aun

, que cl rcsveratrol es el rcsponsahlc de que cI conSUlTlomoderado de I'ino limo se asocie con una disminuci6n de la mortal

; cnfcrmedad coronaria (Kopp eLal .• 1998). En estudios recientcs sc ha rcforzado csta leorfa 10 eual ha conducido a poswl:

liene un papel crucial cn la protecci6n cardiovascular otorgada por las uvas y el vino (Bcrtclli y Das, 2009). Los est'

i conducidos en ani males han ahierto una perspectiva prometedora del potencial uso del resveratrol en la prcvenci6n
des6rdenes metab6licos serios como la ohesidad.

EI rcsvermrol es un compuesto natural que afecta eJ ml:tabolismo cncrgclico y la funcian mitocondrial y sirve como UI

rl:stricci6n cal6rica. par 10 menos en modelos animales de obesidad. St: ha demosLrado que el resyeralrol activa la cinasa a(

monofosfato (AMPK), incremcllla los niveles de las protcfnas sirtuina I (SIRT I) y coaetivador del receptor activado p'

peroxisomas (PPAR) gamma I alfa (PGC-l a.). incrernenIa la actividad de la citnlto sinlasa mitocondrial sin camhios el

: proteina y mcjora la respiraci6n rnitocondrial en musculo. La actividad de la cinasa que activa a la AMPK, LKB I, es critic

: de la gluconeogenesis y consecuentemente de la homeostasis de la glucosa. En el musculo esquelctico y el coraz6n, la act

, lIeva a la fosforilaci6n e inhibici6n de la acetil-CoA carboxilasa (ACC). Esta inhibici6n resulta en la disminuci6n de los

CoA que es en sf mismo, un inhibidor de la carnitina palmitoiltransferasa I (CPT I). Can la disminuci6n del inhibidor de

; incremento concomitanle de la (j-oxidaci6n de los deidns grasos en In mitocondria. Un incremento en la oxidaci6n de Ie

; como de la gluc6lisis, lIevan! a un aumento de la producci6n de ATP. Adicionnlmente, se ha dcmoslrado que la AMPK f

las actividades de varias pl'otefnas involucradas en el metabolisrno de Iipidos como: In hidroximetiJ glutaril CoA (HMG-Cc

sensible a hormonas (HSL), glicerol fosfato aciltransfcrasa, malonil-CoA dcscarboxilasa (MCD), sintasa de gluc6geno y c

Con 10 cual se observa que la actividad de la AMPK afecta no s610 la homeostasis de la glucosa sino tamhicn la homec

, grasos e incluso la homeostasis energetica incluyendo el metabofismo del gluc6geno y el metabolismo de colesterol y

Adicionalmente la activacion de la AMPK conduce a la disminuci6n del nivel de la protefna de uni6n al elemento de resput

(SREBP-l), un factor de transcripci6n que es un regulador clave en la expresi6n de varias enzimas lipogcnicas. Existe

resveratrol protege contra el estrcs oxidante y la inflamaci6n por mcdio del aumento de la cxpresi6n genica y actividad d
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diabeticos (Chang et aI., 20 II; Palsamy et aI., 20 II). Sin embargo, en el rifton no existe informacion suficiente sobre el iml

que permita evaluar su efecto sobre la disminucion de la Iipotoxicidad renal. Por otro lado, se ha demostrado que el resve

' inductor de SIRTI (Borra et aI., 2005; Ajmo et aI., 2008). En celulas de mamfferos, el resveratrol promueve la expresion c

SIRTI y estimula en forma dramatica su actividad (Cohen et aI., 2004). Sin embargo, aun no esta claro el mecanismo mole

cual el resveratrol indu(;e la actividad de SIRTI ill vivo. Se han demostrado que el resveratrol modula el metabolismo de If~

! por medio de la seftalizaci6n de SIRTI (Baur et aI., 2006; Lagouge et aI., 2006; Picard et aI., 2004; Rodgers et aI., 2007).

En estudios recientes se ha explorado el posible efecto protector del resveratrol en el tejido renal durante el proceso de la (

. no se ha descrito el impacto del resveratrol sobre la lipogenesis renal y sobre la inflamacion y el estres oxidante d,

Consecuentemente, la SIRT I Y la AMPK representan objetivos atraclivos en el desarrollo de terapias para prevenir la enfe

; por la obesidad. Por 10 tanto el presente eSludio liene como objetivo investigar el posible efecto benefico del resveratrol s'i

: Ifpidos renales, inicio del proceso inflamatorio, estres oxidante y disfuncion renal en la obesidad.

: DEFINICION DE PROBLEMAS:

; EI incremenlo en la incidencia de enfermedades cr6nico-degeneralivas en Mexico presenla una serie de nuevos relos tales c
! nuevas alternativas para la prevcnci6n y tratamiento de estas enfermedades en el sector salud. La enfermedad cr6nica re
direclamemc con la hipertension. la diabetes y las dislipidemias. enfermedades que han alcanzado proporciones epidcmi
Para prevenir 0 retrasar estas complicaciones. es neeesario que la gente se proteja mediante estilos de vida mas salu

I ejercieio. cvitar cl consumo de sal y azucar en exceso y que el consumo de grasas sea adecuado, Las modificaciones a las
de la obesidad y en forma particular en cI mejoramiel1lo del perfil lipidico se han enfocado trndicionalmente a evilar las
' colesteroI. Sin embargo, estudios actuales estun mostrando que el manejo de los Ifpidos ha sido sobresimpJificado, es d
: dielaS l1nicamente cn la reducci6n de grasa saturada yeo/estero!. Especfficamenlc. se ha dejado a un lado la correlaci6n del
; un lodo en cl cmendimiento de los efectos benCficos 0 t6xicos en diversas parologias tales como fa insuficicncia renal. En
: cvidcncia que los antioxidamcs como cJ rcsveratrol juegan un papel relevante en el mantenimiento niveles adecuados d
; paramctros adeeuados de la tensi6n aTlcrial. Por 10 tanto, Jos antioxidanrcs naturales son una de las altcrnativas que p
. tratamienlo y prevcnci6n de CSL1 Conslclaci6n de alteracioncs fisiol6gic<ls,

, JUSTIFICACION :

: EI presente proyeeto pretende demostrar que. en un modelo de obesidad y sindrome metab6lieo, la supJementaci6n con n
: una disminuci6n de la lipogenesis a nivel renal y sistemico y que a su vez esta mejoria se retlejani en una disminuci6n del r
: y de estres oxidante a nivel renal 10 cual podra prevenir 0 disminuir el dano renal. Este proyccto generaril nuevo conocimie
' qUI: juega el resveratrol sobre la lipogenesis renal como herramienta para el mejoramiento del dano rena!. Especific,
brindara informacion sobre la regulaci6n del metabolismo energetico del rifton con especial enfasis en ef metabolisrr
meneionar que es un proyecto original con un enfoque integral que permitint entender los eambios metab6Jicos que oeUTrt
. en el tejido renal sobre el meeanismo por el cual el resveratrol puede detener 0 mejorar eJ dafto renal a nivel de metaboli
datos obtenidos permitinin que se publique un articulo original en una revista internaeional arbitrada de alto impaeto, asi
. de dos estudiantes de Lieenciatura.

r---------- .._ __. '.."'.
1~~~~!P_~!e.~.~~_.
,En ratones alimentados con una dieta alta en grasa, el consumo de resveratrol redueira en el rift6n parametros relaeionado!
IiP.~'?~_..:.~teji.~9._~~_~<.l.I.Y._~.~~ir.!lji.ra..la. sin.t~~~~_:~~~g.:nade Iipid~s. y en for~_a eoncomitan,te reducini el.os.tres. ox.i.dan..te!
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manera concomitante el dano renal. La djsmi~ucion de Iipidos a nivel sistemico y renal ser~- una co~secuencia d~1 ~U~t
AMPK Y SIRTI que promueven la oxidacion de Iipidos. Adicionalmente, el resveratrol disminuini el estres oxidante .inflamacion. .

~~~_2~i~h~?:~:.~-__
Determinar el efecto de una dieta alta en grasa suplementada con resveratrol, sobre el metabolismo de Iipid~s (Iip~genesi~)

grasos), inflamacion y estres oxidante en el tejido renal de ratones.;7.Metodologia: j5~~-fi~-g;;;;~~I~-'.-----..--.------
:-METO-DOLOGIA:' cIE~iTfFicA~"..-- - ...

ANlMALES Y ALlMENTACION:,

Diseiio del estudio:

Se utilizanin 48 ratones macho de la cepa C57BU6 de 4 semanas de edad provenientes de la compaiHa Charles River LabO!

:mantendnin en microaisladores con un cicio IU7Joscuridad de 12 hrs., con consumo de afimento en po/vo ad [(bilum en com

,dieta esrandar rccomendada por AIN-93 (Reeves et al.. 1993). Los animalcs se aclimataran a la dicta durante tres dfa:

dietarios sc adminislraran durante un periodo de 12 semanas. Los anirnales tendran acccso ad libitum a agua potable en be

Durante el per(odo de entrenamiento y las 12 semanas del estudio. La tcmperatura a la cual se mantendn1n los ratones sera

humedad relativa del 40-60%. EI alimcnto se mantendra almacenado ,14°C. Cada VCl que sea necesario se tras/adani la c

'alimento por medio de su transponc cn holsas nuevas y dohlcs de plasti(;o.

Descripc:ioll de la manlohm 0 illterVellci611: Durante las 12 semanas dcl tralamiento dietario, sc registrara eJ peso corporal

~nimales cada terccr c/(a. Un dia antes al sacrificio los animafes se coloearan en cajas metah61icas COil la finalidad dc recole

;Para la obtcnci6n de muesLIas y tejidos despucs de las 12 semanas del e~;Ludio.los ani males se desangraran por punci6n card

par saturacion con di6xido de carbona par ser un metodo nlpido y sin sufrimiento, el cual pcrmite obtener el maximo vo

recolectara la sangre con tubos con gel separador para la determinacion de panlmetros bioquimicos y hormonales (glucc

colesterol, trigliceridos y addos grasos libres). Posteriormente, a los ani males se les realizara necropsia para obtener los rin,

histologias, la extracci6n de RNA, de proteina total y de lipidos neutros renales. EI tejido renal se afmacenara a -80°C has

!Para el analisis histologico, una pord6n de los tejidos se fijara en formalina al 10% a 40C.

Tamll/io de la muestra: EI experimento sc va a reaJizar con 5 grupos expcrimentales mas un grupo control. Cada grupo est

ratones, dando un total de 48 ratones. Sera necesario con tar con aproximadamente 5 animalcs mas con la finalidad de

;tecnicas. EI calculo del nu ero de muestra (n) se realizo segun la siguiente ecuacion para muestras independientes: n=2[(2

fliP]. Donde a= 0.05, Za/2= 1.645, n:= 0.95 y Z= -1.645. Se utilizaron los datos del nivel minimo y maximo de nitrogeno en

previo (Champy et aI., 2008). Tendremos un nivel de significancia de 5% y una frecuencia del 95% resultando en una n de 8

Mecanismo de asignacion del tratamiento: Cada grupo de 8 ratones se so!icitara en una sola exhibicion a la compafifa Cha'
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la finalidad de iniciar todos los tratamientos dietarios con los mismos tiempos.

Alimentaci6n:

Las dietas (Tabla 1) estin compuestas por: caseina libre de vitaminas (Harlan-teklan) al 19.87%, metionina al 0.1.

5.16%, mezcla de vitaminas AIN-93-VX (Harland-Tekland) 1.89%, colina al 0.19%, mezcfa de minerales Rogers-Harper

'4.73%, celulosa al 2.84%, sacarosa al 32% 0 cuanto falte para a/canzar el 100% de la dieta, almidon 32.59% y resveratr

concentraciones: 0,400,600 mg/Kg de masa corporal para la dieta control can sus respectivas concentraciones de resveratrc

;Las dietas altas en grasa estanin compuestas por: caseina libre de vitaminas (Harlan-Teklad) al 24.14%, metionina al 0.17

ls.75%, manteca al 17.72%, mezcla de vitaminas AIN-93-VX (Harland-Teklad) 2.99%, colina al 0,23%, mezcla de min(

(Harlan-Teklad) al 5.75%, celulosa al 1.72%, inulina al 1.72%, dextrina al 29.46% 0 cuanto falte para completar el 100% dl

:10.35%. La concentracion de resveratrol sera de: 0, 400, 600 mg/Kg de peso corporal. Se establecieron estas dos diferente

resveratrol, considerando que en estudios previos (Kim et aI., 20 II; Lagouge et aI., 2006) se demostraron efectos benefil

concentracionde 400 mg/Kg de masa corporal, en ratones C57BLJ6J los cuales son de la misma cepa que se utili

,bxperimental. Adicionalmente se desea analizar el efecto que tiene este antioxidante si efevamos la concentracion en un .,

:esta descrito en la litcratura que no existe ningun cfceto sceundario a csta concentracion.

Tabla 1. Composicion de las dietas experimentales (gil 00 g dieta)

I Porcentaje (%) Control Control + 400 Control + 600 Dicta alta en Dicta alta e



Aceite de maiz 5,16 5,16 5,16 5,75 5,75
Manteca - - 17,72 17,72-
Vitaminas 1,89 1,89 1,89 2,99 2,99
Colina 0,19 0,19 0,19 0,23 0,23
Minerales 4,73 4,73 4,73 5,75 5,75
Celulosa 2,84 2,84 2,84 1,72 1,72
Inulina - - - 1,72 1,72
Dextrina - - - 29,46 29,44
Sacarosa 32,59 32,57 32,57 10,35 10,35
Almid6n 32,59 32,59 32,59 0 0
Resveratrol 0 0,0124 0,0186 0 0,0124
Total 100 100 100 100 100

!Las dietas se administraran de manera oral, ad libitum, colocando cl alimento sobre la reja para que sea ingerido par los;
'suficieme para cada raton.

;Con cstas dietas se cubren los requcrimientos de protefnas y de grasas de los ratones en base a la Norma Oficial Me .••ict

;1999. ya que el porcenlaj~: de prOlefna que contiencn cs apro,,,imadamentc del 20% (los va/ores prcsentados ya eSlan ajust

pure13 del produc[o que se cmplea como Fuente de prOlclna), mienlras que cl rcquerimienlo de grasa es del 5%. Ef rCSveralr'
mczcIado en las dietas exp,~rimcntales.

METOD OS

OBTENCION DE MUESTRAS Y TEJIDOS: AI term ina de los 84 dfas experimentales, los animales se desangrartln 1

previa eutanasia por saturac,ion con dioxido de carbono par ser un metodo rtlpido y sin sufrimiento, el cual permite obtener

de sangre. Se recolectara la sangre en tubos con gel separador para la determinacion de parametros bioqufmicos, hormonale

Posteriormente, se obtendra el tejido renal para reafizar los estudios histologicos y morfometricos, /a extraccion de ARN f

lfpidos neutros renales. Para el amllisis histol6gico, una porcion de los tejidos se fijani en formafina al 10% a 40C.

-------._._.~---_._-------_._._. -.-_ ... -'.- _.-... ._'--_.~_._---_._. -..~_.



DETERMINACION-DE'PARA-METROS'-BIOQUiMICOS: La~ concentraciones d~"trigliceridos,' c~ie~terol y g

determinanin con estuches de reactivos de diagnostico ill vitro (DiaSys Diagnostic Systems, Roche y Sigma). Los acidos g
se determinaran con el kit NEFA C (Wako Chemicals).

;ANALISIS DE PARAMETROS B10QUiMICOS Y HORMONALES EN EL SUERO DE LOS ANIMALES. La gil

por el metodo de la glucosa oxidasa usando el autoanalizador YSI 2700. La concentracion de trigliceridos, colesterol total,

glicerol en suero se determinara usando ensayos enzimaticos-imericos (diaSys Diagnostic Sistems, Roche y Sigma). La~

insulina, glucagon, adiponectina y leptina en suero se determinara por medio de ELISA (Alpco Diagnosis a Enzo Life Scien

~NALISIS HISTOPATOLOGICO: Las muestras de tejido renal fijadas se deshidrataran en dos banos de etanol al 96%,

~I 100%, un bafio de etanol-xilol, dos banos de xilenos y tres banos de parafina. Posteriormente se incluiran en easel

'realizaran cortes de 4-6 micras y se tefiiran con hematoxilina-eosina para idenlificar las estructuras generales de la celula,

de Schiff para identificar componentes celulares que contienen hidratos de carbono y con tricromico de Masson para visu

,fibras de cohigeno. Adicionalmente se lJevara a cabo una tici6n can rojo oleoso que tiene como finalidad la de identificaJ

,neUlras. Can la ayuda de la tinci6n de hemmoxilina-eosina se caJculara el lamano de los glomcrulos en los diferentes trata;

analizaran 10 campos par muestra para evaluar estadisticamenlc los cambios estructurales presentes.

EXTRACCION DE ARN DEL RINON: HI ARN tOlal del riii6n sr: abtelllJra can el metoda dcscrilo par Sam brook I

~onsiste en una digcsti6n can TRIZOL, seguida de una extraccioll COli cloroformo y una prCCipilacion con isopropa

'integridad del ARN, se scpararan 5 IJ-gde ARN por electroforesis en gel de agarosa al I% con formaldehfdo 2.2 M, EI AR
medio de espectrofotometrfa a 260 nm.

ENSAYOS DE EXPRESJ()N DE GENES POR RT-PCR T1EMPO REAL EN TEJIDO RENAL:

A partir de 3 IJ-gde RNA sc lJevara a cabo la sfntesis de ADNc a traves de la reaccion de la transcriptasa reversa M-MLV

,reaccion de PCR en tiempo real se lJevara a cabo por triplicado con J 50-300 ng de ADNc (dependiendo del rango dinami<

~n equipo ABI PRISM 70010 sequence detection system (Applied Biosystems) en placas de 96 pozos siguiendo las instruo

(AB, User Bulletin no. 2) utilizando la mezcla "Taqman Universal PCR Master Mix" y los oligos/sondas Taqman para de I
para los siguientes genes (nlbla 2):
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Tabla 2. Lista de genes a determinar po~PCR en tiempo real

Lipogenesis Oxidaci6n de Balance energetico Inflamaci6n Defensa
acidos grasos

antioxidanteSREBP-I PPARa AMPK IL-6 Nrf2ACC PPARy SIRTI TNFa Keap-IFAS CPT-I LKBI NFKB SOD (Mn)AOX PGCla
SOD (Cu/Zn) "",HSL
GPxACAD
GR lI",,

X

A
TRANSCRIPCION DE METABOLISMO DE LiPIDOS, ESTRES OXIDANTE E INFLAMACION EN TEJID(

,obtenido de tejido renal se sometenl a la accion de fa transcriptasa reversa para obtener el ADNc, Este ADNc se sometera a

de tiempo real utilizando oligonucleotidos especfficos para cada uno de los genes a amplificar (termociclador de tiempo

,detection system, Applied Biosystems). Los genes a ser analizados se describen en la Tabla 2. Se utilizara a ciclofilina comeI

I ,

,CALORIMETRIA INDllRECTA: Los nnimales se alojanln de forma individual y !Ie aclimatanln a las jaulns del calorfml

:antcs de la recolcccion de inlerl;arnbio de gases y los datos de eonsumo dt: aIiIllClHoS.EI consumo de oxfgeno (0
2

• V) y la

:<IeI;:arbono (CO~ • V) se eontrolaran eada 3 rninutos durante 24 horns, (Coleman, EUA). Se calcularan el cocicnte respira

:02
), la tasa de consumo dt, t:nerg(a (3.816 x V • O2 + 1,231 x V • CO"). la lasa de oxidaci6n de grasas (grasa / W. 1.67 x (v

,Y la l1Isade oxidaci6n de carbohidratos (CHO / W, 4,51 x J, 18 x COr V • O"/peso corporal), Cuatro ralom;s de cada grupo
ensayo y el expcrimcnto Sl: realizanl par duplicado,

~ALISIS DE LA FUNCION RENAL: La fund6n renal se evaIuara mediante la determinaci6n de la crcatinina seril;:a, e

~angre (BUN) y el aclararniento de la creatinina. La ereatinina en sucro y en orina y el BUN sc medira con un autoanali

~ol1lles,tanto sericas como en orina, se determinaran de aeuerdo a la tccnica de Lowry et al. (1951).

).;XTRACCION Y CUANTIFICACION DE EXTRACTO DE PROTEINA TOTAL: La proteina se extraera con amort

'(N-P40 1%, desoxicolato de sodio 0.5%, SDS 0.1% y azida de sodio I nM disuelto en PBS) en presencia de inhibidores dei

fosfatasas durante 45 min a 4°C. EI homogenizado se centrifugara a 14,000 rpm por 15 min a 4°C. La porcion de sobrenadaJ

concentraci6n de proteina total se cuantificara por el metodo de Lowry (DC Protein Assay, Bio-rad), utilizando albumim
iRad) como esmndar de l;oncl:ntraci6n para la curva de referencia.

l:NSAYOS DE LA CUANTIFICACION DE PROTEINAS ESPECiFICAS, SU ESTADO DE FOSFORILACION

~O~_,~,ED~~_~E ~~~~!~~__~_~,~!:P~!.~_~~~:..~~_laconcentraci~n., cf estado de fosfor~l~cion y acetilaci6n de las pro
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proteinas totales (20-60 !lg) de las muestras de rii16n se calentani a 85°C en solucion amortiguadora d~muestra para corrin

,2-beta mercaptoetanol al 5%. Posteriormente las protefnas se separanin en geles desnaturalizantes de poliacrilamida (8 al 1

de la protefna) y se transferinin a una membrana de PVDF). Se bloqueanin con leche al 5% baja en grasa de y Tw{

~nmunoblots se incubar;in a 4°C toda la noche con los anti cuerpos primarios de intercs (SREBP- J, ACC, ACC fos

fosforilado, PPARa, PPARy, AMPK, AMPK fosforilado, LKBI, SIRT I), seguido de los anti cuerpos secundarios corresI

con f\uorescencia, para que posteriormente las bandas de expresion de cada protefna puedan ser detectadas y cuantifica.

,imagenologfa "BioSpectrum 500" (UVP). Los valores relativos obtenidos de las bandas de las protefnas de interes se divid
de la proteina con expresion constitutiva (actina) .

.CONTENIDO DE TRI[GLICERIDOS EN RINON: Se obtendnin los Ifpidos totales en rifion por el metodo de

homogenizani el tejido congelado durante un minuto en NaCI 150 mM, Triton X-I 00 0.1% YTris 10 mM precalentado ai

alfcuota del homogenizado para la cuantificacion de trigliceridos usando un ensayo enzimatico-imetrico (DiaSys Dia~
I

~xtraera el ADN del resto del homogenado para normalizar eI contenido de trigliceridos por celula. Esta extraccion se realiz;!

incubaci6n con SDS al O.[%, proteinasa K IOO!lg/mL y EDTA 10 mM, seguida de extracciones de fenol:cIoroformo:isoan

con acetato de sodio (Ok uno, 1998). Finalmente las muestras de ADN se resuspendenin en amortiguador TE, pH 8 con rit

cuantificaci6n y pureza a 260 y 280 nm, respectivamente.

iANALISISESTADISTICO: Los resultados se expresaran como la media de cada grupo. Las diferencias entre los valores

ingestion de ali mento, asi como los valorcs obtenidos de los parametros bioquimicos y hormonales, se evaluaran par

'(ANOVA) de dos vIas can un nivel de significancia de p(programa de analisis estad(stico 1MP 6.0.3. de 8A8).

~~.~~!~~oTo~i.:l:--c~i~erios--de'selecci6n
:No aplica

~. Me_t~d_~!ogia:Q~.~~!I;~~~i_~~!..i~~I~~:..
:No ap~~ . . .. .. __ .

110.Riesgos y beneficios del estudio.-----_ .._ .. .-_0'._. ._•.._ _ _ ._. __.,_.•

; RIESGOS:

-------_ , _._- _ --~-- -~.---_. -_ .._ ..~.... - _ - .. ~ _ _. -.'
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iFondo de apoyo ~O:OO'
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