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Abstract

The high consumption of sugary drinks in different stages of life has been linked to metabolic
diseases and organs injury. The effect of its consumption during pregnancy-lactation and its
implication that it could have on the offspring health has been little studied. An imbalance
on diet during this period could modify the genetic information of the fetus and it could
trigger metabolic diseases in its adult life. It has been shown that one of the organs that could
be affected in these individuals is the kidney, which is responsible for very important
functions including the formation of urine. This is achieved with the participation of various
proteins, such as aquaporins (AQPs), intramembrane channel-forming proteins that allow the
passage mainly of water through the cell. Some are expressed differentially along the renal
ducts. AQP2 is located in the principal cells of the collecting tubule where antidiuretic
hormone (ADH) triggers its translocation to the apical membrane to allow the passage of
water. Glucose transporters (GLUTs) are also involved, which are responsible for
transporting glucose within the cell. The expression of these proteins is altered in metabolic
pathologies such as diabetes mellitus. The objective of this project is to determine the effect
of sucrose water consumption during gestation-lactation period on the expression of AQP2
and GLUT4 in the kidney of the offspring in their adulthood. Twelve female rats were mated
and grouped in control-dams consumed tap-water and sucrose-dams consumed sucrose-water
during gestation-lactation. Male pups were weaned and assigned into four groups (n=6 each):
those from control-mothers that continued drinking tap-water (CM-CO group) or sucrose-
water (CM-SO group) until adult life; and those from sucrose-mothers that drank tap-water
(SM-CO group) or continued drinking sucrose-water (SM-SO group) until adult life. Male
rats were sacrificed at 17 weeks of age and the expression of AQP2 and GLUT4 in kidney
was determined by solid phase immunodetection. The results show an increase in the levels
of AQP2 and GLUT4 in renal cortex in those animals that consumed sucrose water
throughout the experiment (gestation-lactation and postnatal life). These results suggest that
the kidney is susceptible to the consumption of sucrose at certain stages of development

increasing the vulnerability of renal pathologies in adult life.
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1. Introduccion

1.1 Nutricién durante la gestacion y epigenética

La nutricion equilibrada durante todas las etapas de la vida confiere una buena salud a los
individuos. Por ello es importante investigar los fundamentos fisioldgicos y metabdlicos que
confieren las respuestas a la dieta y a las enfermedades cronicas. Se debe considerar la
variabilidad individual en la dieta, estilo de vida, medio ambiente y la genética para precisar una
nutricion adecuada (Srinivasan y cols. 2017). Esto es de vital importancia ya que la malnutricion
afecta a un tercio de la poblacion mundial y la mayoria de los afectados tienen bajas
posibilidades de incluso determinar si estan en un estado de malnutricién (Martinez 2005). Cabe
mencionar que desafortunadamente el ingreso econémico en cada pais influye en la manera de
alimentarse de los individuos. La ingestion promedio diaria de nutrientes tiene una relacién
directa con el ingreso. En México los hogares pobres que constituyen el 10% de la poblacién
cubren sélo el 66% de las calorias y el 60% de las proteinas que se requiere, mientras que, en el
grupo de hogares con mas ingresos se cubre el 95% de las calorias y el 117% de las proteinas

que se necesitan (Martinez 2005).

Un individuo puede malnutrirse en las distintas etapas de la vida, desde la nifiez hasta la
etapa senil. Sin embargo, en la mujer la etapa mas dréstica es durante la gestacion, debido a que
en este periodo no solo se ve afectada ella, sino también la descendencia (Ramirez-Veléz 2012).
La malnutricion de la madre se ha asociado con implicaciones para la salud a corto y largo plazo
tanto para la madre como para el producto, lo que incluye complicaciones durante el embarazo
y el parto, rendimiento deficiente de la lactancia, aumento en la mortalidad de las madres e
incluso se puede comprometer el crecimiento fetal (Hall 2007). Estudios epidemiolégicos en
humanos han mostrado que factores adversos durante la gestacién, como exposicion a drogas,
hipoxia, estrés oxidante, alimentacion inadecuada entre otros, predisponen a desequilibrios

metabolicos en la vida adulta. Lo anterior se sustenta en la hipétesis de Barker, actualmente



conocida como hipotesis de los origenes del desarrollo de la salud y la enfermedad, la cual
menciona que el impacto de las condiciones de vida intrauterina tiene influencia sobre la
aparicion de algunas enfermedades en la vida adulta ligadas a alteraciones metabdlicas como

obesidad, sobrepeso, diabetes mellitus, hipertension arterial, entre otras (Langley-Evans 2006).

Se han estudiado diversos sucesos a lo largo de la historia que muestran resultados muy
interesantes con respecto al desarrollo de enfermedades en la vida adulta de los individuos, por
ejemplo, en la época de la segunda guerra mundial a finales de 1944 y principios de 1945 en
Holanda se vivi6 un periodo complicado debido a que los ferroviarios levantaron una huelga
con la que esperaban paralizar el transporte de las tropas alemanas, ayudando indirectamente a
las fuerzas aliadas, sin embargo, lejos de ayudar perjudicaron a su pueblo debido a que murieron
miles de personas por inanicién, ya que los nazis bloquearon el suministro de alimentos a gran
parte del pais. Este terrible episodio ha pasado a la historia como “el invierno holandés del
hambre” (Dutch Hunger Winter)(Heijmans y cols. 2008). Los hechos han sido de gran interés
de estudio, debido a que hombres y mujeres, nifios y nifias y en general toda la poblacién sufrio
de una malnutricién severa por restriccion de nutrientes. En especifico las mujeres embarazadas
fueron el grupo poblacional més vulnerable lo que llevo a realizar grandes estudios
retrospectivos, los cuales han arrojado datos muy interesantes, por ejemplo, que los nifios
nacidos de aquellas madres malnutridas padecieron en la vida adulta obesidad, diabetes,
esquizofrenia entre otras en una proporcion superior al resto de la poblacion (Manley 2013).
Los efectos de la hambruna parecian depender del momento de la gestacion y de los 6érganos y
tejidos sometidos a periodos criticos del desarrollo en ese momento (Roseboom y cols. 2011).
Por ejemplo, las personas concebidas durante la hambruna tuvieron un mayor riesgo de
esquizofrenia y depresion, perfil lipidico aterogénico asi como enfermedades coronarias; y por
otro lado las personas expuestas al reto durante cualquier periodo de la gestacion presentaron
en mayor proporcion diabetes mellitus tipo 2 (Roseboom y cols. 2011).

Asimismo, con el objetivo de intentar dilucidar el origen del desarrollo de la salud y la
enfermedad, se han propuesto varias hipétesis, entre ellas se ha mencionado que ello podria
suceder porque las células endoteliales de las células madre tienen menor potencial angiogénico,

asi se explica la vasodilatacion disminuida, la menor densidad capilar y el didmetro vascular



disminuido, no suministrandole al producto el suficiente riego sanguineo (Ramirez-Vélez 2012).
Por otro lado, se ha planteado que los fetos de madres que estuvieron expuestas a la drastica
restriccion alimenticia en la época de la hambruna holandesa, modificaron sus genes y con ello
la expresion de proteinas lo cual perdurd por el resto de su vida. Lumey y colaboradores
estudiaron en las muestras de DNA de individuos nacidos durante este periodo de tiempo,
comparadas con las de los hermanos nacidos antes o después de este acontecimiento y que no
pasaron por el reto de restriccion alimenticia en el Utero, los patrones de metilacion vy
encontraron disminucion en la metilacion del DNA del gen IGF2 (factor de crecimiento similar
a la insulina) en las muestras de individuos expuestos a la restriccion alimenticia comparadas
con aquellos que no estuvieron expuestos a tal reto (Heijmans y cols. 2008). Los datos han
aportado informacion valiosa apoyando la hipdtesis de que las condiciones ambientales en la
vida temprana pueden causar cambios epigenéticos que logran persistir a lo largo de la vida

(Heijmans y cols. 2008; Roseboom y cols. 2011).

1.1.1. Mecanismos epigenéticos

Ha sido tanto controversial como complicado, particularmente cuando se habla de nutricion,
dilucidar como contribuye la genética a los fenotipos que evolucionan constantemente, sin
embargo, las variaciones genéticas, per se, no explican las diferencias entre los individuos con
base en su exposicion dietética (Stover y cols. 2018). Se ha tratado de explicar con la
epigenética, las diferencias individuales de las respuestas metabdlicas a las exposiciones
ambientales, asi como a la susceptibilidad a desarrollar enfermedades metabdlicas (Stover y
cols. 2018), la cual describe los cambios en el genoma, que no son mutaciones, es decir no hay
cambios en las secuencias del ADN, sino que son modificaciones en el material genético o en
proteinas implicadas en el nucleosoma Ilamadas histonas (Franks y Ling 2010), como puede ser
adicion de grupos funcionales que no cambian la secuencia del ADN pero si alteran la manera
en que se lee; sin embargo son mecanismos heredables que alteran la expresion génica. Se sabe
que algunos nutrientes como mencionaré mas adelante, regulan la expresion génica a través de

varios mecanismos, incluso como ligandos para los factores de transcripcion regulando su



expresion (Stover y cols. 2018)(Fig 1). EI ADN estad perfectamente empaquetado en
nucleosomas que involucran una relacion estrecha entre él y las histonas, esta relacion es
mantenida por medio de uniones electrostaticas entre las proteinas cargadas positivamente y el
ADN cargado negativamente. Las histonas son proteinas que facilitan el empaquetamiento del
ADN en el nucleo y la regulacion de la expresion de genes. Los nucleosomas estan compuestos
por 147 pares de bases de DNA perfectamente enredado en las histonas llamadas, H2A, H2B,
H3 Y H4 (Lee 2015).

La expresion genética estd mediada por modificaciones postraduccionales como
acetilacion, metilacion, fosforilacion, ubiquitinacion entre otras. La naturaleza de la estructura
impide la unién de factores de transcripcién, sin embargo, una clase de proteinas que son
capaces de interactuar con las histonas son las histonas acetiltransferasas (HAT), las cuales
funcionan acetilando aminoacidos en el extremo C terminal de las histonas (Fish y cols. 2004).
Por ejemplo, la acetilacion de residuos de lisina en la histona 3 (H3) neutraliza las cargas y relaja
la interaccion histona-DNA permitiendo la union de factores de transcripcion activando la
transcripcion de genes. Por otro lado, existe el proceso contrario que es la desacetilacion de
histonas (HDAC) lo que suprime la expresion génica (Fish y cols. 2004). Los principales
mecanismos epigenéticos involucrados en la propagacion del estado de actividad del genoma u
la estructura de la cromatina, son la metilacion del DNA, modificacion en las histonas y en el
micro RNA (Lee 2015).
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Figura 1. Grupos metilo y acetilo derivados de la dieta modifican la cromatina y
regulan la expresion génica (Modificado de Stover y cols. 2018; Cooney y cols. 2002).

1.1.2 Metilacion del DNA

La metilacion es la adicion de un grupo metilo (-CHs) al DNA, la cual ocurre principalmente en
el carbono 5 de la citosina en las llamadas islas CpG, las cuales son regiones del material
genético abundantes en citocinas y guaninas enlazados por fosfatos y conforman
aproximadamente un 40% de promotores de los genes. La presencia de este grupo funcional en
la porcion promotora esta asociada con el silenciamiento de genes (Stratton y cols. 2019) debido
a que interfiere en la unioén de factores de transcripcion inhibiendo este proceso. Ademas, la
metilacion del ADN acta como un sitio de acoplamiento para otras proteinas de remodelacion
de la cromatina. Tanto la hipo e hipermetilacién del material genético resulta de la exposicion a
agentes quimicos exdgenos gue estan presentes en la dieta como zinc, vitamina B12, metionina,
folatos y acido fdlico (Cooney y cols. 2002). Para algunos genes cualquier cambio en las islas
CpG es capaz de alterar la expresion de los genes incrementando el riesgo de presentar alguna
enfermedad (Perera y Herbstman 2011). Este proceso esta regulado por metiltransferasas del
DNA (DNMTs)(Lee 2015), DNMT1, es una metiltransferasa involucrada en el mantenimiento
la cual copia el patron de metilacion de las hebras de DNA,; la funcion de DNMT2 aun no es

clara todavia sin embargo se sabe que participa mayoritariamente como metiltransferasa de



tRNA,; y por altimo la familia de DNMT3 que la comprenden, DNMT3a, DNMT3b 'y DNMT3-
L, la cuales median la metilacion de novo (Kato y Natarajan 2019).

Ademas, la adicion de los grupos metilo al material genético depende de la via del
metabolismo de un carbono y de enzimas que son suministradas en micronutrientes en la dieta.
A través de una reaccion impulsada por ATP, metionina se convierte en S-adenosilmetionina
(SAM) y por otro lado Metil-tetrahidrofolato (THF) actda como un donante de grupo metilo
para la produccién de THF y es un precursor para la conversion de homocisteina a metionina.
Las DNMTs unen covalentemente grupos metilo de SAM a la posicion de carbono-5 de las
bases de citosina, generando 5mC (Cooney 2002). Nutrientes involucrados en el metabolismo
de un carbono, como folato, vitamina B6, vitamina B12, colina y metionina, juegan un papel
importante en la metilacion del ADN a traves de su influencia en los niveles de SAM vy los
niveles de inhibidor de la metiltransferasa S-adenosylhomocysteine (SAH)(Lee 2015)(Cooney
y cols. 2002). Algunos de estos nutrientes se evaltian actualmente en la nutricion materna para
modular los mecanismos epigenéticos.

El estudio de los mecanismos que involucran estos procesos epigenéticos es critico
durante el desarrollo y la diferenciacion celular. El estado epigenético que se asienta durante el
desarrollo persiste en algin locus en la vida del individuo. Existen evidencias que demuestran
la participacion epigenética en el desarrollo de enfermedades ya que son marcas criticas que
persisten en la descendencia, asi como la importancia del ambiente nutricional intrauterino en
el epigenoma y el fenotipo de la descendencia (Lee 2015). Alteraciones en la metilacion de
DNA y modificaciones en las histonas, contribuye a la aparicion de enfermedades relacionadas
con la edad y con un estilo de vida, como enfermedades metabdlicas y cardiovasculares
principalmente (Wang y cols. 2012). Asimismo, se han utilizado diversos modelos animales, en
los cuales se manipula la dieta en diferentes ventanas del desarrollo (gestacion, lactancia, vida
posnatal), por ejemplo: restriccién de proteinas (Nicolas y cols. 2018), dietas con agua
azucarada (Ozkan y cols. 2019), ricas en grasas y carbohidratos (Jackson y cols. 2011)
(Tzanetakou 2011) o cambios especificos en la alimentacion durante la gestacion y/o lactancia;
y se ha observado que estos retos modifican el fenotipo de la descendencia desarrollando ciertas
patologias principalmente de tipo metabdlicas y cambios en el funcionamiento de algunos

Organos.



Considerando lo anteriormente descrito, se ha demostrado que los cambios metabolicos
y moleculares dentro del Gtero muestran una asociacion con patologias desarrolladas en la vida
adulta; sin embargo, también tiene relacion con el estilo de vida y otros factores de riesgo
adquiridos en el medio ambiente (Ramirez-Vélez 2012). La forma en que los individuos se han
alimentado a lo largo del tiempo se ha ido modificando de una manera negativa alterando el
ambiente interno del organismo y ha obligado al sistema a adaptarse al consumo excesivo de
nutrientes llevando al individuo a presentar enfermedades que antes no se desarrollaban o
tardaban més tiempo en aparecer, por ejemplo, por exponer algunas cifras, la prevalencia
combinada de obesidad y sobrepeso en hombres adultos pasé de 71.2% en el afio 2012 a 72.5%
en 2016; siendo las prevalencias tanto de sobrepeso como de obesidad y de obesidad mérbida
mas altas en el sexo femenino (ENSANUNT 2016), lo que resulta un tema muy importante de
salud publica el cual merece la pena investigar debido a que son una poblacién en edad
reproductiva y como ya ha sido tratado anteriormente el producto también se ve modificado ya
que el ambiente en el cual se desarrolla no es el 6ptimo.

Actualmente se ha estudiado el consumo de productos con alta concentracion de
carbohidratos asociando su alto consumo con aparicion de sobrepeso, obesidad y enfermedades
cardiovasculares, asi como diabetes mellitus y dafio a 6rganos especificos como el rifion. La
ENSANUT reporta que el grupo de alimentos de mayor consumo son las bebidas no lacteas
endulzadas en un 85%, interesantemente, la mayoria de la poblacion (92.2%) considera que el
consumir esta clase de productos favorece el desarrollo de obesidad, presion alta (86.2%) y
diabetes (93%); sin embargo aunque saben que estos productos son dafiinos los siguen
consumiendo y la preferencia por el consumo de bebidas azucaradas y comida chatarra (31.6%)
lo reportan como un obstaculo para alimentarse saludablemente (ENSANUNT 2016). La OMS
ha reportado que México ocupa el segundo lugar en el consumo de bebidas azucaradas seguido
de Estados Unidos y en tercer lugar Chile mostrando que un mexicano en promedio ingiere 163

litros de refrescos por afio.



1.2 Obesidad y consumo de bebidas azucaradas

La obesidad es definida como la acumulacién anormal o excesiva de grasa que puede ser
perjudicial para la salud (OMS 2017). Es una de las mayores preocupaciones en salud publica,
debido a que es un factor de riesgo clave para el desarrollo de enfermedades cronicas, siendo
una de las principales la diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Las personas con obesidad son 60 veces
mas propensas a desarrollar DM2 que aquellas que no lo son (OMS 2017).

El indice de masa corporal (IMC) es un indicador de sobrepeso y obesidad en adultos
que funciona para determinar si una persona se encuentra en riesgo cardiovascular (Tabla 1), se
calcula dividiendo el peso de una persona en kilos, entre el cuadrado de su talla en metros
(kg/m?) (OMS 2017).

Clasificacion IMC (Kg/m?) Riesgo
Normal 18.5-24.9 Promedio
Sobrepeso 25-29.9 Aumentado
Obesidad grado | 30-34.9 Moderado
Obesidad grado Il 35-39.9 Severo
Obesidad grado 111 Mas de 40 Muy severo

Tabla 1. Clasificacion de riego cardiovascular por IMC.

México ocupa el segundo lugar después de Estados Unidos con obesidad dentro de los
paises incluidos en la OCDE (Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econdmicos)
(Figura 2).
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Figura 2. Poblacion con obesidad en los paises de la OECD.

El aumento en la prevalencia de obesidad en México ha sido el méas rapido a nivel
mundial. En el periodo de 1988 a 2012, el sobrepeso en mujeres de 20 a 49 afios de edad se
incremento de 25 a 35.3% Y la obesidad de 9.5 a 35.2%. Lo que refleja que la prevalencia de
sobrepeso incrementd 47.6% y la de obesidad 42.1%. En los hombres, la prevalencia de
sobrepeso aument6 3.1% y la de obesidad 38.1%, en el periodo de 2000 a 2012 (ENSANUT
2012).

En nifios de 5 a 11 afios, la ENSANUT report6 una prevalencia nacional combinada de
sobrepeso y obesidad en 2012, de 34.4% (19.8% y 14.6%, respectivamente), para las nifias de
32% vy para los nifios 36.9%, lo que representan alrededor de 5,664,870 nifios con sobrepeso y
obesidad a nivel nacional (ENSANUT 2012).

El sobrepeso y la obesidad son desarrollados debido a un consumo excesivo de calorias,
una disminucion en la actividad fisica y un aumento en la vida sedentaria (OMS 2018). Estudios
observacionales y ensayos clinicos respaldan un vinculo entre el consumo de bebidas azucaradas
y el aumento de peso corporal, asi como la presencia de una variedad de problemas
cardiometabdlicos. Existen estudios en animales que sustentantan estos resultados, por ejemplo

un estudio en roedores en el que consumieron bebidas azucaradas reduce la ingesta de alimentos



solidos, pero no lo suficiente para evitar un equilibrio calérico positivo y el lento desarrollo de
obesidad (Bray y cols. 2004).

La Encuesta Nacional de Salud y Nutricion determin6 que el consumo de bebidas
azucaradas, como aguas frescas, jugos de frutas y vegetales, leches de sabor, soda, café y té
caldrico, ha aumentado en comparacion con la ingesta de leche con alto contenido de grasa y
disminuyd en nifios de 1 a 11 afios y en mujeres en edad reproductiva. Ademas, la proporcién
de consumo de agua simple disminuyo en los mismos grupos de edad (Havel y cols. 2018). El
agua no aporta energia ya que los macronutrientes contenidos en los alimentos solidos aportan
las kilocalorias necesarias para el mantenimiento celular.

En los ultimos 20 afios el consumo de bebidas azucaradas en nuestro pais ha ido en
aumento, lo que es preocupante ya que éstas bebidas representan el 21% del consumo total de
energia de adolescentes y adultos mexicanos. EI promedio de ingesta energética proveniente de
bebidas caldricas en mayores de dos afios ha aumentado de 100 a 300 kcal por dia, para los
diferentes grupos de edad en ambos sexos (ENSANUT 2016).

Por otro lado, estudios clinicos y experimentales han demostrado que la obesidad y el
consumo de bebidas azucaradas ademas de causar diversas patologias dafia a 6érganos vitales
como el rifidn siendo una pieza fundamental para la eliminacion de sustancias toxicas del
cuerpo. Por ejemplo, en pacientes obesos se encontré que el sistema renina-angiotensina-
aldosterona presente en el rifién esta marcadamente activado, siendo los adipocitos una fuente
fundamental para estas hormonas, ademas de que el aumento en el tejido adiposo aumenta la
presion glomerular vascular localizada (Hall 2002)(Praga y Morales 2006). Por otro lado, se
demostré que la prevalencia de enfermedad renal cronica (ERC) aumenta al consumir més de
cuatro porciones de bebidas azucaradas o carbonatadas al dia (Yuzbashian y cols. 2016).
Aunque existen estudios acerca de la asociacion del consumo de bebidas azucaradas con dafio
renal, aln es poca informacién para dilucidar como es que se modifica la funcién del mismo, es

por eso que es importante conocer la anatomia, funcion e histologia normal de este drgano.
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1.3 Rifién y nefronas

Los rifiones forman parte del aparato urinario, en su superficie externa estan rodeados por una
capa fibrosa (cépsula renal). Si se realiza un corte sagital en el rifidn, se distinguen
macroscopicamente dos zonas: a) corteza, es una zona superficial rojiza ya que acumula gran
parte de la sangre del rifion y b) médula, es una zona palida, esta formada por unas estructuras
conicas conocidas como piramides de Malpighi, con sus bases dirigidas hacia la corteza y sus
vértices o papilas hacia el hilio (Guyton 2009). La médula renal esta compuesta de 8 a 12
pirdmides de Malpighi, cuyos vértices presentan unos orificios que conectan con los llamados
conductos excretores de Bellini. Dichos vértices papilares conectan a su vez con el sistema
excretor externo, formado por los calices menores que convergen a su vez con los calices
mayores y por ultimo en la pelvis renal (Guyton 2009).

Su funcioén es limpiar el plasma sanguineo y aclararlo de aquellas sustancias que no se
precisa mantener, como la urea, la creatinina, iones (sodio, potasio, cloruro) que son desechos
del metabolismo. Esta importante funcion la realizan a través de las nefronas las cuales se
encuentran distribuidas en todo el rifién y son llamadas la unidad funcional de este érgano.
Existen de 1 a 2 millones de nefronas en humanos por cada rifién y en ratas alrededor de 30 000
nefronas (Hill y cols. 2006)(Figura 3).

Desde un punto de vista morfoldgico, la nefrona se divide en un extremo proximal,
compuesto por el corpasculo renal, formado por redes de capilares o glomérulo y la capsula de
Bowman. Dicha capsula constituye la parte inicial del sistema tubular de la nefrona y recibe el
filtrado glomerular. A continuacion del corpasculo renal se extiende la porcién tubular, que se
divide en: tubulo contorneado proximal, asa de Henle, tibulo contorneado distal y tubulos

colectores (Figura 3).
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Figura 3. Estructura de rifion humano. A. Corte sagital de rifion, se observa la
vasculatura y partes macroscopicas. B. Representacion esquematica de una nefrona
(Modificado de Oxburgh 2018).

1.3.1.1 El Aparato Yuxtaglomerular

El aparato yuxtaglomerular es una estructura microscopica en el rifibon que se compone
basicamente de: las células yuxtaglomerulares y la denominada macula densa. El aparato
yuxtaglomerular se encarga principalmente de la regulacion de la presion arterial a través del
control del sistema renina-angiotensina (RAS) mediante la secrecion de renina (Oxburgh 2018)

(Figura 4).
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Figura 4. Aparato yuxtaglomerular y membrana basal glomerular
(Modificada de Oxburgh 2018).

1.3.1.2 Corpusculo renal

El corpusculo renal (corplsculo de Malpighi) se encuentra al comienzo de la nefrona, es
esferoidal y tiene un didmetro promedio de 200 um, esta formado por un ovillo de capilares
(glomérulo), rodeado por una capsula de Bowman, que consta de dos hojas, una interna o
visceral, apoyada sobre el ovejillo capilar, esta compuesta por podocitos y otra hoja parietal o
externa, que rodea el espacio de Bowman, conformada por células epiteliales escamosas simples
(orientada hacia los capilares sanguineos del glomérulo) (Junqueira 2015). Entre las dos hojas
de cépsula de Bowman esté el espacio capsular o urinario, que recibe el liquido filtrado a través
de la pared de los capilares y de la hoja visceral de la capsula de Bowman. Cada corpusculo
renal tiene un polo vascular por el que penetra la arteriola aferente y sale la arteriola eferente, y
un polo urinario, donde nace el tibulo contorneado proximal (Junqueira 2015). En el corpusculo
renal se produce la ultrafiltracion de la sangre en la que sélo permanece las células y las
proteinas; en este sitio, el agua y todas las otras sustancias disueltas de un peso molecular de

hasta 5 kDa se filtran con libertad.
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1.3.1.3 El Tubulo Proximal

Los tabulos renales proximales se originan en el polo urinario de los glomérulos. Consisten en
largos segmentos cilindricos de trayectoria enrollada que desembocan en el asa de Henle. Por
su interior circula el filtrado glomerular que maduraré a lo largo de su recorrido hasta convertirse
en orina. Se distinguen dos componentes: la parte inicial cortical contorneada, inmediata
continuacion del epitelio de la capsula de Bowman y la parte recta que sigue de manera rectilinea
adentrandose hacia las zonas mas internas en las proyecciones medulares. En el tibulo proximal
se pueden distinguir tres segmentos morfolégicamente diferentes: S1, S2 y S3. El segmento S1
es la porcion inicial del tabulo y transcurre en la parte contorneada constituyendo las primeras
dos terceras partes del tabulo (Oxburg 2018). El segmento S2 incluye el tercio restante y el
principio de tabulo proximal recto. En segundo lugar, el segmento S3 comprende el resto del
tibulo proximal recto situado en la corteza interna y en la zona externa de la médula. Las
caracteristicas funcionales y morfoldgicas de las células epiteliales van variando a lo largo del
tubulo de manera que en cada segmento se distingue un tipo celular propio conocido también
como S1, S2 y S3 (Junqueria 2015).

La célula tubular epitelial es cuboide y presenta una membrana apical con ribete en
cepillo o brush border muy desarrollada. Esta altamente polarizada y su compartimentalizacion
apical/basolateral resulta esencial para la funcion tubular (Junqueria 2015).

Las células de la porcién S1 presentan una amplia membrana apical del tipo ribete en
cepillo que incrementa la superficie de contacto con la luz del tabulo e incrementa asi su
capacidad para reabsorber pequefios compuestos organicos del filtrado glomerular. Las
microvellosidades que conforman el ribete estan recubiertas por glicocélice y contienen una
gran variedad de enzimas fosfatasa alcalina, peptidasa, involucradas en la degradacion de
péptidos y otras substancias en productos que pueden ser transportados al interior celular
(Oxburg 2018). Poseen también un aparato vacuolar y lisosomal muy desarrollado, cuya funcion
es la endocitosis y degradacion de macromoléculas de ultrafiltrado, como la albimina u otras
proteinas plasmaticas de bajo peso molecular. El nlcleo es grande y se encuentra en el centro

de la célula. La superficie basolateral de estas células también se amplifica por prolongaciones
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que se interdigitan con las prolongaciones de las células adyacentes dejando un espacio
intercelular. Contienen un gran nimero de mitocondrias que se pueden observar largas y
tortuosas en el microscopio electronico y se localizan en los procesos laterales proximos a la

membrana plasmatica (Junqueria 2015).

1.3.1.4 El Asa de Henle

Es un segmento del tubulo renal en forma de asa, situado entre el tabulo proximal y el tubulo
distal que penetra en la médula renal, esta4 formada por un primer brazo descendente, un brazo
delgado ascendente un brazo grueso ascendente (Oxburgh 2018). El asa de Henle comienza en
la corteza, recibiendo el filtrado desde el tubulo proximal, se extiende en lamédula, y finalmente
vuelve a la corteza para terminar en el tabulo distal. Su funcion principal es concentrar las sales
en el intersticio, reabsorbiendo alrededor de un 25% de los iones de sodio y cloro filtrados y un
15% de agua. El brazo descendente comienza al final del segmento S3 del tibulo proximal. Los
brazos descendentes poseen una baja actividad sodio/potasio ATPasa, debido a esto no son
capaces de un transporte activo significativo. La salida preferentemente de sodio en relacion con
el agua, determina una hipertonia del intersticio renal, indispensable para concentrar o diluir la

orina y por tanto mantener el balance hidrico del organismo (Oxburgh 2018).

1.3.1.5 El Tubulo Distal

El tubulo distal es una porcidn de la nefrona que se encuentra entre el asa de Henle y el tubo
colector. Es el segmento final de la nefrona y se caracteriza por poseer un gran nimero de
mitocondrias, plegamientos basales e invaginaciones de la membrana lateral (Junqueira 2015).
El tdbulo distal esta formado por tres segmentos morfolégicamente diferenciados: el brazo
grueso del asa de Henle, la macula densa (localizada en el aparato yuxtaglomerular) y el tabulo
distal contorneado. Este tramo de la nefrona es en el que se concentra la mayor actividad
Sodio/Potasio ATPasa basolateral entre todos los segmentos y por ello resulta muy importante

en el transporte transcelular de Sodio (Ross 2015).
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1.3.1.6 Tubulo colector

Al final de su recorrido el tabulo distal dirige su filtrado hacia el tubo colector, la estructura
tubular del rifion que recoge orina de diferentes nefronas, confluye con otros tubos colectores y
desemboca finalmente al conducto papilar de Bellini (Ross 2015). Esta formado por dos
segmentos: el medular y el cortical y es el responsable del mantenimiento del balance hidrico.
Esta recubierto por un epitelio cuboideo que progresivamente se hace mas bajo, no presenta
ribete de cepillo y tiene un citoplasma claro. Los segmentos del tubo colector son muy
importantes para la regulacion final de sodio, potasio, iones hidrégeno y agua (Ross 2015).
Los conductos colectores corticales y medulares determinan la osmolalidad final de la
orina mediante la reabsorcion de agua y urea (mediante el transportador de urea Al). Existen
dos tipos celulares: las células principales y las células intercalares con (Weiner y cols. 2015).
A esta porcion de la nefrona tambiéen se le conoce como porcion concentradora dado
que alli la permeabilidad al agua es muy elevada debido a la presencia de proteinas en membrana
especializadas en el transporte de la misma, llamadas acuaporinas (Nielsen y cols. 2015),
ademéas en esta seccion se encuentran receptores a la hormona antidiurética (ADH) o
vasopresina, (V2), los cuales desencadenan vias de sefializacion intracelulares para evitar la

pérdida de agua y de esta manera concentrar la orina (Noda 2014).
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1.4 Acuaporinas

El agua puede difundir a traves de las capas lipidicas pero esta difusion no es lo suficientemente
répida para satisfacer las necesidades de las células. Se han descrito un grupo de proteinas
Ilamadas acuaporinas (AQPSs) las cuales tienen la funcidn de transportar agua rapidamente a
través de las membranas bioldgicas (Nielsen y cols. 2015).

Las acuaporinas tienen propiedades como la selectividad, permeabilidad y mecanismos
de activacion. Una molécula de AQP pesa 28 kDa y posee 270 aminoacidos aproximadamente,
ademas tiene la caracteristica de formar tetrdmeros en la membrana de la célula, teniendo un
canal de agua independiente por cada mondmero. Ademas, tienen seis dominios
transmembranales con sus dominios carboxi y amino terminal dentro del citoplasma (Takata
2008). Los seis dominios estan unidos por cinco lazos conectores (A,B,C,D,E) (Echevarria 'y
Zardoya 2006). Dos de los lazos se pliegan hacia la membrana y se aproximan para formar el
poro. La estructura resultante encierra una zona central estrecha que se ensancha abriéndose
hacia ambos lados de la membrana. Este particular plegamiento pone en contacto las dos
secuencias conservadas de asparagina-prolina-alanina (NPA) para formar el poro (Echevarria'y
Zardoya 2006) (Figura 5).
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Figura 5. A. Acuaporina se compone de dos dominios, imagen especular uno de otro, se
organiza en seis segmentos que atraviesan la membrana de lado a lado unidos por cinco lazos
conectores (A,B,C,D,E). B. El lazo B y E se pliegan hacia la membrana para formar el poro acuoso.

En el sitio mas estrecho se ponen en contacto los tripletes de NPA (Echevarria y Zardoya, 2006).
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Se han encontrado acuaporinas en distintas partes del organismo como en el ojo, el rifion,
pulmén, en el tracto gastrointestinal, pancreas, prostata, vejiga, cerebro, entre otros. De las trece
acuaporinas que hasta ahora se conocen, cuatro de ellas (AQP3, AQP7, AQP9y AQP10) forman
un subgrupo de las acuagliceroporinas, que son permeables ademas de al agua, a urea, glicerol
y a otros solutos de tamafio reducido (Echeverriay Zardoya 2006). Interesantemente de las trece
acuaporinas descritas hasta ahora, siete de ellas han sido reportadas en rifion distribuidas a lo

largo de la nefrona.

1.4.1 Acuaporinas y rifion

En el rifidn se expresan siete acuaporinas (AQP1, AQP2, AQP3, AQP4, AQP6, AQP7 y AQP8)
(Trevifio y Valdez 2006 ; Terris y cols. 2017) (Figura 6). AQP1 estd presente en el tubulo
proximal y en la parte delgada del asa de Henle. Las AQP3 y AQP4 se expresan en las células
principales del tabulo colector y ambas se expresan en la membrana basolateral. AQP6 esta
presente en las células intercales del tabulo colector, sin embargo, su funcion ain no ha sido
definida. AQP7 se expresa en el borde en cepillo del tubulo proximal especialmente en el
segmento 3. La AQP8 esta presente en mayor proporcion en el tibulo proximal y en las células
del tabulo colector. AQP2 se encuentra localizada en las células principales del tubulo colector
en vesiculas citoplasmaticas y en membrana apical (Terris y cols. 2017). Esta tltima acuaporina
ha llamado la atencion de varios investigadores debido a su importancia en la concentracion de
la orina y se ha incluso pensado en utilizar su cuantificacion como método diagnostico de dafio

renal.
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Figura 6. Acuaporinas distribuidas a lo largo de la nefrona
(Modificado de Terris y cols. 2017).

1.4.2 Acuaporina 2

La proteina AQP2 tiene una importancia relevante ya que, a nivel de tabulo colector en la
nefrona, se lleva a cabo la mayor parte de reabsorcion de agua regulada por la hormona
vasopresina u hormona antidiurética (ADH). La secrecion de la ADH se produce a nivel de la
neurohipofisis y es regulada en respuesta a los cambios de osmolaridad (> 280 mOsm/kg) o a la
disminucion del volumen circulante efectivo (5-10%) (Noda 2014).

En el rifion, la ADH se une al receptor V2 de vasopresina en la membrana basolateral
del tubo colector. El receptor V2 actla ligado a proteinas G y mediante la activacion de la
adenilato ciclasa (AC), aumenta el adenosin monofosfato ciclico (AMPc), originando una
respuesta celular que tiene como evento final la insercion de los canales de agua en la membrana
apical, facilitando de esta manera el transporte de agua a través de ella (Terris y cols. 2017).

AQP2 esta limitada dentro de vesiculas citoplasmaticas, cuando el organismo necesita retener

19



agua, se traslada hacia la membrana apical, permitiendo su reabsorcién en el tabulo urinario
hacia dentro de la célula (Noda 2014).

1.4.2.1 Almacenamiento y transporte de AQP2

AQP2 se encuentra almacenada en vesiculas en la region supra nuclear, en un compartimento
positivo para Rabll, lo que quiere decir que los endosomas tempranos tienen una funcion
fundamental en el transporte de AQP2 a través del citoplasma. Ademas, se ha demostrado que
es un proceso fosfatidil inositol 3 cinasa (P13C) dependiente (Takata 2008).

ADH desencadena la movilizacién intracelular de calcio y la subsecuente activacion de
calmodulina, la cual estimula la quinasa de cadena ligera de miosina lo que resulta en la
fosforilacion de la cadena ligera de miosina para el transporte de la AQP2. La endocitosis y su
posterior clasificacion en cuerpos vesiculares parece estar regulada por la ubiquitinacién de
AQP2 (Nedvetsky y cols 2009).

Por otro lado, la ADH al unirse con el receptor especifico V2 en lamembrana basolateral,
provoca la activacion de PKA y con ello la fosforilacion de la serina 256 (S256) (Takata 2008)
localizada en la porcion citoplasmatica de la molécula, lo que conlleva al transporte de AQP2 a
la membrana apical. Se sabe de la fosforilacion de otras serinas (261, 264 y 269) y de treonina
269, sin embargo, se ha demostrado que la activacion de S256 es imprescindible para este
proceso (Nedvetsky y cols 2009, Horsefield 2020) (Figura 7).
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Figura 7. Estructura de acuaporina 2. Se muestran en rojo los sitios de fosforilacion
(serinas 256, 261, 264, treonina 269) y en azul el sitio el ubiquitinacion (Horsefield 2020).

Se ha demostrado que el citoesqueleto es fundamental para el trafico de AQP2. La ADH
promueve la despolimerizacién de los filamentos de actina lo cual permite el transporte de
vesiculas hacia la membrana apical. Por otro lado, cuando las vesiculas son endocitadas, los
filamentos cumplen la funcién de prevenir la exocitosis descontrolada ya que retiene las
vesiculas en el citoplasma (Nedvetsky y cols 2009). La exposicion a ADH tiene una regulacion
a corto plazo en la que como ya se ha mencionado anteriormente provoca el trafico e insercién
de las vesiculas intracelulares que contienen AQP2 hacia la membrana apical, lo que tarda unos
cuantos minutos. Asimismo, se ha descrito una regulacion a largo plazo que puede tomar de
horas a dias y es causada por una regulacion génica, resultando en un incremento en la cantidad

producida de esta proteina (Jensen y cols. 2013) (Figura 8).
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Figura 8. Transporte de AQP2 a la membrana apical de las células principales
del tubulo colector en rifion (Bichet 2006).

1.4.2.2 AQP2 en patologias

AQP2 se ha relacionado con fisiopatologias asociadas con retenciones severas de agua
y por defectos en la concentracion urinaria. En el primer caso se han descrito condiciones como
la falla cardiaca congestiva, cirrosis hepética y preeclamsia, en las cuales se han encontrado
niveles elevados de ADH y de AQP2 (Boone y Deen 2008). Por el contrario, existen
enfermedades caracterizadas por una desregulacion en la capacidad de concentracion urinaria,
por ejemplo, la diabetes insipida, condicion en la cual los individuos son capaces de orinar
volimenes grandes de orina. Esta condicion puede ser de origen central, nefrogénica o
psicogena (Lamas 2014). En pacientes con diabetes insipida central se ha observado que la
cantidad de ADH se encuentra disminuida lo que con lleva a una regulacién a la baja, debido a
que no hay suficiente cantidad de hormona para desencadenar toda la respuesta celular. Otra
clasificacion para este tipo de diabetes es la nefrogénica y no tiene que ver con la cantidad de
hormona si no con la incapacidad de la célula de desencadenar las vias de sefializacion intra y
extracelulares, esta condicién es congénita y pueden ser debido a la mutacién del gen AVPR2,
el cual codifica para el RV2 o mutaciones en el gen AQP2.

Ademas, se ha propuesto medir AQP2 urinaria como predictor de dafio renal y en

aplicaciones tanto fisiol6gicas como de diagndéstico como un posible biomarcador de nefropatia
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diabética, resultando de gran importancia debido a que es una enfermedad en la cual se va
perdiendo de manera lenta y progresiva la funcién renal (Rossi y cols. 2017). Jensen y
colaboradores midieron la excrecion urinaria de AQP2 (u-AQP2) en individuos sanos despues
de haber dado una carga de agua (20 mL/Kg; 1605 mL) encontrando una disminucion del 17%
después de 240 minutos asi como una disminucion de ADH y osmolaridad plasmatica, asi se
demostrd que la u-AQP2 disminuye durante la diuresis después del consumo de agua por via
oral (Jensen y cols. 2013). Ademas, en este mismo estudio se midié la u-AQP2 en individuos
después de una infusion de solucion glucosada al 5% (aporte calorico: 170 Kcal/L) via
intravenosa y observaron un decremento de u-AQP2, lo cual resulta interesante estudiar debido
que al ser una solucién isotdnica se esperaria que la concentracion de acuaporina 2 aumentara o
permaneciera sin cambio (Jensen y cols. 2013). Por otro lado, es comUn que se traten pacientes
con deshidratacion y con hipoglucemia con este tipo de soluciones, pero en mujeres
embarazadas o lactancia se maneja con muchas precauciones debido a que no se sabe si puede

afectar al producto (Vademecum 2010).

El rifidn es un 6rgano altamente especializado en el cual participan una cantidad enorme
de moléculas y cada una con una funcion en particular. Como ya lo he mencionado uno de sus
objetivos principales es la formacién de orina y ello se logra debido a la filtracion del plasma en
el glomérulo y la subsecuente reabsorcion de agua, aminoacidos, glucosa entre otros. Resulta
interesante de manera particular el transporte de glucosa a este nivel ya que se sabe que el 99%
de la glucosa filtrada es reabsorbida en tbulos proximales a través de co-transportadores de
glucosa acoplados a sodio tanto de tipo 1 como 2 (SGLT1,2). Ademas, se han descrito
transportadores de glucosa (GLUT) a lo largo de la nefrona, en particular, el GLUT4. Albiston
y colaboradores describieron su distribucion en rifién, pero aun no ha sido comprendida de
manera completa la participacion de estas proteinas en el transporte de glucosa especificamente

en este 6rgano (Albiston 2011).
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1.5 Transportadores renales de glucosa

La glucosa es la fuente principal de energia en los organismos vivos. Su paso a través de las
membranas celulares depende del gradiente de concentracion y la difusion facilitada por un
transportador. La glucosa experimenta biotransformacion por oxidacion (glicolisis) o se
almacena en forma de glucdégeno, principalmente en higado y en musculo estriado. La
concentracion plasmatica de glucosa en pacientes sanos es de alrededor de 90 mg/dL debido a
un equilibrio entre la absorcién intestinal de glucosa, glucogenolisis hepética, reabsorcion,
excrecion renal y la gluconeogénesis producida tanto en higado como en rifion (Segura y
Ruilope 2013).

La glucosa es eliminada del torrente sanguineo por dos proteinas: los transportadores de
glucosa asociados a sodio (SGLT) y por transportadores de glucosa (GLUT) presentes en
diferentes tejidos, estos ultimos con un peso molecular de 50-63 kDa compuestos por 12
dominios transmembranales. Transportan la glucosa por gradiente de concentracion y de manera
independiente de energia. La mayoria de las células de mamiferos son consumidores netos de
éste carbohidrato por lo que mantienen su concentracion intracelular baja para favorecer su
entrada (Castrejon y cols. 2007). La familia de GLUTSs estd compuesta por 13 miembros y estan
divididos en tres clases basados en sus caracteristicas estructurales. Clase I, GLUT1-4, son los
gue han sido mas estudiados. Clase Il, formado por GLUT5 (especifico de fructosa) y GLUT
7,9Y 11. Clase I, incluye a GLUT 8, 10,12 (Castrejon y cols. 2007).

En el rifidn se han descrito la expresion de cuatro transportadores de glucosa acoplados
a sodio (SGLT1, SGLT2, SGLT4, SGLT6). A los SGLT1 y SGLT2 se les ha dado mas
importancia debido a que han sido estudiados como blanco farmacol6gico para controlar la
concentracion aumentada de glucosa en sangre (Segura y Ruilope, 2013).

El SGLT2 se expresa en mayor cantidad en la primera porcién del tubulo contorneado
proximal (segmentos S1y S2). Este cotransportador es de baja afinidad y alta capacidad. Varios
estudios han demostrado que el 90% de la reabsorcion de glucosa es llevada a cabo por esta
proteina y el 10% restante es atribuida al SGLT1, el cual se ha descrito en segmento S3 del

tubulo proximal.
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En lamembrana basolateral de las células epiteliales de los segmentos S1y S2 del tubulo
proximal, se ha descrito al GLUT2, el cual libera la glucosa reabsorbida del tabulo proximal al
torrente circulatorio. Esta misma funcién pero en el segmento S3 la lleva a cabo el transportador
GLUTL1 (Segura y Ruilope 2013).

El GLUT4 esté presente en tejidos que responden a la presencia de insulina (musculo y
adipocitos), pero recientemente se da descrito en el rifién (Albiston y cols. 2011) en los rayos
medulares, asa delgada de Henle, en las células yuxtaglomerulares, en los tabulos distales y en
glomérulo (podocitos). Se sabe que la glucosa es reabsorbida en su mayoria en el tdbulo
proximal y ahora se ha descrito el paso de glucosa a través de GLUT4 en podocitos que son
sensibles a insulina. De esta manera se ha propuesto que la resistencia a la insulina a este nivel

se podria asociar al desarrollo y progresion de la enfermedad renal (Wasik y Lehtonen 2018).

1.5.1 Transportador GLUT4

El GLUT4 es una proteina de 509 aminoacidos con doce dominios intramembranales
dentro de lo que se ha descrito es que la arginina y glicina de los segmentos 4 y 10, asi como el
triptéfano de la hélice 10 y las secuencias de glicina/arginina o arginina/lisina, localizadas en
las asas que unen a las hélices 2 y 3y las que unen a las hélices 8 y 9 son también sitios de union
a la glucosa (figura 9). EI GLUT4 es codificado por el gen SLC2A4 ubicado en el cromosoma
17y se encuentra principalmente en los tejidos sensibles a insulina como el musculo, adipocitos,
corazon (Castrejon y cols. 2007) y en algunas estructuras especificas del rifion (Albiston y cols.
2011; Wasik y Lehtonen 2018). La insulina estimula la translocacion del GLUT4 de sitios de

almacenamiento intracelular hacia la membrana.
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Figura 9. Estructura molecular del transportador de glucosa GLUT4. Contiene 12 regiones
transmembranales, conectados de lazos hidrofilicos. La parte tanto amino como carboxi terminal se encuentran
intracitoplasmaticamente. G: glicina, R: arginina, Q: glutamina, L: leucina, K: lisina, S: serina y W: triptdfano

(Castrejon y cols. 2007).

El receptor de la insulina actia como una cinasa que fosforila residuos de tirosina del
propio receptor y es un complejo heterotetramérico compuesto por dos subunidades
extracelulares a (porcion que se une a la insulina) y dos subunidades B transmembranales con
actividad tirosina-cinasa (Wasik y Lehtonen, 2018). Cuando esta hormona se une a su receptor
se induce un cambio conformacional que estimula la actividad tirosina-cinasa. El receptor
activado se autofosforila y a otras proteinas también iniciando diferentes cascadas de
sefializacion. Las principales proteinas fosforiladas por el receptor son las IRS (Insulin receptor
substrate), una de las mas importantes la llamada sustrato del receptor de la insulina (IRS-1), la
cual activa dos vias intracelulares: la cascada de las cinasas activadas por mitdgenos (MAP
cinasas) y la via de la fosfatidil inositol 3 cinasa (PI3K) que desencadena, entre otros, la
translocacion de las vesiculas a la membrana celular, lo que aumenta el nimero de GLUT4 en
la misma y por consiguiente la cantidad de glucosa que entra a la célula (Gomez-Zorita y
Urdampilleta 2012). Las IRS interactdan con la porcion reguladora p85 de la PI3K, lo que
permite la activacion y traslocacion hacia la membrana plasmatica. PI3K cataliza la
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fosforilacion de 4,5-bifosfato a la forma fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3). El aumento de
PIP3 estimulado por insulina resulta en la fosforilacion y activacion de la serina/treonina cinasa
(AKT) también llamada proteina cinasa B (PKB), provocando cascadas de sefializacion
intracelulares que coordinan el trafico de GLUT4 a la membrana plasmatica (figura 10) (Wasik
y Lehtonen, 2018). Cuando el estimulo se termina, se desencadena la endocitosis y las proteinas
acarreadoras de glucosa regresan en vesiculas de almacenamiento (GCVs, GLUT4-containing

vesicles) al citoplasma de la célula.

Los estudios han demostrado que los podocitos, asi como los adipocitos y células
musculares, responden a insulina via activacion de PI3K y también a la via de sefializacion de
las proteinas cinasas activadas por mitdgenos (MAPK; Mitogen-Activated Protein Kinases)
también denominada ERK, que es una serin-treonin cinasa que es capaz de translocarse al nucleo
para regular la transcripcion modificando la actividad de proteinas; pero s6lo la PIK3 esta
implicada en la captacion de glucosa por la célula. En los podocitos la insulina induce la rapida
translocacion de GLUT4 a la membrana plasmatica similar en musculo y adipocitos (Wasik y
Lehtonen, 2018). Mediante procesos de endocitosis y exocitosis se regula el numero de
transportadores presentes en la membrana para la captacion de glucosa (Goémez-Zorita y
Urdampilleta, 2012). Es importante conocer la cantidad y la distribucion de los transportadores
de glucosa en estados de enfermedad ya que la disminucidon de las concentraciones intracelulares

de este transportador resulta un estado de resistencia a la insulina.
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Figura 10. Translocacion de vesiculas con GLUT4 estimuladas por la unién de Insulina con su
receptor (RI) en podocitos. La insulina activa el receptor tirosina-cinasa el cual fosforila a IRS, la cual se une a
PIK3 y fosforila a PIP2 (fosfatidil inositol 4,5-bifosfato) para formar PIP3 (fosfatidil inositol 3,4,5 trifosfato) el
cual esta ligado a la activacion de Akt(PKB) lo que activa la translocacién de GCVs a la membrana plasmatica
(Wasik y Lehtonen, 2018).
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2. Antecedentes

2.1 Trastornos metabdlicos y su efecto en el rifidn

Estudios epidemioldgicos en humanos, confirman que existe un riesgo significativo de presentar
proteinuria y dafio renal en personas con obesidad que no padecen otras enfermedades (Praga y
Morales 2006). Ademas, la obesidad per se aumenta el riesgo de padecer enfermedades
cardiovasculares, incluyendo hipertension, diabetes, dislipidemias y disfuncion renal (Havel y
cols. 2018).

Por otro lado, investigaciones con animales obesos han demostrado un aumento en la
reabsorcién de sodio y también del volumen sanguineo directamente relacionado con la presion
arterial elevada y a la ganancia de peso corporal. Ademas, observan que el tejido adiposo
encapsula casi completamente los rifiones e incluso penetra en el hilio renal, lo que provoca
compresion, incrementando la presion intrarenal (Hall y cols. 2002). Ademas, se ha observado
que la obesidad, induce cambios hemodinamicos y favorece los depoésitos glomerulares de
lipidos, lo cual juega un papel importante en la patogénesis de la enfermedad renal, debido a

gue no se lleva a cabo la filtracion glomerular correctamente (Praga y Morales 2006).
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2.2 Efectos de malnutricion durante la gestacion en el rifion de crias

adultas

La malnutricion es la forma méas comdn del desafio durante el desarrollo ya que se ha
demostrado que retrasa la formacion de las nefronas. El resultado de una disminucién en la
cantidad de nefronas al nacimiento aumenta la susceptibilidad de dafio y enfermedad renal en la
vida adulta (Li y cols. 2010) y este 6rgano es extraordinariamente sensible a la programacion
fetal.

Estudios han reportado que una restriccion de proteinas durante la gestacion reduce el
namero de glomérulos en las crias y ademas programa tanto hembras como machos a padecer
hipertension sensible a sal. La ventana de sensibilidad de la presion sanguinea a una restriccion
de proteinas coincide con la nefrogénesis en la rata. Estos datos son consistentes con la hipétesis
de que una restriccion de proteinas materna causa una hipertension en las crias adultas por un
deterioro del desarrollo renal (Woods y cols. 2004). Asimismo, se ha demostrado que una
malnutricion en ratas gestantes con una disminucion en su dieta total del 50% (desnutricion),
disminuye considerablemente la tasa de filtracién glomerular y el flujo plasmaético renal en las
crias. Ademas, observaron una disminucion en el numero de glomérulos y la osmolaridad
urinaria tiende a ser mas baja, lo que podria estar relacionado con una respuesta compensatoria

de produccion de ADH para aumentar la cantidad de AQP2 (Lucas y cols. 1991).

Existen pocos trabajos en cuanto una dieta rica en carbohidratos durante la gestacion y
su relacién con patologias presentes en la vida adulta, sin embargo, Colette y colaboradores
formularon la hipdtesis de que una combinacién de dieta pre y posnatal alta en grasa y fructosa
al 10%, aumenta el dafio renal y metabolico en crias machos en la vida adulta, encontrando en
dichos animales, aumento en la albimina urinaria (450%), glomerulosclerosis (190%) y fibrosis
tubulointersticial (101%) asociando estos cambios al aumento en la expresion de TGF-p.
(Jackson y cols. 2011).
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2.3 Acuaporina 2y GLUT 4 en rifion

Se ha descrito la funcion de los tubulos renales para la reabsorcién del agua y la formacion de
orina. Asi como, la participacion de la AQP2 para la entrada de agua a las células principales
del tabulo colector (Noda 2014). En un modelo de Diabetes mellitus inducida en ratas, se
observo un aumento en la expresion de la AQP2 en la membrana apical de las células
principales, y de la AQP2 fosforilada, lo que sugiere un aumento de la traslocacion de vesiculas
de AQP2, lo que esté relacionado con un aumento en la concentracion de vasopresina circulante
en sangre. Hay reportes controversiales sobre la expresion de AQP2 en ratas diabéticas inducida
por estreptozotocina. Algunos estudios muestran un aumento tanto en la expresién como la
traslocacion de la AQP2 en la médula renal (Nejsumy cols. 2017), mientras que otros han
mostrado una disminucion en el marcaje inmunohistoquimico (Leung y cols. 2005) y en otro
grupo de investigacién no observaron cambios en los niveles totales de AQP2 (Blanco y cols.
2002) (Ward y cols. 2001). En un trabajo en el cual manipulan la dieta posnatal con agua
azucarada al 30%, se observa que la expresion de AQP2 disminuye en comparacién con los
animales control atribuido a la disminucion de lo corticosterona. Lo que demuestra que debido
a ésta manipulacion, la regulacién de las proteinas encargadas de la formacién de la orina se ven
afectada (Solis 2018).

Asi como existen en los tdbulos renales transportadores de agua, se han descrito
transportadores de glucosa (GLUTA4), los cuales, anteriormente s6lo se habia demostrado su
presencia en tejidos sensibles a insulina y aungue no se sabe certeramente su funcion se
encuentran distribuidos difusamente en el rifidn especificamente en las células epiteliales de los
tibulos proximales, distales, la porcion gruesa del asa de Henle, en los tabulos colectores
(Albiston y cols. 2011) y podocitos (Wasik y Lehtonen 2018). En las células principales del
tubulo colector la vasopresina induce la translocacién de AQP2 hacia la membrana apical, lo
cual es analogo al sistema de translocacién mediado por la union de hormona-receptor de
GLUT4 en tejidos sensibles a insulina (Albiston y cols. 2011).
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Tanto en adipocitos como en células musculares se ha descrito una proteina llamada
aminopeptidasa regulada por insulina (IRAP). Al ser activado el receptor de insulina, la IRAP
se activa iniciando la translocacion de GLUT4 a la membrana basolateral y permitir el paso de

la glucosa circulante hacia adentro de la célula.

En tejidos sensibles a insulina IRAP esta colocalizada con GLUTA4 tanto en vesiculas
citoplasmaticas como en membrana basolateral, 1o que no sucede en rifion. Ademas se observo
que en animales knockout para IRAP, la concentracion de AQP2 fue dos veces maés alto que los

controles explicada por una regulacion en conjunto con la vasopresina (Albiston y cols. 2011).

En experimentos con cultivos de células glomerulares en condiciones de concentracion
alta de glucosa, se ha observado una disminucion en la concentracion de GLUT4 y un aumento
en la concentracion de otros transportadores de glucosa como el GLUT1 Y GLUT3 (Moutzouris
y cols. 2009). Aunque la funcion del GLUT4 a nivel de tibulo colector no es conocida adn, es
posible que juegue un papel importante en facilitar el transporte de glucosa a través de las células
y debido a que su nimero y localizacion celular es importante en estados fisiopatoldgicos que
tienen que ver con trastornos metabolicos es interesante investigar qué estd sucediendo en la

distribucion de estas proteinas.
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3. Justificacion

La ENSANUT report6 en el 2016, un aumento en la prevalencia de sobrepeso y obesidad,
relacionado con el consumo de bebidas azucaradas como uno de los principales factores de
riesgo para padecer dichas patologias. Asimismo, la ingesta de dichas bebidas se ha asociado
con la presencia de diabetes mellitus tipo 2 y enfermedades cardiovasculares (Hu y Malik.
2010).

A la fecha, son escasos los estudios en animales que abordan los efectos de la ingesta de
bebidas azucaradas durante la gestacion y su participacion respecto a la salud de las crias a pesar
del notable aumento de su consumo y que ha sido paralelo a la epidemia de obesidad y aumento
en las cifras de diabetes mellitus que presenta la poblacion mexicana en la actualidad. Por otro
lado, ratas a las que se les induce Diabetes mellitus, muestran un aumento en la expresion de
AQP2 tanto en la membrana apical como en la intracelular, aunado al incremento de vasopresina
circulante (Nejsum y cols. 2017). Es importante estudiar proteinas relacionadas con el transporte
de agua y glucosa a nivel renal en la descendencia y su relacion con el consumo de agua
azucarada durante de la gestacion debido a que tienen una funcion importante y especifica,
evidentemente éste trabajo sera de gran utilidad para intentar dilucidar si el consumo de aztcar
en etapas criticas del desarrollo pudiera estar modificando la expresion de AQP2 y GLUT4 en
las nefronas y ello predisponer a la descendencia a un funcionamiento renal ineficiente en la

vida adulta.
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4. Hipotesis

El consumo de agua azucarada al 5% en etapa prenatal y posnatal, modifica la expresion de
AQP2y GLUT4 en el rifidn de ratas macho adultas.

Predicciones:

El consumo de agua azucarada al 5% en etapa prenatal, disminuye la expresion
de acuaporina 2 y GLUT4 en corteza y médula del rifidn de ratas macho.

El consumo de agua azucarada al 5% en etapa posnatal, no cambia la expresion
de AQP2 en médula, pero aumenta en corteza y la expresion de GLUT4 en

corteza aumenta y en médula no cambia en el rifién de ratas macho.

El consumo de agua azucarada al 5% durante la etapa prenatal y posnatal no
modifica la expresion de AQP2 y GLUT4 en corteza y en médula tampoco
modifica la expresion de AQP2 y aumenta la de GLUT4 en el rifion de ratas

macho.
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5. Objetivo general

Determinar la expresion de AQP2 y GLUT4 en el rifion de ratas macho que consumieron agua

azucarada al 5% en etapas prenatal y posnatal.

6. Objetivos especificos

* Analizar la expresién de AQP2 de los tabulos colectores en la corteza y médula del rifidn
derecho por medio de Western blot.

* Determinar la expresion de GLUT4 en la corteza y médula del rifidn derecho por medio de
Western blot.
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7. Metodologia

Se utilizaron doce ratas adultas hembra de la raza Wistar de tres meses de edad de un peso de
220-250 gramos. Se mantuvieron en condiciones de bioterio con un fotoperiodo de 12/12 horas,
con ciclo luz-oscuridad invertido y temperatura de 20+2 °C, con alimento y agua ad libitum. Los
procedimientos experimentales fueron regulados bajo los estatutos del Manual de Seguridad en
el trabajo de laboratorio del Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta y en las
especificaciones descritas en la Norma Oficial Mexicana en el Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio NOM-062-Z0O0-1999.

7.1 Grupos experimentales

7.1.1 Grupos experimentales de las madres

Las ratas hembras fueron apareadas con machos expertos. El dia del apareamiento se considerd
el dia O (cero) de gestacién. A partir del dia uno, se midi6 el consumo diario de agua, alimento
y el peso corporal. Se asignaron aleatoriamente a las ratas en los diferentes grupos:

Grupo control (MS, madre simple), ratas alimentadas con una dieta Chow 5001 de Purina 'y agua
simple de manera ad libitum durante la gestacion y lactancia.

Grupo con tratamiento (MA, madre azdcar), ratas alimentadas con una dieta Chow 5001 de
Purina y agua azucarada al 5% (5 g en 100 mL de agua) de manera ad libitum durante la

gestacion y lactancia.

7.1.2 Grupos experimentales de las crias

Después del parto, las camadas se ajustaron a diez crias para estandarizar la demanda alimenticia
durante la lactancia. El destete se realiza el dia veintidos de lactancia, y se asignan los machos

aleatoriamente a los grupos experimentales correspondientes. Se formaron cuatro grupos en

total: dos procedentes de las madres que tomaron agua simple durante la gestacion y lactancia,
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un grupo consumio agua simple (MS-CS, Madre Simple-Cria Simple) y el otro agua azucarada
al 5% (MS-CA, Madre Simple-Cria Azucar). De igual manera, dos grupos de las madres que
consumieron agua azucarada durante la gestacion y lactancia, un grupo con agua simple (MA-
CS, Madre Azucar-Cria Simple) y otro grupo con agua azucarada al 5% (MA-CA, Madre
Azlcar-Cria Azlcar).

7.2 Disefio experimental

MADRES CRIAS GRUPOS ANALISIS
Gestacion y lactancia Posdestete hasta edad adulta

Agua simple MS-CS

CS

0,
Agua azucarada 5% MS-CA
CA . -
Inmunohistoquimica y

Western blot de:

Agua simple
MS

- - AQP2
i GLUT4
Aguacssl.mple MA-CS
gua azucarada 5%
MA
0,
Agua az%c:rada 5% MA-CA
Parametros N »
morfométricos

MS-CS: madre simple-cria simple
MS: madre simple CS: cria simple MS-CA: madre simple-cria azdcar
MA: madre aztcar CA: cria aztcar MA-CS: madre aztcar-cria simple

MA-CA: madre azlcar-cria aztcar

Figura 11. Disefio experimental
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7.3 Obtencién del rifon

Inmediato a la decapitacion se realiza una incision sobre la linea media ventral de la cavidad
abdominal y se extraen ambos rifiones, se pesan y guardan, el izquierdo para conservar en

formalina (inmunohistoquimica) y el derecho se congela a -70°C (Western blot).

7.4 Inclusién y corte de rifion

Partiendo del hilio renal, se realiz6 un corte longitudinal y se utilizé la parte ventral del rifion
izquierdo. Se deshidraté y aclaro el tejido, con alcohol etilico en concentraciones del 60 al 100%
y xilol (Anexo 1). Posteriormente, se incluyd en paraplast X-tra (Sigma-Aldrich).

Una vez incluido el tejido se dejo reposar por 24 h, pasando este tiempo se realizaron
cortes longitudinales en un micrétomo marca Leica a 7um de grosor y se recolectaron en
laminillas formando series de 3 cortes cada una. Los cortes se dejaron secar durante al menos

una semana antes de ser utilizados para las pruebas de inmunohistoquimica.

7.5 Inmunohistoquimica

Se incubaron los cortes de rifion por 72 h en citrato de sodio (100mM, pH 6) a 4°C, para el
desenmascaramiento de antigenos. Al término se realizaron tres lavados con solucién
amortiguadora de fosfatos (PBS) y después se incub6 con agua oxigenada al 3% en PBS para
agotar las peroxidasas enddgenas por 30 minutos. Se realiz6 un bloqueo inespecifico con suero
normal de burro durante una hora.

Después de tres lavados con PBS/0.3% Triton X-100, los cortes se incubaron con el anticuerpo
primario (Anti AQP2 (C-17): sc-9882, Santa Cruz Biotechnology, Inc. 0.1 mg/ml diluido en
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PBS / 0.1% Triton X-100) a una concentracion de 1:50 durante 72 h a 4°C; transcurrido este
tiempo se realizaron tres lavados con PBS/0.3% Triton X-100, y se incub6 con el anticuerpo
secundario anti-cabra desarrollado en burro (1:250) diluido en PBS/0.3% Triton-X-100 durante
2 h a temperatura ambiente.

El marcaje inmunohistoquimico se revel6 con un sistema de deteccion Complejo
Avidina-Biotina (Kit Vectastain® ABC). Utilizando diaminobencidina (DAB) como sustrato.

Finalmente se montaron las laminillas para su analisis.

Se incubaron los cortes de rifiones antes descritos por 72 h en citrato de sodio (100mM, pH 6) a
4°C, para el desenmascaramiento de antigenos. Al término se realizaron tres lavados con
solucion amortiguadora de fosfatos (PBS) y después se incub6 con agua oxigenada al 3% en
PBS para agotar las peroxidasas endégenas por 30 minutos. Se realiz6 un blogueo inespecifico
con suero normal de cabra durante una hora.

Después de tres lavados con PBS/0.3% Triton X-100, los cortes se incubaron con el
anticuerpo primario 1:50 (Anti GLUT4 diluido en PBS / 0.1% Triton X-100) durante 72 h a
4°C; transcurrido este tiempo se realizaron tres lavados con PBS/0.3% Triton X-100, y se incubd
con el anticuerpo secundario anti-raton desarrollado en cabra (1:250) diluido en PBS/0.3%
Triton-X-100 durante 2 h a temperatura ambiente.

El marcaje inmunohistoquimico se revela con un sistema de deteccion Complejo
Avidina-Biotina (Kit Vectastain® ABC). Utilizando diaminobencidina (DAB) como sustrato.

Las laminillas se montaron para su anélisis.

7.6 Inmunotransferencia de AQP2y GLUT4

El rifidn congelado se fracciond en corteza y médula y se tratd con un homogeneizador
electronico en buffer solucion amortiguadora de lisis, inhibidores de proteasas (PIC), (PMSF)
1mM vy ditiotreitol (DTT) 1mM. Los homogenados se centrifugaron a 13400 rpm por media

hora a 4°C, se recuperé el sobrenadante y se determind la concentracion de proteinas por el
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método de Bradford. La separacion electroforética de proteinas se realizd utilizando geles de
poliacrilamida y dodecil sulfato de sodio (SDS PAGE), se cargd 35 [Ig de proteinas de extractos
totales. Después se transfirio a membranas de nitrocelulosa y se tifié con Rojo de Ponceau para
verificar que la cantidad de proteina cargada fuera la misma. Las membranas se incubaron con
una solucién de 7% de leche en PBS-T (NaHPO4 80 mM, NaH2PO4 20 mM, NaCl 100 mM,
Tween 20 al 0,1%, pH 7,5) durante 1 hora, posteriormente, se incub6 durante toda la noche a
4°C con el anticuerpo primario correspondiente (mouse monoclonal Anti-AQP2 (E-2): sc-
515770, Santa Cruz), (goat monoclonal Anti-GLUT4 (IF8): sc-53566, Santa Cruz
Biotechnology, Inc). Posteriormente, se incub6 durante 2 horas con el anticuerpo secundario
correspondiente (mouse Anti-goat IgG-HRP, Santa Cruz y Goat Anti-mouse 1gG-HRP, Santa
Cruz Biotechnology, Inc.) 1:2000. Las bandas inmunorreactivas se revelaron utilizando un
estuche de quimioluminiscencia (Super Signal West Pico, Pierce). Se obtuvo el cociente de la
cantidad relativa de AQP2 y GLUT4 entre la columna total de cada grupo en la membrana tefiida
con Rojo de Ponceau con densitometria en el programa ImageJ version 1.51 2015. Los

resultados obtenidos se reportaron en porcentaje de expresion.
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8. RESULTADOS
8.1 Peso corporal y consumo de agua y alimento

En la figura 12A se muestran los resultados del peso corporal de los animales al final del
tratamiento. Se puede distinguir que los animales que consumieron agua azucarada ya sea
durante la gestacion/lactancia y/o vida posdestete muestran un aumento de peso comparados
con el grupo control. EI grupo que consumid agua azucarada durante toda su vida peso
414.9+3.633 g mostrando una diferencia significativa con el grupo control 379+3.548 g.
También se observaron diferencias entre los animales que consumieron azucar sélo durante su
vida posnatal 422.7+3.762 y en aquellos provenientes de hembras que consumieron agua
azucarada 401.7+3.739. MS-CS vs MS-CA (****P<0.0001), MS-CS vs MA-CS ((**P=0.0020),
MS-CS vs MA-CA (****P<0.0001) y MS-CA vs MA-CS (**P=0.0038). Se observan
diferencias significativas en el factor prenatal (****P<0.0001) y en la interaccion de ambos
factores (***P=0.0005) sin mostrar diferencias significativas en el factor posnatal (P=0.0596).

Por otro lado, se puede observar en la figura 12B que los animales que consumieron agua
azucarada de manera cronica (81.37+£7.225 mL) consumieron mas agua que los animales control
(46.54+2.739 mL) y aquellos que s6lo consumieron agua azucarada en su vida posdestete
consumieron una cantidad similar al grupo MA-CA (86.98+4.792 mL). Los grupos MS-CA,
MA-CA mostraron diferencias significativas con el grupo control (***P=0.0003, **P=0.0014).
Los animales que consumieron agua azucarada solamente durante la vida posnatal comparados
con los que so6lo tuvieron el estimulo durante la gestacion y lactancia fueron diferentes
(***P=0.003) y los grupos MA-CS y MA-CA también mostraron diferencias significativas
(**P=0.0017). El factor prenatal muestra un valor de ****P<0.0001.
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Figura 12. A. Peso corporal de las ratas macho (g) al finalizar el tratamiento. Se observan diferencias
significativas en el factor prenatal (****P<0.0001) y en la interaccion de ambos factores (***P=0.0005) sin
mostrar diferencias significativas en el factor posnatal (P=0.0596). B. Consumo de agua (mL). Se muestran las
comparaciones de los cuatro grupos MS-CS, MS-CA, MA-CS Y MA-CA. El factor prenatal muestra un valor de
****P<(0,0001. Se muestran para ambas graficas mediaste.e. ANOVA, 2 vias pos hoc Bonferroni.

8.2 Expresion de AQP2 en corteza renal

Se observa en la figura 13A lainmunolocalizacion de la proteina AQP2 en las células principales
del tabulo colector en los cuatro grupos. En la figura 13B se muestra la comparacion de la
expresion de los tres grupos experimentales contra el 100% de la expresion del grupo control,
mostrando el grupo MA-CA una diferencia significativa de la expresion de AQP2
(152.8+21.80%) en el grupo de animales que estuvieron expuestos al consumo de agua
azucarada en ambas etapas (prenatal y posdestete), por el contrario se observa una marcada
disminucion en el grupo que consumid agua azucarada solamente durante la etapa posnatal
(65.83+15.43%)(*P=0.0246) y el grupo en el cual los animales solo tuvieron el estimulo dentro
del Utero durante la etapa gestacional y lactancia tuvieron un porcentaje muy cercano al grupo
control (98.17+ 22.42%). Explicando un porcentaje alto en la fuente de variacion la etapa
prenatal (*P=0.0364, F(1,20=5.030) asi como la interaccion de ambos factores (*P=0.0298,
F1,20=5.472). Se observa una diferencia significativa entre los grupos MS-CA vs MA-CA
(*P=0.0246).
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Figura 13. Expresion de AQP2 en corteza renal en los cuatro grupos MS-CS, MS-CA, MA-CS y MA-CA. A.

Inmunolocalizacién de acuaporina 2 contratefiida con hematoxilina de Meyer. 40X. Escala 20um. B. Porcentaje
de expresion de AQP2. Western blot. Interaccion* (P=0.0298, F20=5.471) Prenatal* (P=0.0364, F(120=5.030)
Postnatal (P=0.5953, F(120=0.2914). MS-CA vs MA-CA (*P=0.0246). Se muestran medias + e.e. ANOVA de dos

vias. n=6.
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8.3 AQP2 en médula renal

En la figura 14 se muestra la comparacion de la expresion de AQP2 en médula renal de los
cuatro grupos: MS-CS, MS-CA, MA-CS y MA-CA. Los grupos fueron comparados con el
100% de expresion de AQP2 en los animales del grupo control. El grupo que consumio agua
azucarada solo en la vida posnatal arrojé un porcentaje de 93+18.86%, el grupo de animales que
consumieron agua azucarada solo en la vida prenatal mostraron un 132.8+18.61% y los animales
expuestos al estimulo del consumo de agua azucarada durante la vida pre y posnatal mostraron
un 107.3+15.71%. La fuente de variacion tanto prenatal, posdestete asi como la interaccion no
puede explicar el efecto observado. Factor prenatal P=0.3684, F(120=0.8470, factor posnatal
P=0.5367, F(1,20=0.3952 y el valor de la interaccion P=0.7205, F1,20=0.1317.
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Figura 14. Expresion de AQP2 en médula renal en los cuatro grupos MS-CS, MS-CA, MA-CS y MA-CA. A.
Inmunolocalizacion de acuaporina 2 contratefiida con hematoxilina de Meyer. 40X. Escala 20um B. Porcentaje
de expresion de AQP2. Western blot. Interaccion (P=0.7205, F(1,20=0.1317) Prenatal (P=0.3684, F1,20=0.8470)

Postnatal (P=0.5367, F(1,20=0.3952) Se muestran medias + e.e. ANOVA de dos vias. h=6.
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8.4 GLUT4 en corteza renal

En la figura 15 muestro la expresion en porcentaje de GLUT4 en corteza de rifion de ratas de
los cuatro grupos experimentales (MS-CS, MS-CA, MA-CS, MA-CA). Se compararon los
grupos contra el 100% de expresion del grupo control. Se observa en la grafica un aumento
significativo en la expresion de GLUT4 de 155.3+£32.39% en el grupo expuesto tanto prenatal
como posnatalmente al consumo de agua azucarada, por el contrario, los grupos intermedios
muestran una disminucién comparados con el grupo control, 89+11.80% para el grupo MS-CA
y para el grupo MA-CS fue de 82.17+15.18%. El factor de la vida posnatal tiene un efecto
significativo (*P=0.0401, F(1,20=4.855) al igual que la interaccion (*P=0.0123, F1,20=7.646);
el factor prenatal no tuvo un efecto significativo (P=0.0800, F(1,20=3.420).

8.5 GLUT4 en médula renal

En la figura 16 se observa el porcentaje de expresion de GLUT4 en corteza de rifion de ratas de
los cuatro grupos experimentales (MS-CS, MS-CA, MA-CS, MA-CA) y todos los grupos se
compararon contra el 100% de expresion del grupo control. Los grupos que consumieron agua
azucarada durante toda su vida mostraron una expresion del 80+21.91%, mientras que los que
recibieron el mismo estimulo solamente durante su vida posnatal revelaron una expresion de
89.50+14.77% y un porcentaje similar (88.67+18.45%) fue para el grupo que sélo durante la
vida prenatal estuvo bajo el estimulo del agua azucarada. El factor prenatal no fue significativo
(P=0.6254, F(1,20=0.2458) asi como tampoco el posnatal (P=0.6532, F(1,20=0.2081) al igual que
la interaccion (P=0.9656, F1,20=0.0019).
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Figura 15. A. Se muestra la expresion de GLUT4 en corteza renal en los cuatro grupos MS-CS, MS-CA, MA-CS
y MA-CA. El factor de la vida posnatal tiene un efecto significativo *P=0.0401, F,0=4.855). *Interaccion
(P=0.0123, F(1,20=7.646). El factor prenatal (P=0.0800, F(120=3.420). MS-CA vs MA-CA *P=0.0291; MA-CS
vs MA-CA *P=0.0167. Se muestran medias + e.e. ANOVA de dos vias. n=6. B. Expresion de GLUT4 en médula
renal en los cuatro grupos MS-CS, MS-CA, MA-CS y MA-CA. A. Inmunolocalizacion de GLUT4 contratefiida
con hematoxilina de Meyer. 10X. B. Porcentaje de expresion de GLUT4. Western blot. El factor prenatal
(P=0.6254, F(1,20=0.2458). Posnatal (P=0.6532, F1,20=0.2081). Interaccion (P=0.9656, F(,20=0.0019). Se
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9. Discusioén

El peso corporal de los animales concord6 con antecedentes donde se relaciona el consumo de
bebidas azucaradas con aumento de peso (Havel y cols. 2018; Jackson y cols. 2011; ENSANUT
2016, Quintanilla y cols. 2021). En los animales de este trabajo se observo un incremento de
peso corporal independientemente de la etapa en la fueron expuestos al estimulo del consumo
de agua azucarada, 33.8 gramos mas en promedio comparados con el grupo control; asimismo,
se demostrd que los animales que consumieron agua azucarada solamente posdestete (MC-CA)
y durante toda su vida (MA-CA), bebieron méas agua que aquellos que s6lo consumieron agua
simple durante todo el experimento (MS-CS) e incluso los que solo durante la gestacion
estuvieron expuestos a éste estimulo (MA-CS), encontrando una diferencia en el consumo con
el grupo control de 37.6 mL. Los animales que consumieron agua azucarada mostraron peso

corporal mayor que el grupo control y aquellos que consumieron agua simple posdestete.

Por otro lado, los cambios significativos en la cuantificacion de la expresion de proteinas
se presentaron sélo en la corteza renal y no en médula, tanto para AQP2 y GLUT4, lo que resulta
interesante debido a como ya se ha explicado en otros articulos las células de la médula renal,
son células que estan incluso en condiciones normales en un estado hiperosmolar perfectamente

adaptadas a este tipo de ambiente (Radin y cols. 2012).

En el caso de AQP2, el grupo en el que se expresd de forma aumentada con una
diferencia de 52.8% comparada con el grupo control fue aquel grupo expuesto al agua azucarada
al 5% durante la vida tanto prenatal como posdestete, o que pudiera estar explicando este
comportamiento es que los animales ademas de estar consumiendo mas agua, es agua azucarada,
y como ya se ha demostrado antes tanto en humanos como en los animales el azucar en los
alimentos produce una conducta de adiccidn hacia estos productos (Lennerz y Lennerz 2018)
prefiriendo su consumo comparados con el grupo control. El sistema de regulacion de
concentracion y dilucion de orina se da a nivel de tabulo colector en la nefrona gracias a la
accion de la ADH, la cual es secretada por la hipofisis a nivel de sistema nervioso central

regulado por la necesidad de ingestion de agua debido a una deshidratacion sistémica. El
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resultado de la liberacion de ADH al torrente sanguineo termina en un aumento en la expresion
de AQP2 (Noda 2014) y en aquellos animales obedece a una necesidad interna de consumo de
agua por sed debido probablemente al aumento en la osmolaridad plasmatica captada por
osmoreceptores. En los animales que soOlo consumieron agua azucarada posdestete
disminuyeron su expresion en 34.17% comparadas con el grupo control, lo que contrasta con
otros trabajos que han utilizado agua azucarada al 30% (Sanchez y cols. 2018), lo que nos
pudiera estar indicando una disminucion en la regulacion de la reabsorcién de agua a nivel de
tubulo colector o podria ser que estos individuos hayan regulado la necesidad de agua
intracelular y por lo tanto no esté expresando AQP2 en la membrana apical para la retencion de
agua como lo demostraron en pacientes sanos a los cuales se les administrd una carga de agua
de 20 mL/Kg por 15 minutos y observaron gque después de 210 minutos la expresion de u-AQP2
estd disminuida al 17% explicado como una diuresis normal después de un consumo de

abundante agua (Jensen 2013).

Por otro lado, la expresién de GLUT4 en la corteza renal se mostré aumentada en un
55.3% en los animales que consumieron agua azucarada durante toda su vida comparada con el
grupo control, lo que pudiera estar indicando que el transporte de glucosa a este nivel del rifion
pudiera estar mediado por este transportador presente en podocitos, en tabulo contorneado
proximal, asa descendente de Henle y tabulo colector anteriormente descrito por Albiston y
colaboradores en 2011. Ademas, nos pudiera dar una idea de que durante la gestacion se pudiera
estar programando a la descendencia a estar preparado para un insulto igual o mayor que el que
estuvo en el utero de la madre. Asimismo, se ha descrito que en corteza las células expresan
glucosa-6-fosfatasa por lo que hay liberacién de glucosa per se (Segura y Ruilope 2013). Por el
contrario, el grupo que al que a los crios se les cambio a agua simple después de haber estado
bajo el estimulo de agua azucarada durante la fase prenatal, presentd una expresion similar al
grupo control lo que concuerda con experimentos realizados en cultivos celulares de rifion a los
que someten a las celulas a concentraciones de glucosa elevada y observan que la cantidad de
GLUT4 disminuye en las células después de haber sido expuestas a altas concentraciones de
glucosa, sin embargo, demuestran que otros transportadores de glucosa como el GLUT1 y el

GLUT3 aumentan como una respuesta adaptativa al entorno (Moutzouris y cols. 2009).
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A pesar de que los animales consumieron agua adicionada con carbohidratos y que
aumentaron la ingesta de agua no se observaron cambios en médula renal probablemente el
cambio de osmolaridad y el volumen no fueron significativos para modificar la expresion de
ambas proteinas o el estado hiperosmolar bajo el cual se encuentran las células de médula estan
perfectamente adatadas a estos cambios. Ademas, se sabe que la utilizacion de la glucosa es
principalmente en la médula renal, asi que pudiera ser que aunque estuviera llegando por
circulacion mas cantidad de glucosa, se estaria utilizando mientras que la liberacion de la misma
se produce en la corteza y se ha descrito que la médula no expresa glucosa-6-fosfatasa lo que
significa que no esta liberando glucosa per se como sucede en la corteza (Segura y Ruilope
2013). A pesar de que no esta muy estudiado el transportador 4 en rifion, se sabe que el GLUT1
y 2 liberan la glucosa absorbida por los SGLT1 y 2 a la circulacién (Segura y Ruilope 2013), el
transportador 4 pudiera tener una funcién parecida al GLUT1 y GLUT2. Cerca del cien por
ciento de la reabsorcién de la glucosa se da nivel de tdbulo proximal por los cotransportadores
SGLT1 Y SGLT2, asi que la concentracion de glucosa que alcanza el nivel de tabulo colector
es muy baja, lo que pudiera explicar que no se encontraran cambios en los niveles de la expresion
de GLUT4 en médula, ademas de que a este nivel no se libera glucosa a circulacion al carecer
de la enzima glucosa-6-fosfatasa; a diferencia de corteza, en la cual se observé un aumento en
los niveles de GLUT4 en aquellos animales que consumieron agua azucarada durante todo el
experimento, también no descartamos la posibilidad de que no se este degradando y por eso la
cuantificacion sea mayor; sin embargo, se sabe que a este nivel renal también se libera de manera
normal glucosa a circulacion debido a la presencia de la enzima glucosa-6-fosfatasa. Por otro
lado, es interesante resaltar que los animales que consumen agua azucarada ingieren mas
cantidad y aun asi, el trasportador 4 no se ve alterado, posiblemente porque como se ha
observado en pacientes diabéticos, los cotransportadores de glucosa se elevan para cumplir con
la demanda de glucosa presente en el filtrado glomerular y se aumenta la cantidad de estos para
evitar la pérdida de energia, asi que reabsorbe mas de lo normal no dejando que la glucosa se
escape por orina, de esta manera pudiera no estar llegando al final del sistema tubular gran
cantidad de glucosa no necesitando la reabsorcion y liberacion de la misma a circulacion.
Asimismo, en individuos con diabetes y dafio renal se ha demostrado la presencia de esclerosis

(Noshahr y cols. 2020) en el glomérulo lo que impide que se realice una filtracion adecuada del
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plasma sanguineo (Jackson y cols. 2011) observando que los niveles de nitrogeno ureico
aumentan en sangre, ademas demostramos en los rifiones de los animales expuestos al consumo
de agua azucarada la presencia de glomerulosclerosis (Velazquez 2016) independientemente de
la etapa en la cual estuvieron expuestos a la ingesta (prenatal y/o posdestete). Se sabe que ello
puede modificar las concentraciones de angiotensina Il, el cual es un péptido cuya funcion es
mantener la presion arterial y el balance hidrico del individuo (Diaz y cols. 2005), se ha
demostrado que participa en la estimulacion de la produccién de aldosterona (Diaz y cols. 2005)
la cual aumenta la concentracion de la hormona antidiurética y con ello la ingesta de agua y
retencion de la misma a nivel de tdbulo colector especificamente en las células principales
aumentando la expresion de AQP2 (Scott y cols. 2021) y su translocacion a la membrana apical
permitiendo el paso de agua a través de la célula (Noda 2014), de esta manera se reduce el
volumen urinario pero aumenta la presion arterial (Diaz y cols. 2005)(Figura 16). Asimismo, se
sabe que la aldosterona tiene una participacién importante en la formacion de esclerosis
glomerular (Shrestha y cols. 2019).
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fe LR
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urinario

. Glucosa

Hall, 1999; Kettler, 1995; Segarra, 2018; Jackson, 2011; Solis, 2018

Figura 16. Mecanismo propuesto del consumo de agua azucarada y su
efecto a nivel renal. ® Glucosa
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11. Anexos

A la par de mi trabajo doctoral de investigacion, trabajé en dos proyectos mas: Sucrose exposure
during gestation laction and postweaning periods increases the pubococcygeus muscle reflex
activity in adult male rats (publicado). Otro trabajo fue Bulbospingiosus muscle frecuency
activity is modified in high sugared diet during pregnancy and postweaning offspring male
rats (en proceso) y mi proyecto doctoral, Sucrose water consumption during gestation and
postnatal life as a risk factor for kidney injury on adult Wistar rats (en proceso).

Los dos trabajos que estan en proceso estan adelantados en su escritura en un 90%. De los dos
tenemos los datos completos. Los tres trabajos en conjunto forman parte de las contribuciones del
cuerpo académico (CA) “Metabolismo Yy reproduccion” calificado como CA consolidado por la
SEP. Los integrantes de dicho cuerpo han involucrado a sus estudiantes de pregrado y posgrado
en la generacion de conocimientos sobre la anatomia y fisiologia de los mecanismos involucrados
en procesos como la continencia e incotinencia urinaria, por ejemplo nos hemos evocado a estudiar
musculos estriados como el pubococcigeo y bulboesponjonso, asi como visceras, uretra y los
rifiones, implicados en tales procesos urinarios. Hemos probados la relacion que existe entre estos
musculos, visceras y el consumo de agua azucarada. Los hallazgos han mostrado que el consumo
prenatal y posnatal de sacarosa en la progenie adulta cambia los patrones de anatomia y de

fisiologia de la musculatura estriada y del rifidén en la rata adulta.
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1. Deshidratacién e inclusion del rifion.

REACTIVO

Alcohol al 60%

Alcohol al 70%
Alcohol al 80%
Alcohol al 80%
Alcohol al 96%
Alcohol al 100%
Alcohol-Xilol
Xilol |
Xilol 11
Paraplast Extra Il
Paraplast Extra Il

Incluir tejido en Paraplast Extra

TIEMPO

15 minutos (3 lavados de 5 minutos cada
uno)
20 minutos

20 minutos
30 minutos
30 minutos
30 minutos
30 minutos
30 minutos
30 minutos
6 horas

8 horas
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Abstract

Erectile dysfunction is related to metabolic alterations produced by a high carbohydrate diet, which may affect muscle
activity during penile reflex in adulthood. We determined whether sucrose water consumption during gestation lactation and
postweaning affects pubococcygeus muscle (Pem) activity during urethrogenital reflex in adult male rat offspring. Twelve
female rats were mated and grouped in control mothers consumed tap water and sucrose mothers consumed sucrose water
during gestation lactation. Male pups were weaned and assigned into four groups (n = 6 each): those from control mothers
who continued drinking tap water (CM—CO group) or sucrose water (CM-SO group) until adult life, and those from sucrose
mothers who drank tap water (SM—CO group) or continued drinking sucrose water (SM-SO group) until adult life. Body
weight, Pcm activity during penile stimulation by bipolar electrodes and urethrogenital reflex were analyzed. A catheter was
placed into the urethra to record variations in urethral pressure after mechanical stimulation. Two-way ANOVA followed by
post hoc tests were used considering P < 0.05 as a significant difference. Males from the SM—SO group showed weight gain
compared to the control group (P <0.001). Also, sucrose intake promoted high Pecm activity (P <0.0001) but reduced
urethrogenital reflex duration CM-CO vs CM-SO (P = 0.02); CM-CO vs SM-CO (P =0.01); CM-SO vs SM-SO (P<
0.003); and SM—CO vs SM-SO (P <0.002). Our results suggest that a combination of a sucrose-rich diet during gestation
lactation and postweaning modifies Pcm activation during penile reflex. The urethrogenital reflex is a spinal ejaculatory-like
reflex, these rats could have penile dysfunction equivalent to premature ejaculation in men.
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Glut4 expression in relationship with prenatal and postnatal sugared water
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Abstract:

Kidneys achieve the elimination of toxic substances from the organism. In this process, they
also have to reabsorb important molecules that include glucose. Glucose uptake can be done
through up to 14 glucose transporters (GLUTs) expressed in kidneys. One member of this
family is the GLUT4 that is located in a specialized tubulovesicular compartment located
beneath the plasma membrane. As a response to insulin, this reservoir of GLUT4 is then
available to be recruited to the cell surface to raise glucose uptake. The consumption of
sugary drinks has been associated with metabolic diseases including type 2 diabetes mellitus
that is linked to renal failure. The aim of our present study was to determine whether the
consumption of sugared water during pregnancy and lactation alters the expression of GLUT4
in the kidney of adult male offspring. We used female rats that mated and divided in a control
group fed with a standard diet and tap water, and the experimental group fed with standard
diet and 5% sucrose diluted in tap water (sugared water). At weaning, the two male rats were
randomly selected per litter; one of them had free access to simple water while the other had
free access to the sugared water. Male rats were sacrificed at four months old and the
expression of GLUT4 in the left kidney was analyzed. In contrast to the group that consumed
plain water, we observed that consumption of sugared water caused a GLUT4 overexpression
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Renal expression of aquaporin 2 in the offspring of rats that consumed sugared water
during pregnancy and lactation
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The physiology of the urinary tract achieves the elimination of toxic substances
from the organism, particularly in the kidneys. There are several types of aquaporins
(AQPs). fourteen described until now, distributed in different parts of the organism. Some
of them (1.2.3.4,6,7 and 8 AQPs) are differentially expressed along the kidney and are
highly relevant for the water transport across the renal tubules. Particularly, AQP2 is
located on the collecting duct where the urine will be diluted or concentrated because of the
function of Antidiuretic hormone (ADH). The ADH link up with its specific receptor in
principal cells, triggers the trafficking of AQP2 to the apical membrane to permit the water
passage. When this process is altered, the organism can present a wide range of renal
injuries. The high consumption of sugared drinks haye been related with metabolic
diseases, including type 2 diabetes mellitus that is linked to renal failure. The aim of this
project is to determine whether the consumption of sugared water during the pregnancy and
lactation, alters the expression of the aquaporin 2 in the kidney of adult male offspring. We
use females rats that are mated and divided in a control group fed with standard diet and tap
water, and the experimental group fed with standard diet and 5% sucrose diluted in tap
water (sugared water). At weaning, two male rats were randomly selected per litter; one of
them has free access to simple water while the other has free access to the sugared water.
The male rats are sacrificated at four months old and the expression of aquaporin 2 of the
left kidney and is analyzed by immunohistochemistry and western blot. Opposite the group
that consumed plain water during the experiment with the group that consumed sugared
water during pregnancy, lactation and postnatal life, preliminary results show an
overexpression of aquaporin 2 in the last group. It seems that the consumption of sugared
water, even in low concentration, modifies the renal expression of aquaporin 2. This could
be directly related to water transport in the renal tubules altering the function of the upper
urinary tract.
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