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Resumen

En México y diferentes partes del mundo el consumo de bebidas azucaradas se ha relacionado
con la predisposicion a padecer enfermedades metabdlicas como sobrepeso, obesidad,
hipertension arterial y diabetes mellitus. Esta tiltima a su vez se ha asociado con dafio renal.
En nuestro grupo de investigacion hemos mostrado que el consumo de una dieta
gestacional baja en proteinas condiciona a la descendencia a padecer trastornos metabdlicos en
la vida adulta; y que dichos trastornos metabolicos se potencian si en la vida posnatal los
individuos consumen agua azucarada. Pocos estudios han administrado durante la gestacion y
lactancia unicamente agua azucarada y ello a su vez relacionarlo con trastornos metabdlicos en
la edad adulta de la progenie. El objetivo de la presente tesis fue determinar la relacion entre el
consumo prenatal y posnatal de agua azucarada con la morfometria y la expresion de acuaporina
2 en el rifion de ratas macho adultas. Para ello, se formaron dos grupos de madres gestantes:
grupo control (MS), al que se le proporcion6é agua simple. Y el grupo experimental, que
consumi6 agua azucarada al 5% (MA); ambos grupos consumieron alimento estandar y agua ad
libitum. Posterior al destete, se formaron dos subgrupos con las crias macho, uno que consumid
agua simple (MS-CS) y otro agua azucarada al 5% (MA-CA). Las crias fueron sacrificadas a
los cuatro meses de edad. Los datos fueron analizados aplicando la prueba estadistica de
ANOVA de dos vias. Desde el nacimiento y hasta el sacrificio los pesos de las crias no
mostraron diferencias significativas (P>0.05). En lo que respecta al consumo de agua y
alimento, el grupo MA-CA mostr6 aumento en el consumo de agua pero una disminucion en la
ingesta de alimento. Morfométricamente los animales que durante toda su vida estuvieron
expuestos al consumo de agua azucarada, asi como los que s6lo consumieron durante la vida
gestacional y que después del destete consumieron agua simple, mostraron un aumento en el
area de la luz del tubulo colector (P<0.05). Con respecto a la expresion de acuaporina 2, fue
mayor en los animales cuyas madres consumieron agua azucarada durante la gestacion (P<0.05).
Adicionalmente, otros datos que consideramos importantes fueron la grasa retroperitoneal y la
concentracion sérica de nitrégeno ureico, mostrando un aumento en ambos parametros en el
grupo que consumid agua azucarada durante toda su vida (P<0.05). Los hallazgos del presente

estudio sugieren que el consumo prenatal y posnatal de agua azucarada, provocan en la vida
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adulta, una alteracion en la reabsorcion de agua a nivel tubular especificamente en el tabulo
colector, debido a que esta directamente relacionada con la funcion de AQP2. De esta manera,
se pudiera estar modificando la manera de concentrar o diluir la orina y con ello alterar el

equilibrio osmotico a nivel renal.
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1. Introduccion

1.1. Nutricion y malnutricion

La nutricion es el equilibrio entre el consumo de alimento y el gasto energético que un
organismo requiere para realizar sus funciones vitales. Un adecuado balance alimenticio es
determinante para su optimo desarrollo, incorporacion y transformacion de los alimentos en
nutrientes (proteinas, carbohidratos, lipidos, vitaminas y minerales) que aportan energia al
organismo (Mataix 2009).

El estado nutricional de un individuo sirve para identificar si su nutricion es adecuada
(eunutricion) o muestra alteraciones que provocan desviaciones patologicas (malnutricion). Esta
engloba cualquier desviacidon, ya sea por exceso (sobrealimentacion) o por déficit
(hiponutricion, o subnutricién) (Mataix 2009).

La malnutricién sucede en las distintas etapas de la vida, sin embargo, en la mujer la
etapa mas drastica es durante la gestacion, debido a que en este periodo no solo se ve afectada
ella, sino que se predispone a la descendencia a padecer ciertas enfermedades durante la vida
adulta (Ramirez-Vélez 2012). Lo anterior se sustenta en la hipdtesis de Barker también conocida
como hipétesis 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 metabolicas: obesidad, sobrepeso,

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

1.2. Obesidad y sobrepeso

La obesidad y sobrepeso son una acumulacion anormal o excesiva de grasa que es perjudicial
para la salud. Estas condiciones se evaluan con el indice de masa corporal (IMC), que
proporciona la medida mas util para la poblacion, puesto que es la misma para ambos sexos y
para adultos. Un IMC igual o superior a 25 determina sobrepeso, si es igual o superior a 30
determina obesidad. Este se calcula dividiendo el peso corporal de una persona en kilogramos

entre el cuadrado de su talla en metros (Kg/m?) (OMS 2012).



Existen diversas causas para presentar estos trastornos, los motivos principales son:
factores genéticos, aumento en la ingesta de alimentos ricos en calorias, consumo de bebidas
azucaradas, descenso en la actividad fisica. Lo que provoca un desequilibrio energético entre
las calorias consumidas y gastadas. Con ello se predispone al individuo a padecer diabetes
mellitus, hipertension, dafio renal, entre otros (Ramirez-Vélez 2012).

Se ha reportado que la obesidad es un factor de riesgo para desarrollar dafo renal,
debido a que existen cambios hemodinamicos y depositos de lipidos en el riidn. Asimismo, el
sistema renina-angiotensina-aldosterona estd marcadamente activado en pacientes con obesidad
(Praga 2011). Este sistema esta implicado en el control de la funcion cardiovascular y del

equilibrio hidroeléctrico, gran parte de ello es regulado por el rifidn.

1.3. Aparato urinario

El aparato urinario de las ratas, al igual que el de los humanos, estd formado por dos rifiones,
dos uréteres (aparato urinario superior), vejiga urinaria y la uretra (aparato urinario inferior)
(Figura 1). Los rifiones son o6rganos que filtran los desechos del metabolismo, agua y sales de la
sangre, producen orina que es transportada por los uréteres a la vejiga urinaria y expulsada al
exterior por la uretra. Ademads, se encargan también de la regulacion de la presion arterial,
regulacion de la eritropoyesis, de la vitamina D y de mantener el equilibrio hidroeléctrico

(Guyton 2009).



+—— Rifon izquierdo

Rifion
—_—
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+«——— Uréteres
Vejiga // |
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<« Uretra

Figura 1. Aparato urinario. Formado por dos rifiones, dos uréteres, vejiga urinaria y uretra.
(http://www.photaki.es/foto-sistema-urinario _150725.htm. Modificado).

1.4. Nefrogénesis

Se sabe que en humanos el aparato urinario comienza a desarrollarse a principios de la cuarta
semana de gestacion. La formacion del rifion o nefrogénesis durante la vida gestacional, se lleva
a cabo a partir del ectodermo el cual indica la formacion del mesodermo intermedio, se compacta
y da lugar al conducto de Wolf'y nefronas primitivas. Posteriormente se forma el “pronefros” y
es considerado como un rifidn para el feto, éste ultimo no tiene funcion conocida en el humano,
sin embargo, es funcional en vertebrados menores. Después se lleva a cabo la formacion del

“mesonefros” que sera el rifion funcional durante la embriogénesis.



El mesonefros se degenera para dar lugar a algunas estructuras del aparato reproductor.
Este mismo desarrolla el mesénquima metanéfrico y para la quinta semana se forma el
“metanefros” el cudl serd el rindn definitivo de los mamiferos. El desarrollo renal y del sistema
excretor en humanos continua hasta la semana 32 a la 36 de gestacion, su proceso de maduracion
termina unos meses después del nacimiento. En ratas y ratones, continta hasta los diez dias de

vida posnatal (Chernawsky y cols. 2002).

1.5. Anatomia funcional del rifion

Los rifiones estan situados retroperitonealmente y localizados en la pared abdominal posterior,
a ambos lados de la columna vertebral. Cada rifién tiene dos polos (superior e inferior) y dos
caras (anterior y posterior). Un borde lateral y uno medial. El borde interno presenta una
hendidura longitudinal (hilio renal), que lleva a una cavidad en cuyo interior se encuentran los
vasos renales y la pelvis renal (Ganong 2002).

El rifién en su superficie externa esta rodeado por una capa fibrosa (capsula renal). Si
se realiza un corte sagital 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 (Figura 2).

La corteza no forma una capa longitudinalmente separada de la médula, sino que se
introduce en los espacios situados entre las pirdmides en unas prolongaciones denominadas
columnas de Bertin. Asimismo, en la zona cortical, situada entre la capsula y las bases de las
piramides, se observan unas estrias longitudinales conocidas como piramides de Ferrein

(Guyton 2009).
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Hilio
Borde lateral

Piramides de
Malpighi

Polo inferior

Figura 2. Esquema de un corte sagital de riion donde se ilustran las partes principales tanto
de la corteza como de la médula. (http://thegoldengoose.co.uk/ft-human-kidney-anatomy.html.
Modificado).

La médula renal estd compuesta de 8 a 12 piramides 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 tltimo en la pelvis renal (Guyton
2009).

La unidad funcional del rifidn es la nefrona. Su funcion es limpiar el plasma sanguineo
o aclararlo de aquellas sustancias que no se precisa mantener, como la urea, la creatinina, iones
(sodio, potasio, cloruro) que son desechos del metabolismo. Existen de 1 a 2 millones de

nefronas en humanos por cada rifidén y en ratas alrededor de 30 000 nefronas (Hill y cols. 2006).



Desde un punto de vista morfologico, la nefrona se divide en un extremo proximal,
compuesto por el corpusculo renal, formado por redes de capilares o glomérulo y la cépsula de
Bowman. Dicha cépsula constituye la parte inicial del sistema tubular de la nefrona y recibe el
filtrado glomerular. A continuacion del corpusculo renal se extiende la porcion tubular, que se
divide en: tubulo contorneado proximal, asa de Henle, tubulo contorneado distal y tibulos
colectores (Figura 3).

Desde un punto de vista funcional, la nefrona se puede dividir en nefrona proximal,
formada por el tibulo contorneado proximal y segmento descendente del asa de Henle; y nefrona
distal, formada por el segmento ascendente del asa de Henle, tubulo distal y tabulo colector.

Se conocen dos tipos de nefronas: las corticales, con asas de Henle cortas que
profundizan poco en la corteza y en general no alcanzan la médula y las yuxtaglomerulares, con

asas de Henle largas, que se internan en la médula y pueden llegar hasta la papila.

Tubulo proximal

Tubo

A\ / colector

Glomérulo

Tudbulo distal

N
J
= ‘\@

Asa de Henle

Figura 3. Se muestra la nefrona con cada una de sus partes.
(http://transporteatravesdelrinon.blogspot.mx/2011/10/recuento-anatomico-y-la nefrona.html).



1.6. Histologia de la nefrona

La nefrona considerada como la unidad estructural y funcional del rifion (Figura 4), posee dos

componentes: corpusculo renal y sistema tubular.

1. El corptsculo renal es la parte de la nefrona responsable de la filtracion del plasma,

compuesto por la capsula de Bowman y el glomérulo.

¢ (Cipsula de Bowman. Formada por un epitelio plano, descansa sobre una membrana basal.
Tiene forma de copa de doble pared y constituye la terminacion ciega del tibulo epitelial

renal.

¢ Glomérulo. Corresponde a una red de capilares anastomosados, revestidos por células
epiteliales planas, llamadas podocitos y células mesangiales, que se localizan en la capa
visceral y parietal de la capsula de Bowman. La arteriola aferente del glomérulo es de mayor
grosor que la eferente, por lo tanto, la presion mayor dentro del glomérulo favorece la
filtracion de pequenas moléculas y agua del plasma sanguineo hacia el espacio de Bowman.
Las arteriolas eferentes originan ramas capilares que irrigan los tibulos renales, por éstas
arteriolas regresan al sistema venoso las moléculas reabsorbidas a través de los tiibulos

renales.

2. Sistema tubular. Este conjunto de tibulos esta compuesto por: tibulo contorneado

proximal, asa de Henle, tibulo contorneado distal y tibulo colector.

* Tubulo contorneado proximal. Sus células se caracterizan por tener un citoplasma
abundante, eosinofilico y un borde en cepillo facil de identificar. El tamafio
citoplasmatico, la altura de las células y el borde en cepillo son mas prominentes en la

primera porcion del tubulo contorneado proximal.

* Asa de Henle. Localizada principalmente en la médula renal. Presenta dos ramas: una

descendente con epitelio plano y otra ascendente con epitelio cubico.

* Tubulo contorneado distal. Distribuido en la corteza renal. Presenta un epitelio cuibico
bajo sin borde en cepillo, por lo tanto, tiene una luz mayor, por ser mas bajas, son mas

numerosas.



* Tubulos colectores. Corresponden a la parte terminal del tibulo contorneado distal y

forman los rayos medulares. Poseen un epitelio cibico sin bordes en cepillo (Estrada y

Uribe 2002 ).
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Figura 4. Histologia de la nefrona. A) Esquema de los diferentes tipos celulares a lo largo de
la nefrona. B) Microfotografias de las diferentes porciones con HE a 400 aumentos.
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1.7. Acuaporinas

El movimiento del agua a través de las membranas celulares es fundamental para la vida. La
masa corporal de la mayor parte de los organismos vivos esta conformada por agua en
aproximadamente 70%. Por lo tanto, se requiere que su distribucion sea ordenada para mantener
el equilibrio de los diversos compartimentos anatdmicos (Trevinio 2006).

El agua puede difundir a través de las capas lipidicas pero esta difusién no es lo
suficientemente rapida para satisfacer las necesidades de las células. Se han descrito un grupo
de proteinas llamadas acuaporinas (AQP) las cuales se encuentran en diversas formas de vida,
como: eubacterias, hongos, plantas y animales; las cuales tienen la funcion de transportar agua
rapidamente a través de las membranas biologicas. Las acuaporinas tienen propiedades como la
selectividad, permeabilidad y mecanismos de activacion. De las trece acuaporinas descritas, en
el rifidn se expresan siete (AQP1, AQP2, AQP3, AQP4, AQP5, AQP6 Y AQP7) (Trevifio 2006).
Sin embargo, la AQP2 tiene una relevante importancia debido a que a nivel de tubulo colector
en la nefrona, se lleva a cabo la mayor parte de reabsorcion de agua en trabajo conjunto con la

hormona vasopresina.

1.7.1. Acuaporina 2

El evento clave para el mantenimiento del balance del agua corporal es la reabsorcion del agua
en el riidn, especificamente, en los tibulos colectores. Esto es regulado por la acuaporina 2
(AQP2). La AQP2 esta limitada dentro del citoplasma de las células principales de los tubulos
colectores y estd controlada por la presencia de la hormona vasopresina (ADH). Cuando el
organismo necesita retener agua, la AQP2 se traslada hacia la membrana apical, permitiendo la
reabsorcion del agua del tubulo urinario hacia dentro de la célula. (Noda y cols. 2013).

La secrecion de la ADH se produce a nivel de la neurohipéfisis y es regulada en
respuesta a los cambios de osmolaridad ( > 280 mOsm/kg) o a la disminucién del volumen
circulante efectivo (5-10%). En el rifdn, la ADH se une al receptor V2 de vasopresina, en la
membrana basolateral del tubo colector. El receptor V2 actta ligado a proteina G y mediante la

activacion de la adenilato ciclasa, aumenta el AMPc, originando una respuesta celular que tiene
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como evento final la insercidon de los canales de agua en la membrana apical, facilitando de esta

manera el transporte de agua a través de ella (Figura 5).

INTERSTICIO
ORINA

Figura 5. Accion de la hormona vasopresina (ADH). 1) Union de la ADH a su
receptor. 2) Activacion de Proteina G. 3) Aumento del AMPc. 4) Incremento de la proteina
kinasa A (PKA). 5) Fosforilacion de las acuaporinas 2 e insercion en la membrana apical. 6)

Aumento en la expresion de genes de AQP2. 7) Reabsorcion de agua. 8) El agua es removida
hacia el intersticio (Noda 2013).
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2. Antecedentes

2.1. Hipotesis de los origenes del desarrollo de la salud y la enfermedad

Se ha determinado que el origen del desarrollo de la salud y la enfermedad inicia a partir de que
el individuo comienza a formarse, es decir, dentro del vientre materno. Cambios metabodlicos en
utero establecen patrones fisioldgicos y estructurales a largo plazo, que pueden programar la
salud durante la vida adulta, teoria conocida popularmente como hipotesis de Barker. Evidencia
experimental y clinica, sugiere que, patologias como hipertension arterial, enfermedad
isquémica coronaria, sindrome metabdlico y diabetes mellitus tipo 2, pueden “programarse”
durante las primeras etapas del desarrollo fetal y manifestarse en etapas tardias. (Ramirez-Velez
2012, Garcia 2012).

La hipotesis de los origenes del desarrollo de la salud y la enfermedad, menciona el
impacto de las condiciones de vida intrauterina sobre la aparicion de enfermedades durante la
vida adulta. (Langley-Evans 2006). En donde se destacan tres etapas, la primera etapa, se
caracteriza por una malnutricion fetal donde se desencadenan cambios estructurales y
funcionales en diferentes 6rganos y sistemas; en la segunda etapa, hay cambios bioquimicos y
clinicos, que constituyen variables intermedias en la aparicion de enfermedades metabdlicas y
cardiovasculares y la tercera etapa, es la aparicion de dichas enfermedades.

En la hipétesis de Barker se resaltan dos momentos: la programacion, el cual se ha
definido como una respuesta permanente de un organismo a un estimulo o agresion en un
periodo critico del desarrollo y que tiene significado a largo plazo (Langley-Evans 2004) y la
segunda: la amplificacion, se refiere a que los procesos iniciados durante la gestacion se

amplifican a lo largo de la vida (Duran 2004) (Figura 6).
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Figura 6. Esquema donde se muestra que las condiciones durante la vida intrauterina, dirigen
a una programacion fetal que se ve amplificada en la vida adulta (modificado Garcia 2012).

2.2. Efecto de la malnutricion gestacional en la descendencia

La hipotesis del origen de la salud y la enfermedad propone que los cambios en el ambiente
durante el desarrollo de un 6rgano y sistema, pueden tener cambios permanentes aumentando el
riesgo de enfermedades cardiovasculares y/o metabdlicas en la vida adulta.

Un estudio en humanos, demostré que hay una relacion entre la cantidad de alimento
consumido por la madre durante la gestacion y la consumida por sus hijos en su vida posnatal.
Sin encontrar diferencias en la acumulacion de tejido graso (Brion y cols. 2010).

Experimentos en animales y estudios epidemiologicos sugieren que la nutricion en la
vida intrauterina, modula la funcién de diversos tejidos con actividad metabdlica en la vida
posnatal. Asimismo, estudios en ratas, muestran que la progenie de madres malnutridas durante

la gestacion desarrolla diversas alteraciones en su vida adulta. Durante la vida intrauterina se
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produce la primera modificacion funcional, que afecta a 6rganos como higado, pancreas y rifion,
mientras uno de los menos afectados es el cerebro (Desai y cols. 1996).

En crias de madres que se sometieron a una dieta de restriccion de proteinas y, que
ademas consumieron agua azucarada después de la lactancia, observaron en la progenie, un
aumento de triglicéridos, colesterol, insulina, asi como un aumento en el tamafio y distribucion
del adipocito. Estas alteraciones fueron potenciadas en las crias que consumieron agua

azucarada después del destete (Cervantes y cols. 2014).

2.3. Efectos de la malnutricion gestacional en el rifion de la descendencia en su vida

posnatal

El rifidn es extraordinariamente sensible a la programacion fetal adversa. La malnutricion, es la
forma mas comun del desafio durante el desarrollo, retrasa la formacion de unidades
funcionales, 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).

Se ha demostrado que una malnutricion en ratas gestantes con una disminucion en su
dieta total del 50% (desnutricion), disminuye considerablemente la tasa de filtracion glomerular
y el flujo plasmatico renal en las crias. La osmolaridad urinaria tiende a ser mas baja, ademas,
de una disminucién en el numero de glomérulos (Lucas y cols. 1991).

Estudios mas recientes han reportado que una restriccion de proteinas en la madre
gestante, reduce el numero de glomérulos y ademds programa a las crias 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 hipdtesis de que una restriccion de proteinas materna causa una hipertension

en las crias adultas por un deterioro del desarrollo renal (Woods y cols. 2004).
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2.4. Efectos del consumo de agua azucarada durante la gestacion en las crias adultas

El consumo de bebidas ricas en carbohidratos durante la gestacion ha sido poco estudiado, sin
embargo, los estudios de los posibles efectos del consumo de bebidas azucaradas, sobre la salud
de la descendencia son de gran importancia.

Estudios en animales, han demostrado que la ingesta materna de fructosa al 20%, da
lugar a cambios en el desarrollo de las crias; mostrando en las crias hembra un aumento de
fructosa y leptina circulante, ademas, encontraron que comparadas con los machos, las hembras
fueron més vulnerables a enfermedades metabdlicas en su vida adulta (Vickers y cols. 2011).

Colette y colaboradores formularon la hipotesis de que una combinacién de dieta pre y
posnatal alta en grasa y fructosa al 10%, aumenta el dafo renal y metabolico en crias machos
en la vida adulta, encontrando en dichos animales, aumento en la albiimina urinaria (450%),
glomerulosclerosis (190%) y fibrosis tubulointersticial (101%). La presion sanguinea y la
filtracion glomerular no tuvieron cambios. Ademads, encontraron un aumento en el peso, en grasa

visceral y en los valores de la insulina (Colette y cols. 2011).

2.5. Alteraciones renales

M¢éxico no cuenta con un registro unico de enfermedades renales, por lo que se desconoce la
verdadera prevalencia de la enfermedad renal cronica, aunque se estima que uno de cada 9
adultos padece enfermedad renal (existen aproximadamente 60 000 pacientes en dialisis).
Tomando en consideracion que la proporcion de nifios con enfermedad renal cronica en paises
desarrollados es de aproximadamente de 20 a 25% se puede deducir que existen en México de
3 000 a 6 000 nifios con este problema (Amato 2005).

De manera alarmante, se sabe que Tlaxcala ocupa el primer lugar a nivel nacional de
enfermedades renales, en pacientes de edades entre 15 y 24 afos de edad. Aunque ain no se
sabe la causa de esta prevalencia, se sugiere sea por un consumo de agua potable contaminada
por metales pesados (Secretaria de salud 2015).

La mortalidad por enfermedades renales en menores de 15 afios, durante el periodo de
1998 a 2009, resalta el hecho de que el 42% de los fallecimientos se debieron a una insuficiencia

renal aguda. (Ferndndez y cols. 2011).
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Se realizd un estudio basado el protocolo de la National Kidney Foundation, para
detectar enfermedad renal en individuos de alto riesgo (con diabetes, hipertension arterial o bien,
historia familiar de diabetes, hipertension o enfermedad renal cronica) y la prevalencia de
enfermedad renal cronica resulté de 22% en adultos del Distrito Federal y de 33% en adultos de
Jalisco (Obrador y cols. 2010). Siguiendo esta metodologia, la prevalencia mundial es de 11 a
33% dependiendo del pais (Obrador y cols. 2011).

En la poblacion de adultos mexicanos, la diabetes, la obesidad y la hipertension arterial,
son las principales causa para que se desarrolle enfermedad renal. Mientras que, en los nifios,
las principales causas conocidas, son las malformaciones congénitas (displasia, hipoplasia,

malformaciones urinarias) seguidas de las glomerulopatias (Medeiros 2005).

2.6. Trastornos metabolicos y su efecto en el rifion

La obesidad aumenta el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares, a través de multiples
mecanismos, incluyendo hipertension, diabetes, dislipidemias y disfuncién renal.

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.
Ademas, se ha observado que la obesidad, induce cambios hemodindmicos y favorece los
depositos glomerulares de lipidos, lo cual juega un papel importante en la patogénesis de la
enfermedad renal, debido a que no se lleva a cabo la filtraciéon glomerular correctamente (Praga
2011).

Por otro lado, en trabajos con animales obesos, se ha demostrado un aumento en la
reabsorcion de sodio y también del volumen sanguineo directamente relacionado con la presion
arterial elevada y a una ganancia de peso corporal. Ademas, observan que el tejido adiposo
encapsula casi completamente los rifilones e incluso penetra al hilio renal, lo que provoca
compresion, incrementando la presion intrarenal (Hall y cols. 1999).

Se ha descrito la funcion de los tubulos renales para la reabsorcion del agua y la
formacion de orina. Asi como, la participacion de la AQP2 para la entrada de agua a las células

principales del tiibulo colector (Noda y cols. 2013).

17



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. Se sugiere
que estos cambios mediados por vasopresina son en respuesta compensatoria de una diuresis
osmotica debido a la presencia de glucosa en los tibulos renales (Lene y cols. 2000). Hay
reportes controversiales sobre la expresion de AQP2 en ratas diabéticas inducida por
estreptozotocina. Algunos estudios muestran un aumento tanto en la expresion como la
traslocacion de la AQP2 en la médula renal (Nejsum y cols. 2001), mientras que otros han
mostrado una disminucidn en el marcaje inmunohistoquimico (Leung y cols. 2005) y en otro
grupo de investigacion no obervaron cambios en los niveles totales de AQP2 (Ward y cols.

2001).

2.7. Expresion de acuaporina 2 en sindrome nefrotico

El sindrome nefrdtico se caracteriza por un aumento en la permeabilidad de los glomérulos
renales, que conlleva a la presencia de niveles altos de proteinas en orina. En un modelo de ratas
que inducen a este sindrome, se estudiaron tres tipos diferentes de Acuaporinas (AQP2, AQP3
y AQP4), y se demostr6 una disminucion en un 70% de la expresion de AQP3, siendo la AQP2
la mas afectada con una disminucion del 87%, al contrario de la AQP4 que no se vio alterada
(Apostol y cols. 1997).

Los estudios del sindrome nefrético inducido con aminoglucésido puromicina, han
demostrado que el defecto de concentracion urinaria se relaciona con la marcada disminucion
en la expresion de acuaporina 2 y acuaporina 3 en el tubulo colector medular interno, debido a
que las concentraciones circulantes de vasopresina eran mas altas en las ratas tratadas con
aminoglucoésido puromicina que en el control; era de esperarse la sobreexpresion y no la
disminucion en la expresion de acuaporina 2. El hallazgo de la disminucioén en la expresion
sugiere que las concentraciones plasmaticas elevadas de vasopresina fueron ineficaces para

incrementar la concentracion intracelular de AMPc (intermediario en la expresion de acuaporina
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2) o que algun otro factor no relacionado hubiese alterado el mecanismo mediado por AMPc

(Trevifio 2006).

3. Justificacion

La ENSANUT report6 en el 2012, un aumento en la prevalencia de sobrepeso y obesidad,
relacionado con el consumo de bebidas azucaradas como uno de los principales factores de
riesgo. Asimismo, la ingesta de éstas bebidas se ha relacionado con la presencia de diabetes
mellitus tipo 2 y enfermedades cardiovasculares (Malik y cols. 2015).

El desarrollo de un individuo depende de manera importante de las condiciones
nutricionales durante la gestacion, ya que en este periodo se forman los tejidos del feto y se
incrementan las reservas maternas para la lactancia; por lo que aumentan los requerimientos de
energia y proteinas (Serralda y cols. 2003).

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 que
presenta la poblacion mexicana en la actualidad.

Estudios en ratas gestantes que proporcionan una concentracion elevada de azucar
(fructosa al 10%) y alimento rico en lipidos, encontraron dafio a nivel renal en las crias, con una
expansion del area mesangial, dilatacion de los capilares glomerulares y presencia de proteinas
en orina (Colette y cols. 2011). Por otro lado, ratas a las que se les induce a 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. 2001).

Hasta el momento no existen estudios que relacionen el consumo prenatal y posnatal
de agua azucarada con la morfometria renal y la expresion de AQP2. De esta manera, obtener
resultados que ayuden a entender de que manera se pudiera estar modificando el arreglo
histologico y el funcionamiento de AQP2 en el rifion, debido al consumo de agua azucarada,
evidentemente dejard un antecedente para entender mejor el funcionamiento a nivel del tabulo

colector, especificamente en las células principales.
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4. Hipotesis

El consumo prenatal y posnatal de agua azucarada modifica la morfometria renal y aumenta la

expresion de acuaporina 2 en el rifidn de ratas macho adultas.

5. Objetivo general

Determinar la relaciéon entre el consumo prenatal y posnatal de agua azucarada con la

morfometria y expresion de acuaporina 2 en el rifion de ratas macho adultas.

6. Objetivos especificos

* Determinar la ganancia de peso corporal a partir del destete al cuarto mes de edad.

¢ Evaluar la morfometria de las crias el dia 1 de nacimiento.

e Determinar la concentracién de creatinina y nitrogeno ureico en suero por
espectrofotometria.

e Evaluar el arreglo histoldgico del rifidn izquierdo, con tincion de Hematoxilina- Eosina.

* Determinar la expresion de la acuaporina 2 en los tabulos colectores del rifion izquierdo

con inmunohistoquimica.
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7. Metodologia

Se utilizaron ratas adultas hembra de la raza Wistar de tres meses de edad de un peso de 210-
240 gramos. Se mantuvieron en condiciones de bioterio con un fotoperiodo de 12/12 horas, con
ciclo luz-oscuridad invertido y temperatura de 2042 °C, con alimento y agua ad libitum. Todos
los procedimientos experimentales se realizaron de acuerdo a la regulacion establecida en el
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-Z00-1999.

7.1. Grupos experimentales

7.1.1. Grupos experimentales de las madres

Las ratas hembras fueron apareadas con machos expertos. El dia del apareamiento fue
considerado como dia 0 (cero) de gestacion. A partir del dia uno, se midié 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 de agua con azucar al 5% (MA, madre azucar), ratas
alimentadas con una dieta Chow 5001 de Purina y agua azucarada al 5% 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 realiz6 el dia veintiuno de lactancia, y se asignaron 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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A un grupo se le administré agua simple (MS-CS, Madre Simple-Cria Simple) y al 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 Azucar-Cria Azucar). En el siguiente disefio experimental se ilustra lo anteriormente

explicado.

7.2. Diseiio experimental

MADRES CRIAS GRUPOS ANALISIS
Gestacion y lactancia Posdestete hasta edad adulta

— —

Aguacsgmple MS-CS
Agua simple
MS * Determinacion de
Agua azucarada 5% MS-CA creatinina y nitrégeno
CA ureico en suero
- __* Histologia renal
Agua simple
CcS MA-CS * Inmunohistoquimica
Agua azucarada 5% para AQP2
MA
0,
Agua az%c;i\rada 5% MA-CA
Medidas - -
morfométricas
MS-CS: madre simple-cria simple
MS: madre simple CS: cria simple MS-CA: madre simple-cria a;t]car
MA: madre aztcar CA: cria aztcar MA-CS: madre azicar-cria simple

MA-CA: madre azucar-cria azucar
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7.3. Obtencion de muestras sanguineas y rifion

Previo al sacrificio, las ratas se dejaron en ayuno de 12 h y permanecieron con agua simple ad
libitum independientemente del grupo al que pertenecian. Los animales se sacrificaron por
decapitacion para colectar sangre total. La sangre se dejo reposar durante 15 min, posteriormente
se centrifugd a 3500 rpm durante 15 min. El suero se separ6 en alicuotas de 300 pL para ser
congeladas a -30°C.

Se realizd una incision longitudinal sobre la linea media ventral de la rata y se
extrajeron los rifiones, los cuales se pesaron y se midieron. Para realizar el analisis de peso se
normalizaron los pesos de los rifiones al peso corporal del animal. Se utiliz6 el peso del rindn
en miligramos sobre gramos de peso corporal (mg rifidon/g peso corporal). Se conservaron los
rifiones izquierdos en un recipiente con formalina neutra al 10%, donde se dejaron al menos 24

h antes de comenzar los procesos histologicos.

7.4. Determinacion de urea y creatinina

Para la cuantificacion de urea se utiliz6 el inserto del reactivo marca Elitech Clinical Systems.
Es un método enzimatico-cinético. Se mezclo 3uL de suero con 300uL de reactivo y se leyd en

un fotémetro a 340 nm.

La cuantificacion de creatinina se realizo con ayuda del inserto incluido en el kit marca
Elitech Clinical Systems. El método es colorimétrico. Jaffe-cinético. Se mezclaron 20uL de
reactivo de trabajo y 2uL de suero. Se tomaron dos lecturas, una al agregar la muestra y la otra

a los 2 min después de la primer lectura. Se leyeron en un espectrofotdmetro marca Bioteck a

500 nm.
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7.5. Histologia renal

Partiendo del hilio renal, se realizo un corte longitudinal y se utilizé la parte ventral del rindn
izquierdo. Se deshidrato y aclar¢ 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 microtomo 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. Finalmente se tifieron los tejidos con la técnica de Hematoxilina-Eosina (Anexo 2),
y se montaron utilizando Cytoseal TM 60. Para realizar las observaciones se utilizd6 un
microscopio Optico Zeiss (Axio Imager Al). Se tomaron fotografias con una cdmara digital
OLYMPUS C-5060 a 10X y 40X. Para realizar la cuantificacion de glomérulos, se realizé la
reconstruccion de un corte longitudinal del rifion izquierdo por cada animal de cada grupo con
el programa Adobe Ilustrator CS5 (Figura 7).

Para la medicion del area glomerular se utilizaron tres porciones de la corteza renal
(polo inferior, polo superior y borde lateral) usando el analizador de imagenes AxioVision REL

4.6 (Figura 8).
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Figura 7. Fotografias representativas de reconstrucciones de rifion por grupo para el conteo

del nimero de glomérulos.
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Figura 8. Medicion del area glomerular.

7.6. Inmunohistoquimica para acuaporina 2

Se incubaron los cortes de los tejidos 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 enddgenas por 30 minutos.

Los cortes fueron lavados con PBS-Triton (PBS al 0.3% Triton x-100), se incubaron
con soluciéon de bloqueo (Suero Normal Donkey 5%/PBS/0.3% triton X-100). Después de tres
lavados con PBS / 0.3% triton x-100, los cortes se incubaron con el anticuerpo primario Anti
acuaporina 2 (1:400) 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 incub6 con el anticuerpo
secundario donkey anti goat (1:500) diluido en PBS / 0.1% triton-X-100 durante 2 h a

temperatura ambiente.
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El marcaje inmunohistoquimico se reveld con el kit ABC (Vector Lab) utilizando
diaminobencidina (DAB) como sustrato y contrateiiido con Hematoxila-Eosina. Los cortes
fueron deshidratados y cubiertos con Cytoseal-60 (Richard-Allan Scientific) y un cubreobjetos.
Las preparaciones histologicas se observaron con un microscopio optico Zeiss (Axio Imager
Al) a 10X y 40X de aumento. Se tomaron fotografias con una cdmara digital OLYMPUS C-
5060.

De cada corte de rifion por grupo, se tomo una foto de seis diferentes porciones: el polo
superior (PS), polo superior parte intermedia (PSI), polo inferior (PI), polo inferior parte
intermedia (PII), borde lateral (BL) y borde lateral intermedia (BLI) con objetivo de 10X y 40X.
En la figura 9 se muestran fotografias de estas porciones a 40X. Se calcularon las areas de los
tubulos colectores con el analizador de imagenes AxioVision REL 4.6 (Figura 9), midiendo
areas internas de los tubulos colectores que aparecieran en cada fotografia. Para realizar la
semicuantificacion de la expresion de AQP2 se utilizo el programa ImageJ 1.48v. Con este

software se calculd el area del marcaje de la proteina en porcentaje (Figura 10).
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Figura 9. En el lado izquierdo, se muestran fotografias representativas de la expresion de AQP2
en rindn de una cria adulta. Se muestran las seis diferentes porciones de los cortes de rifion de
las que se tomaron fotografias: polo superior (PS), polo superior parte intermedia (PSI), polo
inferior (PI), polo inferior parte intermedia (PII), borde lateral (BL) y borde lateral (BLI). IMQ
para AQP2 a 40X. Del lado derecho, se muestra una fotografia del software utilizado para la
medicion del area de la luz tubular.
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Figura 10. Semicuantificacion de la expresion de AQP2 en la corteza renal. Software
ImagelJ 1.48v.

7.7. Analisis estadistico

El disefio experimental fue un modelo bifactorial, donde el primer factor es el consumo de agua
(simple o azucarada) de la madre y el segundo factor, el consumo de agua (simple o azucarada)
de las crias posterior al destete.

Para la comparacion de los grupos de las madres durante la gestacion, asi como, la
morfometria de las crias al dia 1 de nacimiento, se utiliz6 la prueba de t-student, debido a que
se compararon dos grupos (MS vs MA).

El analisis de las diferencias entre los cuatro grupos se realizé con una ANOVA de dos
vias y prueba de Bonferroni como prueba pos hoc. Se consideré un valor de P< 0.05 como
diferencia significativa. Se utilizo el paquete estadistico del programa GraphPad Prism® para

Mac OS X version 5.0, que proporcion6 la media y el error estandar para cada grupo.
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8. Resultados

8.1. Ratas gestantes

8.1.1. Ganancia de peso

El peso corporal de las ratas control (MS) el dia uno de la gestacion fue de 225.5+2.71 g y del

grupo que consumi6 agua azucarada al 5% (MA) de 211.6+4.33. Al final de la gestacion, es

decir, el dia 21, el grupo MS pes6 339.2+8.67 y el grupo MA 338.3+7.14. Mientras que la

ganancia de peso del grupo MS fue de 264.1+7.82 y del grupo MA de 264.0+7.66. No se

observaron diferencias significativas en el peso corporal durante la gestacion (Grafica 1).
Ganancia de peso durante

la gestacion
400 _
—e— Madre simple
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300+

250+

Gramos ()

2004

150

) )
0 3 6 9 12 15 18 21

Semanas

Grifica 1. Ganancia de peso durante la gestacion. Se muestra la media + e.e. No se observan
diferencias significativas entre grupos (t student, P >0.05).

8.1.2. Consumo de alimento y agua

El consumo de alimento sélido disminuy6 significativamente en el grupo MA (16.10+0.30 g)

mientras que las ratas controles consumieron 25.4+0.50 gramos de alimento solido (t-student,
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P<0.05; grafica 2). Por el contrario, las ratas gestantes consumieron mds agua azucarada
132.3+2.38 ml, mientras que las ratas gestante controles consumieron 59+1.16 de agua simple,

mostraron una diferencia significativa (t-student, P<0.05; grafica 3).
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Grafica 2. Consumo de alimento del dia uno al veintiuno de gestacion.
Se muestra la media = e.e. Se observan diferencia significativa entre grupos.
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Grifica 3. Consumo de agua durante la gestacion. Se muestra la media + e.e. Se observan
diferencia significativa entre grupos.
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8.2. Crias

8.2.1. Parametros al nacimiento

El peso al nacer de crias del grupo MS fue de 6.2 +£0.17 gy las crias de madres que consumieron
agua azucarada de 6.1 £0.15 g (Tabla 1). Ninguno de los parametros medidos en la progenie de

ambos grupos mostr6 diferencias significativas.

Tabla 1. Parametros de las crias un dia después del nacimiento.

Parametro Madres simple (MS) Madres azucar (MA)
Peso corporal (g) 6.2+0.17 6.1 £0.15
Longitud (mm) 49.4 +0.83 51.9+0.95
Diametro cefalico (mm) 11.2+0.19 12.1 £ 0.33
Diametro abdominal (mm) 14.1 +£0.45 15.7+0.49
Distancia ano-genital (mm) 4.5 +0.11 47 +0.21

Se muestran medias =+ e.e.; n=6. No se observan diferencias significativas entre la descendencia
de madres que consumieron agua simple (MS) y las que consumieron agua azucarada (MA)(t-
student, P>0.05).

A la semana tres de edad (término de la lactancia) se calcul¢ la ganancia de peso (Tabla
2), mediante la diferencia del peso a la semana tres menos el peso al nacer. Las crias de madres
del grupo MS pesaron 25.1+1.1 g y las crias del grupo MA de 26.2+2.2 g. Sin mostrar

diferencias significativas. Se muestra mediate.e (t student, P > 0.05).
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Tabla 2. Ganancia de peso a partir del nacimiento a la tercera semana de edad

Grupo Ganancia de peso
Crias de madres simple 251+ 1.1
Crias de madres azucar 262 +2.2

8.2.2. Ganancia de peso

La ganancia de peso fue similar entre los grupos (Grafica 4). La media de la ganancia de peso
para el grupo MS-CS fue de 233+55.55 g, para MS-CA de 236+56.71, del grupo MA-CS de
240.3+57.08 y para MA-CA de 243.5 +56.67.

Ganancia de peso

400-
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e 200+
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C ) ) ) ) )
0 1 2 3 4
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Grafica 4. Peso de crias a partir de la tercera semana al cuarto mes de edad. Se muestra
media+te.e; n=6. No se observan diferencias significativas entre los grupos.

(ANOVA, P >0.05).
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8.2.3. Consumo de alimento y agua

El consumo de alimento promedio del grupo MS-CS fue de 16.39+2.29 g, del grupo MS-CA de
14.57+2.67, para el MA-CS de 18.91+3.15 y del grupo MA-CA de 15.04+2.44. En los cuatro

grupos no se encontraron diferencias significativas (Gréfica 5).

Con respecto al consumo de agua, el grupo MS-CS consumi6 en promedio 41.58+7.05
mL y el grupo MA-CA consumi6 77.78+14.51 mostrando una diferencia significativa, por otro
lado, el grupo MS-CA consumié 51.50+8.12 mientras que el grupo MA-CS consumid
41.07+6.45 (Gréfica 6). El consumo por mes permitid observar que los animales del grupo MA-
CA consumen agua en mayor cantidad a partir del segundo mes (98.61+7.49) comparado con
los demas grupos, el grupo control MS-CS s6lo consumi6 en promedio de los tres Gltimos meses
45.56+6.44, el grupo MS-CA 61.22+3.96 y el grupo MA-CS consumi6 48.56+1.80, encontrando

de esta manera diferencias significativas.
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Grifica 5. Consumo de alimento a partir del destete y hasta el cuarto mes de edad. Se muestra
mediate.e.; n=6
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Grafica 6. Consumo de agua a partir del destete al cuarto mes de edad. Se muestra
mediate.e.;n=6

8.2.4. Peso al dia del sacrificio

Al dia de sacrificio, la media del peso de los animales del grupos MS-CS fue de 309.8 +15.05
g, del grupo MA-CS fue de 351.8+14.37 g, los animales del grupo MS-CA pesaron 322.5+18.95
g y el grupo MA-CA 349.5+£26.10 g. No se encontraron diferencias significativas entre los

grupos.
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Grifica 7. Peso corporal de las crias adultas. No se encontraron diferencias. Efecto del
consumo de agua azucarada durante la gestacion (ANOVA, P=0.087), efecto del consumo de
agua azucarada durante la etapa posnatal (ANOVA, P=0.787), efecto de la interaccion
(ANOVA, P=0.699). Se muestran las medias * e.e; n=6.

8.2.5. Creatinina y nitrogeno ureico en suero

La cuantificacion de creatinina en suero del grupo MS-CS fue de 0.45+0.08 mg/dL, del grupo
MS-CA de 0.41+0.06, en el grupo MA-CS de 0.43+0.13 y en el grupo MA-CA de 0.51+0.12.

No se observan diferencias significativas entre grupos (Grafica 8).
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Grafica 8. Cuantificacion de creatinina en suero de crias adultas. Se muestran medias
+e.e.;n=6. No se observan diferencias significativas (ANOVA, P>0.05).

La concentracion de nitrogeno ureico en los sueros de animales del grupo control fue de
29.74+0.66 mg/dL, del grupo MS-CA de 34.18+1.085, en el grupo MA-CS de 31.69+1.052 y

del grupo MA-CA de 38.80+2.25. Se encontraron diferencias significativas entre los grupos
MS-CS vs MA-CA; MS-CS vs MS-CA y MA-CS vs MA-CA.
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Gréfica 9. Cuantificacion de nitrogeno ureico en suero. Se muestran medias * e.e; n=6.
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8.2.6. Tamaiio de rifiones

El tamano del rifidon derecho del grupo MS-CS fue de 19.70+0.30 mm, del grupo MA-CS de
19.34+0.54, grupo MS-CA de 19.71+0.53 y del MA-CA de 18.95+0.46, lo que se representa en
la gréfica 10.

El tamafio del rifidén izquierdo del grupo MS-CS fue de 19.51+0.17 mm, del grupo MS-
CA de 19.92+0.37, del grupo MA-CS de 19.70+0.69 y de MA-CA 19.97+0.64 (Gréafica 11). No

se observan diferencias significativas en ninguno de los dos rifiones de todos los grupos.
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Grafica 10. Se muestran medias =+ e.e. del tamafo del rifion derecho n=6

(ANOVA, P > 0.05).
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Grifica 11. Se muestran medias +e.e del tamafio del rifion izquierdo n=6
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8.2.7. Peso de riiiones

El indice del peso corporal/peso riién derecho del grupo MS-CS fue de 4.89+0.12, del grupo
MS-CA de 4.96+0.63, del MA-CS de 3.88+0.306 y para MA-CA de 3.92+0.39. Se encontraron
diferencias significativas entre los grupos MS-CS vs MA-CS y MS-CA vs MA-CA (ANOVA,
P<0.05) (Grafica 12).

El indice del peso corporal/peso riiidn izquierdo del grupo MS-CS fue de 4.95+0.17, del
grupo MS-CA de 5.38+0.61, del MA-CS de 3.89+0.37 y para MA-CA de 3.96+0.48. Se
encontraron diferencias significativas entre los grupos MS-CS vs MA-CS y MS-CA vs MA-CA
(ANOVA, P<0.05) (Grafica 13).
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Grifica 12. Indice de peso rifion derecho normalizado al peso corporal del animal. Se
muestran medias =+ e.e; n=6.
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Grafica 13. Indice de peso rifion izquierdo normalizado al peso corporal del animal. Se
muestran medias + e.e; n=6

8.2.8. Grasa retroperitoneal

El indice de grasa retroperitoneal/peso corporal del rifion derecho para el grupo MS-CS fue de
6.84+1.3, del grupo MS-CA de 8.24+1.44, de MA-CS de 6.94+0.56 y de MA-CA de 9.97+0.90,
mostrado en la grafica 14.

El indice de grasa retroperitoneal/peso corporal del rifion izquierdo para el grupo MS-
CS fue de 7.57+0.95, del grupo MS-CA de 8.46x1.61, de MA-CS de 6.39+0.81 y de MA-CA
de 10.40+0.81 (Gréfica 15). Se observan diferencias significativas en los grupos MS-CS vs MS-
CA y MA-CS vs MA-CA (ANOVA, P<0.05).
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Grifica 14. Indice de grasa retroperitoneal del rifion derecho. Se muestran medias * e.e. n=6.
El consumo de agua azucarada durante la vida posnatal es significativo. MS-CA vs MA-CA.

indice de grasa retroperitoneal del
riAdn izquierdo

124 b

—_
o
r
Q

indice grasa
retroperitoneal/peso corporal (mg/g)
(@]

MS-CS MA-CS MS-CA  MA-CA

Grafica 15. Indice de grasa retroperitoneal del rifion izquierdo. Se muestran medias + e.e.
n=6. El consumo de agua azucarada durante la vida posnatal es significativo. MS-CA vs MA-
CA.
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8.2.9. Numero de glomérulos

La cantidad de glomérulos para el grupo MS-CS fue de 185.2+23.21, del grupo MS-CA de
199.3+49.40 para MA-CS de 238.5+29.90 y del MA-CA fue de 199.3+24.60. EIl ntimero de

glomérulos fue similar entre los grupos (Gréfica 16).
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Grifica 16. Numero de glomérulos por grupo. No se encontraron diferencias significativas
(ANOVA, P >0.05). Se muestran medias * e.e.; n=6
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8.2.10. Area glomerular y de la luz del tabulo colector

El area glomerular del grupo MS-CS fue de 5067+534.4 um?, para el grupo MS-CA de
5004+£676.8, MA-CS 4446+222.5 y MA-CA de 5678+568.0. No se encontraron diferencias

significativas en el drea glomerular entre los grupos experimentales (Grafica 17).

Ademas, se realiz6 la medicion del area de la luz tubular del tubulo colector para los
cuatro grupos experimentales. De esta manera para el grupo MS-CS el drea midi6 149.4+20.96
um?®, del grupo MS-CA 194.2+42.80, MA-CS 355.7+63.99 y de MA-CA 275+11.66. Se
encontraron diferencias significativas entre los grupos MS-CS vs MA-CS y MS-CA vs MA-CA
(Ajuste de Bonferroni, P<0.05) (Figura 11).
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Grifica 17. Area glomerular de los cuatro grupos. No se encontraron diferencias (ANOVA,
P>0.05). Se muestran medias * e.e. n=6
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Figura 11. A) Se muestran microfotografias representativas de los cuatro grupos
experimentales. B) Grafica que concuerda con las imagenes de la figura A, donde los grupos
con mayor area de luz tubular son los grupos donde las madres consumieron agua azucarada
durante la gestacion y la lactancia MS-CS vs MA-CA; MS-CS vs MA-CS; MS-CS vs MS-CA
(P<0.05). El efecto de las madres es significativo (ANOVA, P<0.05).
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8.2.11. Expresion de acuaporina 2

Se observé el marcaje inmunohistoquimico para AQP2 mads intenso (color caf¢) en los grupos
MA-CS y MA-CA, en comparacion con los grupos MS-CS y MS-CA (Figura 12).

La semicuantificacion correlaciona con ésta observacion, mostrando para el grupo MS-
CS un porcentaje de area de 2.14+0.21, para el grupo MS-CA de 2.02+0.14, MA-CS fue de
2.45+0.16 y para MA-CA 2.74+0.15 (Figura 13).

Figura 12. Expresion de acuaporina 2 contratefiida con hematoxilina-eosina del borde lateral
del rinén de los cuatro grupos (MS-CS, MS-CA, MA-CS, MA-CA). IMQ para AQP2 a 40X.
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Figura 13. Expresion de AQP2. A) Microfotografias de los cuatro grupos de la porcion inferior
interna (PII) del rifion, marcados con el programa ImageJ 1.48v. IMQ para AQP2 a 10X. B)
Grafica que muestra el porcentaje de area marcado con AQP2, media + e.e;n=6 en cada grupo.
Para los que se encontraron diferencias entre los grupos; MS-CA vs MA-CA MS-CS vs MA-
CA (P<0.05). El efecto de las madres es significativo (ANOVA, P<0.05).
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9. Discusion

* Ganancia de peso, consumo de agua y alimento

El aumento en el consumo de bebidas azucaradas ha originado el interés de desarrollar modelos
animales que resulten en una aproximacion al consumo de estas bebidas y su efecto en humanos.

En trabajos donde se ha investigado el efecto de la malnutricion gestacional sobre la
salud de las crias, no muestran resultados de las madres. En nuestro trabajo, nos interesé evaluar
el peso corporal, asi como el consumo de agua y alimento de las ratas gestantes, para determinar
la condicion de las mismas. Aunque no observamos diferencias en la ganancia de peso; si se
mostraron diferencias significativas en el consumo de agua y alimento. Las ratas gestantes que
consumieron agua azucarada, aumentaron la cantidad de agua consumida, mientras que
disminuyeron el consumo de alimento, sin embargo, no mostraron signos de desnutricion,
teniendo sus pardmetros de hematocrito sin disminuciéon comparados con los grupos control.
Estos animales tienen un consumo de energia mayor debido al contenido energético del agua
azucarada como tal; lo que puede sugerir que fisiolégicamente el animal trata de regular
eficientemente el aporte energético total y por ello no tienen un aumento significativo de peso
(Cervantes y cols. 2014).

En este trabajo no encontramos diferencias en los parametros de las crias al momento
del nacimiento (peso, longitud, didmetro cefalico, didmetro abdominal y distancia ano-genital).
Sin embargo, trabajos con restriccion de proteinas durante la gestacion han encontrado una
disminucién en la distancia ano-genital de las crias (Cervantes y cols. 2014).

Las crias, a diferencia de las ratas gestantes, no mostraron diferencia en el consumo de
alimento, los animales de los cuatro grupos consumieron en promedio por mes una cantidad
similar. El consumo de agua aument6 en el grupo MA-CA a partir del segundo mes de edad
comparado con los demas grupos, es decir los animales que consumieron agua azucarada,
aumentaron la cantidad de liquido ingerida, tal como lo reporta Gou-Chun y colaboradores 2009,

sin embargo, en nuestro estudio no se evidencié un cambio en el consumo de alimento y menos
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atn en el peso corporal. Asimismo, ratas que consumen agua azucarada al 30% en su vida

posnatal, tampoco muestran diferencias en el peso corporal (Hafidi y cols. 2001).

* Creatinina y nitrogeno ureico (BUN) en suero

Los niveles de creatinina en suero fueron similares en los cuatro grupos (ANOVA, P>0.05), lo
que pudiera estar explicado debido a que no hay un dafio renal severo y ésta se ve aumentada
cuando mas del 50% de las nefronas estan afectadas (Veuthey y cols. 2014).

En el caso de nitrogeno ureico sérico (BUN), se observaron diferencias significativas en
los grupos donde las crias consumieron agua azucarada durante su vida posnatal y en aquellos
que las madres consumieron agua azucarada durante la gestacion (MS-CA, MA-CS), y el efecto
se vio potenciado en el grupo que consumid agua azucarada durante toda su vida (MA-CA).
Este trabajo muestra un aumento en las concentraciones de BUN, pero no de creatinina, lo
sugiere que los animales no estdn cursando con un dafo renal como tal, sin embargo, se propone
que la presencia de niveles elevados de BUN (azoemia) podria ser un dafio prerrenal, es decir,
una disminucion de la filtracion glomerular pero con una funcion renal normal en todos los
demas aspectos. Este fenomeno aparece en patologias como deshidratacion, disminucion del

volumen sanguineo e insuficiencia cardiaca (Macedo y cols. 2009).

* Tamaiio y peso del rifion

En nuestro trabajo, ambos rifilones no mostraron diferencias significativas en tamano. Por el
contrario, aunque en otro contexto, otros grupos de investigacion han observado diferencias en
tamano de ambos rifiones al inicio de la diabetes mellitus y al realizar nefrectomia unilateral,
ello explicado por una hipertrofia renal compensadora, donde en ésta tltima no hay disminucion
del nimero de nefronas, sin embargo, incrementa la funcién y con ello el tamafio de los rifiones

(Liy cols. 2013).

Nuestros resultados mostraron que los rifiones de las crias cuyas madres consumieron

agua azucarada durante la gestacion y la lactancia (MA-CS, MA-CA), pesaron menos
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comparadas con los de las crias de madres con consumo de agua simple (MS-CS, MS-CA),
independientemente del tratamiento posnatal. A pesar de la disminucion del peso, no se
evidencid una disminucion en la cantidad de glomérulos ni se demostrd que la cantidad total de
plasma filtrado fuera menor para explicar la disminucién de peso total del 6rgano. Suyama y
colaboradores en el 2012 estudiaron una dieta alta en fosforo y mostraron un aumento en el peso

de los rifiones explicado por una hipertrofia renal, lo cual no fue observado en nuestro trabajo.

o lindice de grasa retroperitoneal

Evidenciamos diferencias significativas en el indice de grasa retroperitoneal de ambos rifiones
(Gréficas 14 y 15), lo que pudiera estar directamente relacionado con hipertension causada por
la compresion del tejido adiposo sobre el rifion (Hall y cols. 1999). Asimismo, se observo mayor
cantidad de grasa visceral en los animales que consumieron agua azucarada, en concordancia a
lo observado en trabajos que suministran agua azucarada al 30% (Diaz-Aguila 2015, Hafidi

2001, Chen 2009), asi como en modelos con dietas altas en grasa y fructosa (Colette 2011).

*  Morfometria renal

El consumo de agua azucarada al 5%, durante la gestacion y vida posnatal no modifico el
niamero de glomérulos, a diferencia de un modelo con una dieta hipercaldrica, donde
disminuyeron el numero de crias al nacimiento consiguiendo que las crias tuvieran un acceso
aumentado a la leche materna, encontraron una disminuciéon en el niimero de glomérulos
explicado por la intervencion en una etapa clave de la nefrogénesis (Boubred y col. 2007). Por
otro lado, modelos con malnutricién gestacional por restriccion proteica, muestran disminucion
en el nimero de glomérulos, explicado por falta de componentes importantes como aminoéacidos
y vitaminas para la formacion de 6rganos.

Existen estudios en los cuales modifican la dieta materna antes, durante la gestacion y
la lactancia (Collete y cols. 2011), a diferencia de éste trabajo, la manipulacion es s6lo durante
la gestacion y la lactancia, en vias de investigar si lo observado es por la modificacion en esta

importante ventana de desarrollo.
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En un trabajo en el que se les proporcioné a las ratas una dieta rica en grasas y agua
azucarada al 10% antes y durante la gestacion, ademas, se formaron grupos a los que se les
contintio la misma dieta durante la vida posnatal y otros a los que se les dio la dieta estandar;
encontraron glomerulosclerosis, fibrosis tubulointersticial, y disminucion en la filtracion
glomerular (Collete y cols. 2011). En nuestro trabajo sélo se modifico la dieta durante la
gestacion y la lactancia y no se encontraron cambios en nimero de glomérulos como fue el caso
del grupo de Courréges y colaboradores en el 2011. Asimismo, el area glomerular fue similar
en todos los grupos, lo que podria estar explicado a diferencia del grupo de Colette porque la
concentracion del agua azucarada fue menor y el tiempo del tratamiento no fue tan prolongado
como los trabajos anteriormente descritos.

El efecto del consumo de agua azucarada sobre la luz de los tibulos colectores, fue
mayor cuando se bebi6 durante la gestacion que durante la vida posnatal. El 4rea de la luz de
los tabulos colectores de los grupos MA-CS, MA-CA y MS-CA mostré mayor apertura que el
grupo MS-CS (figura 11). En el trabajo de Cervantes 2014, el agua azucarada administrada
posnatalmente fue un segundo reto para las crias, por lo que el efecto se potencid. En nuestro
trabajo no fue asi, ya que el area de la luz tubular del grupo MA-CS se mostré mas grande,
incluso que la del grupo MA-CA, en este caso no se favorecio el efecto. Se puede sugerir con
esta evidencia que las modificaciones mostradas en la luz tubular del grupo MA-CS no son
reversibles y que el tratamiento modifico de alguna manera la organizacion de estas células de

una manera definitiva, al menos hasta los cuatro meses de edad.

* Modificacion de acuaporina 2

A diferencia de trabajos que muestran cambios en la morfologia y funcion renal (Collete y cols.
2011, Macagno y cols. 2011), debido a la malnutricién gestacional, no se han reportado cambios
o implicaciones en la expresion de acuaporina 2.

En el grupo MA-CA comparado con los otros grupos (MS-CS, MS-CA y MA-CS), se
observo un marcaje inmunohistoquimico intenso en las células principales del tibulo colector.

Se propone que éste fenomeno podria estar dado por el aumento en la concentracion de glucosa
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en sangre, lo que a su vez esté modificando la osmolaridad de la misma, debido a que se sabe
que estos cambios son captados por osmoreceptores, localizados dentro de regiones especificas
del hipotadlamo. Los osmoreceptores son activados, lo que resulta en una sensacion de sed y con
ello una subsecuente ingesta de agua. Ademas, se estimula la produccion de vasopresina y su
secrecion en la hipofisis posterior de donde la ADH es liberada a torrente sanguineo y viajara al
tubulo colector renal donde tendra su accion, y de esta manera compensar el cambio de
osmolaridad (Boone 2008). Asimismo, un aumento en la osmolaridad extracelular por pérdida
de agua, causa un flujo de la misma desde la célula hasta el espacio extracelular y ambos
experimentan una deplecion de volumen. Se ha demostrado que existen proteinas que censan
cambios en la tonicidad y que estd intimamente relacionado con la funcién de la AQP2 (Pearce
y cols. 2015).

Podria pensarse que el fendmeno antes descrito, se estd presentando debido a la
manipulacidon experimental como una respuesta fisiologica normal por la presencia de agua
azucarada y que este proceder desaparezca al cambiar a los animales a un consumo de agua
simple. Sin embargo, como lo observamos en la grafica mostrada con estos resultados (Figura
13), en las crias que consumieron agua simple en su vida posnatal y que descienden de madres
que consumieron agua azucarada durante la gestacion y la lactancia (MA-CS), la expresion no
se ve semejante al grupo control, es decir, el efecto no fue reversible.

Para cuantificar AQP2 es necesario realizar el anélisis con western blot, sin embargo, al
no tener los rifones de los animales congelados, realizamos una semicuantificaciéon por medio
de un software que nos permite visualizar el area de color café que emite el método cuando es
revelado con la diaminobencidina (DAB) correspondiente a la presencia de AQP2. De esta
manera, tenemos un valor para graficar, no es lo deseable cuando de proteinas se trata, empero,

es un acercamiento a lo que probablemente esté sucediendo fisiologicamente.
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10. Conclusiones

El consumo de agua azucarada durante la gestacion y la lactancia a pesar de que se administro
en una concentracion baja (5%), comparada con otros trabajos de investigacién e incluso
comparada con las bebidas azucaradas de consumo humano en los que la gran mayoria tiene
una concentracion del 12%, mostr6 alteraciones en el rifion de las crias.

El area de la luz del tabulo colector, el marcaje inmunohistoquimico para acuaporina 2,
el nitrégeno ureico, asi como, la grasa retroperitoneal, aumentaron en aquellos animales que
estuvieron expuestos tanto en su vida prenatal como posnatal al consumo de agua azucarada, lo
que pudiera estar modificando directamente de alguna manera la reabsorcion de agua a nivel
tubular, la filtracion glomerular y con ello aumentar la susceptibilidad de dafio renal en la vida

adulta.
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11. Perspectivas

La realizacion de western blot para la cuantificacion de AQP2, es pertinente para saber

exactamente la cantidad de proteina presente.

Ademas para confirmar el dafio renal, se necesitan pruebas de funcionalidad, como:
depuracion de creatinina, proteinas totales en orina de 24 h, velocidad de filtracion glomerular,
entre otros. Asimismo, la cuantificacion sérica de ADH y la medicion de la presion arterial seria

de gran ayuda para tener datos confirmatorios de dafo renal.
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13. Anexos

Anexo 1. Deshidratacion e inclusion del rinon.

REACTIVO TIEMPO
Alcohol al 60% 15 minutos (3 lavados de 5 min)
Alcohol al 70% 20 minutos
Alcohol al 80% 20 minutos
Alcohol al 80% 30 minutos
Alcohol al 96% 30 minutos
Alcohol al 100% 30 minutos
Alcohol al 100% 30 minutos
Alcohol - Xilol 30 minutos

Xilol 1 30 minutos

Xilol 2 30 minutos
Paraplast Extra I 2 horas
Paraplast Extra I 2 horas
Paraplast Extra II 4 horas
Paraplast Extra II 5 horas




Anexo 2. Tincion de Hematoxilina-eosina

PROCEDIMIENTO REACTIVO TIEMPO
Xileno 5 min
Desparafinar
Xileno 5 min
Xileno:etanol 5 min
Etanol 100 % 5 min
Etanol 100 % 5 min
Hidratar
Etanol 96 % 3 min
Etanol 80 % 3 min
Etanol 60 % 3 min
Agua destilada 3 min
Colorante basico Hematoxilina de harris 11 min
Agua corriente 40 seg
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Contraste Etanol 4cido 40 seg
Agua destilada 40 seg
Azuleamiento Etanol amoniacal 3-4 min
Colorante acido Eosina 3-4 min
Agua destilada 40 seg
Etanol 96 % 40 seg
Etanol 96 % 40 seg
Deshidratacion Etanol 100 % 30 seg
Etanol 100 % 30 seg
Etanol:xileno 10 seg
Xileno 10 seg
Xileno 10 seg
Montaje Cytoseal TM 60
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La fisiologia del aparato urinario implica el control y eliminacién de sustancias téxicas para e
organismo. El rifién realiza la filtracién de tales sustancias, cuando existe alteracién en este
mecanismo se pueden presentar diversas patologias renales. El incremento del consumo de
bebidas azucaradas se ha relacionado con alteraciones metabdlicas como la diabetes
mellitus 2, dicha enfermedad a su vez se ha correlacionado con insuficiencia renal. El
transporte del agua a nivel de los tdbulos renales se hace a través de las acuaporinas. El
objetivo del presente trabajo es determinar si el consumo de agua azucarada durante la
gestacién y lactancia, altera la expresién de acuaporina 2 en el rifién en la progenie adulta
masculina. Utilizamos ratas Wistar hembras, las cuales se aparearon y se dividieron en dos
grupos: grupo control, alimentadas con dieta estandar y agua simple durante la gestacién y
lactancia; y el grupo experimental alimentadas con dieta estadndar y agua azucarada al 5%. Al
destete, se formaron dos subgrupos con los machos, uno recibié agua simple y otro agua
azucarada. Los animales fueron sacrificados a los cuatro meses de edad y se les extrajo el
rifén izquierdo, de los cuales se hicieron cortes histolégicos que fueron utilizados para
observar la expresién de acuaporina 2.

Resultados preliminares muestran una sobreexpresién de acuaporina 2 en el grupo que
consumié agua azucarada durante la gestacién, la lactancia y vida independiente hasta el
sacrificio, versus el grupo que consumié agua azucarada después del destete hasta el
sacrificio y el grupo control. Inferimos que el consumo de agua azucarada, aln en bajas
concentraciones, modifica la expresiéon de acuaporina 2, ello podria estar relacionado
directamente con el transporte de agua en los tibulos renales alterando la funcién del
aparato urinario superior.
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