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RESUMEN

El estrés y el consumo de dietas ricas en carbohidratos y grasa en humanos se han asociado
con alteraciones en la funcién renal durante la etapa adulta. En modelos animales, se ha
demostrado que el estrés crénico y el consumo de dietas de cafeteria tienen un efecto negativo
sobre la morfologia y funcién renal en edad adulta. Sin embargo, se desconoce la interaccion
entre el estrés cronico y el consumo de una dieta alta en sacarosa sobre la morfologia y
funcién renal en ratas jovenes, adulto jovenes y adulto. Ademads, la etapa posdestete representa
un periodo critico para la ontogenia del rifién, debido a que aun estd en desarrollo. Lo que
hace que sea un 6rgano susceptible a modificarse por el estrés y la dieta, afectado su
organizacion histoldgica y funcidn. Este estudio se realizé para evaluar el arreglo histolégico
del rifién y la funcion renal en ratas macho en edad juvenil, adulto joven y adulto, en un
modelo de estrés cronico y consumo de sacarosa al 30% posterior al destete. Se utilizaron ratas
machos Wistar de 21 dias de edad. Las ratas se dividieron en cuatro grupos
experimentales(n=8, por grupo): ratas que consumieron agua simple (C), ratas que
consumieron agua simple mas estrés (E), ratas que consumieron agua azucarada al 30% (A30)
y ratas que consumieron agua azucarada al 30% mas estrés (E+A30) durante uno, dos y tres
meses de tratamiento. La manipulacién del estrés fue un mes previo al sacrificio de cada grupo
experimental. Se registré diariamente el peso corporal, consumo de alimento y agua. Al
sacrificio se obtuvo la sangre para la medicion de urea y creatinina sérica. Se extrajeron los
rifones y se pesaron. El rifdén derecho fijado en Bouin, deshidratado en alcoholes de forma
ascendente, aclarado en xilol e incluido en Paraplast. Se realizaron cortes histologicos de Sum,
algunas laminillas fueron tefiidas con Acido Peryédico de Schiff (PAS) y en otros se realizé la
inmunohistoquimica para la deteccion de acuaporina 2. El rifién izquierdo fue utilizado para la
determinacion de triglicéridos y estrés oxidativo. Los resultados fueron analizados a través de
Anova de una via Bonferroni pos hoc y Anova de dos vias Newman-Keuls pos hoc.
Encontramos que las ratas estresadas correspondientes al primer mes, presentaron un area
corpuscular y glomerular disminuida, aumento en el nimero de células mesangiales, matriz
mesangial y expresion de acuaporina 2 acompafiado con niveles bajos de creatinina. Mientras

que, el consumo de sacarosa disminuyo la expresion de acuaporina 2 y evit6 la disminucién de



los niveles de creatinina provocado por el estrés crénico. El grupo que recibié ambos
estimulos mantuvo efectos similares al grupo estresado, ademds de presentar una disminucién
en el area de los tibulos proximales. Con respecto, a las ratas estresadas correspondientes al
segundo mes de tratamiento, mostraron una acumulacién de triglicéridos, reduccién del drea
corpuscular y glomerular, pérdida glomerular y atrofia tubular, asi como, disminucién en la
expresion de acuaporina 2. Por otro lado, el consumo de sacarosa disminuyd el &drea
corpuscular y glomerular, ademds redujo la pérdida de glomérulos y la acumulacién de
triglicéridos provocado por el estrés cronico; sin embargo, aument6 los niveles de creatinina.
El grupo estrés méds sacarosa, presentd una disminucion en el drea corpuscular y glomerular y
aument6 en el ndmero de células mesangiales. Por ultimo, las ratas estresadas
correspondientes al tercer mes de tratamiento, presentaron estrés oxidativo y acumulacion de
triglicéridos, disminucion y pérdida glomerular y degeneracion tubular, aumento en el nimero
de células mesangiales y creatinina sérica. El consumo de sacarosa mostr6 menor porcentaje
de matriz mesangial, ademads, evitd la formacion de estrés oxidativo, acumulacién de
triglicéridos y el aumento en los niveles de creatinina provocado por el estrés cronico. El
grupo estrés mas sacarosa, presentd efectos similares al grupo estresado. Los resultados
muestran que el estrés cronico desde el periodo posnatal provoca cambios morfoldgicos a
nivel renal alterando la funcién independiente de la edad. Ademads, el consumo de sacarosa

revierte algunos efectos inducidos por el estrés crénico.
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1 INTRODUCCION

La alimentacion refleja la interaccién dindmica entre el estado fisiolégico de un organismo y
sus condiciones ambientales. Cuando los sistemas endégenos de control fallan se pueden
generar trastornos metabodlicos los cuales resultan de la combinacion de varios factores
ambientales y genéticos (Mataix 2009). En particular, el consumo elevado de carbohidratos
provenientes de la dieta y la exposicion a estrés crénico inducen un aumento en la cantidad de
tejido adiposo y alteraciones metabdlicas como diabetes tipo II, hipertensién, metabolismo
anormal de lipidos y carbohidratos y enfermedad cardiovascular (De Almeida y cols. 2014;

Abraham y cols. 2007).

En seres humanos, estudios epidemioldgicos correlacionan la presencia de obesidad infantil,
con el consumo elevado de azucares refinados (sacarosa y fructosa) y grasas a edades
tempranas que conllevan a diversas alteraciones relacionadas con la presencia de sindrome
metabolico (Rojas y cols. 2008). Ademds, el estrés psicosocial estd vinculado con el desarrollo
del sindrome metabdlico y obesidad en edad adulta, aumentando el riesgo a padecer estas
alteraciones metabdlicas a través de la activacion de respuestas neuroendocrinas, como son el
sistema nervioso autobnomo y vias hormonales (Abraham y cols. 2007). La respuesta al estrés
activa el eje hipotdlamo-pituitario-adrenal y el eje simpatico adrenomedular (Holmes y cols.
2010) para mantener el equilibrio dindmico y homeostasis del cuerpo, ya que es un mecanismo
de defensa en situaciones de estrés agudo. Sin embargo, si el estrés persiste la carga alostérica
o estrés cronico da como resultado la aparicion de ansiedad o depresion (Golstein y McEwen

2005), el cual disminuye la calidad de vida.

Se ha mostrado que el estrés crénico estd asociado con la sobrecarga alostérica, es decir, el
cuerpo intenta encontrar estabilidad a través de cambios como la secreciéon de cortisol,
insulina, la activacion del eje hipotdlamo-pituitario-adrenal, citoquinas y otros elementos pro-
inflamatorios, entre otros cambios homeostédticos provocando alteraciones fisiolégicas renales
(Diniz y cols. 2006; Melamed y cols. 2006; Toker y cols. 2005). El estrés, la ansiedad y
depresion pueden estar asociados con la aparicion de enfermedades, debido a lesiones a nivel

celular y tisular (Bhattacharyya y Steotoe 2007; Vaziri y Rodriguez-Iturbide 2006; Gupta y
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Gupta 2004; Spieker y cols. 2002). Algunos autores, mencionan que estas condiciones pueden
tener repercusiones a nivel renal, como el mantenimiento de los niveles altos de presion y la
asociacion con la presencia de cdlculos en el sistema urinario, entre otras manifestaciones

(Noris y Nissenson 2008; Brown y cols. 2012; Najem y cols. 1997).

En modelos animales, el consumo de sacarosa y fructosa en diferentes porcentajes, tiempo de
exposicion y edad, han sido asociados con la presencia de obesidad y alteraciones metabdlicas,
asi como afectaciones en drganos metabolicos importantes (Bleisch y cols. 1952; Kahn y Flier
2000; El Hafidi 2006; DiaZ—Aguila y cols. 2016). De manera particular, en el rifién se ha
mostrado que el consumo de fructosa o sacarosa modifica la estructura y funcién renal. Por
ejemplo, en ratas Sprague-Dawley adultas alimentadas con fructosa al 60%, se ha reportado un
aumento en el tamafio de los rifiones, ademds existe la presencia de esclerosis glomerular,
atrofia y dilatacién tubular, e infiltracion de células inmune (Rahmoune y cols. 2005). Un
trabajo reciente, realizado en ratas macho Sprague-Dawley, ha reportado que el consumo de
agua con fructosa al 20% después del destete durante 8 semanas ocasiona un aumento de la
presion arterial sistdlica, hiperinsulinemia y aumento en la vasoconstriccion renal
(Mohammed y cols. 2010). Por otro lado, se ha mostrado que el consumo de sacarosa al 65%
en ratas machos Wistar adultas, durante 12 semanas presenta aumento en la cantidad de tejido
adiposo perirenal, niveles elevados de glucosa, LDL, triglicéridos y colesterol total. Asi como
un aumento en los niveles de urea y creatinina sérica, también se observd una disminucién en

los niveles de 6xido nitrico los cuales estdn asociados con el dafio renal (Amin y cols. 2011).

En el contexto de exposicion a estrés, Pointer y cols. (2012) observaron en ratones mutados en
la enzima 6xido nitrico sintasa (eNOS) de 6 meses de edad, estresadas durante 15 dias con la
administracion de una dieta alta en sal, provoca lesiones en el glomérulo y en los tubulos,

ademads hay presencia de fibrosis, trombosis, esclerosis e inflamacién intersticial.

1.1. Desarrollo del rifion en mamiferos

El sistema tubular del riiiéon estd compuesto de dos poblaciones celulares distintas: las
nefronas que forman la unidad de filtracion y el sistema de conductos colectores derivado de

la yema uretral. Las nefronas se componen de glomérulos que filtran la sangre a la cépsula de
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Bowman y las estructuras tubulares que reabsorben y concentran orina. El conducto colector
es un conducto epitelial de Wolff que concentra y recoge la orina y la transfiere a través de la

pelvis renal hasta la vejiga.

Durante el desarrollo del riion del mamifero se puede identificar la evolucién que
representan estos, en formas de vida mds primitiva. Antes de que el rindén adulto (metanefro)
se desarrolle, el embridn tiene dos rifiones transitorios (pro-mesonefro) en una secuencia
espacial y temporal (Saxén y Sariola 1994). Las dos formas tempranas son degeneradas o se
convierten en parte del sistema reproductivo; mientras que el metanefro forma el 6rgano

secretor permanente.

1.1.1.  Organogénesis renal en roedores

La organogénesis renal estd regulada por interaccion de células y tejidos, secuenciales
y reciprocas. Estas interacciones mutuas se producen entre dos tejidos progenitores: conducto
epitelial de Wolff (WD) derivado de la yema uretral (UB) y el mesénquima metanéfrico
(MM). Ambos tejidos son derivados del mesodermo intermedio (IM), que son una poblacién
de células localizadas entre la placa del mesodermo paraxial y lateral y se especializan durante
la gastrulacion (Obara-Ishihara y cols. 1999). La vasculatura renal también se origina en el
mesodermo intermedio (Hyink y Abrahamson 1995). El desarrollo del rifién inicia en el
epitelio de Wolff generado en la yema uretral, al final del extremo caudal. Posteriormente la
yema uretral invade el mesénquima renal predeterminado y comienza a ramificarse e induce la
nefrogénesis. Todo esto ocurre de manera secuencial en el blastema metanéfrico. A través de
la transiciéon de mesénquima a epitelio (MET) y los pasos simples de morfogénesis, que
finalmente forma las nefronas. La migraciéon de células endoteliales en el desarrollo del

glomérulo es esencial para crear una nefrona funcional (Figura 1; Saxén y Sariola 1994).

El desarrollo del rifién primitivo inicia por la expresion de Pax-2 y Sim-I en el
mesodermo intermedio, que a su vez es inducida por BMP4 esta es secretada desde el
ectodermo superficial (Obara-Ishihara y cols. 1999). Estas sefiales llevan la formacion del
conducto epitelial de Wolff a partir de las células anteriores y dorsales del mesodermo

intermedio. Las células epiteliales mesenquimales comienzan a formar el conducto néfrico. Al
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mismo tiempo las células mesenquimales en el mesodermo intermedio ventral forman el
“cordén nefrogénico” (Obara-Ishihara y cols. 1999; Torres y cols. 1995), que se extiende en
paralelo con el conducto néfrico en donde se han identificado varios factores de transcripcién
como Osrl, WT'l, Hoxall, Hoxcll, Hoxdl 1, Salll, Sixl, y Ellal. A pesar de ser transitoria
durante la formacién del rifién en los mamiferos, el mesonefro (MN) es crucial para el
desarrollo de otros 6rganos derivados del sistema urogenital tales como goénadas, glandula

suprarrenal, y también en la hematopoyesis (Costantini y Kopan 2010).

WD S-shaped

body
—

9

uB Early rapid Late UB branching  comma-shaped
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Figura 1. El rifién se origina a partir de dos componentes derivados del mesénquima: El conducto epitelial de
Wolff (WD) y el mesénquima metanéfrico (MM). El primer paso para el desarrollo del rifién a partir de la yema
uretral (UB) un evento inducido por sefiales que derivan desde el mesénquima metanéfrico (MM). Después de la
formacién de la yema uretral, la induccién reciproca entre la UB y MM conducen a miultiples interacciones de
ramificaciones y alargamiento de la yema uretral para formar el sistema colector; mientras el mesénquima induce
la condensacion y la formacién de tejido epitelial alrededor de las puntas ramificadas para someterse a transicion
de mesénquima a epitelio. Estos agregados mesenquimales a través de varias etapas, incluidos las formas coma y
S, formando los tibulos metanéfricos que eventualmente maduran en la nefrona (tdbulos proximales y distales,

epitelio glomerular). Modificado de Nigam y Shah 2009.
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El rifion de los mamiferos es separado en corteza y médula renal. La médula se
compone de conductos colectores, asa de Henle e intersticio (Little y cols. 2007). La filtracién
tiene lugar en la corteza, mientras la concentracién de orina tiene lugar en la médula (Yu y
cols. 2009). En los roedores, el desarrollo de los metanefros comienza entre el dia embrionario
10,5-11, cuando la yema uretral se extiende desde el conducto epitelial de Wolff hacia el
mesénquima metanéfrico en respuesta a las sefales inducidas mediadas por factores de
crecimiento (Reidy y cols. 2009). Los reguladores de la derivacién y ramificacion de la yema
uretral son el factor neurotréfico derivado de la glia (GDNF), secretada por mesénquima
metanéfrico, y el receptor Ret presente en las células de yema uretral. La secrecion de GDNF
activa al receptor Gfral/Ret acoplada a tirosina quinasa en el conducto epitelial de Wolff. Esto
inicia la cascada de sefializacion que regula la expresion del receptor Ret y activa la derivacion
de células positivas a Ret desde el conducto epitelial de Wolff hacia la sefializacion de GDNF

(Constantini y Kopan 2010).

En los dias 10-10.5, el primer cambio morfoldgico es visible en la yema uretral, en el
desarrollo se muestra hinchado el WD a nivel del MM. Finalmente en el dia 11, desde la parte
caudal del conducto epitelial de Wolff hinchado, un brote emerge; crece dorsalmente en el
mesénquima metanéfrico para formar la yema uretral. La yema uretral es un tubo epitelial con
un lumen continuo que estd rodeada por una membrana basal (Meyer y cols. 2004; Chi y cols.
2009). Eventualmente, la elongacién de la yema uretral da lugar a la diferenciacién en dos
diferentes estructuras con diferentes patrones en la expresion génica y desarrollo. Uno es el
conducto colector derivado de la punta distal de la yema uretral por ramificacion. Otra es el

uréter y la pelvis derivado del tronco de la yema uretral (Constantini y Kopan 2010).

La médula y el sistema de conductos colectores se desarrolla a través de la
ramificacion dicotdmica y elongacion continua (Yu y cols. 2009; Cebridn y cols. 2004). La
yema uretral conforma el sistema colector intrarrenal, el cual comprende los conductos
colectores, pelvis y célices. También forma la uretra y el trigono vesical (Smeeton y cols.
2010). El patron del rifion se debe a la ramificacion de la yema uretral. El epitelio crece y es
remodelado, aunque conserva una luz continua en toda su longitud (Meyer y cols. 2004;
Davies y cols. 1995; Lindstrom y cols. 2015). El crecimiento de la yema uretral durante la
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nefrogénesis estd estrechamente relacionado con la proliferacion celular. Después de que ha
invadido el mesénquima metanéfrico, ocurren nueve ciclos de ramificacion entre el dia 11.5 y
15.5 creando cerca de 350-500 puntas (Cebridn y cols. 2004; Short y cols. 2010). La
ramificacion de la yema uretral sigue un patrén especifico, la primera ramificacién inicia una
bifurcacion, la cual es seguida de una trifurcacién en cada uno de las dos primeras puntas
(Majumdar y cols. 2003). La ramificacién continda a través de la bifurcacion. Durante este
proceso, cada punta se hincha para formar una dmpula rodeada, la cual es remodelada para
formar dos o tres puntas que se extenderan para formar nuevas ramas. Se puede observar que
la fase de ramificacién es rdpida, con aumento en la proliferacion celular en las puntas y poco
en el tronco de la yema uretral. Algunos estudios han mostrado que las células de la punta
permanecen indiferenciadas, mientras que las células del tronco inician a expresar genes
caracteristicos de los conductos colectores maduros (Caruana y cols. 2006; Schmidt-Ott y cols.
2005). Finalmente, después del dia 15.5 la tasa de ramificacién disminuye. Sélo el tronco se
extiende ampliamente, formando el conducto colector, la médula renal y la papila. La
generacion de nuevas nefronas en roedores continua después del cuarto dia de nacimiento, y la

ramificacion se detiene al mismo tiempo (Hartman y cols. 2007).

Después del brote de la yema uretral y la subsecuente invasion del mesénquima
metanéfrico, la yema uretral se somete a varias generaciones de ramificacion repetida, como
se describi6 anteriormente. Este periodo es seguido por un periodo de reduccién de la
ramificacién con el alargamiento de los conductos colectores. Senales derivadas del uréter
inducen el desarrollo de las nefronas, que inicia la transicion de mesénquima a epitelio (MET).
Células madre/progenitoras dentro del epitelio de la yema uretral interactia con la capa
adyacente del mesénquima (Constantini y Kopan 2010) a través de sefiales de GDNF y FGF
secretada por la capa del mesénquima (Saburi y cols. 2008). Las células inician a formar
agregados pre-tubulares justo debajo de la punta de la yema uretral. El miembro de la familia
Wnt 9B (Wnt9b) es secretado por el epitelio de la yema uretral e induce progenitores de la
capa adyacente del mesénquima a diferenciarse en vesiculas de epitelio renal (Carroll y cols.
2005). El epitelio renal recién formado se somete a polarizacién y elongacién para formar

cuerpos delimitados en forma de coma y S. Este ultimo se fusiona con el epitelio de la yema



uretral para formar la nefrona (Georgas y cols. 2009). Una segmentaciéon de podocitos
glomerulares especializados, el tibulo contorneado proximal, asa de Henle y el tdbulo
contorneado distal forman la nefrona, se ha reportado que este proceso termina al séptimo dia
posnatal en la rata; sin embargo, el proceso de maduracién funcional continua (Little y cols.

2007; Figura 2).

condensed ‘
mesenchyme |

Tubular
progenitors

Figura 2. Las células mesenquimales cerca de la punta de la yema uretral, la ramificacion se somete a transicion
epitelial y se diferencia a través de una serie de formas compuesta de progenitores renales. (a) Formas agregadas,
(b) Formas de vesiculas renales, (¢) Progenitores renales también se localizan en el cuerpo en forma de S (rojo);
sin embargo, los progenitores de los podocitos estdn ya se pueden ver (rojo + azul) asi como los progenitores
tubulares (naranja), (d) Nefrona madura, progenitores renales (rojo), progenitores de podocitos (rojo + azul),
progenitores tubulares (naranja) se distribuyen a lo largo de la nefrona. (e) En el glomérulo, progenitores renales
(rojo) se localizan en el polo urinario de la cdpsula de Bowman, Progenitores de podocitos (rojo + azul, se

localizan a lo largo de la cdpsula de Bowman). Tomado de Romagnani y cols. 2013.

La maduracién funcional posnatal se asocia con prolongacién y maduracién de los

tubulos renales; los tibulos se caracterizan por tener una pequefia superficie para absorber, hay
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pocos transportadores y éstos tienen una funcién inmadura debido a su inadecuado control
hormonal sobre la actividad de los canales (Holtbdack y Aperia 2003). Se ha descrito que
durante la infancia los rifiones de los mamiferos van aumentando gradualmente el flujo
sanguineo renal y la filtracién glomerular con la finalidad de mediar las fluctuaciones diarias
de ingesta de liquido y sodio para mantener la homeostasis del fluido corporal (Rhodin y cols.
2009).

En general en mamiferos, los rifiones son 6rganos grandes pares de color rojizo en
forma de frijol, se localizan entre la dltima vertebra tordcica y la tercera vértebra lumbar,
posicion en la cual estdn protegidos en parte por los pares de costillas undécimo y duodécimo.
Se ha descrito que el rindén derecho estd un poco mas abajo que el rifién izquierdo, debido a
que el higado ocupa un espacio considerable arriba del rifion derecho. En el polo superior de
cada rifién, incluida dentro de la fascia renal y de una gruesa capa protectora de tejido adiposo
perirrenal, hay una gldndula suprarrenal. El borde medial del rifién es céncavo y posee una
incisura vertical profunda, denominada hilio renal, que permite la entrada y salida de los vasos
sanguineos, nervios renales y ademads contiene el segmento inicial del uréter (Tortora y

Reynolds 2000).

La superficie de cada rifién estd cubierta por una cdpsula de tejido conjuntivo. La
capsula posee dos capas bien definidas: una capa externa de fibroblastos y fibras coldgenas y
una capa interna con un componente celular de miofibroblastos. La contractilidad de los
miofibroblastos ayuda a resistir las variaciones de presién y volumen que pueden acompaiiar
las variaciones de la funcion renal. La cdpsula se introduce a la altura del hilio para formar la
cubierta de tejido conjuntivo del seno y se continda con el conjuntivo que forma las paredes de

los cdlices renales y la pelvis renal (Kaissling y Le Hir 2008).

De acuerdo a la anatomia interna del rifién se distinguen dos regiones bien definidas
(Kaissling y Le Hir 2008). La corteza renal es la parte externa de color pardo rojizo y la
médula renal es la region interna mucho mads palida. Aunque los rifiones constituyen menos
del 0.5% de la masa corporal total, reciben entre 20 y 25% del flujo sanguineo, del cual se
estima que del 90 al 95% de la sangre que pasa por los rifiones estd en la corteza y sélo el 5 al
10% esta en médula. Los rifiones realizan el trabajo mds importante en el sistema urinario,
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puesto que las otras partes son practicamente vias de paso y dreas de almacenamiento. Durante
la producciéon de la orina, las nefronas y los conductos colectores realizan tres procesos
bésicos: filtraciéon glomerular, secreciéon y reabsorcién tubular. El primer paso para la
produccién de orina, el agua y la mayoria de los solutos del plasma pasan de la sangre, a través
de los capilares glomerulares al interior de la capsula de Bowman, la cual se vacia en el tibulo
renal. Conforme el liquido filtrado avanza a lo largo del tibulo renal a través del conducto
colector, las células del tdbulo reabsorben la mayor parte del agua y muchos solutos utiles
filtrados, y retornan a la sangre a medida que el liquido fluye por los capilares peritubulares y
los vasos rectos. Conforme el liquido fluye a lo largo del tdbulo colector, las células del tibulo
y del conducto secretan materiales adicionales, tales como desechos, firmacos e iones en
exceso en liquido. La secrecion tubular retira una sustancia de la sangre; en otros casos de
secrecion, por ejemplo, la de hormonas, a menudo se libera una sustancia de la sangre. Los
solutos en el liquido que drenan en la pelvis renal permanecen en la orina y, posteriormente,

son excretados (Tortora y Reynolds 2000).

Mediante la filtracidn, reabsorcion y secrecion, las nefronas mantienen la homeostasis de
la sangre (Estrada 2002; Ross y Pawlina 2007). Los rifiones poseen un metabolismo muy
activo utilizando como combustible la glucosa, &cidos grasos, cuerpos ceténicos Yy
aminodcidos. El rifion lleva a cabo la reabsorcion de glucosa, principalmente en el tubulo
proximal y es mediado por dos proteinas de transporte: la proteina SGLTI1 y la proteina
SGLT2. La reabsorcién de glucosa puede aumentar en presencia de elevacion crénica de las
concentraciones de glucosa en plasma como ocurre en las personas diabéticas, lo que
incrementa la actividad del transportador renal de glucosa (Figura 3) (Rahmoune y cols.

2005).
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Figura 3. Mecanismo de reabsorcion de la glucosa en el tibulo proximal (Tomado de Boron y Boulpaep 2009).

2 Etiologia de dafio renal en humanos adultos e infantes

El dafio renal es una enfermedad irreversible de ambos rifiones en la que el organismo pierde
la capacidad de filtrar las sustancias toxicas de la sangre (Méndez-Durdn y cols. 2010).
Actualmente la enfermedad renal se ha convertido en un problema de salud ptblica en muchos

paises, la causa varia de acuerdo a factores genéticos y ambientales.

En personas adultas se ha asociado a factores ambientales como son: la ingesta elevada
de dietas altas en azicar, sal, grasa y la reduccién de actividad fisica que favorecen la
acumulacién de grasa visceral, hipertension y la aparicion de alteraciones metabdlicas
(Odermatt 2011; De Almeida y cols. 2014). Recientemente, se ha reportado que la obesidad
visceral comprime los rifiones lo que aumenta la reabsorciéon de sodio en los tubulos y
vasodilataciéon renal e incremento en la filtracion glomerular. La activaciéon de estos
mecanismos de compensacién conduce a un aumento de la tensioén de la pared glomerular e
hipertrofia glomerular, estos cambios pueden provocar lesiones renales, glomeruloesclerosis y

pérdida de nefronas (Hall y cols. 2014). En este mismo contexto, se ha descrito que este
13
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aumento de tejido adiposo activa citoquinas pro-inflamatorias que son producidas por el
parénquima renal en respuesta a la hiperglucemia, asi como péptidos vasoactivos
(angiotensina II y endotelina), los cuales provocan el aumento del TNF-a y estrés oxidativo,
causando apoptosis en el podocito, aumento en la sintesis de matriz extracelular y

proliferacion de células mesangiales (Felizardo y cols. 2014).

Con respecto a la diabetes, se ha observado que la hiperglucemia dafia los vasos
sanguineos en el rifién y estimula la liberacién de citoquinas inflamatorias y produccién de
estrés oxidativo en el reticulo endopldsmico, aunado a ello, la presencia de resistencia a la
insulina afecta la hemodindmica renal a través de la activacion del sistema nervioso simpatico
(a través de la retencién de sodio, disminucién de la actividad de Na* y K*- ATPAasa),
aumentando la filtraciéon glomerular y provocando hipertrofia glomerular, disfuncién
endotelial, aumento en la presion capilar glomerular y proliferacion de células mesangiales,
esclerosis y fibrosis intersticial (Liao y cols. 2012; Chen y cols. 2013; Choi y cols. 2014;
Garcia-Garcia y cols. 2014).

La hipertension se ha observado que aumenta la actividad del Sistema Nervioso
Simpdtico y la activacion del Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (RAAS), el cual se
relaciona con el incremento de la actividad de angiotensinogeno, renina, aldosterona y la
enzima de conversion de angiotensina. El aumento de la angiotensina II mediada por la
vasoconstricciéon estimula la reabsorciéon de sodio a través del aumento de aldosterona,
provocando un incremento en la resistencia periférica y volumen sanguineo, estos factores
deterioran la presion renal causando hipertension glomerular e hiperfiltracion glomerular,
inflamacion, dafio endotelial y estrés oxidativo (Williams y cols. 2014; Lobato y cols. 2012;
Hadtstein y Schaefer 2008; Wiihl y Schaefer 2008). En este mismo contexto, se ha encontrado
que la expresion de NF-kB, el aumento de angiotensina II y estrés oxidativo causan
hipernatremia a través de una sobrecarga aguda de sodio, disminuyendo la expresion de
acuaporina 2 (AQP-2) en los tibulos colectores, estas proteinas son importantes debido a que
regulan la reabsorcion de agua y la concentracion urinaria (Della Penna y cols. 2014; Aoki y

cols. 2012).
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El estrés cronico también estd vinculado con el desarrollo del sindrome metabdlico y
obesidad, aumentando el riesgo a padecer estas alteraciones metabdlicas a través de la
activacién de respuestas neuroendocrinas, como son el sistema nervioso auténomo y vias

hormonales (Abraham y cols. 2007), alterando la funcién renal (Ducher y cols. 2002).

A diferencia de los adultos, en nifios y adolescentes el dafio renal se ha asociado a otros
factores genéticos y ambientales. Las mds comunes incluye: aplasia/hipoplasia/displasia,
sindrome nefrético, glomerulonefritis aguda, uropatia obstructiva, enfermedad poliquistica del
rifién, nefropatia por reflujo, tumor de Wilm, infecciones del tracto urinario ocasionado en su
mayoria por E.Coli. etc.; otros problemas que pueden afectar el funcionamiento de los rifiones

son la presencia de hipertension primaria (Warady y Chadha 2007; Yadav y cols. 2016).

3 ANTECEDENTES

Estudios epidemioldgicos en humanos y en modelos animales indican que el desarrollo del
riién prenatal y posnatal es susceptible a modificarse por distintos factores como es la
exposicion excesiva a glucocorticoides, insuficiencia de vitamina A, malnutricién caldrica y
alteraciones en el sistema intrarenal renina-angiotensina. Cuando el nimero de nefronas se ve
comprometido se producen cambios funcionales inapropiados que pueden conducir
eventualmente al desarrollo de hipertension o dafio renal (Ingelfinger y Woods 2002; Moritz y

cols. 2003).

3.1 Modelos animales

3.1.1 Dietas ricas en carbohidratos

Dietas ricas en carbohidratos al destete se han relacionado con la prevalencia de
trastornos metabolicos. Varios estudios en ratas macho Wistar han reportado que el consumo
de agua azucarada al 30% después del destete durante 18-21 semanas ocasiona aumento de
tejido adiposo visceral, hipertension, intolerancia a la glucosa, dislipidemias (Alexander y
cols. 2004; Pérez-Torres y cols. 2009) y aumento en los niveles de insulina (El Hafidi y cols.

2006).
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El desarrollo posnatal temprano de los 6rganos, es un periodo critico ya que pueden
presentar cambios estructurales y funcionales cuando estd expuesto a ciertos cambios
ambientales como son los nutritivos y el estrés cronico, y estos pueden tener consecuencias
durante el trascurso de la vida (Abraham y cols. 2007; Lucas 1998). Con respecto al rifidn,
Amin y cols. en el 2011, mostraron un aumento en la cantidad de tejido adiposo mesentérico,
perirenal y epididimal, niveles elevados de LDL, triglicéridos y colesterol total en ratas
macho Wistar adultas que consumieron sacarosa al 65% durante 12 semanas. Ademds,
encontraron un aumento en los niveles de estrés oxidativo y disminucién en los niveles de
oxido nitrico a nivel sanguineo y renal, sugiriendo que esto lleva a disfuncién renal,
caracterizado por los niveles elevados de creatinina y nitrégeno ureico. En este mismo
contexto, Coelho y cols. en el 2010, reportaron que el consumo de sacarosa al 20% durante
30 dias en ratas macho Wistar adultas presentaron niveles elevados de insulina, leptina y
triglicéridos. A nivel renal, aunque no hubo cambios en la expresion del gen de la enzima
convertidora de angiotensina (ECA) 1 y 2 asi como de angiotensindgeno, aumento la
actividad de la angiotensina Il y ECA, por lo que estas alteraciones en el sistema renina-

angiotensina en el rifién provocaron un aumento en la presion arterial.

Otros estudios en donde utilizaron ratas adultas Sprague Dawley con un consumo de
agua con sacarosa al 20% vy dieta alta en grasa durante 16 semanas, mostraron un aumento en
la presion arterial, grasa visceral, en los niveles de colesterol, triglicéridos, insulina,
excrecion de albumina y sodio. A nivel histologico se observo la presencia de lesiones leves
en el glomérulo sin encontrar modificaciones en los tubulos-intersticiales, lo que indica la
etapa temprana de lesiones renales. Por otro lado, se reporté una disminucién en la expresion
del factor de crecimiento endotelial vascular renal (VEGF), el cual es un factor importante
para el mantenimiento de la estructura y funcion renal (Kong y cols. 2011). En este mismo
modelo, observaron que aumenta la inmunoexpresiéon de malondialdehido a nivel glomerular,
pero, disminuye la actividad de stuper 6xido dismutasa a nivel renal. También se aumenta la
inmunoexpresion de 3-nitrotirosina en los glomérulos y en los tibulos proximales y distales,
provocando lesiones renales debido al aumento de estrés oxidativo y nitrativo (Kong y cols.

2012).
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Por otro lado, a ratas adultas espontdneamente hipertensas, a las cuales se les indujo
diabetes a través de la administracion de estreptozotocina, se les proporciond una dieta alta en
sacarosa (20%) durante 8 semanas. Los animales presentaron hiperglucemia, resistencia a la
insulina, aumento en los niveles de triglicéridos y colesterol, hipertensiéon, aumento en la
excrecion de albumina urinaria. A nivel histologico se encontré hipertrofia renal e hipertrofia
glomerular acompafiada de un aumento en la expansién en la matriz mesangial y aumento en
la expresion de la proteina ILK (Integrin-linked kinase) provocando lesiones y disminucién en
el nimero de podocitos los cuales contribuyen a la progresiéon de dafio renal (Dai y cols.
2012). Kubota y cols. en 2013, trabajaron con ratas Goto-Kakizaki de 7 semanas de edad, a las
cuales se le administré una dieta alta en sacarosa durante 10 semanas, observaron que estas
ratas desarrollan hipertension, aumenta la excrecion de albumina debido a una inadecuada
filtraciéon glomerular, ademas de que hay una aumento en el peso de los rifiones asociado a

hipertrofia glomerular y aumento del grosor de las membranas glomerulares.

En otros modelos de animales, se ha visto que el consumo de dietas hipercaldricas,
también provoca cambios en la funcion y morfologia renal, como es el trabajo de Liu y cols.
en el 2007, en donde utilizan cerdos de 3 meses de edad y les proporcionan una dieta alta en
sacarosa, grasa y colesterol durante 5 meses, estos presentan un aumento en el peso corporal y
en las concentraciones de glucosa, insulina, colesterol y triglicéridos, sin verse afectado los
niveles de creatinina y nitrégeno ureico a nivel plasmdtico, también aumento la excrecion
urinaria de glucosa, creatinina y albumina, afectdndose la histologia renal (hay presencia de

hipertrofia glomerular, glomeruloesclerosis y aumento de la matriz mesangial).

3.1.2 Estrés

El estrés se caracteriza por un aumento de la actividad en todos los tejidos, estos cambios
tienen como patrén central la hiperfunciéon de la glandula adrenal debido a que aumenta la
liberacion de glucocorticoides. Se ha demostrado que la exposiciébn temprana a
glucocorticoides puede acelerar o retrasar la maduraciéon funcional de los O&rganos
dependiendo el tiempo de exposicion y la cantidad (Hook y cols. 1975; Meyer 1985). Aunado

a ello, existe poca informacion sobre los efectos de los diferentes tipos de estrés crénico sobre
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los cambios fisiologicos y estructurales que estdn involucrados en la patogénesis de la

enfermedad renal.

La exposicién a estrés por restriccion de movimiento durante 5 semanas en ratas
macho de 4 semanas de edad, incrementan el tamafio de la glandula adrenal, disminuye el peso
del rifdn, asi como, el nimero de glomérulos, sin encontrar cambios en las concentraciones de
creatinina (Benchimol y cols. en el 2011). Lo que sugieren que la exposicién temprana a
glucocorticoides tiene un efecto negativo sobre la proliferacion celular, predisponiendo a los
individuos a enfermedades renales e hipertension en edades posteriores. Por otro lado, la
exposicion a estrés (periodo de exposicion a correr hasta alcanzar agotamiento) en ratones
mutados del gen eNOS de 6 meses de edad, durante 15 dias y la administracion de una dieta
alta en sal induce lesiones en el glomérulo (presencia de fibrosis, trombosis y esclerosis) y en
los tuibulos, asi como la presencia de inflamacidn intersticial, sugiriendo que el dafio renal
aumenta tras la disminucion de 6xido nitrico disponible e hipertension (Pointer y cols. 2012).
Por otro lado, en ratas macho Wistar adultas a las cuales se les di6 el estimulo de estrés por
restricciéon durante 13 dias, y ademds se les proporciond solucién salina, muestran una
reduccidn en su ingesta de agua y, por ende, en su volumen urinario, asi como la excrecién de
sodio y potasio, sugiriendo que esto podria ser una respuesta homeostdtica compensatoria al
estrés provocando un respuesta anti-natriurética y aumentando la retencion sodio (Bensi y

cols. 1997).
3.1.3  Dietas ricas en carbohidratos y estrés

En nuestro laboratorio hemos trabajado de manera sistemética los efectos de estrés por
restriccion de movimiento y el consumo de sacarosa al 30% durante un mes sobre la glandula
adrenal e higado en ratas machos Wistar destetados. Lo que se ha encontrado es que el grupo
estresado presenta niveles elevados de corticosterona y atrofia en la glandula adrenal,
aumentando el nimero y tamafio de células en las zonas fascicular y glomerular,
disminuyendo la proliferacion celular en la zona glomerular y el tamafno de sinusoides en la
zona reticular y médula de la glandula adrenal (Dfaz-Aguila y cols. 2018). Al mismo tiempo,

el estrés cronico aumenta la actividad de la enzima 11B-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 1
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hepdtica, provocando acumulacién de triglicéridos hepaticos y estrés oxidativo, mientras que
en las ratas estresadas que consumen sacarosa se revierte los efectos inducidos por el estrés

(Corona-Pérez y cols. 2015). En el caso del tejido renal no ha sido reportado.

Se ha descrito que el desarrollo posnatal temprano de los érganos, es un periodo
critico, debido a que los 6rganos no son totalmente maduros y pueden presentar cambios
estructurales y funcionales cuando estdn expuestos a ciertos cambios como son los nutritivos y
el estrés crénico, y que estos pueden tener consecuencias durante el trascurso de la vida

(Abraham y cols. 2007; Lucas 1998).
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4 JUSTIFICACION

Estudios epidemioldgicos correlacionan la presencia de obesidad infantil con el consumo
elevado de azucares refinados (sacarosa y fructosa) y grasas a edades tempranas. Conforme
transcurre el tiempo, estos excesos llevan a la aparicién de diversas alteraciones metabdlicas,
que tienen repercusiones a nivel renal (Odermatt 2011; Rojas y cols. 2008; Kurella y cols.
2005; Chen y cols. 2004). Estas alteraciones se ven influenciadas por factores como la
cantidad de nutrientes en la dieta, la duracién de la exposicion a la dieta, el estilo de vida

(actividad fisica) y la exposicion a factores estresantes (Abraham y cols. 2007).

Recientemente se ha visto que hay factores comunes que contribuyen al desarrollo de
higado graso no alcohdlico y afectaciones a nivel renal, como son: la presencia de resistencia a
la insulina, estrés oxidativo, activacidon del sistema renina-angiotensina y la secrecion
inadecuada de citoquinas inflamatorias (Yasui y cols. 2011). Ademds, estudios en ratas han
mostrado que el consumo elevado de carbohidratos (Corona-Pérez y cols. 2015; Roncal-
Jiménez y cols. 2011; Kaung 1994) y grasas (Flynn y cols. 2013) y la exposicién a estrés
cronico (Bruder-Nascimento y cols. 2015; Corona-Pérez y cols. 2015; Benchimol y cols.
2011) son susceptibles a modificar la estructura y funcion de los 6rganos durante periodos
posnatales. Y, en la rata, la etapa posdestete representa un periodo critico en la ontogenia del
rindn porque auln estd en desarrollo. Lo que hace que sea un 6rgano susceptible a modificarse
por la dieta y estrés, afectando su organizacion histologica y funcién (Moritz y cols. 2003;

Holtbéack y Aperia 2003; Ingelfinger y Woods 2002).

Cabe resaltar, que existen pocos estudios que evalian el rifién después de una ingesta
elevada de carbohidratos (Kong y cols. 2012, 2011; Amin y cols. 2011; Coelho y cols. 2010) y
estrés cronico (Bruder-Nascimento y cols. 2013) asociado con la aparicion de sindrome
metabdlico durante la edad adulta. Sin embargo, atn no se han realizado trabajos en donde se
evalien los cambios histolégicos y funcionales del rifion durante este periodo critico del
desarrollo caracterizado por el cambio de alimentacién de una dieta alta en grasa proveniente
de la leche materna a una dieta alta en carbohidratos y la exposicion a estrés crénico posterior

al destete durante la edad juvenil, adulto joven y adulto, ya que como se ha venido
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mencionando, este es un 6rgano indispensable para mantener en homeostasis el cuerpo, a

través de la excrecion de desechos metabdlicos y la produccién de hormonas.
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5 HIPOTESIS

El estrés crénico y el consumo de sacarosa inducen alteraciones histoldgicas en el rifién y

cambios en la funcién renal de ratas macho en edad juvenil, adulto joven y adulto

6 OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Analizar el arreglo histolégico del rifién y la funcién renal en ratas macho en edad juvenil,

adulto joven y adulto expuestas a estrés cronico y a una dieta alta en sacarosa

6.2 Objetivos especificos

e Evaluar los cambios histoldgicos del rifién
e Evaluar la expresion de acuaporina 2 en el tibulo colector del riiién
e Determinar el estrés oxidativo en rifién

e Medir parametros serolégicos de la funcidn renal: urea y creatinina
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7 MATERIAL Y METODOS
7.1 Manejo de los animales

Se utilizaron ratas machos de la cepa Wistar de 21 dias de edad. Al dia del destete se tomaron
las ratas machos procedentes de madres diferentes. Las ratas se colocaron aleatoriamente en
jaulas independientes, mantenidas en condiciones de bioterio, con un fotoperiodo de 12/12 h,
con ciclo luz-oscuridad invertido y temperatura de 20+2 °C. Las ratas se dividieron en cuatro
grupos experimentales (n=8, por grupo): ratas que consumieron agua simple (C), ratas que
consumieron agua simple mas estrés (E), ratas que consumieron agua azucarada al 30% (A30)
y ratas que consumieron agua azucarada al 30% mas estrés (E+A30) durante uno, dos y tres
meses de tratamiento. La manipulacion del estrés fue un mes previo al sacrificio. Ver disefio

experimental (figura 4).
7.2 Diseiio experimental

POS-DESTETE (
21 dias

ler mes 2do mes - 3ermes
[ Duracidn de tratamiento

CONTROL (n=8)

\\ 1hr/Sdias 1mes/sacrificio
{11:00.12:00) ESTRES + SACAROSA AL 30%
) (n=8)

Creatininay Urea

Histologia renal

Figura 4. Disefio experimental. Grupo control (C n=8), grupo con estrés (E n=8), grupo con sacarosa al 30%

(A30 n=8), grupo con sacarosa al 30% mds estrés (E+A30 n=8).
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7.3 Protocolo de la dieta

Todas las ratas fueron alimentadas con dieta normal Chow 5001 de Purina (tabla 1). Los
grupos experimentales recibieron 30% de sacarosa estindar comercial en el agua que
consumieron, las ratas del grupo control consumieron agua simple. El consumo de alimento y
agua fue ad libitum. Durante el periodo de tratamiento, se realiz6 un registro diario del peso
corporal, consumo de alimento y agua. El consumo de alimento y agua fue medido, colocando

una cantidad conocida en cada jaula obteniendo la cantidad remanente 24 h después.

Nutrimento Porcentaje (%) Kcal
Proteinas 29 98.6
Lipidos 13 44.2
Carbohidratos 58 197.2
Total 100 340

Tabla 1. Aporte caldrico y nutrimental por cada 100 gramos de dieta Chow 5001 de Purina.
7.4 Obtencion de kilocalorias (kcal) consumidas por el agua

Para la obtencion de kcal por agua, se obtuvo la ingesta de agua por semana de vida de cada
individuo, posteriormente todas las ingestas se promediaron para obtener los mililitros
consumidos por grupo por semana. Los mililitros se multiplicaron por 30 gramos de azuicar y
se dividieron entre 100 mililitros de agua para obtener los gramos de azucar consumidos. Los
gramos se multiplicaron por 4 que son las kcal que nos proporciona un gramo de azicar para

obtener las kcal consumidas por el agua.

7.5 Obtencion de Kkilocalorias (kcal) consumidas en el alimento

La obtencién de kcal consumidas por el alimento, igual se obtuvo la ingesta de alimento por
semana de vida de cada individuo, después todas las ingestas se promediaron para obtener los
gramos consumidos por grupo por semana. Estos gramos se multiplicaron por 3.4 que son las

kcal que nos proporciona 1 gramo de alimento Chow 5001.
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7.6 Estrés

Para someter las ratas a estrés, se colocaron en tubos de plastico de diferentes tamafios,
fijados con cinta adhesiva en el exterior, un extremo se mantuvo abierto para que la rata
respirara, las ratas fueron expuestas 1 h diaria de estrés de 11:00 a 12:00 h durante 5 dias a la
semana hasta que concluyeron el experimento (sin estrés los fines de semana; Macedo y cols.

2012).
7.7 Obtencion de muestras sanguineas y riiion

Al término de cada tratamiento, previo al sacrificio, las ratas de todos los grupos
experimentales se dejaron en ayuno, para lo cual se les retir el alimento a las ocho de la
noche. A las ratas A30 y E+A30 se les retir6 el agua azucarada, colocadndoles agua simple para
cumplir un ayuno de doce horas, al dia siguiente, a las ocho de la mafiana. Inmediatamente,
tanto las ratas controles como las experimentales, fueron sacrificadas por decapitacion para
colectar dos tubos (13 x 100mm) de sangre. La sangre se dejé reposar en baifio maria durante
15 minutos, después se centrifugd a 2500 rpm durante 15 minutos. El suero se separd para
hacer alicuotas de 100uL de suero las cuales se conservaron en congelacion a -30°C.
Posteriormente se utiliz6 una alicuota para determinar las concentraciones sanguineas de urea
y creatinina. La rata decapitada inmediatamente se colocé en posicién supina', se realizé una
incision longitudinal sobre la linea media ventral, desde la cavidad abdominal hasta el dorsal
del pene. Los rifiones fueron extraidos y pesados. El rifién derecho fue procesado para su

andlisis histoldgico, siendo seccionado en 2 dos partes iguales.
7.8 Analisis histolégico del rifion

., e, .2 .
Una seccién del rifién derecho fue procesada con Bouin” durante 24 h. Posteriormente, el

tejido se deshidraté con alcohol etilico en concentraciones ascendentes (60, 70, 80, 96 y
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100%), se aclaré en xileno, se infiltré e incluyé en Paraplast Plus. Se obtuvieron cortes
longitudinales de cinco um de espesor con un micrétomo. Posteriormente, las primeras
laminillas de cada animal, fueron tefiidas con PAS (Acido peryodico de Schiff) para tomar
fotomicrofotografias con una cdmara OLYMPUS de 5.1 mega pixeles montada en un
microscopio Optico Progres (a 4, 40 y 100 aumentos y con un analizador de Adobe
Photoshop CS e Imdgenes AxioVision REL 4.8 (ZeissInc 2007) se realizaron
reconstrucciones de la corteza (figura 5a) para muestrear aleatoriamente los glomérulos y
tibulos proximales. Se determind el drea del corpisculo renal, drea glomerular y drea de los
tibulos proximales (figura 5b). El espacio de Bowman se calculé usando la siguiente
férmula, espacio de Bowman’s = drea del corptisculo renal — drea glomerular (Tobar y cols.
2013). Cabe mencionar se clasificaron de acuerdo a su tamafo, siempre y cuando se
encontraron diferencias en el drea general. Corpusculo renal: chicos (< 5000 um?) y grandes
(> 5001 pm?), espacio de Bowman: chicos (< 900 um?®) y grandes (> 901 pum?), glomérulo:
chicos (< 4000 pum?) y grandes (>4001 um?). Posteriormente, a cada glomérulo se le
cuantificé las células mesangiales y se midio la cantidad de matriz mesangial a través del
programa Axiovision 4.3 (figura 5c, 5d). Se tomo6 en cuenta la clasificacion de Bernardi y
cols. 2015, en donde clasificé la cantidad de matriz mesangial en rangos (0, no hay cambios
en el glomérulo; 1, cambios que afectan <25% del glomérulo; 2, afecta del 25-50% del
glomérulo; 3, cambios que afectan del 50-70% del glomérulo y 4 es para cambios que a

afectan >75% del glomérulo).
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Figura 4. a) Adobe Photoshop CS y la cuadricula. Fotomicrografias de las reconstrucciones de los cortes del
rifién (40x). b) Imagen de AxioVision REL 4.8. Fotomicrografia del corpisculo renal con tincién de PAS (40x)
sefialando el glomérulo y espacio de Bowman’s. ¢ y d) Axiovision 4.3. Fotomicrografias del glomérulo con

tincién de PAS (40x), las flechas blancas indican la ubicacion células mesangiales.
7.9 Inmunohistoquimica para la deteccion de acuaporina 2

Otra laminilla se utiliz6 para la realizaciéon de inmunohistoquimica para la deteccién de
acuaporina 2, presente en las células principales del tibulo colector. Los cortes fueron
desparafinados y rehidratados, posteriormente, se utilizé peréxido de hidrégeno al 3% (para
inhibir las peroxidasas enddgenas), se realizaron lavados con PBS y se incubo con suero de
burro (5%) durante una hora a temperatura ambiente. Después, se realizaron lavados con PBS-
tritobn y fueron cubiertas con anticuerpo primario (AQP-2 C-17, Santa Cruz, 1:100) e
incubadas durante 72 h a 4°C. Trascurrido ese tiempo se lavaron con PBS y se secaron para la
adicion del anticuerpo secundario (mouse anti-goat IgG-HRP: sc-2354, Santa Cruz, 1:250),

dejandolo incubar en un periodo de 2 h a temperatura ambiente. Luego, se lavaron las
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laminillas con PBS y se secaron. El revelado se realiz6 por medio del kit de diaminobencidina,
DAB (la oxidacién de la DAB permite la visualizaciéon de grdnulos de color pardo en
citoplasma y membrana), la reaccién se detuvo después de 5 minutos con PBS. Se aplicé el
colorante de contraste Hematoxilina de Mayer durante 2 minutos, después se lavaron las
laminillas con agua corriente, se deshidrataron con etanol en forma ascendente (70, 80, 90 y
100%), se sumergieron en xilol y se montaron con resina. Posteriormente se tomaron de 2 a 3
fotomicrografias a 10 aumentos en la parte superior e inferior de la corteza y médula con una
camara OLYMPUS de 5.1 mega pixeles montada en un microscopio 6ptico Progres, en donde
se semi-cuantificd el porcentaje de drea marcada usando el programa Axio Vision Rel 4.6

(Zeiss Software Inc.).

7.10 Cuantificacion de triglicéridos en rifién

El contenido de triglicéridos (TG) en rifion se determiné mediante la técnica de Folch con
algunas modificaciones. Aproximadamente 50-100 mg de rifién izquierdo congelado se
homogenizé en 5.4 ml de cloroformo-metanol (2:1; v/v; J. T. Baker, México). Para separar las
fases orgdnicas e inorgénicas se agregd 0.7% de cloruro de sodio (J. T. Baker, México). Las
muestras se agitaron en vortex y se centrifugaron a 1200 rpm x 4°C durante 15 minutos. La
parte orgénica se extrajo y se coloco en un nuevo tubo para evaporar la muestra. Los residuos
se suspendieron en una solucion de isopropanol (J. T. Baker, México) con un 10% de Triton
X-100 (Sigma, EE. UU.). La concentracién de TG se determiné mediante el método del kit
enzimético (Elitech Clinical Systems, México). Los niveles de TG en rinén fueron reportados

como mg de TG/g de peso renal.
7.11 Determinacion de estrés oxidativo

El estrés oxidativo (lipoperoxidacion) se determindé mediante dos técnicas: 1) TBAR’s para
cuantificacion de dialdehido malénico (MDA) y 2) Dienos conjugados (D.O). La
cuantificacion de MDA se realiz6 con la técnica del 4cido tiobarbitdrico, por
espectrofotometria. Se homogeniz6 0.2 gramos de rifion en 800 pul de Buffer. Posteriormente,
se utilizé 1mg de proteina de cada muestra y se incub6 en 1 mL de buffer de Tris 0.5 M, pH:

7.4 durante 30 minutos a 37° C en baiio Maria. Después se adicion6 1.5 mL de 4cido acético al
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20% (ajustada a pH 2.5 con KOH), 1.5 mL de &cido tiobarbiturico al 0.8 % y 0.5 mL de agua
desionizada. Las muestras se hirvieron durante 45 minutos y luego se afiadié 1 ml de KCl al
1.2 % a cada muestra. El complejo coloreado que se formé se extrajo con una solucién de
piridina-butanol (1:15, v/v) y se cuantific6 a 532 nm. El MDA es utilizado como estdndar
(coeficiente de extincién: 1.56 x 10° cm™ M™). La peroxidacién de los lipidos in vivo se
determiné midiendo la absorcion UV a 233 nm de D.O en los extractos de lipidos

(cloroformo-metanol 2:1, v/v) resuspendidos en ciclohexano en todas las muestras.
7.12 Determinacion de urea y creatinina

La medicién de urea en suero se realizé por el método enzimético-UV-cinético. Las muestras
y estdndares se analizaron por duplicado y fueron leidos con una absorbancia de 490 nm. Por
otro lado, la creatinina en suero se midié por el método colorimétrico-Jaffe-cinético, las
muestras y estdndares también se analizaron por duplicado y se leyeron con una absorbancia
de 510 nm. Se utilizaron kits disponibles por la compafiia ELITech Clinical Systems,

México.
7.13 Analisis estadistico

Los datos obtenidos se analizaron en una base de datos por medio del programa GraphPad
Prisma 5.01 (Windows). A través de pruebas de ANOVA de una via y dos vias, seguido de
una prueba post hoc de Bonferroni y Newman-Keuls, respectivamente. Los factores
considerados para el andlisis anterior fueron el estrés, la dieta alta en sacarosa y la interaccién
entre ellos. En todos los casos, p < 0.05 fue considerado estadisticamente significativo. Todos

los datos muestran la media + e.e.
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8 RESULTADOS

8.1 Primer mes de tratamiento

8.1.1 Parametros de crecimiento

La ganancia de peso corporal fue similar entre grupos (dieta, F | 13,=1.29, p>0.05; estrés, F ;.

131=4.64, p>0.05; interaccion, F | ;3;=0.11 p>0.05; Tabla 2). Sin embargo, los grupos A30 y

E+A30 disminuyeron su ingesta de alimento aproximadamente un 50% comparado con los

grupos C y E, sin presentar interaccion (dieta, F ;3;=107.17, p<0.05; estrés, F 1 3,=0.06,

p>0.05; interaccion, F 1 ;3,=0.60, p>0.05; Tabla 2). Las ratas del grupo A30 bebieron mas

agua, comparado con el grupo C, sin observar interaccion (dieta, F | ; 3;=11.47, p<0.05; estrés,

F 1131=1.83, p>0.05; interaccién, F ;;3,=0.93, p>0.05; Tabla 2). Esta variable fue similar

entre los grupos E y E+A30. Por consiguiente, la ingesta total de calorias fue mas alta en los

grupos A30 y E+A30 (dieta, F | 131=120.26; p<0.05; estrés, F |, 131=1.11, p>0.05; interaccidn,

F 1 131=0.04, p>0.05; Tabla 2).

PARAMETROS C E A30  E+A30
Ganancia de peso corporal (g) 12949 11248 | 12248 98+12
Ingesta de alimento 11 £0.5* | 10+0.5* | 0.2° 6+0.4°
(g/dia/100g Peso Corporal)
Ingesta de agua 2542.0° | 25+1.1° | 31£1.1° | 28+1.3
(mL/dia/100g Peso Corporal)
Ingesta calorica (kcals) 37£2.1° | 35423 [ £1.0° 54+2.1°

Tabla 2. Ganancia de peso corporal, ingesta de alimento y agua, ingesta caldrica. Se muestra la mediate.e.

Letras diferentes, p<0.05; p<0.001; p<0.0001; ANOVA de dos vias Newman-Keuls pos hoc. Control (C), estrés
(E), sacarosa al 30% (A30), sacarosa al 30% mas estrés (E+A30) (n=8/grupo).
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8.1.2 Peso renal

El peso renal disminuy6 por el consumo de sacarosa (p<0.0001) en los grupos A30 y E+A30
comparado con el grupo C, sin verse afectado por el estrés (p>0.05). También se observé que

el peso renal es atin menor en el grupo E+A30 comparado con el grupo E (Figura 6).
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Figura 6. Peso renal. Se muestra la mediate.e. &&& p<0.0001, C vs. A30; # p<0.05, E+A30 vs E. ANOVA de
una via Bonferroni post hoc. Grupo control (C), estrés (E), sacarosa al 30% (A30), sacarosa al 30% mas estrés

(E+A30). (n=6-8/grupo).

8.1.3 Cualidades histologicas del rifion

En el grupo control se observé que los corpiisculos renales presentaban un adecuado espacio
urinario el cual permiti6 llevarse a cabo la filtracion. A nivel glomerular y tubular se vio una
adecuada organizacién (Figura 7a-d). Los animales del grupo estresado presentaron menos
espacio urinario, por lo cual se vio afectada la filtracién glomerular. En los glomérulos se
observ6 un aumento en el nimero de células mesangiales y acumulaciéon de matriz mesangial
ademds de dilatacion en los tibulos proximales y disminucién de los espacios sinusoidales
(Figura 7e-h). Mientras que el grupo que consumié sacarosa se observé una reduccion en el
espacio de Bowman y a nivel tubular aumentaron los espacios sinusoidales (Figura 7 i-1). El
grupo E+A30 present6 una reducciéon en el espacio urinario, hiperplasia glomerular,
acumulacion de matriz mesangial y disminuyeron los espacios sinusoidales a nivel tubular

(Figura 7m-p).
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Figura 7. Fotomicrografias de cortes histolégicos del rifion. Grupo control (a, b, ¢, d), grupo estrés (e, f, g, h),
grupo de sacarosa al 30% (i, j, k, 1) y grupo sacarosa al 30% mas estrés (m, n, o, p) con tincién de PAS (40 y
100x). Se observa la presencia de corptisculos renales y tibulos proximales. Area glomerular (delimitada por una
linea amarilla), células mesangiales (delimitadas por ovalo blanco), matriz mesangial (flechas blancas) y espacios
sinusoidales (asterisco negros y flechas negras). Barra de escala 50 um (a, c, e, g, i, k, m, 0), 20um (b, d, f, h, j,

1, n, p) (n=6-8/grupo).
8.1.4 Cuantificacion histologica del rifién

El nimero total de corpusculos renales por reconstruccién no fue afectado por el consumo de
sacarosa (p>0.05), pero si disminuy6 en el grupo E (p<0.05, Figura 8a) comparado al grupo C.
El 4rea de los corptisculos renales fue similar entre los grupos E, A30 y C. Sin embargo, el
drea disminuy6 en el grupo E+A30 (p<0.05) con respecto al grupo C (Figura 8b). Al

clasificarse por tamafio se encontré que el consumo de sacarosa no afectd el porcentaje de
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corpusculos grandes, mientras que el estrés (p<0.05) disminuyé el porcentaje de corpusculos
en los grupos E y E+A30 comparado al grupo C (Figura 8c). El drea del espacio de Bowman’s
fue similar entre grupos (Figura 8d). Con respecto a su clasificacién, el porcentaje de
corpusculos renales con un espacio de Bowman’s grande no se afecté por el consumo de
sacarosa, pero si por el estrés (p<0.05) en los grupos E y E+A30 comparado con el grupo C

(Figura 8e).

El area glomerular no fue afectada por el consumo de sacarosa y estrés. Sin embargo,
disminuyo en el grupo E+A30 (p<0.001) comparado con el grupo C (Figura 8f). Aunado a lo
anterior, en la clasificacion se encontré que el consumo de sacarosa no afectd el porcentaje de
glomérulos grandes, pero el factor estrés (p<0.05; p<0.001, respectivamente) disminuyé el
porcentaje de glomérulos grandes en los grupos E y E+A30 comparado al grupo C (Figura 8g).
La cantidad de células mesangiales del grupo que consumi6 sacarosa fue similar al grupo C.
Sin embargo, aument6 en los glomérulos chicos del grupo estresado (p<0.0001) comparado
con el grupo C (Figura 8h). En relacién con la cantidad de matriz mesangial no fue afectada
por el consumo de sacarosa, pero aumento por el estimulo del estrés (p<0.05, Figura 8i) en los
grupos E y E+A30 comparado al grupo C. Ademads se encontré que fue mayor la cantidad de

matriz mesangial en el grupo E+A30 comparado al grupo A30.

El area de los tdbulos proximales fue similar entre los grupos E, A30 y C. Sin embargo, esta

disminuy6 en el grupo E+A30 (p<0.05) vs el grupo C debido al consumo de sacarosa (Figura

J)-
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Figura 8 (a) Ntimero de corpiisculos renales por reconstruccién de cada rifién, (b) Area del corpisculo
renal, (c) Porcentaje de corpiisculos renales grandes, (d) Area del espacio de Bowman’s, (e) Porcentaje de
corpusculos renales con espacio de Bowman grande, (f) Area glomerular, (g) Porcentaje de glomérulos
grandes, (h) Nimero de células mesangiales en glomérulos chicos, (i) Porcentaje de matriz mesangial, (j)
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Area de tibulos proximales. Se muestra la mediate.e. * p<0.05, **p<0.001, *** p<0.0001, C vs. E; @@
p<0.001, E+A30 vs A30; & p<0.05, E+A30 vs C. ANOVA de una via Bonferroni post hoc. Grupo control (C),
estrés (E), sacarosa al 30% (A30), sacarosa al 30% mas estrés (E+A30). (n=6-8/grupo).

8.1.5 Inmunolocalizacion de acuaporina 2

La inmunolocalizaciéon de AQP2 se expresé en las células principales de los conductos
colectores en corteza y médula de todos los grupos (Figura 9a-p). Por lo que se realizé una
semicuantificacion del porcentaje de drea marcada y se encontré que el grupo E (p<0.0001)
tuvo mayor porcentaje de marcaje en ambas zonas comparado con los grupos E+A30 y C
(Figura 9q, r). Sin embargo, la sacarosa (p<0.05) disminuyé el porcentaje de marcaje en el
grupo E+A30 vs el grupo C (Figura 9r).
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Figura 9. Fotomicrografias de acuaporina 2 en los tibulos colectores del rifion y porcentaje de area

marcada. Se muestra la mediate.e. *** p<0.0001, E vs C; ###p<0.0001, E+A30 vs E; & p<0.05, E+A30 vs C.
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ANOVA de una via Bonferroni post hoc. Grupo control (C), estrés (E), sacarosa al 30% (A30), sacarosa al 30%
mas estrés (E+A30). (n=6-8/grupo). Grupo control (a, b, ¢, d), grupo estrés (e, f, g, h), grupo de sacarosa al 30%
(i, j, k, 1) y grupo sacarosa al 30% mas estrés (m, n, o, p). Contra-tefiidas con Hematoxilina de Mayer (10x y

40x). Barra de escala 200 um (a, c, e, g, i, k, m, 0), 50um (b, d, f, h, j, 1, n, p) (n=8/grupo).

8.1.6  Estrés oxidativo

Los niveles de dienos conjugados y malondialdehido no se afectaron por el consumo de

sacarosa y estrés (Tabla 3).

C E A30 E + A30
D.O (233nm) 0.09+0.03 0.12+0.03 0.13+0.03 0.13+0.06
MDA (nmoL/ mg proteina)  3.10+0.81 3.24+0.44 2.90+0.43 2.96+0.41

Tabla 3. Dienos conjugados y Malondialdehido. Se muestra la mediate.e. ANOVA de una via Bonferroni post

hoc. Grupo control (C), estrés (E), sacarosa al 30% (A30), sacarosa al 30% mas estrés (E+A30). (n=6-8/grupo).

8.1.7 Ureay creatinina

Los niveles de urea sérica fueron similares entre los grupos (Figura 10a). Sin embargo, los
niveles de creatinina sérica disminuyeron en el grupo E (p<0.001, Figura 10b) comparado al
grupo C, sin verse afectado por el consumo de sacarosa (p>0.05). Sin embargo, aumentaron

los niveles de creatinina en el grupo E+A30 por el consumo de sacarosa comparado con el

grupo E.
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Figura 10 (a) Niveles de urea sérica, (b) Niveles de creatinina sérica. Se muestra la mediate.e. ** p<0.001, C
vs E; @@ p<0.001, E+A30 vs E. ANOVA de una via Bonferroni post hoc. Grupo control (C), estrés (E),
sacarosa al 30% (A30), sacarosa al 30% mas estrés (E+A30). (n=8/grupo).
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8.2  Segundo mes de tratamiento
8.2.1 Parametros de crecimiento

Al finalizar los cuatro grupos del segundo mes del experimento, observamos que disminuy¢ el
peso corporal en los grupos E y E+A30 comparado con los grupos C y A30 (dieta, F |,
131=0.59, p>0.05; estrés, F | 131=21.34, p<0.05; interaccion, F | ;3;=0.61 p>0.05; Tabla 4). La
ingesta de alimento disminuy6 por el consumo de sacarosa (F |, ;3;=639.31, p<0.05; Tabla 4),
y el estrés (F ; 131=25.57, p<0.05; Tabla 4), y esta variable fue mds significativamente
disminuida por la interacciéon de ambos factores comparado con el grupo C (F ;;3,=4.05,
p<0.05; tabla 4). Por otro lado, la dieta (F ;, ;3,=7.81, p>0.05; tabla 4), el estrés (F ;13,=0.45,
p>0.05; tabla 4) e interacciéon de factores (F ;;3;=0.02, p>0.05; tabla 4) no afectaron el
consumo de agua. La ingesta total de calorias aument6 por la dieta (F ;, ;3,=64.78; p<0.05;
tabla 4) en los grupos A30 y E+A30 comparado con el grupo C; sin embargo, el estrés (F

131=10.77, p<0.05; tabla 4) disminuy6 la ingesta calérica comparado con el grupo C; sin

afectarse por la interaccién de ambos factores (F |, 13;=0.46, p>0.05; tabla 4).

PARAMETROS C E A30 E+A30
Ganancia de peso corporal (g) 212 £11.2% | 169.946.2° | 209.44£9.27 | 156.6£13.2°
Ingesta de alimento 9.1+0.2* | 7.7+0.2° |3.8+0.9 3.2+0.17

(g/dia/100g Peso Corporal)

Ingesta de agua 19.3+0.7 18.8+0.9 22+0.9 21.2+1.1
(mL/dia/100g Peso Corporal)

Ingesta calérica (kcals) 30.9+0.7* |26.3+0.7° |39.4+1.5° |36.5+1.5°

Tabla 4. Ganancia de peso corporal, ingesta de alimento y agua, ingesta calérica. Se muestra la mediate.e.
Letras diferentes, p<0.05; p<0.001; p<0.0001; ANOVA de dos vias Newman-Keuls pos hoc. Control (C), estrés
(E), sacarosa al 30% (A30), sacarosa al 30% mas estrés (E+A30) (n=8/grupo).

8.2.2 Peso renal

El peso renal disminuy6 por el consumo de sacarosa (p<0.0001) en los grupos A30 y E+A30

comparado con el grupo C y E (Figura 11).
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Figura 11. Peso renal. Se muestra la mediate.e. &&& p<0.0001; C vs. A30 y E+A30; # p<0.05, E+A30 vs E.
ANOVA de una via Bonferroni post hoc. Grupo control (C), estrés (E), sacarosa al 30% (A30), sacarosa al 30%
mas estrés (E+A30). (n=8/grupo).

8.2.3  Cualidades histologicas del rifién

El grupo control mostré una adecuada organizacién, a nivel glomerular se observo la presencia
de células mesangiales y matriz mesangial, sin cambios a nivel tubular (Figura 12a-d). El
grupo estresado presentd pérdida glomerular y atrofia tubular. Ademads, los corpusculos,
glomérulos y tubulos proximales que se mantuvieron intactos fueron de menor tamafio (Figura
12e-h). El grupo A30 mostré una reduccion en el tamafio de corptsculos renales y glomérulos.
A nivel glomerular se observé menor presencia de matriz mesangial, sin verse cambios a nivel
tubular (Figura 12i-1). Mientras que el grupo E+A30 también se observo pérdida glomerular
aunque esta no fue tan significativa, ademds, los corpusculos y glomérulos fueron mas
pequeios. A nivel tubular se observé que éstos eran pequefios y presentaban picnosis nuclear

(Figura 12m-o).
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Figura 12. Fotomicrografias de cortes histologicos del rifion. Grupo control (a, b, c, d), grupo estrés (e, f, g,
h), grupo de sacarosa al 30% (i, j, k, 1) y grupo sacarosa al 30% mads estrés (m, n, o, p) con tincién de PAS (40 y
100x). Se observa la presencia de corptisculos renales y tibulos proximales. Corpusculos renales que presentan
pérdida glomerular (asterisco negro), presencia de la cdpsula de Bowman (flecha negra), degeneracién del tibulo
proximal (flecha azul), atrofia tubular (asterisco azul). Barra de escala 50 um (a, c, e, g, i, k, m, 0), 20um (b, d, f,

h, j, 1, n, p) (n=8/grupo).
8.2.4 Cuantificacion histolégica del riiiéon

El ntimero total de corpusculos renales por reconstruccion no fue afectado por el consumo de
sacarosa ni por el estrés (Figura 13a). Sin embargo, observamos que el grupo E presentaba
mayor pérdida glomerular vs el grupo C y E+A30 respectivamente (p<0.001; p<0.05,

respectivamente, Figural3b).

El 4rea del corpusculo renal disminuy6 por el consumo de sacarosa (p<0.05) y por el estrés en

los grupos E y E+A30 (p<0.001, p<0.0001, respectivamente) comparado al grupo C.
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Adicionalmente, el drea del corpusculo renal fue atin menor en el grupo E+A30 vs el grupo
A30 (p<0.05, Figura 13c). El area del espacio de Bowman’s fue similar entre los grupos A30 y
C. Sin embargo, el espacio de Bowman’s disminuy6 por el estrés en los grupo E y E+A30

(p<0.0001, p<0.001, respectivamente, Figura 13d) comparado con a los grupos C y A30.

El drea glomerular disminuy6 por el consumo de sacarosa (p<0.001), y el estrés en los grupos
E y E+A30 (p<0.0001) vs el grupo C. Sin embargo, estd fue ain menor en el grupo E+A30
comparado al grupo A30 (Figura 13e). El nimero de células mesangiales fue similar entre
grupos (Figura 13f). Mientras, que el porcentaje de matriz mesangial fue menor en el grupo

A30 (p<0.0001) comparado con los grupos C y E+A30 (Figura 13g).

El 4rea de los tibulos proximales fue similar entre los grupos A30 y C. Sin embargo, el estrés
disminuyo el drea de los tubulos en los grupos E y E+A30 (p<0.0001) comparado al grupo C
(Figura 13h).
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Figura 13 (a) Numero de corpiusculos renales por reconstruccion de riiion derecho (b) Porcentaje de
corpusculos renales sin presencia de glomérulo, (c) Area del corpusculo renal, (d) Area del espacio de
Bowman’s, (e) Area glomerular, (f) Nimero de células mesangiales, Porcentaje de matriz mesangial, (h)
Area de tibulos proximales. Se muestra la mediate.e. ** p<0.001, *** p<0.0001, C vs. E y E+A30; & p<0.05,
&&p<0.001, &&& p<0.0001, C vs A30; @ p<0.05, @@ p<0.001, @ @@ p<0.0001, E+A30 vs A30; # p<0.05,
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E+A30 vs E. ANOVA de una via Bonferroni post hoc. Grupo control (C), estrés (E), sacarosa al 30% (A30),
sacarosa al 30% mas estrés (E+A30). (n=8/grupo).

8.2.5 Inmunolocalizacién de acuaporina 2

La inmunolocalizaciéon de AQP2 se expres6 en las células principales de los conductos
colectores en corteza y médula en todos los grupos (Figura 14 a-p). Se encontré que el
consumo de sacarosa (p<0.001) y estrés (p<0.001) disminuyeron el porcentaje de drea
marcada de AQP2 en corteza comparado al grupo C (Figura 14q). Mientras que el porcentaje
de drea marcada en médula sélo fue afectado por el estrés (p<0.001) comparado con el grupo

C. Adicionalmente el porcentaje de drea marcada fue atin menor en el grupo E+A30 vs el
grupo A30 (Figura 14r).
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Figura 14. Fotomicrografias de acuaporina 2 en los tibulos colectores del rifion y porcentaje de area
marcada. Se muestra la mediate.e. ** p<0.001, ***p<0.0001, C vs E y E+A30; &&& p<0.0001, C vs A30; @
p<0.05, E+A30 vs A30. ANOVA de una via Bonferroni post hoc. Grupo control (C), estrés (E), sacarosa al 30%
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(A30), sacarosa al 30% mas estrés (E+A30). (n=6-8/grupo). Grupo control (a, b, ¢, d), grupo estrés (e, f, g, h),
grupo de sacarosa al 30% (i, j, k, 1) y grupo sacarosa al 30% mas estrés (m, n, o, p). Contra-tefiidas con
Hematoxilina de Mayer (10x y 40x). Barra de escala 200 um (a, c, e, g, i, k, m, 0), 50um (b, d, f, h, j, 1, n, p)
(n=8/grupo).

8.2.6 Contenido de triglicéridos en rifién

La cantidad de triglicéridos en rifién fue similar entre los grupos A30 y C. Sin embargo, el
estrés aumentd en contenido de triglicéridos en comparacién con los grupos C y E+A30

(p<0.001, p<0.0001, respectivamente, Figura 15).
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Figura 15. Contenido de triglicéridos en rifion. Se muestra la media + e.e. **p<0.001, C vs E; ###p<0.0001,
E+A30 vs E. ANOVA de una via Bonferroni post hoc. Grupo control (C), estrés (E), sacarosa al 30% (A30),

sacarosa al 30% mas estrés (E+A30). (n=7-8/grupo).

8.2.7 Estrés oxidativo

Los niveles de dienos conjugados y malondialdehido fueron similares entre grupos (Tabla 5).

C E A30 E + A30
Dienos conjugados 0.19+0.01 0.15+£0.02 0.16+0.02 0.13+£0.02
MDA (nmoL/ mg proteina) 1.59+0.42 1.37+0.13 0.71+0.12 0.99+0.23

Tabla 5. Dienos conjugados y Malondialdehido (MDA). Se muestra la media + e.e. ANOVA de una via

Bonferroni post hoc. Grupo control (C), estrés (E), sacarosa al 30% (A30), sacarosa al 30% mads estrés (E+A30).

(n=6/grupo).
8.2.8 Ureay creatinina

Los niveles de urea sérica no fueron afectados por el consumo de sacarosa ni por el estrés

comparado con el grupo C (Figura 16a). Los niveles de creatinina fueron similares entre los
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grupos A30, E y C. Sin embargo, estos fueron mayor en el grupo E+A30 vs los grupos E y
A30 (p<0.0001, p<0.001, respectivamente, Figura 16b).
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Figura 16 (a) Niveles de urea sérica, (b) Niveles de creatinina sérica. Se muestra la mediate.e. ### p<0.0001,
E+A30 vs E; @@ p<0.001, E+A30 vs A30. ANOVA de una via Bonferroni post hoc. Grupo control (C), estrés
(E), sacarosa al 30% (A30), sacarosa al 30% mas estrés (E+A30). (n=6-8/grupo).
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8.3 Tercer mes de tratamiento

8.3.1 Parametros de crecimiento

Al finalizar los cuatro grupos del tercer mes de experimento, no encontramos cambios en la
ganancia de peso corporal (dieta, F ; ;3=0.083 p>0.05; estrés, F ; ;3=4.30, p>0.05;
interaccion, F | 13,=0.77 p>0.05; Tabla 6). La ingesta de alimento disminuy6 por el consumo
de sacarosa (F |, 13;=129.22, p<0.05; Tabla 6), y el estrés (F ; 13,=3.13, p<0.05; Tabla 6), pero
no por la interaccién de ambos factores comparado con el grupo C (F 1 ;31=2.24, p>0.05; tabla
6). Por otro lado, la dieta (F ; ;3=3.47, p>0.05; tabla 6) e interacciéon de factores (F
1.131=1.89, p>0.05; tabla 6) no afectaron el consumo de agua, pero disminuy6 por el estrés (F
1.131=8.95, p<0.05; tabla 6). La ingesta total de calorias aument6 por la dieta (F | ;3,=42.79;
p<0.05; tabla 6) en los grupos A30 y E+A30 comparado con el grupo C; sin verse afectado por
el estrés (F 1, 131=3.47, p>0.05; tabla 6) e interaccion de factores (F | ;3,=0.01, p>0.05; tabla
6).

PARAMETROS C E A30 E+A30
Ganancia de peso corporal (g)
Ingesta de alimento 7.3940.2" [ 6.23+0.5" 2.8+0.2° 2.7+0.5¢
(g/dia/100g Peso Corporal)

Ingesta de agua 23+1.5%| 15.8+1.2°| 23.8+22°| 21.1%15°
(mL/dia/100g Peso Corporal)
Ingesta calérica (kcals) 252+0.8" | 21.2+1.6°| 38+2.8"| 34.5+2.3°

Tabla 6. Ganancia de peso corporal, ingesta de alimento y agua, ingesta caldrica. Se muestra la mediate.e.

Letras diferentes, p<0.05; p<0.001; p<0.0001; ANOVA de dos vias Newman-Keuls pos hoc. Control (C), estrés

(E), sacarosa al 30% (A30), sacarosa al 30% mas estrés (E+A30) (n=6-7/grupo).

8.3.2 Peso renal

El peso renal no fue afectado por el consumo de sacarosa ni por el estrés (Figura 17).
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Figura 17. Peso renal. Se muestra la mediate.e. ANOVA de una via Bonferroni post hoc. Grupo control (C),

estrés (E), sacarosa al 30% (A30), sacarosa al 30% mas estrés (E+A30). (n=6-7/grupo).
8.3.3 Cualidades histologicas del rién

En el grupo control se observd la presencia de glomérulos y tdbulos proximales, los cuales
presentaban una adecuada organizacion en comparacion a los grupos experimentales (Figura
18a-d). El grupo estresado presentd pérdida glomerular y degeneracion tubular caracterizada
por la formacién de arrugas en la membrana basal tubular, apoptosis en las células epiteliales
tubulares y reemplazo del drea con matriz de proteinas fibrosas (Figura 18e-h). El grupo A30
mostré menor porcentaje de matriz mesangial a nivel glomerular y algunos tibulos proximales
iniciaron a mostrar degeneracion tubular (Figura 18i-1). Mientras que en el grupo E+A30 se
observo que los corpisculos y glomérulos fueron de menor tamaio, asi como, reduccién en el

espacio urinario. Los tibulos proximales presentaron picnosis nuclear (Figura 18m-o).
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Figura 18. Fotomicrografias de cortes histologicos del rifion. Grupo control (a, b, c, d), grupo estrés (e, f, g,
h), grupo de sacarosa al 30% (i, j, k, 1) y grupo sacarosa al 30% mds estrés (m, n, o, p) con tincién de PAS (40 y
100x). Se observa la presencia de corptisculos renales y tibulos proximales. Corpusculos renales que presentan
pérdida glomerular (asterisco negro), presencia de la capsula de Bowman (flecha negra), degeneracion del tibulo

proximal (flecha azul). Barra de escala 50 um (a, c, e, g, i, k, m, 0), 20um (b, d, f, h, j, 1, n, p) (n=8/grupo).
8.3.4 Cuantificacion histologica del rifién

El nimero total de corpusculos renales por reconstruccién no fue afectado por el consumo de
sacarosa ni por el estrés (Figura 19a). Sin embargo, el consumo de sacarosa (p<0.05, Figura
19b) disminuy6 el porcentaje de corptisculos renales sin glomérulo en el grupo E+A30 vs el
grupo C. Por el contrario, el grupo E presenté un mayor porcentaje de corpisculos renales sin

glomérulo comparado con los grupos C y E+A30 (p>0.0001, Figura 19b).
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El area del corptisculo renal no fue afectada por el consumo de sacarosa. Sin embargo, el
estrés disminuy6 el drea corpuscular en los grupos E y E+A30 (p<0.001, p<0.0001,
respectivamente, Figura 19¢) comparado con los grupos C y A30. El drea del espacio de
Bowman’s no se afectd por el consumo de sacarosa. Sin embargo, el estimulo del estrés
disminuyo el espacio de Bowman’s en los grupos E y E+A30 (p<0.05, Figura 19d) comparado
con el grupo C. Ademds, el drea del espacio de Bowman’s fue atin menor en el grupo E+A30

(p<0.0001) vs el grupo A30.

El area glomerular fue similar entre los grupos A30 y C. Mientras que el estrés disminuyo el
area glomerular en los grupos E y E+A30 (p<0.05, p<0.0001, respectivamente, Figura 19¢e) vs
el grupo C. Ademads el grupo E+A30 (p<0.0001) presentdé un drea glomerular ain menor
comparado al grupo A30. El numero de células mesangiales no se afecté por el consumo de
sacarosa (p>0.05), pero si por el estrés (p<0.05, Figura 19f) vs el grupo C. El porcentaje de
matriz mesangial disminuy6 por el consumo de sacarosa (p<0.05) vs el grupo C. Sin verse

afectado por el estrés (Figura 19g).

El area de los tibulos proximales no fue afectada por el consumo de sacarosa ni por el estrés

vs el grupo C (Figura 15h).
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Figura 19 (a) Numero de corpisculos renales por reconstruccion de rifion derecho (b) Porcentaje de
corpusculos renales sin presencia de glomérulo, (c) Area del corpisculo renal, Area del espacio de
Bowman’s, (e) Area glomerular, (f) Nimero de células mesangiales, (g) Porcentaje de matriz mesangial, (h)
Area de tibulos proximales. Se muestra la mediate.e. * p<0.05, ** p<0.001, *** p<0.0001, C vs. E y E+A30;
& p<0.05, C vs A30; @ p<0.05, @@ @ p<0.0001, E+A30 vs A30; ### p<0.0001, E+A30 vs E. ANOVA de una
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via Bonferroni post hoc. Grupo control (C), estrés (E), sacarosa al 30% (A30), sacarosa al 30% mads estrés

(E+A30). (n=6-7/grupo).
8.3.5 Inmunolocalizacion de acuaporina 2

La inmunolocalizaciéon de AQP2 se observé en las células principales de los conductos
colectores presentes en corteza y médula (Figura 20 a-p). Al semicuantificar el porcentaje de
drea marcada por AQP2 no encontramos cambios por el consumo de sacarosa, ni el estrés en
comparacion al grupo C (Figura 20a-1). Sin embargo, el porcentaje de drea marcada en corteza

disminuyo en el grupo E+A30 versus el grupo A30 (p<0.05; Figura 20q).

Corteza Médula

% de drea marcada
en corteza
% de drea marcada
en médula
»
8

C E A30 E+A30 ¢ E A30 E+A30

Figura 20. Fotomicrografias de acuaporina 2 en los tibulos colectores del rifion y porcentaje de area
marcada. Se muestra la mediate.e. @ p<0.05, E+A30 vs A30. ANOVA de una via Bonferroni post hoc. Grupo
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control (C), estrés (E), sacarosa al 30% (A30), sacarosa al 30% mads estrés (E+A30). (n=6-8/grupo). Grupo
control (a, b, ¢, d), grupo estrés (e, f, g, h), grupo de sacarosa al 30% (i, j, k, 1) y grupo sacarosa al 30% mas
estrés (m, n, o, p). Contra-tefiidas con Hematoxilina de Mayer (10x y 40x). Barra de escala 200 um (a, c, e, g, i,

Kk, m, 0), 50um (b, d, f, h, j, 1, n, p) (n=8/grupo).

8.3.1 Contenido de triglicéridos en riiién

El contenido de triglicéridos en rifion no fue afectado por el consumo de sacarosa. Sin
embargo, el estrés aument6 la cantidad de triglicéridos en rifién vs el grupo C (p<0.001, Figura

21).
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Figura 21. Contenido de triglicéridos en rifién. Se muestra la media + e.e. **p<0.001, C vs E. ANOVA de una
via Bonferroni post hoc. Grupo control (C), estrés (E), sacarosa al 30% (A30), sacarosa al 30% mas estrés

(E+A30). (n=5/grupo).
8.3.2  Estrés oxidativo

Los niveles de dienos conjugados fueron similares entre grupos (Tabla 5). Por otro lado, los
niveles de malondialdehido aumentaron en el grupo E (p<0.05) comparado con el grupo C.
Adicionalmente el consumo de sacarosa evitd el aumento en los niveles de MDA en el grupo

E+A30 vs el grupo E (p>0.05, Tabla 5).

C E A30 E + A30
Dienos conjugados 0.18+0.02 0.17+0.03 0.16+0.02 0.15+0.02
MDA (nmolL/ mg proteina) 0.65+0.20 1.3740.13™ 0.71+0.12 0.67+£0.14

Tabla 5. Dienos conjugados y Malondialdehido (MDA). #*p<0.05, C vs. E; # p<0.05, E+A30 vs E. Se muestra
la media + e.e. ANOVA de una via Bonferroni post hoc. Grupo control (C), estrés (E), sacarosa al 30% (A30),
sacarosa al 30% mas estrés (E+A30). (n=6-7/grupo).
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8.3.3 Ureay creatinina

Los niveles de urea sérica fueron similares entre grupos (Figura 22a). Los niveles de creatinina
no se afectaron por el consumo de sacarosa vs el grupo C. Sin embargo, los niveles de

creatinina aumentaron en el grupo estresado (p<0.0001, p<0.001, respectivamente, Figura

22b) comparado los grupos C y E+A30.

a b
100- 2.0
5 w
g T S 15 =
§ E
~ = 1.01
= 20 £ 054
S O =
0- 0.0- ;
C E A30 E+A30 C E A30 E+A30

Figura 22 (a) Niveles de urea sérica, (b) Niveles de creatinina sérica. Se muestra la media + e.e. ***

p<0.0001, E vs C; ## p<0.001, E+A30vs E. ANOVA de una via Bonferroni post hoc. Grupo control (C), estrés
(E), sacarosa al 30% (A30), sacarosa al 30% mas estrés (E+A30). (n=6-7/grupo).
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9 DISCUSION

9.1 Primer mes de tratamiento

Nuestros resultados muestran que el estrés y la ingesta alta de sacarosa afecta la ingesta de
alimento (Bruder-Nascimento y cols. 2013; Corona-Pérez y cols. 2015). La reduccién en la
ingesta de alimento provocado por el consumo de sacarosa (Corona-Pérez y cols. 2015) se ha
asociado a la disminucién del peso renal (Uarquin y cols. 2016; Coelho y cols. 2010). En
apoyo a lo anterior, nuestros datos muestran que el estrés provoca una disminucion en el drea
del corpusculo renal, glomérulo y espacio de Bowman en ratas macho jévenes. Como ha sido
reportado en previos estudios, la alimentacion y la exposicién a eventos estresantes durante
periodos intrauterinos y posnatales tempranos tiene efectos adversos sobre la distribucion del

peso de los 6rganos (Uarquin y cols. 2016; Tamashiro y cols. 2010).

Se ha mostrado que la exposicién temprana a altas concentraciones de glucocorticoides tiene
un efecto negativo sobre la proliferacion celular, disminuyendo el volumen glomerular y
reduciendo el nimero de nefronas (Benchimol de Souza y cols. 2011; Bensi y cols. 1997). Por
consiguiente, nuestros resultados muestran que los animales que fueron sometidos a estrés
presentaron menor porcentaje de glomérulos grandes; sin embargo, estos tuvieron mayor
nimero de células mesangiales y aumento en la produccién de matriz mesangial, esto pudo
deberse al aumento en los niveles de corticosterona que previamente se reportd en este modelo
estudiado (Corona-Pérez y cols. 2015). Ya que se ha reportado que la administracion de altas
dosis de dexametasona estimula la proliferaciéon de las células mesangiales a través de la
activacion del factor del crecimiento del tejido conectivo promoviendo la acumulacién de
matriz mesangial (Okada y cols. 2006); asi como, cambios en la expresion de proteoglicanos
(Kuroda y cols. 2002). Modelos animales sometidos a estrés cronico muestran que hay una
relacion entre el aumento en los niveles de ACTH, corticosterona y aldosterona (Antonov y
cols. 2016). Bernardi y cols. en el 2015 demostraron que la aldosterona induce un aumento en
la matriz mesangial y permeabilidad glomerular promoviendo la excrecién de albumina. Por
otro lado, el estrés también aumenta la expresion de vasopresina, la cual se asocia al aumento

en la expresion de acuaporina 2 a nivel renal (Aguilera y Rabadan-Diehl 2000). Estos cambios
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se asocian con un proceso de hiperfiltracién glomerular, en este estudio se encontré una
disminucién de creatinina sérica, sugiriéndose que esta aumentada la excrecién de este

metabolito en orina.

El consumo de sacarosa no fue suficiente para afectar la estructura renal. Esto puede estar
relacionado con la falta de efectos sobre las concentraciones de corticosterona sérica que estas
ratas mostraron durante este periodo (Corona Pérez y cols.2015). Tal vez un tratamiento més
prolongado con una dieta alta en sacarosa podria provocar un dafo importante en el rifidn.
También encontramos que el consumo de sacarosa disminuyé la expresion de AQP-2 en el
rifién, probablemente esté relacionado con la reduccién de los niveles de corticosterona

(Corona Pérez y cols. 2015).

La combinacion de ambos factores (estrés cronico y el consumo de sacarosa) no potenciaron el
dafio en los corpusculos renales, aunque mantiene el dafo provocado por el estrés en todos los
parametros evaluados. Sin embargo, el é4rea de los tdbulos proximales se redujo
significativamente en el grupo E+A30, posiblemente como un efecto sumatorio a la ingesta de

sacarosa.
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9.2 Segundo mes de tratamiento

El estimulo del estrés y el consumo de sacarosa durante dos meses, disminuy6 la ingesta de
alimento (Corona-Pérez y cols. 2017; Bruder-Nascimento y cols. 2013). El consumo de
sacarosa proveniente del agua redujo la ingesta de alimento (Corona-Pérez y cols. 2017)
afectando el peso renal (Coelho y cols. 2010). Nuestros resultados muestran que el estrés
cronico promueve la acumulacién de triglicéridos en rifién, pérdida glomerular y atrofia
tubular. Mientras que, el consumo de sacarosa provocd una disminucién en el drea del
corpusculo renal y glomerular. Ademads, evité la pérdida glomerular y almacenamiento de

triglicéridos inducido por el estrés crénico en ratas macho adultas jovenes.

A pesar de que los niveles de corticosterona fueron similares entre el grupo estrés y control
(Corona-Pérez y cols. 2017). Se ha demostrado que en ratas adrenalectomizadas aumenta
transitoriamente la afinidad del receptor de mineralocorticoides (Reul y cols. 1990), por lo que
sugerimos que estos animales presentan niveles elevados de aldosterona. Algunos estudios han
mostrado que la aldosterona, ademds de regular el volumen del liquido extracelular y el
balance de sodio-potasio, promueve el crecimiento celular, inflamacién, fibrosis, hipertrofia
glomerular, glomeruloesclerosis y albuminuria (Bernardi y cols. 2015; Remuzzi y cols. 2008;
Han y cols. 2006). En particular, los animales estresados correspondientes al segundo mes,
mostraron una reduccion en el tamafo del glomérulo y tibulo proximal, ademés se pudo
observar la pérdida de glomérulos y atrofia tubular, acompafiado de un aumento en la
acumulacién de triglicéridos. Se ha descrito que la administracion de aldosterona en ratas
adrenalectomizadas, aumenta la actividad del citrato sintasa mejorando la formacién de ATP y
favorece la formacion de NADPH, lo que permite la sintesis de lipidos (Morris 1981). La
acumulacién de triglicéridos, también se ha asociado a la sobreexpresion de la proteina de
unién al elemento regulador del esterol-1 (SREBP-1), aumentando la expresion del factor de
crecimiento transformante B (TGF-B) causando glomeruloesclerosis (Chen y cols. 2014) y
apoptosis tubular (Patni y cols. 2007). Estudios realizados in vivo e in vitro han mostrado que
la aldosterona tiene un efecto deletéreo a nivel renal, a través, del aumento en la actividad de
NADPH oxidasa, que conlleva a la formacién de especies reactivas de oxigeno (ROS)

provocando una reduccidn en la expresion de nefrina, pérdida de podocitos y proteinuria (Zhu
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y cols. 2011; Kiyomoto y cols. 2008); asi como, un aumento en la expresion del factor de
crecimiento del tejido conectivo (CTGF) en células mesangiales y tibulos proximales (Han y
cols. 2006). De igual manera, encontramos que la expresiéon de acuaporina 2 estaba
disminuida. Hasler y cols. (2003) reportaron que la aldosterona puede alterar transitoriamente
la transcripcion del gen de acuaporina 2, regulando la unién de uno o varios factores que

reprimen la transcripcion de este gen.

El consumo de sacarosa empez6 a reducir el tamafo del corpisculo y glomérulo, asi como la
matriz mesangial. Estos animales presentaron niveles bajos de corticosterona (Corona Pérez y
cols. 2017), lo que evité la acumulacién de triglicéridos y formacién de estrés oxidativo.
Rosenmman y cols. (1971), mostraron que el consumo elevado de sacarosa durante un periodo
prolongado es capaz de provocar glomeruloesclerosis y proteinuria asociado con el deterioro a
la tolerancia de la glucosa. Lo que sugiere que la resistencia a la insulina regule el desarrollo

de la glomeruloesclerosis.

El grupo E+A30, el cual recibi6 ambos estimulos, presentd una reduccién en el tamafio
corpuscular, glomerular y tubular acompafiado de un aumento en el nimero de células
mesangiales, esto pudo deberse al aumento en las concentraciones de testosterona (Corona-
Pérez y cols. 2017; Long y cols. 2013). Se ha reportado que la presencia de andrégenos reduce
el volumen glomerular y modifica la composicion y sintesis de matriz extracelular (Elliot y
cols. 2007). Ademads, la testosterona tiene la capacidad de activar la via de las caspasas

provocando apoptosis (Elliot y cols. 2007; Verzola y cols. 2004).
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9.3 Tercer mes de tratamiento

Por dltimo, el estrés crénico y el consumo elevado de sacarosa durante 3 meses provocd una
reduccién en la ingesta de alimento (Bruder-Nascimento y cols. 2013; Diaz Aguila y cols.
2016). Ademads, el consumo de sacarosa proveniente del agua disminuy$ la ingesta de
alimento. Estos resultados son similares con otros trabajos en donde evalian el consumo de
sacarosa hasta la edad adulta (Diaz Aguila y cols. 2016; El Hafidi y cols. 2006). El estrés
crénico presentd acumulacion de triglicéridos en rifidn, estrés oxidativo, pérdida glomerular,
degeneracion tubular y aument6 en los niveles de creatinina sérica. Por otra parte, el consumo

de sacarosa mostré menor porcentaje de matriz mesangial en ratas macho adultas.

Se ha descrito en diferentes modelos animales que el aumento en la expresion de la proteina de
union al elemento regulador del esterol-1 (SREBP-1) inducida por la aldosterona, estimula la
sintesis y acumulacion de triglicéridos en rifién (Jiang y cols. 2007). Ademas, la exposicion de
acidos grasos puede estimular la sintesis de novo de diacilglicerol (DAG) favoreciendo la
formacion de estrés oxidativo, a través de la activacion de NADP-H oxidasa dependiente de
proteina quinasa C (Sieber y cols. 2013; Inoguchi y cols. 2003, 2000). Con respecto a nuestros
resultados, los animales estresados correspondientes al tercer mes presentaron una
disminucién en el tamafio de los corpisculos y glomérulos, aumento en el nimero de células
mesangiales sin verse afectada la produccién de matriz mesangial, pérdida glomerular y
degeneracion tubular, esto pudo deberse a la presencia de estrés oxidativo ocasionado por la
acumulacion de triglicéridos lo que provocé un aumento en los niveles de creatinina sérica. Se
ha reportado que el estrés oxidativo promueve la autofagia y apoptosis en los podocitos,
glomeruloesclerosis y altera la barrera de filtracién glomerular provocando proteinuria (Ratliff
2016; Daehn y cols.2014). Ademads, el aumento en los niveles de creatinina se han asociado al
deterioro de la filtracion glomerular (Papinska y Rodgers 2018), asi como la disminucion en la

sintesis de novo de proteoglicanos de heparéan de sulfato (Kashihara y cols. 1992).

A diferencia de otros trabajos, donde se ha visto que el consumo de dietas ricas en sacarosa y
grasas durante un periodo prolongado induce la aparicion de alteraciones metabdlicas

(hiperinsulinemia y dislipidemias) provocando una disminucién en el drea glomerular,
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acumulacién de lipidos, inflamacion y estrés oxidativo, lo que lleva a un deterioro en la
funcién renal (Li y cols. 2015; Kong y cols. 2011, 2012). Nuestros datos mostraron que el
consumo de sacarosa no fue suficiente para afectar la estructura y funcién renal en etapas
tempranas, a pesar de presentar principios de alteraciones metabdlicas (niveles elevados de
triglicéridos, leptina, insulina y resistencia la insulina) (Diaz Aguila y cols. 2016). A

diferencia de lo que se ha mostrado en animales adultos con resistencia a la insulina.

El grupo combinado (estrés cronico mds sacarosa) presentd cambios estructurales similares al
grupo estrés, como fueron la reduccién en el area del corpusculo renal y glomerular. Sin
embargo, la acumulacién de triglicéridos y la produccion de estrés oxidativo fueron mitigadas
por el consumo de sacarosa, lo que evit6 el deterioro de la funcidn renal en este grupo. Lo que
refuerza la idea de que la ausencia de aldosterona evite la acumulacién de triglicéridos y la

produccion de estrés oxidativo (Morris 1981).
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10 CONCLUSION

El estrés por restriccion induce cambios morfoldgicos a nivel glomerular y tubular, desde el
periodo posnatal, alterando la funcién renal independientemente de los niveles de
corticosterona y la edad. Por otro lado, el consumo de sacarosa no afecta la estructura renal.
La combinacién de estrés por restriccion y consumo de sacarosa, presentd efectos similares en
la estructura renal como los observados en el grupo estresado desde el destete hasta la edad
adulta; sin embargo, la sacarosa evité la acumulacién de triglicéridos en el rifién de estos

animales en edad adulta.

De manera que, estos resultados nos permiten concluir que el estrés es un factor mucho mas

critico para desencadenar dafo renal independientemente de la edad.
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11 PERSPECTIVAS

En nuestro trabajo, el modelo de estrés crénico podria servir como una herramienta para
inducir dafio renal. Ademads seria interesante medir los niveles de angiotensina y aldosterona a
nivel sistémico y local, para ver como este sistema interviene en la regulacion de la actividad
de la proteina de unién al elemento regulador del esterol-1 (SREBP-1) y la actividad
enzimdtica, lo que lleva a la acumulacién de triglicéridos y formacién de estrés oxidativo

deteriorando la funcion renal.

También, seria importante analizar como se modifican los componentes que constituyen la
membrana basal como son el coldgeno tipo III y IV, laminina, nefrina, asi como el nimero de
podocitos, debido a que estdn involucrados en el desarrollo de glomeruloesclerosis lo que

altera el proceso de filtracion glomerular.

Por otro lado, seria importante medir otros pardmetros hormonales (insulina), para ver cdmo el
consumo de sacarosa mitiga el dafio inducido por el estrés en el grupo combinado (estrés

cronico y consumo de sacarosa).
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13 GLOSARIO

1.- Posicion supina: la persona tendida y descansando sobre nalgas, espalda, cabeza y

hombros.

2.-Bouin Dubois: es un fijador popular para estudios de histologia, debido a su excelente

estado de conservacion de los niicleos y cromosomas.
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14 ANEXOS
Deshidratacion del rinén

a) Después de la diseccion, el rifion derecho se secciono a la mitad para obtener dos

partes iguales.
b) Mantener ambas porciones de rifion en Bouin durante 24 horas.

c) Sacar el tejido del Bouin y realizar la deshidratacion de acuerdo a la siguiente lista,

cuidando que la solucién cubra el tejido, manteniéndolo en agitacion.

N. de solucion Solucion y concentracion Tiempo en minutos

1 OH 60% 15 minutos
2 OH 70% 20 minutos
3 OH 80% 50 minutos
4 OH 96% 50 minutos
5 OH 100% 50 minutos
6 OH 100% -Xileno 30 minutos
7 Xileno I 30 minutos
8 Xileno II 30 minutos
9 Paraplast Plus I 1 hora

10 Paraplast Plus II 2 horas

11 Paraplast Plus II 2 horas

d) Incluir todos los tejidos con Paraplast Plus limpio y dejar que solidifiquen.

Nota: Previamente poner a licuar el Paraplast Plus en el horno a una temperatura maxima de

56°C.
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Tincion de acido peryodico de Shiff (PAS)

Después de obtener los cortes histolgicos en el micrétomo se dejan secar minimo 15 dias,

posteriormente se tifien con los siguientes tiempos en las diferentes soluciones.

Solucién
Desparafinar 1 Xileno I 5 minutos
2 Xileno II 5 minutos
3 Xileno: Etanol 5 minutos
Hidratacion 4 Etanol 100% 5 minutos
5 Etanol 100% 5 minutos
6 Etanol 96% 3 minutos
7 Etanol 80% 3 minutos
8 Etanol 60% 3 minutos
9 Agua destilada 3 minutos
10 Hematoxilina de Harris 35 minutos
11 Agua corriente 40 segundos
12 Acido peryodico 5 minutos
13 Colorante de Shiff 15minutos
Contra-tincion 14 Hematoxilina de Harris 2 minutos
Deshidratacion 15 Etanol 96% 30 segundos
16 Etanol 100% 30 segundos
17 Etanol: Xileno 20 segundos
18 Xileno I 20 segundos
Montaje 19 Entellan

e Revisar la laminilla al salir del colorante de Shiff y hematoxilina, para ver si se tifio.
e En el caso de que a la hora de montar con el Entellan queden burbujas regresar el

portaobjetos al Xileno para volver a montar.
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Introduccion. Estudios en humanos han mostrado gue dietas hipercaloricas y el
estrés promueve el desamollo de obesidad y trastornos metabdlicos afectando la
estructura y funcion renal. En la rata adulta se ha mostrado que el consumo de
dietas altas en carbohidratos causa hipertrofia glomerular, estrés oxidativo vy
aumenta los niveles de creatinina. Por otro lado, el estrés induce una disminucion
en el nimero de nefronas, alteraciones en el tamafo de los gloménulos &
inflamacion. Sin embargo, no hay estudios que analicen el efecto del estrés y
consumo elevado de sacarosa sobre el rinon a edad temprana.

Objetivo. Evaluar el efecto del estrés cronico v el congumo de elevado de sacarosa
sobre |a organizacion histologica y funcion renal a temprana edad en la rata macho.
Métodos. Se ufilizaron 32 ratas machos Wistar de 21 dias de edad, fueron divididos
en 4 grupos experimentales (8/grupo): Control (C), Estrés (E), Sacarosa al 30%
diluida en agua (A30), y Estrés mas agua azucarada al 30% (E+A30). Los animales
fueron estresados por restriccion de movimiento durante 4 semanas. Al sacrificio se
extrajeron los rifiones y fueron pesados. El rfon derecho fue fijado en Bouin y
deshidratado con aleoholes de forma ascendente, aclarado en xilol & incluido en
paraplast. Se realizaron cortes longitudinales de Spm y fueron tefidos con PAS. Las
concentraciones de creafining y urea se midieron con el método enzimatico-
colorimétrico- Jaffe cinético. Los datos se analizaron aplicando una ANOVA de dos
vias, Mewman-Keuls y Prueba de Fisher (p=0.05).

Resultados. El estrés cronico promueve un mayor porcentaje de glomérulos chicos
comparado con e grupo C. Resuliados similares fusron encontrados en el grupo
A30. Mientras que los dos estimulos inducen un mayor aumento de glomerulos
chicos en el grupo E+A30 comparado con el grupo E vy A30. Adicionalmente una
disminucion de creatinina fue encontrada en el grupo E.

Conclusion. El estrés cronico v el consumo elevado de sacarosa a una edad
temprana, afecta el tamafo de los glomérulos, posiblements refrasando el
desamollo del rinon. Sin verse comprometida la funcion renal.

Financiamiento: COMACYT a SSCH (487305)
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Efecto del estrés cronico sobre el arreglo histologico renal en la rata macho infante
con dieta alta en sacarosa
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1Doctorado en Ciencias Biologicas, Universidad Autonoma de Tlaxcala, 2instituto de
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El dafo renal ha sido asociado con alteraciones metabodlicas inducidas por el consumo de
dietas hipercaloricas y la exposicion a estrés. En la rata adulta se ha mostrado que el
consumo de dietas altas en carbohidratos provoca hipertrofia glomerular, estrés oxidativo y
un aumento en los niveles de creatinina. Por ofro lado, el estrés induce una disminucion en
el nimero de nefronas e inflamacion. Sin embargo, hemos mostrado que la dieta alta en
sacarosa revierte el efecto de la corticosterona inducido por el estrés cronico en el higado.
No se sabe si el consumo de elevado de sacarosa revierte el efecto inducido por estrés y
si las modificaciones en el arreglo histologico renal se pueden inducir desde temprana edad.
Al sacrificio se extrajeron los rinones y fueron pesados. El nion derecho fue fijado en Bouin
y deshidratado con alcoholes de forma ascendente, aclarado en xilol e incluido en paraplast.
Se realizaron cortes longitudinales de Spm y fueron tefiidos con PAS. Las concentraciones
de creatinina y urea se midieron con el método enzimatico-colorimétrico- Jaffe cinético. Los
dates se analizaron aplicando una ANOVA de dos vias, Newman-Keuls y Prueba de Fisher
(p<0.05). El estrés cronico promueve un mayor porcentaje de glomeérulos chicos comparado
con el grupo C. Resultados similares fueron encontrados en el grupo A30. Mientras que los
dos estimulos inducen un mayor aumento de glomérulos chicos en el grupo E+A30
comparado con el grupo E y A30. Adicionalmente una disminucion de creatinina fue
encontrada en el grupo E. Los resultados sugieren que ambos estimulos pueden afectar el
desarrollo de las nefronas desde una temprana edad. Financiamiento: CONACYT a SSCN
(487305).
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Objective: Consumption of a cafeteria-like diet and chronic stress have a negative impact on kidney function and

Creatinine morphology in adult rats. However, the interaction between chronic restraint stress and high-sucrose diet on

Mesangial cell renal morphology in young rats is unknown. A high-sucrose diet does not modify serum glucose levels but

;“::‘13{" :uuix reduces serum corticosterone levels in stressed young rats, in this way it is ¢ ing a passible p jate or
y ra

protector effect of this diet on kidney damage induced by sln:s.

Methods: Wistar male rats at 4 weeks of age were rand igned into 4 groups: control (C), stressed (St),
high-sucrose diet (§30), and chronic restraint stress plus a 30% sucrose diet (St + $30). Rats were fed with a
standard chow and tap water (C group) or 30% sucrose diluted in water (S30 group). Chronic restraint stress
consisted of 1-h daily placement into a plastic cylinder, 5 days per week, and for 4 weeks.

Results: Stressed rats exhibited a low number of corpuscles, gl uli, high ber of gial cells, major
deposition of mesangial matrix and aquaporin-2 protein (AQP-2) expression, and low creatinine levels.
Meanwhile, high-sucrose diet ameliorated AQP-2 expression and avoided the reduction of creatinine levels in-
duced by chronic stress. The combination of stress and high-sucrose diet maintained similar effects on the kidney

Restriction stress
High sucrose diet

as stress alone, although it induced a greater reduction in the area of proximal tubules.
Conclusions: Our results show that both chronic stress and a high-sucrose diet induce histological changes, but

chronic stress may g

an acc

1 1 ok 1

puberty.

hypertrophy associated with functional changes before

&

1. Introduction

Consumption of soft drinks contribute to obesity-related chronic
kidney disease (CKD) in humans [1,2] and rats [3,4]. Particularly, the
consumption of a cafeteria diet induces inflammation and advanced
glycation end products in the kidneys of adult rats [5] which induce
glomerulosderosis in adult mice [6], as well as glomerular hypertrophy
associated with an excessive mesangial matrix [7,8], proximal tubular
hypertrophy [9,10], and glomerular hyperfiltration [11]. Additionally,
hyperglycemia induced by streptozotocin affects the aquaporin-2 pro-
tein (AQP-2) expression in the collecting duct princdipal cells of rats
[12]. However, it is unknown whether a high-sucrose diet in young rats
could increase enough to affect renal function, considering that it does
not modify serum glucose levels [13].

Stress is considered an important cause for the development of
metabolic syndrome [14], which also induces morphometric [15], and
functional renal alterations [16]. In this regard, glucocorticoids in-
crease AQP-2 protein expression and glomerular filtration rate in adult
[17] and infant [18] rats, decrease proteoglycans synthesis in mesangial
cells [19], and regulate renal transport [20,21], which have been as-
sociated with hypertension [22].

The physiological renal effects of combining a rich-sucrose diet and
stress on the kidneys is unknown, and may be confuse because a high-
sucrose diet reduces corticosterone levels in serum and the activity of
the hepatic 11-beta hydroxysteroid dehydrogenase, which coincides
with a reduced response to chronic restraint stress [13].

For these reasons, we investigated the histological changes at glo-
meruli level, expression of AQP-2, and serum creatinine levels in young
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