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GLOSARIO

GLOSARIO
Ad libitum: para referirse al libre acceso de un animal a agua o alimento, dejando

gue sean las necesidades biologicas de éste, las que regulen el consumo.

ADN: Acido desoxirribonucleico. Molécula polimérica formada por la combinacion de
cuatro nucleétidos denominados; adenina, guanina, citocina y uracilo; su estructura
esta formada por dos cadenas helicoidales antiparalelas de polinucleétidos

enrolladas a lo largo de un eje comudn, que contiene la informacion genética.

ARN: Acido ribonucleico. Formado por nucleétidos en los que el azuicar es una
ribosa y los nucledtidos son: adenina, guanina, citocina y uracilo. Actia como

intermediario y complemento de las instrucciones genéticas codificadas en el ADN.

ARNmM: molécula de ARN que porta la informacion genética desde el gen hasta los

ribosomas, en los cuales se lleva a cabo la traduccién de proteinas.

Aterogénico: alteraciones que permiten la aparicion de un depdsito de lipidos en la
pared arterial, que finalmente se formara en una placa de calcificacion y facilitara la

pérdida de elasticidad arterial y otros trastornos vasculares.

Aterosclerosis: es un proceso patolégico multifactorial, que se define
morfologicamente como el endurecimiento de las arterias por la formacion de
acumulos lipidicos (placa ateromatosa) en la pared vascular. La placa ateromatosa
es el resultado de la acumulacién progresiva de material graso en la capa intima de
la pared arterial concomitantemente con el crecimiento de la capa muscular lisa y

una respuesta inflamatoria localizada.

Cebador: pequefia cadena de nucledtidos a partir de la cual la ADN polimerasa inicia

la sintesis de una molécula nueva de ADN.

Diabetes: es un grupo de enfermedades metabdlicas caracterizadas por

hiperglucemia resultado del defecto en la secrecién o accion de la insulina 0 ambos.



http://ciencia.glosario.net/agricultura/cadena-10728.html
http://salud.glosario.net/terminos-medicos-de-enfermedades/adn-2740.html
http://salud.glosario.net/terminos-medicos-de-enfermedades/s%EDntesis-2988.html
http://energia.glosario.net/terminos-petroleo/mol%E9cula-1996.html

GLOSARIO

Electroforesis: método de separacion de moléculas a partir de una disolucion,
segun su capacidad de desplazarse en el seno de un campo eléctrico.

Enzima: catalizador bioldgico (normalmente una proteina), que media y promueve un

proceso quimico, vinculado a una reaccion especifica.

Expresion genética: proceso en que la expresion codificada por un gen se convierte

en las estructuras constituyentes y funcionales de la célula.

Fenotipo: expresion externa de un genotipo modificado por el medio.

Genoma: conjunto de todo el material genético de un individuo o de una especie.
Gendmica: ciencia que estudia los genomas completos de los organismos vivos.
Genotipo: Informacién genética total de un organismo.

in vitro: Significa hacer el cultivo investigado y manipulado fuera del organismo vivo,

en un medio artificial en el laboratorio bajo condiciones asépticas.

Metaboloma: Conjunto completo de metabolitos organicos que se producen dentro
de una célula bajo la direccion del genoma. Tecnologia enfocada en el analisis de los

metabolitos.

Molde: se refiere a una secuencia estructural de ADN que proporciona el patrén para
la sintesis de otra molécula de ADN de secuencia complementaria.

Nutrigenémica: es una rama de la gendmica que quiere proporcionar un
conocimiento molecular sobre los componentes de la dieta que contribuyen a la
salud, mediante la alteracion de la expresion y/o las estructuras, segun la

constitucion genética individual.



http://www.dicciomed.es/php/diccio.php?id=3011
http://www.dicciomed.es/php/diccio.php?id=4565
http://www.dicciomed.es/php/diccio.php?id=4627
http://www.dicciomed.es/php/diccio.php?id=2239

GLOSARIO

Obesidad: es una enfermedad caracterizada por el exceso de tejido adiposo en el
organismo. Se determina la existencia de obesidad en adultos cuando existe un
indice de masa corporal (IMC) mayor a 27 y en poblacion de talla baja mayor de 25

segun la Norma oficial mexicana para el manejo integral de la obesidad.

Paraoxonasa 1 (PON1): paraoxonasa seérica humana (arildialkilfosfatasa), es una
glicoproteina dependiente de calcio, que contiene 354 residuos de aminoécidos, es
responsable de la inhibicion del proceso oxidativo de las LDL y contribuye a la

proteccion antioxidante de las HDL.

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa, amplificacion exponencial in vitro de
moléculas de ADN a través de multiples ciclos de desnaturalizacién, hibridacion de

oligonucledtidos y sintesis de ADN.

Promotor: Region de ADN que contiene diferentes dominios de union a factores de
transcripcion y que determina el lugar donde la ARN polimerasa comienza la

transcripcion de un gen.

Proteoma: conjunto total de proteinas expresadas por un genoma completo,
incluyendo las modificaciones después de la traduccién. Tecnologia enfocada en el

andlisis de proteinas y sus interacciones.

Replicacién: sintesis de 2 cadenas de ADN nuevas a partir de una molécula de ADN

en que se utiliza como molde cada una de sus hebras.

Traducciodn: proceso en el cual la secuencia nucleo6tidica del ARNm que contiene el
mensaje genético determina el orden de los aminoéacidos, de acuerdo con el cédigo

genético, para la formacion de la cadena polipeptidica.

Transcripcion: lectura del mensaje codificado por el ADN que produce la sintesis de

una cadena de ARN mensajero, ribosomal o de transferencia. Este proceso requiere
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http://ciencia.glosario.net/genetica/transcripci%F3n-5167.html

GLOSARIO

sefales regulatorias que permitan el inicio (promotores) y el fin de la transcripcion
(terminadores).

Transcriptoma: estudio de los perfiles de expresion de todos los genes presentes en

el genoma. Tecnologia enfocada al andlisis de miles de moléculas de ARNm; al
mismo tiempo.



ABREVIATURAS

ABREVIATURAS

pl: microlitros

ADA: Asociacion Americana de Diabetes
ADN: Acido desoxirribonucléico

AG: 4cidos grasos

AGPI: &cidos grasos poliinsaturados
AGS: 4cidos grasos saturados

AMD: Asociacion Mexicana de Diabetes
ARN: Acido ribonucleico

BP: Bajo en proteinas

C: Control

DMG: Diabetes mellitus gestacional

DT1: Diabetes Tipo 1

DT2: Diabetes Tipo 2

ECV: Enfermedades cardiovasculares
ENSANUT: Encuesta Nacional de Salud y Nutricion
g: gramos

HDL: Lipoproteinas de alta densidad




ABREVIATURAS

LDL: Lipoproteinas de baja densidad

min: minutos

ml: mililitros

° C: grados centigrados

OB: obeso

OPS: Organizacion Panamericana de la Salud
p. €j.: por ejemplo

pb: pares de bases

PCR: Reaccion en Cadena Polimerasa
PON1: paraoxonasa 1

STZ: diabético inducido por estreptozotocina

STZ-OB: combinacién de diabético inducido y obeso

TG: Triglicéridos
V: voltios

VLDL: Lipoproteinas de muy baja densidad



RESUMEN

RESUMEN

Paraoxonasa 1 (PON1) es una enzima localizada sobre la superficie de las HDL; est4
ampliamente distribuida en los animales y puede estar en diversos tejidos tales
como: higado, rifidn, intestino delgado y plasma. Hay reportes que demuestran que
la enzima protege a las LDL contra la lipoperoxidacion, eliminando fosfolipidos
oxidados de su superficie, destruyendo moléculas proinflamatorias involucradas en la
iniciacion y progreso de la aterosclerosis. Es conocido que la actividad enziméatica en
pacientes con diabetes esta disminuida, pero no esta bien estudiado como influye el
tipo de dieta en la expresion del gen de la PONL1. El objetivo de este estudio, fue
determinar en ratas, el efecto del tipo de dieta sobre la expresién del gen de la
PON1. 150 ratas Wistar macho, se dividieron en 5 grupos como sigue: 1) control (C);
2) diabético estreptozotocina-inducido (STZ), ambos alimentados con alimento
comercial para roedores (Harlan Teklad, 18% proteina); 3) obeso (OB) y 4) diabético-
obeso (STZ-OB) estos dos alimentados con alimentos obesigénicos tales como:
mantequilla, manteca de cerdo entre otros y 5) bajo en proteinas (6%). La expresion
de la PONL1 se determiné en higado por RT-PCR, usando como gen de referencia a
la B-actina. Los resultados muestran que fue mayor en el tercer mes para los grupos
STZ (p<0.001), STZ-OB (p=0.005), OB (p<0.001) y BP (p<0.001), para el cuarto mes,
STZ (p=0.001) y STZ-OB (p=0.008); y para el quinto mes, so6lo el grupo OB
(p=0.006). Ninguno de los tratamientos mostrd un patron de expresion en relacion al
tiempo del experimento, probablemente a la complejidad en la composicion de las
dietas y/o el efecto combinado por la presencia de diabetes, esto indica que algunos
nutrimentos inhiben pero otros inducen la expresion del gen de la PON1. Estos

resultados confirman el papel que juegan los nutrimentos en la expresion de genes.

Palabras clave: PON1, diabetes, nutrimentos, aterosclerosis, expresion del gen, RT-
PCR.




ABSTRACT

ABSTRACT

Paraoxonase 1 (PONL1) is an enzyme located on HDL surface; it is widely distributed
in animals and can be in diverse tissues such as: lever, kidney, thin intestine and
plasma. There are reports that demonstrate that the enzyme protects to LDL against
lipoperoxidation, eliminating oxidized phospholipids from its surface, destroying
proinflamatory molecules involved in the initiation and progression of atherosclerosis.
It is known that the enzymatic activity in diabetic patients is decreased, but how the
type of feeding influences on PON1 gene expression is not well studied. The aim of
this study was to determine the effect of the type of feeding on the expression of the
PON1 gene in rats. One hundred Fifty male rats Wistar, were divided in 5 five groups
as follows: 1) control (C); 2) streptozotocin-induced diabetic (STZ), these two fed with
commercial food for rodents (Harlan Teklad, 18% protein); 3) obese (OB) and 4)
diabetic-obese (STZ-OB) these two fed with obesigenic foods such butter, lard and
others., and 5) low in proteins (6%). The expression of PON1 was determined in liver
by RT-PCR by using p-actin as housekeeping. The results show that the expression
was greater on month 3 for groups STZ (p<0.001), STZ-OB (p=0.005), OB (p<0.001)
and BP (p<0.001), for the month 4, STZ (p=0.001) and STZ-OB (p=0.008) and month
5 only the OB group (p=0.006). No one showed an expression pattern according to
time, probably to the complexity in diets composition and/or the combined effect by
the presence of diabetes, this indicates that some nutrients induce but other inhibit
the PONL1 gene expression. These results confirm the role that the nutrients can play

in the genes expression.

Palabras clave: PON1, diabetes, nutriments, atherosclerosis, gene expression, RT-
PCR.
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1. MARCO TEORICO

1.1 FLUJO DE LA INFORMACION GENETICA

La informacién genética es el conjunto de mensajes codificados en los acidos
nucleicos, originada por la expresion de los caracteres hereditarios en los seres vivos
mediante reacciones quimicas. El acido nucleico de los cromosomas (ADN), codifica

la informacién genética de la célula (Passarge, 2001).

Las células contienen dos formas de acidos nucleicos, el acido desoxirribonucleico
(ADN) y el &cido ribonucleico (ARN). La expresion tiene lugar a través de
intermediarios de ARN, para el ADN y la sintesis de proteinas los tres tipos mas
comunes de ARN son; ARN de transferencia (ARNt ), ARN mensajero (ARNmM) y
ARN ribosomal (ARNTr), todos comprometidos en la sintesis de proteinas (Passarge,
2001).

Las relaciones del ADN con el ARN y con las proteinas condujeron al “dogma
central” de la genética molecular, propuesto por Watson y Ckick en 1958 y establecia
que el flujo de la informacién genética en el sentido ADN-ARN- proteinas, no puede
invertirse. Sin embargo, el descubrimiento de las ADN polimerasas y ARN
dependientes (transcriptasas inversas) obligaron a revisar en 1970 el dogma central

y adaptarlo a la forma como se muestra en la figura 1:
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Replicacion

Transcripcion Traduccion

ADN =——= ARN == Proteinas

Retrotranscripcion

Figura 1. Flujo de la informacién genética. Es unidireccional y consta principalmente de la  transcripcién (1) y
la traduccion (2). La informacion de la secuencia codificante de un gen es transcrita a una molécula intermediaria
de ARN cuya secuencia es sintetizada en forma complementaria a la de la cadena codificante de ADN (1). La
secuencia de la informacion en la molécula de ARN mensajero (ARNm) es traducida a una secuencia de
aminoacidos (2). Tomado de: Gorostiza, 2008.

Los procesos que establecen la conservacion y transmision de la informacién
genética son:

1. Replicacion; proceso en el que las moléculas de ADN se replican en el ndcleo de
las células, para formar moléculas hijas idénticas a la descendencia. La replicacion
es muy compleja, actian 3 proteinas que se encargan de desenrollar y mantener

separadas las 2 cadenas del ADN original como se ve en la figura 2.

Inicia la ADN topoisomerasa que rompe un enlace éster de una de las cadenas y
permite el giro de la cadena que permanecio intacta. Seguida de las helicasas que
desenrollan al ADN vy las proteinas fijadoras y desestabilizantes del ADN, se unen a
una cadena del ADN e impiden que se una con la complementaria, de esta manera
se mantienen separadas las 2 cadenas del ADN formando una horquilla de
replicacion que es el lugar donde se esta llevando a cabo la replicacion por la ADN
polimerasa. Posteriormente la ADN polimerasa cataliza la incorporacion de los
desoxirribonucleosidos trifosfato usando como molde una de las cadenas, todas las
ADN polimerasas afiaden nucledtidos al extremo 3~ de un cebador existente. La

cadena conductora (lider) se duplica en un modelo continuo, en direccion 5" =+ 37; la

4
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cadena retardada, duplicada en fragmentos de Okazaki sigue la direccién contraria a
la de replicacion (Pacheco, 2000).

Tanto la cadena continua como la discontinua utilizan un ARN cebador para iniciar la
sintesis de ADN. ElI ARN cebador es eliminado del ADN después de su sintesis por
accion de la ADN polimerasa |, que posee actividad de nucleasa (para degradar al
ARN) y actividad polimerasa (que sintetiza el ADN complementario). La union de los
fragmentos de ADN lo lleva a cabo una ADN ligasa. La enzima que sintetiza el corto

segmento de ARN es la primasa (Pacheco, et al, 2000).

ADN Polimerasa

cadena adelantada

5
f / ™\ =
| i ! \ Topoisomerasa

: S ~ ~".

3 °.'.:. . 3
. |4 r U i ,
Helicasa _ “N\, \\, ‘\\, I\
I "".,, - 4 - 4 - 4

. 5'

.
Lagging-strand cebador
template 1\ rl\
, . v ‘..".3
\ ' |

: fragmentos de

Okazaki
ADN Polimerasa

Figura 2. Replicacion de la Informacién Genética: Proceso mediante el cual se pueden generar dos copias
completas y precisas de una informacion genética en particular. Existe el desdoblamiento de la doble hélice del
ADN, para que siga el apareamiento de las bases de los nucledtidos, se sinteticen nuevas moléculas hijas del
ADN original cuyas cadenas son complementarias y conservan la mitad de la molécula del ADN madre. Tomado
de: Gorostiza, 2008.

2. Transcripcion; proceso de elaboracion de cadenas de ARN a partir de un molde
de ADN. Dando lugar a una copia de ARN con secuencia complementaria y
antiparalela, a partir de una secuencia molde en una de las hebras del ADN (Figura
3).

La transcripcion comienza cuando la ARN polimerasa I, interacciona con secuencias

especificas llamadas promotores. La doble hélice se desenrolla y la enzima queda
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firmemente unida al ADN para la sintesis de ARN, de tal manera que so6lo una de las
2 cadenas es la que transcribe la informacion al ARN. Debe existir una “cadena
molde” y una complementaria 0 “cadena codificante”, idénticas en secuencia de
bases al ARN transcrito excepto que la timina es sustituida por el uracilo. Los
ribonucledtidos trifosfato existentes en el fluido celular son: ATP, GTP, CTP y UTP,
que por medio de la ARN polimerasa se unen a la parte desenrollada de la doble
hélice del ADN situandose alli para complementar la cadena (T=A, A=U, C=QG).
Cuando estos nucleétidos estan situados adecuadamente se unen entre si, por
accion de la enzima ARN polimerasa en sentido 5° —* 3", finalmente el ARN se
separa y el ADN recupera la estructura de doble hélice (Passarge, 2001).

Asi el ARN mensajero (ARNm) formado, sufre modificaciones postranscripcionales,
en eucariotas se eliminan los intrones de forma secuencial (secuencia del genoma no
codificante) por corte y empalme (splicing), dejando solamente los exones (secuencia
del genoma codificante) dando lugar de esta manera al ARNm maduro que se esta

traduciendo a proteinas (Horacio, et al, 2000).
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Figura 3. Transcripcion de la informacion genética. De una molécula de ADN a ARN, se observan los pares
de bases formados por el ADN molde y como va incorporando los desoxirribonucleétidos y los ribonucleétidos al
ARN. Fuente: www.whfreeman.com/life/update/
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3. Traduccidn; proceso por el cual la informacidén genética contenida en el ARNm se
expresa en una proteina. La informacion es llevada a los ribosomas donde el ARNm
actia como molde, dirige la secuencia especifica de aminoacidos durante la

biosintesis de proteinas como muestra la figura 4 (Pacheco, et al, 2000).

Utilizando una secuencia especifica de 3 bases del ARNm ‘“tripletes de bases o
coddnes” cada aminoacido esta codificado de por lo menos de un triplete. El proceso
de traduccion esta formado por 3 estadios:

1) Iniciacion. Comienza con la uniéon de una molécula de metonina (Met) a un
ARNt Met por medio de un aminoacil-ARNt-sintetasa especifica. Hay dos tipos de
ARNt Met yno designado al inicio de la sintesis de proteinas y otro que puede
incorporar metionina al péptido en crecimiento. La enzima metionil ARNt sintetasa,
puede agregar metionina a ambos ARNt, pero solamente el metionil ARNt Mét puede
unirse a la subunidad menor del ribosoma y comenzar el proceso de sintesis de
proteinas, el Met-ARNt Met en presencia de un complejo proteina GTP y una
subunidad ribosbmica menor se une a un sitio especifico de ARNm localizado cerca
del coddén de iniciacion AUG. La unidad ribosémica es ayudada por un grupo de
proteinas llamadas factores de iniciacién (IF) a hallar el sitio de comienzo de la
sintesis. Sin estas proteinas, no se forma el complejo ARNm, Met-ARNt Met y |a
subunidad menor del ribosoma.

2) Elongacion. En el ribosoma hay 2 sitios de fijacion del ARNt; uno de llegada
sitio A (por aminoacil-ARNt) y un sitio P (por peptidil-ARNt) donde es translocado el
nuevo peptidil-ARNt formada con cada unién peptidica sucesiva. EI Met-ARNtMet
ingresa en el sitio P, el segundo aminoacido de la cadena es arginina y llega como
arginil-ARNt A9 que se une al sitio A en presencia de GTP y factores de elongacion
(EF) formando una union peptidica entre el grupo carboxilo de la metionina y el grupo
amino de la Arg-ARNt*"9 dando lugar al péptido metionilarginil-ARNtA'"9 en donde el
ARNt A9 se mueve del sitio A al P desplazando al ARNt Met ahora inactivado. Asi la

hidrolisis de GTP provee la energia necesaria para la translocacion de los sitios.
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3) Terminacion. Las 3 bases que siguen al codon de leucina son UAA, UGA o
UAG, los cuales sefialan la liberacion del complejo peptidil-ARNt al ser reconocidos
por los factores de terminacion o liberacion (TF), simultaneamente el complejo se
divide en un ARNI libre, sin estar ligado a un aminoacido y a una cadena de proteina
recientemente sintetizada. Después de liberar su peptidil-ARNt los ribosomas se
desenganchan del ARNm y se divide en sus 2 subunidades, listas para comenzar

otra sintesis.

Indicates new peptide
bond forming between
aag and aas

aa--tRNA,
arriving

5 n L
mRNA

Codon Codon Codon Codon Codon Codon Codon Movement of ribosomes
aaq aaop aag aag aas aag aay

Figura 4. Traduccién o sintesis de proteinas. En este proceso se consideran 3 etapas, iniciacion, elongacion y
terminaciéon. Tomado de Gorostiza, 2008.

1.2 NUTRIGENOMICA
Es una rama de la gen6mica que estudia los efectos de la nutricion y los

componentes de la dieta sobre el transcriptoma de las células que componen los
diferentes tejidos (Lau, et al, 2008).

Esta rama de la ciencia gendmica pretende proporcionar un conocimiento molecular
sobre los componentes de la dieta que contribuyen a la salud y enfermedad,
mediante la alteracion de la expresion y/o las estructuras, segun la constitucion
genética individual (Gémez, 2007). Se centra en el efecto de los nutrimentos sobre el

genoma, el proteoma y el metaboloma (Van-Lenten, et al, 2004; Trayhurn, 2003).
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Acumulando evidencias que han indicado que los componentes de la dieta, no
solamente abastecen al cuerpo, sino que también participa en la modulacion de la
expresion de genes (Corthésy-Theulaz, et al, 2005). Por consiguiente la
nutrigendmica representa el futuro de la investigacion nutricional. Uno de los
urgentes trabajos para la poblacion, estudiados por la investigacion nutricional es la
obesidad. Debido a que la nutrigendmica se enfoca a la investigacion de la obesidad
y los datos de cada uno de estos estudios proporcionan nuevas visiones en los

mecanismos de interaccidén gen-nutriente (Elliott, et al, 2007).

Se acepta que los nutrientes (macronutrientes, micronutrientes) e incluso los
antinutrientes alteran los procesos moleculares tales como la estructura del ADN, la
expresion genética, el metabolismo y cada uno a su vez puede alterar el inicio
desarrollo o progresion de la enfermedad. Las variaciones genéticas individuales
pueden alterar el modo en que los nutrientes son asimilados, metabolizados,

almacenados o excretados por parte del organismo (Marti, et al, 2005).

El concepto de interaccién gen-dieta describe el efecto de un componente dietético
sobre un fenotipo especifico (p. ej., la concentraciébn plasméatica de lipidos, la
obesidad o la diabetes) por un polimorfismo genético. De manera alternativa, el
conocimiento se refiere a la modificacion dietética del efecto de las variaciones
genéticas sobre un rasgo fenotipico. En términos de interacciones gen-dieta para
enfermedades comunes y multifactoriales, el desarrollo se ha dado en los riesgos a
enfermedades cardiovasculares, que puede cuantificarse midiendo, las

concentraciones de colesterol plasmatico (Muller, et al, 2003).

Las interacciones dieta genotipo y fenotipo se deben observar en la determinacion
de lipidos plasmaticos, obesidad, diabetes y enfermedades cardiovasculares
(Ordovas, et al, 2003).
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La gendmica nutricional ha generado recientemente un gran interés y un alto grado
de expectativa, algunos investigadores han advertido de que el perfilado genémico
como medio para estudiar las interacciones entre el genoma y los factores
ambientales, como la dieta, no esta todavia lo suficientemente desarrollado (Haga, et
al, 2003). Es cierto que todavia no se disponen datos, que confirmen los beneficios
especificos para la salud, ya que se necesitan estudios epidemioldgicos y
evaluaciones clinicas de intervenciones dietéticas recomendadas, basadas en el
genotipo y estén perfectamente bien disefiados para la obtencién de resultados
confiables y asi considerar este enfoque valido y clinicamente util (Gutiérrez, et al,
2006).

1.3 NUTRIGENOMICA Y OBESIDAD

La obesidad, ya sea en ratas o en humanos, es el resultado de una alteracion en el
balance entre el consumo y el uso de energias. Este desequilibrio se ha vinculado a
alteraciones en el sistema de sefiales de la leptina e insulina que origina un exceso

de peso y DT2 respectivamente (Rui-Liangyou, 2007).

La obesidad es el resultado de la expresion de ciertos genes y condiciones
ambientales como; el ejercicio, el estilo de vida y principalmente la dieta, quienes
determinan la magnitud del problema. Actualmente la obesidad es una enfermedad

hereditaria, al igual que la DT2 (Hernandez, 2004).

La alimentacion es el componente central que contribuye a la obesidad. A lo largo del
tiempo el estilo de vida cambia en cuanto a la dieta y el ejercicio (Lau, et al, 2008).

1.3.1 Obesidad y desordenes relacionados

Las consecuencias de la obesidad son aquellas que significativamente disminuyen la
calidad y expectativa de vida, mientras que aumentan el riesgo a un gran niamero de
enfermedades relacionadas al incremento de la morbi y mortalidad (Gutiérrez, et al,
2006).
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El desafio de la obesidad esta asociada con el amplio espectro de los desordenes
metabdlicos como: la DT2, enfermedad cardiaca, hipertension arterial, enfermedad
cerebrovascular y la dislipidemia principales enfermedades asociadas a la obesidad.
La obesidad es un factor con mayor riesgo a padecer enfermedades cardiacas, sin
embargo, aun es incierto si la obesidad sin complicaciones es un factor de riesgo
independiente de la enfermedad arterial coronaria en ausencia de estados de
morbilidad asociada, como diabetes, hiperlipidemia e hipertension. Muchos estudios
han observado una asociacion positiva entre la concentracion sérica de triglicéridos,
de colesterol y el incremento del grado de obesidad: donde la concentracion de
colesterol HDL, suele ser menor en individuos obesos (Morgan, et al, 2000). El perfil
lipidico de un obeso esta dado por aumento de las LDL, VLDL, TG y disminucion de

las HDL lo que nos muestra que es muy aterogénico (Boveris, et al, 2005).

1.4 Impacto de la dieta en la expresion genética 'y enfermedad

Desde hace décadas es conocida la existencia de una respuesta inter-individual a la
misma dieta. Sin embargo los factores implicados, en esta diferente respuesta, no
son bien conocidos hipotizdndose una importante modulacion en la expresion
genética. Los nuevos conocimientos derivados de la secuencia del genoma humano
y toda la tecnologia asociada, posibilitan su integracién en la nutricién clasica dando
auge a la nutrigenémica, que promete una mayor personalizacion de las dietas
(Ordovés, et al, 2008).

En la actualidad se considera que muchos efectos de la dieta se deben a modulacién
de la expresion génica, debido a los componentes de la dieta. Muchos estudios han
revisado la interaccion de nutriente-genética en la respuesta a la concentracién de
lipidos y lipoproteinas debido a cambios dietéticos particularmente del contenido de
colesterol y &cidos grasos saturados (AGS). Estos estudios analizan genes que
expresan receptores, enzimas apolipoproteicas cuya accion es clave en el
metabolismo proteico. Entre los mas estudiados destacan el gen APO E (que

interviene en el catabolismo de la proteinas, ricas en TG y en la homeostasis del

11
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colesterol) y otros relacionados con la expresion de la PON1 que parece jugar un
papel importante, no solo en los niveles de lipoproteinas sino también de otros
factores p. €j., peroxidacion o respuesta antioxidante (Tomas-Moya, et al, 2007).

La estimulacion de la expresion genética se ve mediada por diferentes nutrimentos
en la dieta principalmente &cidos grasos. Asi, el aumento o la disminucion de la
expresion genética depende del grado de saturacion de la cadena, p.ej., los acidos
grasos de la dieta, en especial los del tipo poliinsaturados son capaces de modificar
las rutas metabdlicas mediante la represion o estimulacion de diversos genes
involucrados en el metabolismo de lipidos principalmente los acidos grasos
poliinsaturados (AGPI) en higado y tejido adiposo. Modelos animales muestran en
higado que esta accidon represora inhibe una variedad de enzimas lipogénicas en
etapa transcripcional, tal es el caso de la acetil CoA carboxilasa, desaturasas delta y
sintetasa de acidos grasos y la glucosa 6 fosfato deshidrogenasa, son inhibidas a
nivel postranscripcional (Gutiérrez, et al, 2006). Esto se evidencia en estudios donde
los pacientes obesos en comparacion a los sujetos normales presentan cambios en
el metabolismo de nutrimentos luego de ser alimentados con dietas ricas en AGPI,
hecho que esta determinado por la menor expresion genética de algunas proteinas
(proteinas mitocondriales desacoplantes UCP) en los obesos. Otro aspecto diferente
es que la represion genética mediada por los AGPI en tejido adiposo relacionada a la
produccion de eicosanoides ejercen una modificacion sobre el ARNm de varias
enzimas como la sintetasa de acidos grasos (Pegorier, et al, 2004 y Sampath, et al,
2005).

Los AG de la dieta pueden reprimir o estimular la expresion genética de diversos
genes que codifican enzimas importantes en las rutas oxidativas o anabdlicas y son
capaces de modificar las rutas metabodlicas mediante el aumento o disminucion de
diversos genes involucrados en el metabolismo de los nutrimentos principalmente de
lipidos. Estas acciones son especificas y necesarias para la adaptacion a largo plazo

ante diversos tipos de dieta, accion que depende de las necesidades metabdlicas de
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los individuos y el tipo de dieta que ingieren (Bachmann, et al, 2003 y Simpoulus, et
al, 2004).

En diversos estudios se observan respuestas diferentes en los individuos tras el
consumo de diferentes tipos de dietas o incluso de alimentos diferentes. La relacién
entre la dieta y algunas enfermedades como: aterosclerosis esta mediada
fundamentalmente por la influencia de aquella sobre la composicion de las
lipoproteinas plasmaticas y el estrés oxidativo. Sobre las implicaciones nutricionales
que tienen las grasas y los aceites. La interaccién entre gen-dieta y salud es el
resultado entre la interaccion del genoma y factores desencadenantes como;
alimentacion, enfermedad, actividad fisica y factores ambientales. En este lenguaje
celular actia, alterando la expresion génica en diferentes lugares, modificando la
sintesis proteica y la funcion de muchos 6rganos y sistemas (Corella, et al, 2007 y
Corella, et al, 2005).

Los efectos genéticos de los alimentos son mas complejos, ya que se modifican a
partir de las diferencias en las secuencias de ADN entre individuos llamadas
polimorfismos. La mejor comprension de estos fendmenos genéticos en el futuro
haran posible que el tratamiento de enfermedades como; la obesidad, diabetes, ECV
involucren la identificacion de mejores pautas de tratamiento dietético y
farmacologico a partir de las diferencias genéticas individuales (Gutiérrez, et al,
2006).

La evidencia experimental en modelos animales contribuye a la hipétesis de la
respuesta a la dieta y riesgo de enfermedad principalmente obesidad y diabetes
(Ordovas, et al, 2008).

13
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1.5 DIABETES MELLITUS

La diabetes es un grupo de enfermedades metabdlicas caracterizadas por
hiperglucemia resultado del defecto en la secrecion o accién de la insulina 0 ambos
(ADA, 2010).

Comprende a un grupo heterogéneo de enfermedades sistémicas, cronicas, de
causa desconocida, con grados variables de predisposicion hereditaria y la
participacion de diversos factores ambientales como: tabaquismo, sedentarismo,

hipertension, dieta, obesidad entre otros (Olaiz-Fernandez, et al, 2006).

1.5.1 Clasificacion segun la ADA:
La clasificacidon de diabetes incluye cuatro clases clinicas (ADA, 2010).

a) Diabetes Tipo 1 (DT1): Es la destruccion de las células-B del pancreas,
usualmente conduciendo a una deficiencia absoluta de insulina.

b) Diabetes Tipo 2 (DT2): Predomina la resistencia a la insulina, con relativa
deficiencia y defectos en la secrecién de la insulina.

c) Otros tipos especificos de diabetes por defectos genéticos en las
células B: por defectos genéticos de la funcion en las células- B del
pancreas, defectos genéticos en la accién de la insulina, enfermedad del
pancreas exocrino, endocrinopatias, inducido por medicamentos o
productos quimicos e infecciones.

d) Diabetes mellitus gestacional (DMG): Alteraciéon del metabolismo de los
hidratos de carbono, de severidad variable, que se inicia o se reconoce por

primera vez durante el embarazo.

1.5.2 Complicaciones

La diabetes es un sindrome de repercusion multisisttmica que afecta la
microcirculacion y la macrocirculacién (Quiroz, 2003). La Asociacion Mexicana de
Diabetes (AMD) clasifica las complicaciones segun las investigaciones realizadas, en
agudas y cronicas (AMD, 2008).
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a) Agudas. Se presentan intempestivamente.
e Hipoglucemia
e Cetoaciddsis diabética
e Coma hiperosmolar
b) Crénicas. Ocurren después de haber tenido elevada la glucosa en sangre
después de periodos prolongados (afios).
e Retinopatia diabética
¢ Nefropatia diabética
e Neuropatia diabética

e Complicaciones cardiovasculares

1.6 Diabetes y enfermedad coronaria

La diabetes se considera un factor de riesgo coronario y un antecedente de
enfermedad cardiovascular (ECV), ya que los pacientes que padecen diabetes tienen
mayor riesgo a desarrollar infarto agudo del miocardio con menor supervivencia tanto
a corto como a largo plazo, asi como, dislipidemias por disminucién de las
lipoproteinas de alta densidad (HDL) y aumento de las lipoproteinas de baja
densidad (LDL) favoreciendo asi la aterosclerosis y un estado procoagulante
(Boichuk, et al, 2005).

La insuficiencia cardiaca que presenta el paciente diabético es causada por la
cardiopatia isquémica principalmente, pero también por la miocardiopatia llegando en
estadios avanzados a la disfuncion diastélica y sistolica (Hipertensiéon) (Boichuk, et
al, 2005).

Otros factores de riesgo frecuentes en la enfermedad cardiovascular son el sindrome
metabalico, la hipertension y la dislipidemia y con alto grado de severidad en la
persona con diabetes (OPS, 2008).
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1.7 Diabetes y aterosclerosis

La aterosclerosis es un proceso patologico multifactorial, que se define
morfologicamente como el endurecimiento de las arterias por la formacién de
acumulos lipidicos (placa ateromatosa) en la pared vascular. La placa ateromatosa
es el resultado de la acumulacién progresiva de material graso en la capa intima de
la pared arterial concomitantemente con el crecimiento de la capa muscular lisa y
una respuesta inflamatoria localizada (Figura 5) (Calderon, et al, 2008).

Intima Mecdi
Colaslaxs

muscalares
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Arteria ATAY Adventicia
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Ateroma 3 .
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Figura 5. Proceso de evolucion de la aterosclerosis. La aterosclerosis puede manifestarse cuando los
depositos de colesterol y de placa se acumulan y desgarran el revestimiento interno de la arteria. A medida que
los depdsitos se endurecen y ocluyen el lumen o luz arterial, disminuye la irrigacion sanguinea a tejidos distantes
y se puede alojar un coagulo, causando la obstruccion total de la arteria. Fuente: ADAM. Comision
Norteamericana de Certificaciéon de la Atencion Médica, 2008.

La asociacion de la aterosclerosis con diferentes factores de riesgo, entre ellos
valores elevados de lipoproteinas de baja densidad (LDL), la hipertension, la
diabetes, la obesidad y el habito al tabaco, generd la hipdtesis de «respuesta al
dafio» para explicar la génesis y el desarrollo de las lesiones. Uno de los episodios
mas tempranos en la aterogénesis es la acumulacion de LDL en la pared arterial,
donde sufren modificacion oxidativa. Estas LDL perturban la funcion endotelial y, con
ello, todas las propiedades antiaterogénicas del endotelio. Ademas, los macréfagos y
las células musculares lisas captan estas LDL, a través de diferentes receptores, y se

transforman en células espumosas, cuya acumulacion progresiva en la capa intima

16



MARCO TEORICO

de la arteria contribuye a la evolucidn de las lesiones (Martinez, et al, 2001) (Figura
5).

La etiopatogenia de la aterosclerosis, se verifica con claridad en el paciente
diabético. Estudios epidemiolégicos han demostrado que alteraciones metabdlicas
asociadas, como la dislipidemia, hipertension, obesidad e hipercoagulabilidad,
influyen en la prematuridad y severidad de la aterosclerosis que desarrollan los
pacientes con diabetes (Sanchez -Recalde, et al, 2001). La diabetes se asocia de
forma compleja, pero directa, con una temprana y rapida progresion de la
aterosclerosis. Ademas con el desarrollo de la biologia molecular hemos podido
apreciar qué mecanismos inmunoldgicos e inflamatorios subyacen al proceso de la
diabetes y la aterosclerosis que parecen influir de manera directa en el crecimiento y
la rotura de la placa de ateroma y son particularmente agresivos en el paciente
diabético (Ginsberg, 2000).

1.8 PARAOXONASA 1 (PON 1)

La PON 1 es responsable de la inhibicion del proceso oxidativo y contribuye a la
proteccién antioxidante conferida por las HDL en la oxidacién de las LDL (Sumegova,
et al, 2007). El efecto de la PON1 unida a las HDL o de la enzima aislada y purificada
en el proceso de oxidacién de las LDL, incluyendo su fase de iniciaciéon (formacion de
dienos conjugados), de propagacion (formacion de peréxido) y de descomposicion
(formacion de aldehidos) puede ser analizado usando inhibidores especificos
(Rodriguez, et al, 2006).

Se ha propuesto que el efecto inhibitorio de las HDL en la oxidacién de las LDL esta
relacionado con la quelaciéon de iones metalicos, o con su actividad similar a la
peroxidasa (Sumegova, et al, 2007). La habilidad de PON1 para inhibir la oxidacion
de las lipoproteinas y para reducir los peroxidos asociados a las lipoproteinas, se
debe a dos propiedades. Primero, la enzima previene la acumulacion de lipidos
oxidados y segundo, usa y elimina las lipoproteinas oxidadas preformadas. Ambos

efectos pueden resultar de su habilidad para hidrolizar peréxidos de lipoproteinas
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especificas durante la oxidacion lipoproteica (Gouédard, et al, 2004). Asi el potencial
antiaterogénico de la PON1 esta dado por su capacidad de hidrolizar lipidos,
fosfolipidos y ésteres de colesterol peroxidados (Rodriguez, et al, 2006).

1.8.1 Propiedades y caracteristicas

En 1996, se describié por primera vez que la enzima PON1 pertenecia a una familia
multigenética que en los mamiferos constaba de al menos tres miembros codificados
por los genes PONL1, 2 y 3. (Primo-Parmo, et al, 1996). Esta familia de genes parece
haberse formado por la duplicacion de un precursor comun, ya que los tres son muy
parecidos (aproximadamente en el 70% de la secuencia de nucleétidos y en el 60%
de la de aminoacidos) y se encuentran localizados en posiciones adyacentes del
cromosoma 7 en la especie humana y en el cromosoma 6 de ratones, la enzima de la
PONL1 se ha detectado en el suero de higado y en otros tejidos tales como los

rifones, intestino delgado y plasma (Billecke, et al, 2000; Ferré, et al, 2004).

La PON1 sérica humana (arildialkilfosfatasa), es una glicoproteina dependiente de
calcio. Que contiene 354 residuos de aminoacidos. Su peso molecular esta entre 43
kDa, tiene mas de 3 cadenas de azucares por molécula y los carbohidratos
representan mas del 15.8 % de su peso total. Esta enzima tiene un punto isoeléctrico
de 5.1, su concentracion sérica es de alrededor de 50 mg/d (Golmanesh, et al, 2007
y Sumegova, et al, 2007).

En el suero, la mayor parte de esta enzima estd asociada con las particulas HDL,
pero un nivel bajo de PON1 fue observado también en las lipoproteinas de muy baja

densidad (VLDL) y en los quilomicrones posprandiales (Sumegova, et al, 2007).

1.9 PON 1y Enfermedad cardiovascular
La PONL1 protege contra la enfermedad cardiovascular, ya que previene la oxidacion
de HDL y LDL; también hidroliza la tiolactona de la homocisteina, lo cual altera las

proteinas de la pared arterial. Asi mismo, es capaz de hidrolizar el factor activador de
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plaquetas, que es un fosfolipido involucrado en el desarrollo de la enfermedad
vascular. En un estudio se encontré que un bajo nivel de actividad en plasma de esta
enzima se encuentra asociada con un incremento en la prevalencia de aterosclerosis
y puede ser un factor independiente para eventos coronarios (Gouédard, et al, 2004).
Se ha intentado demostrar, que la paraoxonasa sérica disminuye el riesgo de
enfermedad coronaria por su accién destructora de moléculas proinflamatorias
involucradas en la iniciacion y la progresion de las lesiones ateroscleroéticas. Esta
bien establecido que la aterosclerosis y sus manifestaciones a menudo se asocian a
concentraciones disminuidas de HDL, lipoproteinas donde se localiza la PONL1.
Actualmente sabemos que la concentracion baja de HDL suele ir acompafada de
una actividad o concentracion de PON21 disminuidas, como sucede en otras

enfermedades (Mackaness, et al, 2005).

En las lesiones ateroscleréticas se han hallado componentes celulares relacionados
con la inflamacién, en algunos estudios se ha observado una relacion entre la
incidencia de aterosclerosis y la presencia de ciertos agentes infecciosos como
Chlamydia pneumoniae y Citomegalovirus, y entidades como la bronquitis crénica
(Tomas, et al, 2004). Ciertas moléculas implicadas en la fase aguda de la respuesta
inflamatoria como la interleucina (IL)-1, IL-6, endotoxina y fosfolipidos oxidados
disminuyen la expresion de PON1 y su actividad de paraoxonasa (Van-Lenten, et al,
2001 y Tomas, et al, 2004).

Las evidencias experimentales de la funcion antioxidante de la PON1, se ha visto en
ratones sometidos a dieta aterogénica a corto plazo, la formacion de complejos
inmunitarios contra la apo A-l oxidada puede ser un mecanismo para la eliminacion
de HDL oxidadas y la consecuente disminucion de la actividad paraoxonasa, sin
disminuir la cantidad de su ARNm de la PON1 (Hedrick, et al, 2000 y Tomas, et al,
2004). La funcion antioxidante de la PON1 apoyada en estos estudios han
demostrado in vivo que la PON1 es eficaz para inhibir la oxidacion de las LDL,

particulas de probado efecto aterogénico. Los ratones sometidos a dietas
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aterogeénicas ricas en grasas Yy colesterol desarrollan més aterosclerosis y sus HDL
son incapaces de contrarrestar la oxidacion de LDL, por lo que son mas facilmente
oxidables (Tomas, et al, 2004).

Las enfermedades relacionadas con la aterosclerosis como el sindrome metabdlico y
algunos factores ambientales estan relacionados en buena medida con la actividad
de la PON1. Por otra parte, la PON1 es una enzima inducible, ya que diversos
estimulos modifican su expresion (Reddy, et al, 2001, Tomas, et al, 2000, Mackness,
et al, 1998, Weinbrenner, et al, 2003 y Senti, et al, 2003).

Bajo estrés oxidativo no sélo las LDL son susceptibles a la peroxidacion lipidica,
todos los lipidos séricos, incluyendo aquellos presentes en las HDL, también estan
propensos a la oxidacion. En realidad, las HDL se han descubierto como el principal
acarreador de hidroxiperéxidos lipidicos en el suero humano. Bajo este contexto es
de interés que las HDL asociadas a hidroxiperoxidos de ésteres de colesterol,
pueden ser reducidos con mayor velocidad a hidroxidos menos reactivos con
respecto a aquellos asociados con las LDL (Aviram, et al, 1998). Sin embargo, hasta
que no se disponga de un ensayo analitico basado en la hidrélisis de perdxidos
lipidicos y se conozca con exactitud el sustrato fisiolégico de la PON1, podria
determinarse la actividad o concentracion de PON1 en todos los estudios
epidemioldgicos, que aborden la relacién de la PON1 con la enfermedad coronaria
(Blatter, et al, 1994 y Mackness, et al, 2001).

Distintas situaciones fisiopatologicas (diabetes, obesidad y ECV) vinculadas a un
aumento del estrés oxidativo y factores ambientales (dieta, habito al tabaco y baja
actividad fisica) producen una disminucion de la actividad sérica y expresion de la

paraoxonasa (Rodriguez, et al, 2006).

La DT2 se caracteriza por una glucemia elevada, hipertrigliceridemia, presencia de

metabolismo oxidativo acelerado, concentraciones disminuidas de las HDL, alta
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prevalencia de obesidad y aterosclerosis acelerada. La DT2 se asocia a accidentes
cardiovasculares probablemente relacionados con valores bajos de colesterol HDL,
mMAas que con concentraciones elevadas de las LDL. Ademas, los pacientes
diabéticos que presentan complicaciones tales como enfermedad coronaria,
retinopatia o neuropatia poseen valores de actividad paraoxonasa menores que los
diabéticos sin complicaciones (Tomas, et al, 2004 y Mackness, et al., 2002). Al
parecer, la actividad paraoxonasa disminuye a medida que progresa la diabetes y se
halla especialmente baja en estadios avanzados de la enfermedad. En la obesidad
asociada a concentraciones elevadas de leptina se observa una disminucion de las
actividades paraoxonasa, arilesterasa y lactonasa de la PON1 y un incremento del
estrés oxidativo, factores que podrian explicar, la relacion entre obesidad y
aterosclerosis (Beltowski, et al, 2003). Estudios In vitro, en donde Ilas
concentraciones elevadas de glucosa reducen la capacidad antioxidante de las HDL,
debido a que la actividad paraoxonasa y la razon actividad paraoxonasa/colesterol de
las HDL se hallan disminuidas, observandose a la vez un aumento de marcadores de
oxidacion. En ratas con diabetes inducida por estreptozocina, la actividad

paraoxonasa sérica disminuye progresivamente con el tiempo (Hedrick, et al, 2000).
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2. PROBLEMA DE INVESTIGACION

La diabetes es un problema de salud publica a nivel mundial, sobre todo en los
paises en vias de desarrollo. En México se ha convertido en la primera causa de
muerte, y se encuentra relacionada con las enfermedades cardiovasculares que
ocupan la segunda causa de muerte y la primera en pacientes con diabetes. La
presencia de obesidad es un factor de riesgo en la presencia de diabetes y
actualmente en México la obesidad ocupa el segundo lugar a nivel mundial (FMD,
2009). Estas enfermedades de tipo crénico degenerativas se asocian a un cambio en
el estilo de vida, implicando la dieta y la baja actividad fisica (OMD, 2008).

Las ECV constituyen la primera causa de muerte en los paises desarrollados. La
hipotesis de la peroxidacion de las LDL como mecanismo desencadenante del
proceso aterosclerético, ha promovido estudios a fin de conocer los sistemas de que
dispone el organismo, para incrementar la defensa antioxidante y por tanto, frenar la
aterosclerosis. Jugando aqui un papel importante la PON1, la cual se encuentra
relacionada principalmente con las HDL la cual parece contribuir al mantenimiento y
recuperacion de la estructura y estado antioxidativo de las LDL (Canales, et al,
2003).

Los nutrimentos de la dieta cotidiana representan el mecanismo que modifica el
medio celular en diversos 6rganos y en los ultimos afios se ha comprobado que
estos cambios modifican la expresion de numerosos genes. Los genes estan
formados de ADN y se encuentran en el nlcleo de la célula a un nivel de resolucién
molecular. Estos controlan el medio interno de la célula, la interaccion con otras
células y con el medio ambiente en general, por medio de proteinas que son

transcritas en respuesta a estimulos (Austin, et al, 1998).

Las enfermedades relacionadas con la aterosclerosis y también algunos factores

ambientales estan relacionados en buena medida con la actividad de la PON1. En lo
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que concierne a la asociacion de ciertos polimorfismos genéticos del gen PON1 con
la enfermedad coronaria, los resultados publicados hasta ahora son claramente
dispares (Reddy, et al, 2001).

En este sentido, para predecir el riesgo de enfermedad coronaria parece l6gico
analizar los genotipos de PON1, ademas de su actividad o concentracion. Sin
embargo, hasta ahora son escasos los estudios que han analizado polimorfismos de
PON1 junto con su actividad paraoxonasa o arilesterasa (Mackness, et al, 2001 y
Mackness, 2000).

No obstante, algunas observaciones sugieren que la variabilidad interindividual de la
actividad de la PON1 en individuos sanos parece deberse fundamentalmente a
factores independientes del genotipo (Mackness, et al, 1996). Por otra parte, diversos
estudios demuestran que la PON1 se encuentra involucrada en el inicio y progreso
de lesiones aterosclerosas sugiriendo que la enzima juega un papel importante en
esta patologia (Mackness, et al, 1991; Mackness, et al, 1993 y Aviram, et al, 1998).
La PONL se sintetiza en el higado de los mamiferos, circula por la sangre unida a las
apo A-l y apo J de las HDL, y su expresion se inhibe por estimulos proaterogénicos
(Mackness, 1989; Kelso, et al, 1994 y Tomas, et al, 2004).
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3. JUSTIFICACION

En la actualidad la nutrigendmica juega un papel importante en el seguimiento desde
un fenotipo sano a un fenotipo de disfuncion cronica que puede explicarse por
cambios en la expresion genética o por diferencias en las actividades de proteinas y
enzimas, y que los componentes de la dieta directa o indirectamente regulan la
expresion de la informacion genética (Marti, et al, 2005). Por lo que con el apoyo de
la genética molecular se pueden conocer diversas enfermedades y la relacion con la
dieta y factores que intervengan en su progresion o probables complicaciones
(Gutiérrez, et al, 2006).

La diabetes se asocia a un nivel elevado de estrés oxidativo y una susceptibilidad
alta a desarrollar enfermedad coronaria, asi como una disminucion de la
concentracion de la PON1 y de su actividad enzimatica (Mackness, et al, 2002). En
roedores se ha demostrado la estrecha relacion entre el déficit de PON1 y el
desarrollo acelerado de aterosclerosis. Asi mismo, la actividad de la PON1 se
encuentra reducida en enfermedades con elevado estrés oxidativo, como la
enfermedad coronaria y la diabetes. La actividad enzimética disminuida de PON1 se
asocia a distintas enfermedades relacionadas con la aterosclerosis (Tomas, et al,
2004). Pero no existe suficiente informacion que compruebe que la expresion
genética de la PON1 se vea afectada (disminuya y/o aumente) en la presencia de
diabetes condicionando la presencia de aterosclerosis y cémo influye la dieta en este
proceso. Ya que no se han realizado trabajos que comprueben una relacién en la
expresion del gen de la PON1 con la dieta, en particular, la dieta de la poblacion
mexicana, es muy diferente en nutrimentos y alimentos consumidos, a la de otras
poblaciones, por lo que ademas condiciona a enfermedades como la diabetes y la

obesidad que actualmente son muy relevantes en nuestro pais.
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El objetivo de este proyecto es conocer los niveles de expresion del gen de la PON1,
en modelos de diabetes inducida en ratas Wistar sometidas a diferentes tipos de
dietas: normal (Harlan Teklad 18% de proteina), obesigénica casera (a base de
grasas saturadas 40%) y baja en proteinas (6% proteina) ( Ver Tabla 1), dandonos a
conocer que tanto se ve afectada la expresion de la PON1, si presenta un aumento o
disminucién y la probabilidad de que exista un factor de riesgo asociado al tipo de

dietas en el desarrollo de aterosclerosis.
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4. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION
4.1 Objetivo General:

Medir la expresion del gen de la PON1 en ratas diabetizadas y alimentadas con
diferentes dietas.

4.2 Objetivos Especificos:

1. Determinar, la expresion del gen de la PON1 en higado de ratas diabéticas,
alimentadas con la dieta normal y obesigénica casera.

2. Determinar, si una dieta en particular tiene un efecto en la expresién de la
PONI1.

3. Determinar, cudl de los diferentes tipos de dietas (normal, obesigénica casera
y baja en proteinas) influyen en la expresion del gen de la PONL1.

4. Establecer, la asociaciéon de la expresiéon de la PON1 con los diferentes

tratamientos empleados en el trabajo.

5. HIPOTESIS

La expresion del gen de PON1 es inhibida mayormente en ratas diabétizadas y

alimentadas con una dieta aterogénica.
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6. MATERIALES Y METODOS

Se propone un disefio experimental, en el cual se formaron 5 grupos de animales los

cuales; 4 fueron sometidos a diferentes tratamientos y dietas y un control para
compararlo con los experimentales.

150 RATAS
WISTARMACHO

(80-120 g peso)

Formar 5 grupos aleatoriamente
de 30 ratas ciu.

v v v

v

farmacoldgicamente

Inducideypor dieta

Alimento Estreptozotocina
comercial no (60 mll Kg peso)
purificado
(Harlan Teklad,
18% proteina)

obesigénica(a
base de grasas
saturadas)

] Dietacasera

4 h 4

>[V

CONTROL |  [DIABETICO | [ DIABETICO- | [ 0BESO ( BAJOEN
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— —_——
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RESULTADOS (sPSS 16.0 for Windows®,
2007 con prueba de ANOVA.

Figura 7. Disefio metodologico de la investigacion. Procedimientos realizados en la investigacion.
Se designan las siguientes claves para identificar a los diferentes grupos experimentales; C (Control),
STZ: Estreptozotocina (Diabético), STZ-OB (Diabético-Obeso), OB (Obeso) y BP (Bajo en proteina).
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6.1 Animales de experimentacion

Ratas Wistar macho criadas en el bioterio de la U.A.E.H.

a) Tamafo de la muestra: 150 ratas Wistar macho.

b) Criterios de inclusion: Animales entre 80 y 120 g visiblemente saludables.

c) Criterios de exclusion: Animales aparentemente enfermos y con peso mayor al
estimado.

d) Criterios de eliminacién: Animales que murieron durante el ensayo.

6.2 Animales y dietas

Los animales se mantuvieron en jaulas a temperatura y ciclo de luz controlada, agua
ad libitum y durante una semana se alimentaron con producto comercial no purificado
Harlan Teklad® 18% proteina (Madison, WI, USA). Posteriormente, se formaron
aleatoriamente 5 grupos con 30 animales cada uno. Al grupo 1 (control) se le
administro alimento comun para roedores (Harlan Teklad®,18% de proteina, 22%
grasas y 60% hidratos de carbono), el grupo 2 (diabético) fue diabetizado con
estreptozotocina (Sigma Chemical, St. Louis, MO, USA) y alimentado como el
grupol; el grupo 3 (diabético-obeso) fue diabetizado y recibié una dieta obesigénica,
al igual que el grupo 4 (obeso) alimentados con la dieta casera obesigénica a base
de grasas saturadas 40%, donde se incluyo manteca de cerdo, mantequilla y
alimento comercial Purina “Nucleus” 60%) y el grupo 5 se alimento con una dieta
baja en proteinas (6% proteina, 60% hidratos de carbono; hecho a base de pan

molido y azlcar y 34% lipidos; aceite vegetal).

Las dietas adicionadas con grasas saturadas y baja en proteinas fueron calculadas y
elaboradas en el laboratorio de Nutricion (ICSa-UAEH) a razén de 100 g de peso
total (Tabla 1).
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Tabla 1. Composicién nutrimental de las diferentes dietas.

TIPOS DE DIETAS
Dieta Obesigenica
Casera
_ Dieta Normal (para (Purina nucleus
Nutrimento por roedores) Adicionado con manteca Dieta Baja en
100 g de Harlan Teklad® de cerdo y mantequilla) Proteinas
alimento C STZ STZ-OB OB BP
Fibra 59 39 06g
Energia 330 Kcal. 648 Kcal. 500 Kcal.
Hidratos de
69 g 30.7g 81.25¢g
carbono
Proteinas 19¢ 11g 7549
Grasas totales 60 535¢g 105¢
Otros 1lg 1.8¢g 0.15¢g

6.3 Diabetizacion por estreptozotocina (STZ)

La estreptozotocina es una nitrosourea natural aislada de la Streptomyces
achromogenes, que posee una afinidad por las células-B del pancreas, con efecto
antigluconeogénico (Uriarte, et al, 2003). Este compuesto se utiliz6 en un principio
como herramienta diabetogénica experimental a causa de su efecto téxico selectivo
sobre las células-B en los islotes de Langerhans y posee un efecto téxico importante

sobre el rifidn (Rang, et al, 1992).

La diabetizacion se realiz6 con estreptozotocina (Sigma Chemical, St. Louis, MO,
USA) arazén de 60 mg/kg de peso, en regulador de citratos pH de 4.5 (0.1 M). Por

via Intraperitoneal.

6.4 Expresion del gen de la PON1
Después de cada sacrificio se obtuvo el higado y se almaceno a -70 °C para

posteriormente extraer el ARN total.
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6.4.1 Aislamiento de ARN total

El ARN total se obtuvo por la técnica de TRIzol®, en la cual se utilizd6 0.1 g de
muestra homogeneizada en 1ml de TRIzol® (Invitrogen), para la separacion de las
fases, se adicionaron 0.2 ml de cloroformo (J.T. Baker, México) se agito y se
centrifugd (Hettich Zentrifugen, MIKRO 22 R) por 15 min a 10,500 rpm de 2 a 8 °C.
Para la precipitacion del ARN se utilizé 0.5 ml de alcohol isopropilico (Sigma Aldrich,
USA), se agitd e incubd durante 10 min a temperatura ambiente, posteriormente se
centrifugd por 10 min a 10,500 rpm de 2 a 8 °C. ElI ARN se lavo con 1 ml de Etanol al
75% en H20 DEPC libre de ARNsa (USB, corporation, Cleveland, OH, USA), se
mezcld y se centrifugdé por 5 min a 8,000 rpm de 2 a 8 °C. Por ultimo se disolvio el
ARN en 25 pl de H20 DEPC.

6.4.2 Perfil de expresion por RT-PCR

Se realiz6 una reaccion de transcriptasa reversa (RT) con un volumen final de 20 pl
para lo cual se utilizaron los siguientes reactivos: 1 ul de RNA total, 1 pl de oligo dT
(Invitrogen), 1 yl de dNTPs 10mM (Invitrogen), 10 pl de agua estéril y se incubo a
65°C por 5 min en un termociclador (TECHNE, TC-512, UK Barloworld Scientific
Ltd.). Al finalizar la reaccidén se pasardn las muestras inmediatamente a hielo para
provocar un choque térmico para detener la reaccién. Posteriormente se agregaron 4
pl de solucion amortiguadora para la reaccion de Transcriptasa Reversa 5x First-
Strand Buffer (Invitrogen), 2 ul de Desoxirribonucleotidos DTT al 0.1 M (Invitrogen
Canada). Se Mezclar6n e incubardn las muestras durante 2 min a temperatura
ambiente. Y por ultimo se agreg6 1 ul de la enzima Transcriptasa reversa MMLV-RT
(Invitrogen), sometiendo la mezcla a un ciclo de sintesis de ADNc a 37 °C durante

50 min seguido de 70 °C por 13 min.

Se disefiaron oligonucledtidos especificos para el gen de la PON1 utilizando el
programa DNAMAN®, tomando como referencia la base de datos de GeneBank®.
Se utiliz6 como gen de referencia a la B-actina. Para amplificar el gen B-actina

gamma?2 (gen de referencia) se disefiaron los siguientes iniciadores (Tabla 2).
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Tabla 2. Secuencia de oligonucleétidos iniciadores para amplificar por PCR los genes
Actgamma2 y PON1 de rata.

Iniciador Secuencia (5°-3") Tamario del
producto (pb)

Act2F ATGCCATCATGCGTCTTGACCTGGC

425
Act2R CTGCATCCTGTCAGCAATCCCAGGG
PON1F GGACTAACTTTCTTTAGCACAGGG

405
PON1R TTCCCAGGACCCGTAAGTATGGG

6.4.3 Reaccidén en cadena polimerasa (PCR)

Una vez obtenido el ADNc se realizé la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
con un volumen total de 50 pl utilizando los siguiente reactivos: 5 pl del regulador 10x
PCR (Invitrogen, Brasil), 1.5 pl de MgCl2 50mM (Invitrogen, Brasil), 1 pl de dNTPs
10mM (Invitrogen), 1 ul oligonucledtido F, 1 ul oligonucleétido R, 1 pl de la muestra
de ADNc, 39 pl de agua estéril, posteriormente se agitarébn las muestras
aproximadamente durante 5 segundos. Finalmente se agregarén 0.5 ul de la enzima
Taq ADN polimerasa (Invitrogen).

Posteriormente se procedié a incubar las muestras en el termociclador (TECHNE,
TC-512, UK Barloworld Scientific Ltd.) a 35 ciclos de 1 min por 94°C, 1 min por 55°C,
1 min 72 °C, con una desnaturalizacion inicial de 5 min 94 °C y extension final de 5
min 72 °C. Los productos de PCR se analizarén en geles de agarosa al 2%. La
intensidad de las bandas fue analizada con un software (LabWorks®), que nos

permitio saber los niveles de expresion.
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6.5 Electroforesis

Los productos de PCR se analizaron en geles de agarosa al 2% (0.7 g de agarosa)
preparado con: 35 ml de regulador TAE 1x (TAE Buffer 50x diluido 10ml en 490ml de
agua estéril), se calentd en el microondas durante 1 min. Y se dejo enfriar a
temperatura ambiente para posteriormente agregar el Bromuro de Etidio (1.5 ul BrEt)

y se mezclo.

Una vez solidificado el gel se coloc6 en las camaras de electroforesis con regulador
TAE 1x y se procedio a realizar la siembra de las muestras en los pozos; Utilizando 1
pl de colorante y 5 pl de la muestra, posteriormente se conectaron los electrodos a la
fuente de poder a un voltaje de 97 V por 35 min. Finalmente el gel se observo a
través de un transluminador con luz ultravioleta; para analizar la intensidad de las
bandas con el Software (LabWorks®) el cual nos dio a conocer los niveles de
expresion de la PON1 mediante conteo de pixeles.

6.6 Analisis Estadistico

Todos los datos son expresados con valores de las medias + desviacion estandar. El
andlisis estadistico se llevo a cabo con el paquete de Software estadistico (SPSS
16.0 for Windows®, 2007). Las diferencias estadisticas entre los grupos
experimentales fueron analizados por 2 formas de analisis de varianza (ANOVA)
Sidak y SNK (Student-Newman-Keuls). Al valor de p< 0.05 fue considerado
estadisticamente significativo.
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7. RESULTADOS

La medicion de los niveles de expresion en higado del gen de la PON1 de rata, se
realizaron por RT-PCR utilizando como gen de referencia a la B-actina gamma 2 para
normalizar la intensidad de las bandas de amplificacion. Para ello, se disefiaron
oligonucledtidos iniciadores especificos mostrados en la tabla 1. Los productos para
la B-actina gammaz2 fueron 425 pb y 405 pb para PON1 (Figura 8).

f-actina gammaZ  powd

A B C D E F G H

Tamafio g

500 phila banda
mas intensa)

Figura 8: Amplificacion de los genes de rata B-actina gamma2 y PON1. Los paneles A-D muestran la
amplificacion del fragmento de la B-actina gamma2 de 4 muestras diferentes de higado de rata, se observa una
banda del tamafio esperado (425 pb), de igual forma en los paneles E-H muestran la amplificacion de PON1 con
tamafio esperado (405 pb.).

7.1 Expresion relativa de PON-1/B-actina en los diferentes tratamientos
En los siguientes gréaficos se muestran los perfiles de expresion del gen de la PON1

en los grupos de estudio alimentados con diferentes dietas durante 5 meses.

La figura 9 muestra un resumen de la expresion del gen de la PONL1 en los 4 grupos
de estudio comparados con el control y sus diferentes dietas. Los grupos con las
diferencias significativas mas relevantes son: para el mes 0 todos los grupos se
encuentran en un proceso de adaptacion al tratamiento al que fueron sometidos, los
cambios comienzan a notarse en el mes 1; diabético-obeso (STZ-OB) p=0.006 el
mayor, mientras que los grupos diabético (STZ) y obeso (OB) disminuyen su

expresion (p=0.369 y p=0.467 respectivamente), en el mes 3 todos los grupos sufren
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un aumento significativos para el grupo STZ p<0.001, STZ-OB p=0.005 disminuye la
expresion del gen de la PON1, Obeso (OB) p<0.001 y bajo en proteina (BP) p<0.001,
en el mes 4 Unicamente 3 grupos presentan valores significativos; el grupo STZ
p=0.001, STZ-OB p=0.008 y obeso (OB) p<0.001 y en el ultimo tiempo mes 5; sélo el
grupo OB presenta una diferencia significativa (p=0.006) y los grupos STZ y BP
(p=0.066 y p=0.025 respectivamente).
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Figura 9. Expresion relativa PON1/B-ACTINA de todos los grupos experimentales. El resumen de la
comparacion de la expresién de la PON1 del grupo Control () con el resto de los grupos experimentales se
muestran en este grafico donde se observan las diferencias significativas mas relevantes en los grupos: diabético
(STZ.) en el mes 3 p<0.001 y mes 4 p=0.001; el grupo diabético-obeso (STZ-OB B) en el mes1 p=0.006, mes
3 p=0.005 y el mes 4 p=0.008; mientras que para el grupo obeso (OB |I|) en el mes 3 p<0.001, y mes 5 p=0.006
y por ultimo el grupo bajo en proteina (BPH) que presento una expresién baja en los primeros y Gltimos meses y
en el mes 3 aumento significativamente p=0.001. Estos son los cambios que presento la expresion del gen de la
PONL1 a lo largo del tiempo en los grupos con las diferentes dietas. Identificando con * significancia estadistica es
de p=0.006, p=0.005 y p=00.8, ** significancia estadistica es de p=0.001 y *** la significancia estadistica es
p<0.001.

En la figura 10 se muestran los resultados obtenidos de la expresion de la PON1 en
ratas diabetizadas y alimentadas con dieta normal (STZ). S6lo se encontro diferencia
significativa en el mes nimero 3 (p<0.001) y en el mes niamero 4 (p=0.001), siendo

mayor la expresion en el grupo STZ.

34



RESULTADOS

5.00—
=
=
= = =
& ao0 P=0.001
<. — = (i
=
o —
=
S .00 —
== P=0.001
=
— P=0.068
= P=0.352
o)
o 2.00—
= P=0.240
= P=0.409
wu —_l
(18]
o
5< 1.00—
(18]
—
0.00
L] 1 2 3 3 5
| |- —] = = | —§ | | — §—| [— ] — =| s I
Tiempo en meses
Error bars: 95% CI

Figura 10. Expresién Relativa PON-1/B-actina para el grupo Diabético (STZ ). Y comparacién con el
grupo control (C I ). Se observan diferencias significativas en el mes 3 (p<0.001) y en el mes 4 (p=0.001)
mientras que el mes 5 no alcanzo significancia estadistica (p=0.066).

La figura 11 muestra la expresion de la PON1 en el grupo diabetizado alimentado
con dieta obesigenica casera (STZ-OB), el cual mostré diferencias significativas en el
mes 1 (p=0.006), en el mes 3 (p=0.005) y en el mes 4 (p=0.008), aunque en el mes 4
y 5 se observa la diferencia entre los valores estadisticos pero si en la intensidad de
las bandas. En este caso el grupo tratado (STZ-OB) presentd mayor expresion de la

PON1 en los meses 1y 4, por lo contrario, la expresién fue menor en el tercer mes.
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Figura 11. Expresién Relativa PON-1/B-actina para el grupo Diabético-Obeso (STZ-OBM). Y comparacién
con el grupo control (C 1 ).La expresion relativa fue determinada en tejido hepatico en el grupo de ratas diabético
inducido farmacoldgicamente por estreptozotocina y obeso mediante la dieta obesigenica casera. En el que se
aprecian valores significativos en los meses 1 (p=0.006) y en el mes 3 (p=0.005) y en el mes 4 (p=0.008).

La figura 12 muestra la expresién de la PON1 en el grupo Obeso (OB), en este caso
el grupo OB mostré niveles de expresion significativamente mas altos que el grupo
control en los meses 3y 5 (p<0.001 y p=0.006 respectivamente). Aungque en el mes

4, la expresion fue similar en ambos grupos (p=0.075).
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Figura 12. Expresion Relativa PON-1/B-actina para el grupo Obeso (OB & ) y comparacién con el grupo
control (C ). La expresion relativa de la PONL1 fue determinada en tejido hepatico en el grupo de ratas obesas
inducidas mediante la dieta obesigenica casera. En este grupo se observa importante aumento en el mes 3
(p<0.001) y mes 5 p=0.006).
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En la figura 13 se muestra la expresion de la PON1 en ratas alimentadas con dieta
baja en proteinas (BP), se observa en el mes 3 un alto nivel de expresion
estadisticamente significativo (p<0.001), en ningun otro caso los resultados fueron
significativos, aunque es importante resaltar que el grupo BP mantuvo un tanto
estable la expresion del gen de la PON1 a partir del mes 1 hasta el 5.
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Figura 13. Expresion Relativa PON-1/B-actina para el grupo Bajo en Proteina (BP B8 ) y comparacion con

el grupo control (C 1). La expresion relativa fue determinada en tejido hepéatico en el grupo de ratas con dieta
baja en proteina (BP), observando en el mes 3 (p<0.001) siendo el mes con mayor diferencia significativa.
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8. DISCUSION

Existen diversos datos que demuestran que la enzima PON1 protege contra la
oxidacion de las HDL previniendo la aparicion de enfermedades cardiovasculares o
aterosclerosas (Cole, et al, 2003, Ferre, et al, 2004, Pérez M, et al, 2000, Irace, et al,
2008, Tomas, et al, 2004; 2007). Asi, mismo, se ha demostrado que la actividad de la
PON1 disminuye con la presencia de diabetes, con la pronta aparicibn de
complicaciones (Mackness, et al, 2004, Beltowski, et al, 2002 y Shih, et al, 1996), por
lo que nosotros esperamos una disminucion en la expresion del gen de la PON1. Sin
embargo, no se encontraron reportes que corroboren como la expresion de la PON1
esta afectada en un modelo animal diabetizado alimentado con diferentes dietas,

como las utilizadas en este trabajo.

En resumen en la figura 9, no fue observado un patrén Unico de expresiéon del gen de
la PONL1, es decir, los resultados fueron variables. Lo que significa que la presencia
de la diabetes, obesidad y la dieta baja en proteina influyen de manera importante en
la expresion del gen de la PONL1, esto habla de procesos complejos que provocan
cambios fisioldgicos y mecanismos moleculares a todos los niveles de regulacion y
expresion génica, proteinas y metabolismo. Los tratamientos y las dietas empleadas
en este estudio ejercieron efectos importantes y significativos en la estimulacién de la
expresion de la PON1 a través del tiempo. Asi con los avances recientes de la
nutrigendmica podrian conocerse mejor los mecanismos de expresidn ya que
incluyen la modulacién de genes por nutrimentos principalmente lipidos y proteinas
(Corthésy-Theulaz, et al, 2005 y Marti, et al, 2005).

Los animales diabetizados (Figura 10), presentaron un incremento significativo en la
expresion génica de la PON1 en el mes 3 (p<0.001) y en el mes 4 (p=0.001). De
acuerdo con el gréafico, la mayor expresion se dio en el tercer mes y fue decayendo
hasta no ser significativo en el mes quinto. Esto sugiere que el tratamiento realizado
provoca un aumento en la expresion (aunque no temprana), pero que finalmente
decae con el transcurso del tiempo. Debido a que el trabajo se disefio para 5 meses
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de seguimiento, no fue posible comprobar esto, pero creemos que la expresion a lo
largo del tiempo pudo haber sido similar o disminuida, comparada con el grupo

control.

Por otra parte, se ha reportado que acidos grasos saturados estimulan la expresién
de la PON1 (Toméas-Moya, et al, 2007), esto se comprob6 en nuestros estudios, lo
comprobamos con el grupo STZ-OB (animales diabetizados y alimentados con una
dieta obesigénica) especificamente en los meses 1 y 4 (Figura 11). No obstante, en
el tercer mes, se encontrd que la expresion fue significativamente menor comparado
con el grupo control, probablemente al catabolismo proteico compensatorio.
También, se observdé que el patron de expresion fue variable a lo largo del
experimento. Esta diferencia se pudo deber a que la dieta rica en grasas que se
empleo en este trabajo no fueron las mismas a las empleadas por otros autores en
cuanto a nutrimentos y tipos de alimentos en la expresion de diferentes enzimas o
proteinas (dietas aterogénicas ricas en acidos grasos saturados y monoinsaturados
segun Tomas-Moy4, et al, 2007 y dietas altas en grasas y colesterol segun Shih, et
al, 1996) nosotros utilizamos manteca de cerdo y mantequilla, alimentos con alto
contenido de &cidos grasos saturados y colesterol y en menor proporcion acidos
grasos monoinsaturados y poliinsaturados que a diferencia de otros estudios
realizados utilizaron en mayor cantidad pero no especifican el tipo de alimento
utilizado (Shih, et al, 1996,Tomas, et al, 2004 y Tomas-Moya4, et al, 2007). Asi que
estos resultados sugieren que hay grasas que pueden inducir la expresiéon pero otras
que la inhiben. Sin embargo, otro factor a tomar en cuenta y que difiere de los
trabajos reportados, es el efecto combinado de la presencia de diabetes con la dieta
obesigénica, por lo que probablemente esta nueva condicion tiene repercusion
diferente en la expresidon como se puede observar el comportamiento de las barras
en la figura 11, que si se estudian por separado STZ y OB (FiguralO y Figura 12

respectivamente).
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La expresion de la PON1 en un estado obesigénico inducido por la dieta se observa
en la figura 12. El grupo obeso (OB) presentd un aumento en la expresion génica de
la PON1 en el mes 3 (p<0.001) y en el mes 5 (p=0.006) significativamente mayores
que el grupo control. Estudios anteriores refieren que los acidos grasos saturados
contenidos en la dieta, provocan eventos moleculares y son susceptibles al
desarrollo de obesidad y transcripciones especificas de las enzimas modulando, asi,
su expresion génica (Costa, et al, 2003, Tomas-Moya, et al, 2007). En nuestros
resultados, la expresion del a PON1 fue mas significativo durante el tercer y quinto
mes, no siendo significativo en el cuarto, cabe resaltar que es el Unico grupo que
presentd un aumento significativo en el Gltimo mes. Suponemos que estos cambios
en la expresion son debidos a la funcién estimulante que ejercen las grasas
contenidas en la dieta a lo largo del tiempo, tal y como lo sefalan algunos autores
(Shih, et al, 1996, Kudchodkar, et al, 2000, Moya, et al, 2004 y Cherki, et al, 2004).

Finalmente, el grupo con dieta baja en proteina (BP), mostr6 Unicamente mayor
expresion de la PON1 en el mes 3 (p<0.001) disminuyendo y no siendo significativo
en los ultimos meses comparados con el grupo control, como lo muestra la Figura 13.
Estudios realizados con dietas bajas en proteina, provocan la expresion de
numerosos genes. P. ej., en un estudio en higado de ratas, se vio afectada la
expresion génica del receptor de la Hormona del Crecimiento (RGH) IGF-1 y SOCS3
(Proteinas supresoras de la sefializacion por citocinas). La restriccion del consumo
de proteina disminuyé los niveles de ARNm del RGH al igual que el nimero de sitios
receptores, pero elevo la transcripcion del gen SOCS3 (Umaiia, et al, 2003). Tal y
como se ha demostrado, que ratas alimentadas con una dieta baja en proteina
presentan modificacion de algunas enzimas y/u hormonas por la disminucion en la
expresion génica (Ferré, et al, 2004) por ejemplo disminuyen la accion de las
enzimas de secrecion de insulina estimulada por glucosa (SIEG) provocando un
desequilibrio en el metabolismo de la glucosa y/o reducciéon en la expresion del
transportador GLUT2 de igual manera expresion disminuida de las cinasas,
involucradas en el proceso de secrecién de insulina (Marti, et al, 2005, y Torres, et al,
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2007), también inducen la elevacion de la hormona paratiroidea segun Kerstetter, et
al, 2000. En nuestro caso, nosotros suponemos que el bajo aporte proteico, provoca
la movilizacién de acidos grasos (lipidos) para abastecer de energia a la célula, sin
embargo como se menciond, esto a su vez puede estimular la expresion del gen de
la PONL1, pero debido al gran desorden metabdlico que se genera, nuevamente la

expresion se ve disminuida especialmente en tiempos prolongados.

41



CONCLUSIONES

9. CONCLUSIONES

Los diferentes tipos de alimentacién, modificaron en forma variable la expresion del
gen de la PON1. En ningln caso se observo un patrén de expresion con respecto al

tiempo de tratamiento.

En general, los cambios importantes de expresion se dieron a partir del tercer mes de

tratamiento en todos los grupos.

Los animales diabéticos aumentaron la expresion de la PON1 a través del tiempo,

aungue no se sabe que tan efectiva es su actividad enzimatica.

Los animales diabéticos (STZ), obesos (OB) y bajos en proteina (BP) fueron los que
mayor indujeron la expresion del gen de la PON1, aunque solo fue en el tercer mes

de tratamiento.

Factores ambientales (dieta) modifican a un mas la expresion de la PON1 cuando se

combinan con la enfermedad.

Los animales diabéticos-obesos (STZ-OB) fueron los que menor indujerén la

expresion de la PONL.

El grupo de animales obesos (OB) mostr6 aumento en la expresion en el Ultimo mes

comparado con el resto de los grupos.

La regulacion de la expresion génica por nutrimentos (nutrigenémica) es una
herramienta de gran importancia para estudiar el mecanismo de accion a nivel

molecular de los nutrimentos contenidos en los alimentos y su efecto en la salud.
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