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ABREVIATURAS

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

EGIR: European Group for the study of Insulin Resistance / Grupo Europeo para el

estudio de la resistencia a la insulina.
ATP lll: Adult Treatment Panel .

AACE: American Association of Clinical Endocrinologists. / Asociacion Americana

de Endocrinologos Clinicos.
IDF: International Diabetes Federation. / Federacion Internacional de Diabetes.
IFT: Impaired Fasting Glucose/ Glucosa en ayunas dafiada
IFG: Impaired Glucose Tolerance/ Tolerancia a la Glucosa dafada.
IMC: indice de Masa Corporal.
CCC: Cociente Cintura/Cadera.
HDL C: Colesterol asociado a lipoproteinas de alta densidad.
mg: Miligramos.
dL: Decilitros.
mmHg: milimetros de mercurio.
cm: Centimetros.
Kg: Kilogramos.
m?: Metros cuadrados.
TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa.
IL-6: Interleucina 6.
HDL.: Lipoproteinas de alta densidad.

MDL: Lipoproteinas de media densidad.




LDL: Lipoproteinas de baja densidad.

VLDL: Lipoproteinas de muy baja densidad.

PAS: Presion arterial sistolica.

PAD: Presion arterial diastolica.

CPR: Proteina C reactiva.

HbAlc: Hemoglobina glicosilada.

UNICEF: Fondo de las Naciones Unidas para la Infancia.
mL: Mililitros.

KJ: Kilojoules.

Kcal: Kilocalorias.

ENSANUT: Encuesta Nacional de Salud y Nutricion.
OCDE: Organizaciéon para la Cooperaciéon y el Desarrollo Econémico.
'C: Grados centigrados.

NOM: Norma Oficial Mexicana.

A: Agua.

SS: Solucion de Sacarosa al 10.5 %.

CZ: Coca-Cola Zero.

CC: Coca-Cola.

EDTA: Acido Etilendiamino tetracético.

mm: Milimetros.

M: Molar.

g: Gramos.




Resumen.

La hip6tesis de la programacion metabdlica propone una asociacion
epidemioldgica entre un crecimiento disminuido durante la etapa fetal y durante la
infancia y el riesgo de padecer diabetes mellitus tipo 2 y sindrome metabdlico en la
edad adulta como resultado de alteraciones permanentes en el metabolismo de la
glucosa. El sindrome metabdlico es un conjunto de factores fisioldgicos,
bioquimicos, clinicos y metabdlicos que incrementan directamente el riesgo de
padecer enfermedades cardiovasculares, diabetes mellitus entre otras
enfermedades cronico-degenerativas. La desnutricion es una condicion fisiologica
en la que existe una carencia de nutrientes y micronutrientes y se manifiesta con
estados clinicos, metabdlicos y antropométricos caracteristicos como: talla baja,
anemia y retraso cognitivo. La desnutricion durante la gestaciéon y lactancia tiene
importantes consecuencias en el desarrollo del individuo. Los refrescos de cola
son bebidas carbonatadas preparadas a partir de un jarabe alto en azlcar y una
mezcla variada de ingredientes. El refresco de cola mas popular y mas
comercializado del mundo es la Coca-Cola. En el presente trabajo se utilizaron
ratas Wistar macho como modelo biolégico y se les dio un tratamiento en dos
niveles, el primer nivel fue inducir desnutricion durante la gestacion y la lactancia.
El segundo nivel fue la administracion crénica de refrescos. A los tres meses de
edad se realizaron curvas de tolerancia a la glucosa administrada por via
intraperitoneal a cada uno de los animales y una semana después se realizé el
sacrificio. Se realizaron pruebas de reactividad vascular en arteria aorta abdominal
disecada. Los resultados obtenidos demuestran que la programaciéon metabdlica
provoca cambios en el crecimiento de los animales de mayor relevancia que el
consumo crénico de los refrescos, tanto la programacion metabdlica como el
consumo de los refrescos provoca alteraciones en la actividad del receptor a-1D
de los vasos sanguineos.

Palabras clave: Sindrome metabdlico, desnutricion, Coca-Cola, insulina, receptor
a-1D.




Abstract.

The thrifty phenotype hypothesis proposes an epidemiological association between
poor fetal and infant growth and the development of diabetes mellitus type 2 and
metabolic syndrome in the adulthood as a result of permanent changes in the
glucose metabolism. Metabolic syndrome is an ensemble of physiological,
biochemical, clinical and metabolic factors that increases the risk of cardiovascular
disease, diabetes mellitus and others chronic-degenerative diseases. Malnutrition
is a physiological condition characterized by a lack of nutrients and micronutrients
and includes metabolic and anthropometric features as lower body size, anemia
and an impaired cognitive development. Malnutrition during pregnancy and
lactation presents important consequences in the development of individuals. Cola
sodas are carbonated beverages made with a high sucrose syrup and a mix of
many ingredients. The most popular and most commercialized soda in the world is
the Coca-Cola. Thus work, male Wistar rats were used as the biological model and
they were given a two-level treatment. The first level was to induce malnutrition
during the pregnancy and lactation. The second level was the chronic
administration of the soda. When the animals were three months old, an
intraperitoneal glucose tolerance test was performed to each one animal and a
week later the animals were sacrificed. Vascular reactive tests were performed
using dissected abdominal aorta artery. The results show that the nutritional
programming promotes changes in the animal's growth more significant than the
chronic consumption of sodas. Both the nutritional programming and the
consumption of soda, triggers changes in the activity of the a 1D-adrenoceptors.

Key words: Metabolic syndrome, malnutrition, Coca-Cola, insulin, a 1D-
adrenoceptors




CAPITULO |
INTRODUCCION
1.1 Sindromemetabdlico

El sindrome metabdlico es un conjunto de factores fisioldégicos, bioquimicos,
clinicos y metabdlicos que incrementan directamente el riesgo de padecer
enfermedades cardiovasculares, diabetes mellitus tipo 2 entre otras patologias
(Kaur, 2014).

Es importante dejar en claro que existen diferentes consensos de parte de
la comunidad médica para poder dar una definicibn exacta del sindrome
metabdlico ademas de que los criterios diagndsticos del mismo son muy diversos.

El concepto epidemioldgico del sindrome metabdlico se origind a partir de la
observacion de varios factores de riesgo que a menudo coinciden en pacientes
que padecen obesidad abdominal, dislipidemias, hipertension arterial, glucosa
elevada en ayunas y resistencia a la insulina (Beltran-Sanchez, 2013). Los
criterios diagnosticos mas utilizados en la actualidad son los de la OMS, EGIR,
ATP I, AACE yla IDF




COMPONENTES OMS (1998) EGIR (1999) ATP 11l (2001) AACE (2003) IDF (2005)

IGT & IFG ademas de  Ninguna

Resistencia a la
insulina

Peso corporal

Presion sanguinea

IGT, IFG, diabetes
mellitus tipo 2 o
sensibilidad a la
insulina disminuida,
ademds de 2 de los
siguientes signos.
IMC=304CCC=0.9
hombres = 0.85 en
las mujeres.

Triglicéridos = 150
mg/dLyfoHDLC <
35 mg/dLen
hombres 0 <39
mg/dL en mujeres.

=140/ 30 mm Hg.

IGT, IFG ¢ diabetes
mellitus tipo 2.

Microalbuminuria.

Insulina plasmatica
=758, percentil,
ademas de 2 de los
siguientes signos.

Circunferencia
abdominal = 34 cm
en hombres y = 80
CM en mujeres,

Triglicéridos = 150
mg/dLyfo HDLC <
39 mg/dLen

hombres o mujeres.

= 140/ 30 mm Hg.

IGT & IFG pero no
diabetes.

Ninguna, pero 3 de
los 5 siguientes
signos.

Circunferencia
abdominal = 102 cm
&n hombres y 2 88
en mujeres.

Triglicéridos = 150
mg/dL.
HDL C < 40 mg/dL
en hombres y < 50
mg/dL.

=130/ 85 mm Hg.

=110 mg/dL
(incluye diabetes).

los siguientes
signos, basados en
el juicio clinicos.

IMC = 25 kg/m?.

Triglicéridos =150
mg/dL.
HDL € < 40 mg/dL
en hombres y < 50
mg/dL.

=130/ 85 mm Hg.

IGT & IFG pero no
diabetes,

Otras
manifestaciones de
resistencia a la
insulina.

Peso corporal
aumentado, ademas
de 2 de los
siguientes signos.
Triglicéridos = 150
mg/dL.

HDL C < 40 mg/dL
en hombres y < 50

mg/dL

=130/ 85 mm Hg.

100 mg/dL
incluyendo diabetes.

Tabla 1. Criterios propuestos para el diagndstico del sindrome metabdlico.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) sefiala que para el diagnéstico
del sindrome metabdlico se deben presentar alteraciones en la tolerancia a la
insulina, ademas de dos de

glucosa y resistencia a la las siguientes

manifestaciones clinicas: Hipertension arterial, dislipidemias, obesidad vy

microalbuminuria.

1.2 Resistenciaalainsulina
a) Insulina

La insulina es una hormona de naturaleza peptidica sintetizada en las
células B de los islotes de Langerhans en el pancreas. La insulina esta compuesta
por dos cadenas polipeptidicas asociadas entre si mediante puentes disulfuro, y

sus estructuras contienen 51 aminoacidos (Koolman, 2012).




Figura 1. Estructura tridimensional de la insulina.

La insulina es una hormona anabolizante que favorece la captacion,
utilizacion y almacenamiento de glucosa, aminodcidos y lipidos después de su
ingesta, también inhibe procesos catabdlicos como la degradacién de glucégeno,
grasas y proteinas. El principal estimulo que desencadena la secrecion de insulina
es la glucosa, aunque otros nutrientes como aminoacidos, acidos grasos y
cuerpos ceténicos también inducen su liberacion, asi como hormonas
gastrointestinales, pancreéaticas y neurotransmisores adrenérgicos y colinérgicos
(Garcia-Barrado, 2009).

Casi todas las formas de diabetes se deben a un decremento de las
concentraciones de insulina en la circulacion o a una disminucién de la respuesta
de los tejidos periféricos, este Ultimo fendbmeno se le conoce como resistencia a la
insulina (Davis, 2007). La resistencia a la insulina es un signo presente en
multiples patologias como la obesidad abdominal, la diabetes mellitus,

hipertension arterial y por consiguiente el sindrome metabdlico.

b) Mecanismo de accion de la insulina

El mecanismo de accién de la insulina es complejo e incluso en la

actualidad se desconoce con exactitud el mecanismo completo.




Ante niveles elevados de glucosa en la sangre, el pancreas secreta insulina.
La insulina se une a receptores tirosincinasa de insulina, produciéndose un cambio
en la conformacién del receptor. Esta autofosforilacion hace que el receptor
fosforile sustratos intracelulares especificos (IRS), produciéndose una serie de

reacciones en cadena que puede seguir dos vias de sefalizacién:
1.- Via de los activadores de mitégenos.
2.- Via de la fosfatidil inositol 3 cinasa (PlsK).

Las moléculas de los sustratos del receptor de la insulina se asocian con el
complejo p85/p110 de PIsK, produciéndose la activacion de una proteincinasa B,
involucrada en la translocacién del GLUT4, el transportador de glucosa sensible a

la insulina (Garcia-Barrado, 2009).

1.3 Obesidad

La obesidad se considera una enfermedad crénica y multidimensional
derivada del aumento de la ingesta calérica y la disminucion del gasto energético

mantenidos durante un periodo de tiempo prolongado (Garcia-Barrado, 2009).

La obesidad constituye un importante factor de riesgo para el desarrollo de
enfermedades como la diabetes mellitus tipo 2, dislipidemias, hipertension arterial,
enfermedades coronarias, insuficiencia cardiaca, infarto cerebral, artrosis, apnea

del suefio y algunos tipos de cancer (Garcia-Camba, 2009).

a) Criterios para el diagndstico de la obesidad

La OMS define el sobrepeso y la obesidad como una anormal o excesiva
acumulacion de grasa la cual presenta un riesgo para la salud. El IMC es la

medida mas utilizada para el diagnostico del sobrepeso y de la obesidad.

El IMC es un valor que se obtiene dividendo el peso de una persona en
kilogramos sobre su altura en metros al cuadrado (Kg/m?). En adultos un valor
igual 0 mayor a 25 Kg/m? es considerado sobrepeso, mientras que un valor igual o

mayor a 30 Kg/m?se considera obesidad.
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La determinacion del IMC es la forma mas utilizada para el diagnéstico de la
obesidad, sin embargo, un método mas adecuado para medir la obesidad es la
determinacion de la grasa corporal. En hombres, un 25 % o mas de grasa corporal
es considerada obesidad, mientras que en mujeres un 35 % o mas de grasa

corporal es considerada obesidad (Guyton, 2002).
b) Etiologia

En términos generales la obesidad tiene tres causas: La predisposicion
genética, la falta de actividad fisica (sedentarismo) y habitos alimenticios erroneos
(Koolman, 2012). La principal causa de la aparicion de la obesidad es la
combinacion de una dieta hipercal6rica, asi como la disminucion de la actividad

fisica.

Con una menor incidencia en la poblacion, la obesidad puede presentarse
en individuos con trastornos glandulares como el sindrome de Cushing,
hipotiroidismo o el sindrome del ovario poliquistico, o bien, por terapia hormonal

(corticosteroides). A estos tipos de obesidad se les denomina obesidad endbégena.

c) Papel de los adipocitos en la enfermedad

Los adipocitos son células del organismo cuya principal funcion es el
almacenamiento de energia en forma de triacilglicéridos. Los adipocitos tienen
una enorme capacidad para aumentar su tamafio cuando almacenan
triacilglicéridos, pueden aumentar su volumen 200 veces (Fruhbeck G., 2001).
Ademas del almacenamiento de lipidos, los adipocitos también tienen funciones
endocrinas. Los adipocitos secretan hormonas, factores de crecimiento, enzimas,
y otras moléculas como lo son leptina, factor de necrosis tumoral a (TNF-a),
interleucina 6 (IL-6), angiotensindgeno, adiposina entre otras moléculas (Frihbeck
G., 2001).

La expresion excesiva de adipocitos (hipertrofia) produce alteraciones en su
funcionamiento y es considerado el principal desencadenante de alteraciones

presentes en la obesidad (Aguilera-Méndez A., 2013). Estas anormalidades
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anatomopatologicas podrian incitar respuestas metabdlicas e inmunes que

promuevan diabetes mellitus tipo 2, hipertension vy dislipidemias (Bays H.E., 2008).

d) Relacion entre la obesidad y la resistencia a la insulina

La obesidad es un factor esencial para la aparicion de la resistencia a la
insulina, debido a que durante la obesidad se produce un nivel duradero de acidos

grasos libres en la sangre (Koolman, 2012).

El aumento en la concentracién de &acidos grasos en la sangre se debe a
que los adipocitos hipertréficos son resistentes a los efectos lipoliticos de la
insulina, lo que origina la produccion intracelular de otros compuestos como
diacilglicerol y ceramidas que favorecen la resistencia a la insulina (Aguilera-
Méndez A., 2013). Los acidos grasos son en muchos dérganos el sustrato
predominante para la produccion de energia, lo que reduce el uso de la glucosa
como fuente de energia y a su vez se produce una inhibicion de la recaptacion de
glucosa (Koolman, 2012), viéndose reflejado un aumento en la concentracion de

glucosa e insulina en sangre.

El nivel elevado de acidos grasos en la sangre, propicia que se produzcan

dislipidemias en el organismo.
1.4 Lipidosy dislipidemias

Las dislipidemias son alteraciones del metabolismo lipidico que cursan con
un aumento de los niveles plasmaticos de colesterol, triglicéridos o ambos (Garcia-
Camba, 2009).

Los lipidos son un conjunto de biomoléculas con estructuras quimicas muy
diversas y cuya Unica caracteristica en comun es la de ser hidréfobos y ser
solubles en compuestos no polares. Los lipidos poseen mdltiples funciones en los
organismos Vvivos, por mencionar algunas podemos destacar que constituyen la
principal reserva energética, son componentes fundamentales de las membranas
celulares, actian como mensajeros quimicos, son precursores de coenzimas,

entre muchas otras funciones.
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Existen muchas familias de lipidos, algunos de las de mayor importancia
biologica son los acidos grasos, triacilglicéridos, esteroides, fosfolipidos,

esfingolipidos, ceras, entre otros.

Los lipidos que el ser humano consume se encuentran en alimentos como
aceites, mantecas, nueces, alimentos de origen animal, y en algunos productos
vegetales. Los animales tienen la capacidad de almacenar grandes cantidades de
lipidos los cuales son utilizados como una fuente de energia de reserva ante
condiciones de ayuno. El ser humano puede sintetizar lipidos a partir del acetil-

Coa.

Los lipidos de mayor importancia en el diagnéstico del sindrome metabdlico

son los triacilglicéridos y las lipoproteinas de alta densidad (HDL C).
a) Triacilgliceridos

Los triacilglicéridos, también conocidos como triglicéridos, son una familia
de lipidos que estan compuestos por tres cadenas de acidos grasos en un enlace
éster con una molécula de glicerol. Los triacilglicéridos estan presentes en

alimentos ricos en grasas como los aceites y las mantecas.

Los triacilglicéridos son almacenados en células especializadas conocidas
como adipocitos. La principal funcion de los triacilglicéridos es actuar como una

reserva de energia para el organismo.

Figura 2. Modelo tridimensional de una molécula de un triacilglicérido.

b) Esteroides

Los esteroides son lipidos estructurales que se hallan presentes en la

mayoria de células eucariotas. Su estructura caracteristica es la de un nucleo
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compuesto de cuatro anillos fusionados, tres de ellos con seis carbonos y uno con
cinco (Nelson, 2000).

Uno de los esteroides mas importantes es el colesterol, componente de las
membranas celulares de los animales y precursor para la sintesis de numerosas
hormonas como testosterona, progesterona y estrégenos (Karp, 2004). En el
organismo, el colesterol proviene tanto de la alimentacion (alimentos de origen
animal) y la biosintesis. Casi todas las células nucleadas pueden sintetizarlo,

aunque la mayor parte es sintetizada en el higado y los intestinos (Mayes, 2008).

Al ser hidréfobo, el colesterol en estado libre presenta dificultad para ser

distribuido en el torrente sanguineo, porlo que se acopla con apoproteinas.
c) Lipoproteinas

Las lipoproteinas son macromoléculas formadas por la union de lipidos y

proteinas. Su funcion en el organismo es el transporte de lipidos por el organismo.

Si contar a los quilomicrones, las lipoproteinas se clasifican en cuatro

grupos en funcién de su densidad:

e Lipoproteinas de alta densidad (HDL): Contienen una gran concentracion
de proteinas, pero cantidades muy menores de fosfolipidos y colesterol.
Son lipoproteinas con accidn protectora y son auxiliares en la excrecién de
colesterol a través de la via hepatica.

e Lipoproteinas de media densidad (MDL): Son lipoproteinas de muy baja
densidad a las cuales se les ha extraido una gran parte de triacilglicéridos,
de modo que las concentraciones de colesterol y fosfolipidos estan
aumentadas.

e Lipoproteinas de baja densidad (LDL): Son derivadas de las MDL, a las que
se les ha extraido casi en su totalidad los triacilglicéridos, por lo que tienen
una concentracion elevada de colesterol y una cantidad moderada de
fosfolipidos.

e Lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL): Contienen concentraciones

elevadas de triacilglicéridos y moderadas de colesterol y lipoproteinas.
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Las lipoproteinas de alta densidad transportan los triacilglicéridos
sintetizados en el higado al tejido adiposo, mientras que las otras lipoproteinas
transportan colesterol y fosfolipidos desde el higado a los tejidos periféricos o
desde la periferia al higado (Guyton, 2002).

d) Aterosclerosis.

La aterosclerosis es una enfermedad de las arterias grandes e intermedias
en las que surgen depodsitos de grasa llamados placas ateromatosas. Es
importante no confundir la aterosclerosis con la arterosclerosis, ya que este Ultimo
término se refiere al engrosamiento y rigidez de los vasos sanguineos de cualquier
tamafio (Guyton, 2002).

El colesterol es el lipido sérico que mas a menudo ha sido relacionado con
la incidencia de aterosclerosis y cardiopatias. Las concentraciones altas de
colesterol en VLDL, MDL o LDL se relacionan con aterosclerosis, en tanto los

valores elevados de HDL tienen un efecto protector (Mayes, 2008).

1.5 Hipertension arterial

La hipertension arterial es una condicion caracterizada por un incremento
de la presion arterial (presion arterial sistolica (PAS) >140 mm de Hg; y/o presion
arterial diastdlica (PAD) > 90 mm de Hg, como consecuencia de cambios
hemodindmicos macro y microvasculares (Aguilera-Méndez A., 2013). Estos
cambios en la presion arterial provocan importantes dafios en érganos como el

corazon, rifién y los ojos, por mencionar algunos.

La hipertension arterial es uno de los mayores problemas de salud publica
del pais y una de las principales causas de muerte en los paises desarrollados,
debido al hecho de ser un factor desencadenante de muchas otras enfermedades
como el infarto al miocardio, hipertrofia cardiaca, insuficiencia renal e infarto

cerebral, entre otras.
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Existen muchos factores que favorecen el desarrollo de la hipertension, los
mas comunes son el sobrepeso, el tabaquismo, el elevado consumo de sodio y el

alcoholismo.

a) Relacion de la hipertension con la diabetes mellitus

La mayoria de las complicaciones mas importantes de la diabetes mellitus
estan relacionadas con la hipertensién arterial. Un importante porcentaje de
diabéticos presentan enfermedades como insuficiencia renal, neuropatias y

ceguera las cuales estan relacionadas con hipertension arterial.

La diabetes mellitus en humanos se ha asociado con hiperreactividad del
musculo liso vascular y muchos reportes la han atribuido a un sinfin de causas
(Jardén, 2007). Algunos de los factores asociados a este aumento de la

reactividad vascular del musculo liso durante la diabetes mellitus son:

e Aumento de la de la actividad de los canales de calcio en células del
musculo liso vascular.

e Alteracién de la distribucion del calcio subcelular, o por un aumento del
anion superoéxido.

e Incapacidad del endotelio para liberar agentes vasodilatadores.

e Reduccion en el efecto relajante por la liberacion de prostaglandinas
vasoconstrictoras derivadas de células endoteliales.

e Aumento de la concentracion sérica de factores proinflamatorios (TNF a, IL-
6, CPR).

1.6 Diabetes mellitus

La diabetes mellitus es una enfermedad crénica que se presenta cuando el
pancreas no produce suficiente insulina o cuando el cuerpo es incapaz de utilizarla
de manera eficiente. (World Health Organization, 2016). La principal caracteristica

de la diabetes mellitus es la hiperglucemia cronica.

Otros sintomas recurrentes de la diabetes mellitus son la polifagia, la

polidipsia, la poliuria, fatiga extrema, vision borrosa, cicatrizacion lenta en heridas,
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pérdida de peso inexplicable, dolor y/o insensibilidad en manos y pies entre otros
(http:/Mmww.diabetes.org/diabetes-basics/symptoms/?loc=hottopics citado el
20/08/2016).

a) Clasificacion de la diabetes

La diabetes mellitus es una enfermedad compleja con una etiologia muy

diversa. La OMS clasifica a la diabetes mellitus en los siguientes tipos:

e Diabetes mellitus tipo 1: También conocida como insulinodependiente, es
un tipo de diabetes en el que el organismo deja de producir insulina debido
a la destruccion de las células B del pancreas. Este tipo de diabetes suele
presentarse desde la nifiez.

e Diabetes mellitus tipo 2: También conocida como no insulinodependiente.
Es el tipo mas comun de diabetes, y se caracteriza porque se presenta en
pacientes con resistencia a la insulina.

e Otros tipos de diabetes: En este grupo se incluyen a multiples patologias
gque producen diabetes mellitus. Estas patologias son de una etiologia muy
variada y constituyen menos del 5 % de los casos reportados de pacientes
con diabetes mellitus. Estos tipos de diabetes pueden ser causados por
defectos en la funcion de células B, defectos genéticos en la accion de la
insulina, enfermedades del pancreas exocrino, endocrinopatias, destruccion
de las células B del pancreas por farmacos, infecciones, enfermedades
autoinmunes poco comunes Yy otros sindromes genéticos. (World Health
Organization 1999).

b) Diagnostico de la diabetes mellitus

Mas alla de los signos y sintomas caracteristicos de la diabetes, el estandar
de oro para el diagnostico de la diabetes es la medicion de la glucosa en sangre

en ayunas.

Ademas de la glucemia en ayunas, también es posible diagnhosticar a la

diabetes mellitus con otros exdmenes como lo son la medicion de la glucosa en
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sangre dos horas después del consumo de una carga de glucosa o la

cuantificacion de hemoglobina glicosilada (HbAlc)

c) Papel de la insulina en la enfermedad

La insulina es una hormona hipoglucemiante. Cuando se presentan
alteraciones en su secrecion y/o en su accion produce la aparicion de la diabetes

mellitus.

1.7 Microalbuminuria

La albuminuria es un signo fisiolégico que indica la presencia de albumina
en la orina. La albumina es una proteina de gran tamafio que en condiciones
normales no debe ser excretada por via renal. La presencia de albumina en la
orina es un indicativo de fallo renal. Cabe sefalar que la albumina es la proteina
mas abundante en la sangre, sin embargo, la presencia de otras proteinas en la

orina (proteinuria) también es un indicativo de fallo renal.

La microalbuminuria se define como valores persistentes de albumina en la
orina entre 30 y 300 mg/dia. Valores por encima de 300 mg/dia representan una

proteinuria franca.

La microalbuminuria es un marcador de alteracion de la funcién renal en la
diabetes mellitus, y en individuos no diabéticos puede sugerir la expresion de dafio
renal endotelial vascular y por lo tanto sirve como un indicador temprano de

aterosclerosis (Deckert T., 1989).

Cabe sefalar que la OMS es el Unico organismo que considera a la

microalbuminuria como un componente del sindrome metabdlico.

1.8 DESNUTRICION

La desnutricibn es un estado en el que se presenta una deficiencia
nutricional tanto de macronutrientes como de micronutrientes. La desnutricion se
manifiesta por la presencia de estados clinicos, metabdlicos y antropométricos

caracteristicos como la talla baja, anemia, debilidad, retraso cognitivo, entre otros.
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La desnutricion es un problema que se presenta con poca frecuencia en
paises desarrollados, aunque puede encontrarse en cierto grado entre grupos de
menores recursos, ancianos, personas con requerimientos nutricionales mayores
como nifios, mujeres embarazadas o en lactancia, convalecientes, alcohdlicos o
individuos con dietas restringidas (Mayes, 2008). En los paises en vias de

desarrollo la desnutricion sigue siendo un grave problema de salud publica.

a) Desnutricion infantil

Una adecuada nutricion durante la infancia y la nifiez temprana es esencial
para asegurar que los nifios alcancen todo su potencial en relacién al crecimiento,
salud y desarrollo. (Organizacion Mundial de la Salud, 2010). La nutricion
deficiente incrementa el riesgo de padecer enfermedades y es una de las

principales causas de la mortalidad en los menores de 5 afios.

La caracteristica mas notoria de la desnutricion infantil es la disminucion del
crecimiento y los indicadores mas comunes para el crecimiento son el sobrepeso y
la talla baja (Martorell, 1999). La desnutricion en etapas criticas de la vida como el
desarrollo intrauterino y/o lactancia tiene importantes consecuencias durante el
crecimiento de los individuos y esto se ve reflejado durante toda la vida de los
individuos, esto sin considerar la elevada tasa de mortalidad que se presenta en

los recién nacidos con desnutricidbn severa.

La desnutricidon in utero esta directamente relacionada con la nutricion de la
madre; si las reservas maternas de nutrientes, minerales y micronutrientes son
pobres tanto en calidad como cantidad, la nutricion del producto sera deficiente
(Martorell, 1999).

b) Importancia de la lactancia

La leche materna es una secreciéon producida por los animales mamiferos y

sirve como alimento para su descendencia en las primeras etapas de su vida.
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En el caso del ser humano, la leche materna contiene todos los nutrientes
gue necesita un lactante durante los primeros seis meses de vida. (Organizacion
Mundial de la Salud, 2010). Ademas de ser una fuente de nutrientes, la leche
materna también contiene anticuerpos que ayudan al desarrollo del sistema
inmune del lactante, asi como factores que estimulan el desarrollo del sistema

digestivo del lactante.

Tanto la OMS como la UNICEF tienen recomendaciones acerca de la

practica de lactancia:

e Lactancia materna exclusiva durante los primeros 6 meses de vida.
¢ Iniciar alimentacion complementaria, adecuada y segura a partir de los 6
meses de edad, manteniendo la lactancia materna hasta los dos afios de

edad o mas.

Algunos de los beneficios que se observan de las practicas adecuadas de la
lactancia son la disminucién de la tasa de mortalidad, disminucién de la incidencia
de enfermedades infecciosas, disminucion de la incidencia de enfermedades
autoinmunes, disminucibn en la incidencia de enfermedades cronico-

degenerativas en la edad adulta y aumento del rendimiento escolar.

1.9 Lahipodtesisdela programacion metabdlica

La hipétesis de la programacion metabdlica, también conocida como la
hipotesis del fenotipo ahorrativo o hipétesis de Barker & Hales (debido a sus
descubridores David Barker y Nicholas Hales) propone wuna relacion
epidemiologica entre un crecimiento fetal e infantil disminuido y el subsecuente
desarrollo de diabetes mellitus tipo 2 y sindrome metabdlico en la edad adulta
(Barker, 1993). Si al térrmino del crecimiento de un individuo que se desarroll6 en
condiciones de restriccién alimenticia, el individuo es sobrealimentado o mal
alimentado, se manifestara una incompatibilidad entre la programaciéon metabdlica
del individuo y las condiciones nutricionales de su ambiente, desembocando en

obesidad y el desarrollo de sindrome metabdlico.
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La programacion metabdlica no es exclusiva de un ambiente de
desnutricibn materna, ya que también se manifiesta en condiciones de
sobrealimentacién materna durante la gestacion y la lactancia, produciéndose el
mismo riesgo del desarrollo de obesidad y sindrome metabdlico en la

descendencia.

La hipétesis de la programacion metabdlica surgi6é a partir de observaciones
epidemiologicas de individuos que habian nacido o crecido en Inglaterra durante la
segunda guerra mundial. Estos individuos crecieron en condiciones de carestia
alimenticia y en la edad adulta presentaban una elevada incidencia de
enfermedades metabdlicas como la obesidad, diabetes mellitus tipo 2 e

hipertension.

Los individuos sometidos a desnutricion durante etapas criticas de la vida
presentan una serie de cambios anatdmico-fisiolégicos en sus organismos, las
cuales forman parte de una estrategia de supervivencia ante un ambiente carente
de nutrientes. Algunos de los cambios mas observables en estos individuos son
secrecion anormal de insulina, regulaciéon anormal del apetito, incremento de la

glucosa hepética, resistencia a la insulina en el musculo, hipertension entre otras.

En modelos animales, las crias cuyas madres tuvieron una alimentacion
limitada durante la gestacion y lactancia presentaron una mayor tendencia de
desarrollar un incremento de grasa corporal, niveles elevados de triglicéridos,
colesterol, concentraciones en las concentraciones de hormonas como la leptina,
insulina y resistencia a la insulina (Zambrano, 2006), asi como aumento en la
presiéon diastélica y sistélica (Vickers, 1999; Ozaki, 2001) y alteraciones en la

expresion de receptores de angiotensina ( (McMullen S., 2005).

Existe evidencia que demuestra que individuos desnutridos durante el
desarrollo, y que posteriormente son alimentados con una dieta alta en grasa y
alta en calorias, presentan alteraciones metabdlicas (aumento de peso corporal,
hipertrigliceridemia, aumento de las concentraciones séricas de leptina), en
comparaciéon de individuos con un desarrollo apropiado durante el crecimiento

(Desai M., 2007). EIl consumo de dietas hipercaléricas favorece la apariciéon de
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patologias asociadas con el sindrome metabdlico. En modelos animales un
consumo elevado de sacarosa o0 de jarabe de maiz de alta fructosa estimula el
aumento de grasa visceral, elevaciones séricas de insulina y elevaciones séricas
de triglicéridos y otros signos del sindrome metabdlico.(Diaz-Aguila, 2014). La
implementacion de dietas hipercaléricas en los individuos con programacion
metabdlica recibe el nombre coloquial de “segundo golpe” y conlleva a cambios
adicionales en el metabolismo y la funcion de 6rganos clave.

En la actualidad se desconoce con exactitud los mecanismos fisiolégicos y
moleculares involucrados en la programacion metabdlica, sin embargo, existen
estudios que sugieren que estos mecanismos se deben a alteraciones

epigenéticas en los individuos.

1.10 Losrefrescosdecola

Los refrescos de cola son bebidas carbonatadas preparadas a partir de un
jarabe alto en azlcar y una mezcla variada de ingredientes como lo son la cafeina,
la nuez de cola, canela, vainilla, aceites esenciales de citricos, acido fosforico,
hojas de coca, glicerina, nuez moscada, cilantro, entre muchos otros (Fernandez-
Villaescusa, 2007). En el mercado existe una infinidad de refrescos de cola, cada
uno de ellos con su propia formulacién, sin embargo, el refresco de cola mas
popular y mas consumido a nivel mundial es la Coca-Cola, fabricado por The

Coca-Cola Company.

El consumo de bebidas azucaradas en México aumento un 60 % entre 1989
y 2006. En 2011, México tenia el mas alto consumo per capita a nivel mundial con
un consumo estimado de 163 Litros per capita anual. EI mayor consumo de
refrescos se concentra en el rango de edad entre los 12 y 39 afios (Colchero M.,
2015).

a) The Coca-Cola Company

The Coca-Cola Company es una corporacion norteamericana, fundada en

1892, en Atlanta, Georgia, por Asa Grigs Candler, tras la compra de los derechos
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de propiedad y de la formulacion de la bebida Coca-Cola, creada en 1886 por
John S. Pemberton (Pendergrast, 2013).

En 1888, el empresario norteamericano Asa Candler compro los derechos
del nombre y la formulacion de la Coca-Cola, y mediante campafias de distribucion
y publicidad logro cimentar el éxito actual de la compaiiia. Para 1895 la Coca-Cola
se vendia en cada uno de los estados de Estados Unidos de América, y para
finales del siglo XIX y principios del siglo XX se inici0 su distribucion utilizando

botellas de vidrio (Pendergrast, 2013).

Durante la segunda guerra mundial, The Coca-Cola Company firmé
multiples contratos con el ejército norteamericano, en los que se acordaba la
distribucion de la bebida a las tropas, asi como el establecimiento de plantas
embotelladoras en los territorios ocupados. Con estos contratos The Coca-Cola
Company logro distribuir su producto en el norte de Africa, Europa, Asia, América
Latina y poco después en el resto del mundo. Tiempo después, The Coca-Cola
Company comproé los derechos de otras bebidas como Fanta, Minute Maid, Sprite,

entre otras y comenzo a fabricarlas y comercializarlas.

En el afio de 1926, se comienza la distribucién de Coca-Cola en el pais, y
poco después se fundan las primeras plantas embotelladoras en el norte del pais.
Para el 2010 existian 64 plantas embotelladoras de Coca-Cola en el pais y 385
centros de distribucion. Se estima que cada mexicano consume en promedio 775

botellas de 236 mL al afo (http://mww.coca-colamexico.com.mx/historias/90-anos-

de-sabor-en-mexico-la-historia-de-los-embotelladores-de-coca-cola-primera-parte
consultado el 30/04/2016).

Segun la revista Forbes, The Coca-Cola Company, es la cuarta empresa
mas valiosa del mundo, con un valor aproximado de 179.9 billones de délares, y
con ganancias de 4591 billones de dolares al afo

(http:/Mww .forbes.com/companies/coca-cola/ consultado el 30/04/2016).
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Figura 3A. John S. Pemberton, creador de la Coca-Cola. Figura 3B. Asa Grigs Candler,
fundador de “The Coca-Cola Company”.

b) Coca-Cola

La Coca-Cola es la bebida emblema de la empresa “The Coca-Cola
Company”. Fue creada en el afio de 1886 por el coronel y farmaceéutico

norteamericano John S. Pemberton.

La intencion original de John S. Pemberton no era la de crear una bebida
refrescante, sino la de crear una formulacion con propiedades medicinales capaz
de curar entre otras afecciones la fatiga, la migrafa, la depresion, la impotencia
sexual y diversos dolores. El nombre original del tonico creado por Pemberton fue
‘French Wine Coca-ldeal Nerve and Tonic and Stimulant’, y entre los
componentes de su formulacion se encontraban agua, nuez de cola, hojas de
coca, extracto de damiana, azUcar y vino. Poco después la formulacion fue
modificada y su nombre fue a acortado a “Coca-Cola”. El ténico se diluia y se
distribuia en droguerias y fuentes de soda de Atlanta, Georgia (Pendergrast,
2013). Las propiedades medicinales de la Coca-Cola nunca se demostraron,
sin embargo, su sabor la convirti6 en un éxito a los pocos afios de su salida al

mercado en Atlanta.
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La etiqueta presente en cada envase de Coca Cola sefala que sus
ingredientes son agua carbonatada, azucares y concentrado Coca-Cola. La
composicion exacta del concentrado Coca-Cola es desconocida, sin embargo, se
ha especulado y se cree que estd compuesto por agua, acido citrico, cafeina,
azucar, jugo de lima, vainilla, caramelo, alcohol, aceite esencial de naranja (Citrus
X sinensis), aceite esencial de limén (Citrus x limon), aceite esencial de nuez
moscada (Myristica sp), aceite esencial de cilantro (Coriandrum sativum), aceite
esencial de flor de naranjo, y aceite esencial de canela (Cinnamomun zeylanicum
(Pendergrast, 2013)). Debido a las altas concentraciones de azlcar presentes en
la composicion de la Coca-Cola, desde hace tiempo se ha cuestionado el efecto

negativo en la salud.

Figura 4. Diversas variantes de la Coca-Cola, de izquierda a derecha: Coca-Cola Life, Coca-
Cola, Coca-Cola Zero y Coca-Cola Light.

c) Coca-Cola Zero

La Coca-Cola Zero es una bebida de cola sin azucar, producida por “The
Coca-Cola Company” y fue introducida al mercado mexicano en el afio de 2007
(L.E.Herndndez-Aguilar, 2011). La etiqueta presente en cada envase de Coca
Cola Zero sefala que sus ingredientes son agua carbonatada, concentrado Coca-

Cola Zero y mezcla de acesulfame potasico y aspartame (40 mg/100 mg).

Cabe sefialar que la Coca-Cola Zero no es la Unica bebida de cola sin
azucar producida por “The Coca-Cola Company”, ya que desde el afio de 1982
produce la Coca-Cola Light.
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La Coca-Cola Light es un producto enfocado principalmente al mercado
femenino de una edad mayor a los 20 afos, su sabor es menos dulce que el de la
Coca-Cola y se distribuye como un producto saludable, ideal para personas que
buscan cuidar su figura. La Coca-Cola Zero es un producto enfocado tanto a
hombres como mujeres de 16 a 19 afios de edad, su sabor es méas dulce que el de
la Coca-Cola Light y se distribuye como una alternativa sin azucar de la Coca-

Cola.

En Cuanto a las formulaciones, la principal diferencia entre la Coca-Cola
Light y la Coca-Cola Zero es que la primera contiene el edulcorante artificial
Aspartame, mientras que la segunda contiene una mezcla de Aspartame y
Acesulfame de Potasio, lo que le da un sabor mas dulce y parecido al de la Coca-

Cola.

El Acesulfame de Potasio es un edulcorante artificial utilizado en la industria
alimenticia desde hace varios afios. Es el derivado potasico de los acidos
acetoacetico y sulfamico. Tiene un poder edulcorante de 150 a 200 veces mayor
gue la sacarosa y presenta un efecto sinérgico con otros edulcorantes como el
Aspartame, la sucralosa y la fructosa (Badui-Dergal, 2006). Si bien el Acesulfame
de Potasio no es metabolizado por el organismo, se ha reportado que, si tiene
efectos sobre la secrecion de insulina, aumentando la concentracion plasméatica de

insulina (Liang, 1987).

El Aspartame es el éster metilico del dipéptido L-aspartil L-fenilalanina y
cuando es metabolizado se degrada a aminoacidos. Es de 150 a 200 veces mas
dulce que la sacarosa (Badui-Dergal, 2006). De manera similar al Acesulfame de
Potasio, el consumo de Aspartame estd asociado con un mayor deterioro en la

tolerancia a la glucosa (Kulk, 2016).

d) Informacion nutricional de la Coca-Colay la Coca-Cola Zero

La informacion nutricional presente en el envase de la Coca-Cola sefiala

que cada porcion de 200 mL aporta 357 KJ (84 Kcal), 0 g de proteina, 21 g de
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carbohidratos de los cuales 21 g son azlcares, 0 g de fibra, 0 g de grasas y 20 mg

de sodio.

La informacion nutricional presente en el envase de la Coca-Cola Zero
sefala que cada porcion de 200 mL aporta 0 KJ (0 Kcal), 0 g de proteina, 0 g de
carbohidratos, 0 g de fibra, 0 g de grasas y 20 mg de sodio.

e) Consumo de Coca-Cola en la poblacién infantil de Morelia

En una encuesta realizada en octubre del 2015, en escuelas primarias
publicas y privadas de la ciudad de Morelia, en nifios que cursaban el sexto grado,

se obtuvieron los datos a continuacién mostrados:

e EI99.49 % de los individuos encuestados han consumido refrescos.

e La edad promedio de consumo de refresco fueron los 5.94 afios,
manteniendo una desviacion estandar de 0.62 afios.

e Del total de individuos que consumen refrescos el 92.78 % consume al
menos una vez a la semana refrescos, el consumo promedio de refrescos
es de 2.54 dias a la semana, manteniendo una desviacién estandar de
0.3452 dias.

El refresco favorito fue la Coca-Cola con una preferencia del 30.40%, seguido
de la Manzanita sol con 17.90 %, la Fanta con 9.21 %, la Pepsi con 7.16 %, el 7-
Up con 5.38 %, Sprite con 4.86 % y otros refrescos con una preferencia de 25.09
%.
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éAlguna vez has consumido
refrescos?

mSi mNo

Grdfica 1. E| 99.49 % de los encuestados, afirmo haber consumido refrescos en su vida.

Refresco favorito.

® Coca-Cola
® Manzanita sol
M Fanta
W Pepsi
u7-Up
 Sprite
Otros

Grdfica 2. El refresco favorito de los encuestados fue la Coca-Cola.
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1.11 ANTECEDENTES

En 1992 Nicholas Hales y David Barker postularon la hipétesis de la
programacion metabdlica en la que se propone el origen fetal de la obesidad y del
sindrome metabdlico. (Barker, 2001). Algunas de las alteraciones mas evidentes
gue se presentan en los individuos programados nutricionalmente son alteraciones

en el metabolismo de la insulina y desarrollo de hipertension.

Desde que se postulo la hipotesis de la programacion metabdlica, se han
realizado mudltiples estudios que buscan explicar los mecanismos fisioldégicos

involucrados en el desarrollo del sindrome metabdlico.

En estudios de animales programados nutricionalmente uno de los
hallazgos mas comunes es la alteracion de la funcibn de la insulina,
manifestandose la resistencia a la insulina como un signo habitual en estos
animales. (Zambrano, 2006; Desai, 2007; Vickers, 1999)

Modelos animales apoyan estudios epidemiolégicos que demuestran una
relacion entre el crecimiento fetal disminuido y el riesgo de padecer hipertension
en la edad adulta. Una alimentacion deficiente en proteinas durante el embarazo
muestra una elevacion en la presion sanguinea en la descendencia. (McMullen S.,
2005); (Gopalokrishna ,2005) ;( Samuelson, 2008).

Cervantes-Rodriguez y colaboradores estudiaron el consumo de agua
azucarada a diferentes concentraciones (30%, 15% y 5%) como un modelo para
estudiar la influencia del “segundo golpe “en animales provenientes de madres con
una restriccion alimenticia durante el embarazo, observando alteraciones en el
tamafio y nimero de adipocitos, asi como incrementos en la concentracion sérica
de la leptina. (Cervantes-Rodriguez, 2013). Otros trabajos también han reportado
que el consumo de bebidas azucaradas promueve el desarrollo de sindrome
metabdlico, asi como el aumento de las concentraciones séricas de triglicéridos,

lipoproteinas de muy baja densidad, insulina y leptina (Diaz-Aguila, 2015).
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Se ha mencionado antes el gran nimero de receptores celulares
involucrados en la regulacién de la presion sanguinea, sin embargo, Villalobos-
Molina y colaboradores han reportado el papel clave que tiene los receptores
adrenérgicos a-1D en la regulacion de la presion sanguinea en rata, asi como la

expresion funcional de este tipo de receptor en el musculo liso de la rata
(Villalobos-Molina, 1999).
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CAPITULO Il
JUSTIFICACION

Las principales causas de muerte en el pais son atribuidas a enfermedades
cronicas no transmisibles, siendo las enfermedades cardiovasculares y la diabetes

mellitus las enfermedades que encabezan la ENSANUT 2016.

A pesar de la elevada tasa de obesidad en el pais, la desnutricion sigue
siendo un grave problema de salud publica. Se estima que en México 1.5 (13.6 %)
millones de nifios padecen desnutricion cronica (Shaman Ley, 2015). Ademas de
la desnutricion infantil es importante recalcar que en México existe un importante
rezago en cuanto a la practica materna. Segun datos de la ENSANUT 2016, solo
el 14.5% de los nifios reciben lactancia exclusiva durante los primeros 6 meses de
vida, siendo su alimentacion complementada con férmulas infantiles, leches
diversas y agua” (Gonzalez de Cosi6, 2013), contrario a la recomendacion de la

OMS lactancia materna exclusiva hasta los 6 meses de edad.

En México mas del 33 % de la poblacién infantil y cerca del 70 % de la
poblacién adulta padece sobrepeso y obesidad. México tiene la prevalencia mas
alta de diabetes entre los paises miembros de la OCDE y el méas alto consumo de

refrescos a nivel mundial (World Health Organization, 2016).

En la actualidad es de suma importancia destacar que el estudio de
enfermedades como la hipertension y la diabetes mellitus como patologias
aisladas resulta insuficiente. Es importante sefalar que estas enfermedades
presentan una estrecha relacion entre si y entre otras manifestaciones clinicas
como lo son las dislipidemias y la resistencia de la insulina, por lo que es
necesario hacer énfasis en el estudio del sindrome metabdlico y sus mdltiples

aristas como una sola entidad.

Debido a las alarmantes cifras en el pais se han buscado nuevas
estrategias con fin de contrarrestar o al menos disminuir la incidencia de las
enfermedades antes citadas. Entre algunas de las estrategias implementadas en

los Ultimos afios estan la prohibicion de la venta de comida chatarra en escuelas
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del pais, la implementacion de impuestos a alimentos procesados y bebidas
azucaradas asi como la implementacion de mudltiples programas sociales
enfocados a implementar una cultura de la prevencién. Sin embargo, debido a la
reciente implementacion de la mayoria de estas estrategias es importarte
proporcionar evidencia contundente que evalué sin estas estrategias estan bien
dirigidas, asi como descubrir nuevas estrategias que permitan erradicar la

obesidad y sus mdltiples complicaciones en el pais.
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CAPITULO I
HIPOTESIS

El consumo de refrescos de cola promueve el desarrollo del sindrome

metabdlico en individuos desnutridos durante etapas criticas del desarrollo.
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CAPITULO IV
OBJETIVOS
Objetivo general

Evaluar el impacto del consumo de refrescos de cola en el desarrollo del
sindrome metabdlico en individuos sometidos a desnutricion en las primeras

etapas del desarrollo.

Objetivos especificos

1. Obtener individuos programados metabdlicamente mediante un modelo de
desnutricion prenatal y perinatal

2. Evaluar los mecanismos fisioldgicos involucrados en el desarrollo del
sindrome metabdlico en rata.

3. Evaluar la influencia del consumo de diferentes bebidas de cola en el
desarrollo del sindrome metabdlico en rata.

4. Comparar si los individuos programados metabdlicamente presentan un
mayor riesgo de desarrollar sindrome metabdlico ante el consumo crénico

de refrescos de cola.
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CAPITULO V
MATERIALES Y METODOS
a) Animales

Se emplearon ratas Wistar macho, que fueron criadas en el bioterio del
Instituto de Investigaciones Quimico Bioldgicas de la Universidad Michoacana de
San Nicolas de Hidalgo, donde se mantuvieron bajo condiciones de temperatura
controlada a 22 + 3 ° C, humedad relativa del 30 % Yy ciclos luz/oscuridad de 12

horas.

Los animales fueron alimentados con alimento para roedores (Formulab
Chow 500, 23.0% proteina, 6.5% grasa, 12.0%, humedad, 4.0 % y 8.0 % cenizas)
y con la bebida correspondiente a su grupo experimental (agua, soluciéon de

sacarosa al 10.5 %, Coca Cola Zero ® y Coca Cola ®) ad libitum.

Los animales fueron pesados y medidos una vez cada 8 dias a partir del dia
21 de su nacimiento, hasta la edad de tres meses. Posteriormente los animales

fueron sacrificados

Para el manejo y sacrificio de los animales se sigui6 la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-1999-Z00, “Especificaciones técnicas para la produccion,

cuidado y uso de animales de laboratorio”.

b) Restriccion proteico caldrica

Se trabajaron dos grupos: Animales control y animales desnutridos.

Los animales control se obtuvieron tras llevar la cruza de las madres que
obtuvieron una alimentacién ad libitum durante la cruza, la gestacion y la lactancia
de las crias. Tras el nacimiento de las crias, las camadas se homogenizaron a 8
animales por camada. Posteriormente las crias fueron destetadas a los 21 dias de

nacidas.

Para obtener los animales desnutridos se utilizé un régimen de desnutricion

que consistia en administrar a las madres solamente el 50 % de la alimentacién
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normal. Los animales desnutridos se obtuvieron tras llevar la cruza de las madres
que tuvieron el régimen de desnutricion 7 dias antes de la cruza, durante la
gestacion y la lactancia. Cabe sefalar que el régimen de desnutricion fue
suspendido durante la cruza para favorecer la copula y tres dias después del
nacimiento de las crias para disminuir la tasa de mortalidad de la descendencia.
Las camadas de los animales fueron homogenizadas a 8 animales por camada y

se destetaron a los 21 dias de nacidos.

Tras el destete, los animales se repartieron en 4 grupos: Agua (A), solucién
de sacarosa al 10.5% (SS), Coca Cola Zero® (CZ) y Coca Cola® (CC). La
distribucion de los animales se llevd a cabo en funcion de su peso utilizando el

método de distribucion de la “Culebra japonesa”.

A cada animal se le administr6 alimento, asi como su bebida

correspondiente ad libitum, hasta su sacrificio a los tres meses de edad.

c) Reactivos

Los reactivos BMY 7378, la fenilefrina y el CaCl,.2H,O se adquirieron en
Sigma —Aldrich®. La glucosa, el NaHCO3 y el NaCl utilizados se adquirieron con
Reactivos Quimica Meyer®. ElI EDTA, el KCI, el MgSO4-7H,0O y el KH,PO4 se

adquirieron con Baker Analyzed®.

d) Curva de tolerancia a la glucosa

Una semana antes del sacrificio de los animales se realizd la curva de

tolerancia a la glucosa.

La muestra a analizar fue sangre que se obtuvo por puncién capilar y para

la determinacion se utilizd un glucoémetro Accu-Check Performa.

Para la determinacion, los animales se mantuvieron en ayuno por 14 horas,
posteriormente se realiz6 la primera medicién, equivalente a la glucemia basal.
Posteriormente se administrO por via intraperitoneal una solucion de glucosa al

20%. 15 minutos después se realiz6 una nueva medicién de la glucosa. Las
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mediciones se repitieron a los 30, 60 y 120 minutos después de la administracion

de la solucion de la solucion de glucosa al 20 %.

Tras realizar todas las mediciones, los animales continuaron con su

alimentacién normal.

Figura 5. Guclometro “Accu-Check Performa’, utilizado para la medicion de la
concentracion de glucosa en sangre.

e) Sacrificio de los animales

Una semana después de que se realizé la curva de tolerancia a la glucosa
los animales fueron sacrificados. Inicialmente se les administro una dosis hipnética
de pentobarbital de sodio, en estado de hipnosis, los animales fueron trasladados
a la division de estudios de posgrado de la facultad de Ciencias Médicas y

Bioldgicas Ignacio Chavez. Una vez ahi se les administro una dosis letal.

f) Preparacion del tejido en camara de érgano aislado

Tras realizar el sacrificio, los animales fueron intervenidos quirdrgicamente
para aislar la arteria aorta abdominal. Tras aislar la arteria, esta se segment6 en 3
anillos de 3.5 mm de longitud y se removid el endotelio con una pinza metélica

rugosa, frotando la parte interna de cada uno de ellos.

Los anillos de la arteria aorta se colocaron en cAmaras de 6rgano aislado,

siendo sostenidos por ganchos de nicromo (80% Niquel y 20% Cromo) y
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acoplados a un sistema de adquisicion de datos BIOPAC y un transductor de

tension isométrica Grass FTO3 para registrar los cambios en la tensién isométrica.

Cada una de las camaras de 6rgano aislado contenia 10 mL de solucién
Krebs (NaCl 118 mM, KCI 4.7 mM, KH,PO; 1.2 mM, MgSO4-7H,0 1.2 mM,
CaCl,-:2H,0O 2.5 mM, NaHCO3; 25.0 mM, glucosa 117 mM y EDTA 0.026 Mm).
Cada camara se mantuvo a una temperatura constante de 37 °C, pH 7.4 y con un
burbujeo constante de carbogeno (02 95% y CO, 5%) (Hernandez 2002).

Figura 6. Equipo de drgano aislado utilizado para estudiar la respuesta contrdctil.

g) Curva dosis-respuestaa la fenilefrina

Los anillos de arteria aorta se montaron a una tension inicial de 3 g.
Después se sensibilizo el tejido 2 veces utilizando fenilefrina (1x10~ M) con la

intension de estabilizar la arteria al estimulo exdgeno.

Tras realizar las sensibilizaciones, se lava el tejido utilizando solucion Krebs
y se deja recuperar el tejido por 30 minutos, posteriormente se analizara la
respuesta adrenérgica construyendo una curva dosis-respuesta a fenilefrina (1x10°
% _ 1x10*M).

Tras finalizar la primera curva, se realizaron lavados con solucion Krebs
hasta llegar a la tensién basal (3.0 g). Posteriormente se incubd el tejido 30
minutos con BMY 7378 (1x10°® M). Una vez terminado esto, se realizd una
segunda curva dosis-respuesta al agonista utilizando las mismas concentraciones

de fenilefrina que en la primera curva.
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CAPITULO VI
RESULTADOS

a) Registro del crecimiento de los animales.

A los 21 dias de edad los animales fueron pesados y medidos una vez cada

8 dias. A continuacion, se presenta el registro del crecimiento de los animales.

21 dias
28 dias
35 dias
42 dias
49 dias
56 dias
63 dias
70 dias
77 dias
84 dias
91 dias

Peso de los animales (g)

Controles Desnutridas

Agua Sol.Sac. CocaZero Coca-Cola | Agua Sol.Sac. CocaZero Coca-Cola

46.4 43.4 47.2 47.0( 33.0 32.9 32.7 31.2

75.1 66.0 76.7 75.3| 58.9 55.7 52.3 48.8
112.3 94.9 108.0 117.6| 93.1 83.2 88.0 81.7
146.0 118.1 123.2 156.3 | 125.9 118.0 117.4 108.8
189.4 156.4 166.8 170.9| 166.1 151.4 149.0 141.8
233.6 190.3 217.8 241.0| 204.4 181.3 181.7 176.3
271.3 223.9 253.5 280.6 | 242.4 214.8 208.3 207.6
294.7 255.9 273.8 313.6| 263.0 237.6 232.3 226.1
323.1 281.1 313.7 339.0| 279.0 262.3 253.3 263.0
341.7 292.1 326.8 357.6| 294.8 285.2 271.4 280.0
344.4 303.3 335.5 368.3 | 303.2 284.8 276.5 285.5

Tabla 2. Sequimiento del peso de los animales a partir del destete hasta los tres meses de

edad.

21 dias
28 dias
35 dias
42 dias
49 dias
56 dias
63 dias
70 dias
77 dias
84 dias
91 dias

Longitud de los animales (cm)
Controles Desnutridas

Agua Sol.Sac. CocaZero Coca-Cola | Agua Sol.Sac. CocaZero Coca-Cola

18.17 18.86 18.83 18.86| 16.00 15.56 16.33 15.63
22.33 22.00 22.67 22.43| 21.13 20.11 20.33 20.00
26.29 25.57 26.17 27.00| 24.75 23.11 23.78 24.00
29.14 28.00 29.33 29.57| 28.13 28.00 27.89 27.89
31.14 30.14 31.17 31.43| 30.13 30.00 30.00 29.89
33.43 31.71 32.33 33.57| 32.38 31.78 31.89 31.67
35.20 33.00 33.40 34.20| 33.75 33.13 32.00 32.88
35.40 34.6 35.60 36.40 | 34.25 33.78 33.78 33.33
36.40 35.60 36.00 36.80| 34.33 34.86 35.43 34.57
37.25 36.00 36.40 37.20| 36.20 35.60 35.71 35.00
37.75 36.20 37.00 37.60| 36.20 36.17 35.75 35.25

Tabla 3. Seguimiento de la longitud de los animales a partir del destete hasta los tres
meses de edad.
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Figura 7. Registro del aumento del peso de los animales a partir del destete.
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Figura 8. Registro del aumento en la longitud de los animales a partir del destete.

Con los resultados anteriores podemos observar que los animales

sometidos a la restriccion alimenticia, presentaron pesos y longitudes menores a
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los animales control, a los 21 dias de edad. A esta edad, a ningun animal se le

administro ninguna bebida, mas que agua.

Al analizar los pesos y longitudes de los animales a los 21 dias de edad
utilizando la prueba de “t” student podemos encontrar diferencias significativas en

ambos grupos.

Al final del tratamiento (91 dias), los animales control fueron los que
presentaron un mayor peso en comparacion de los animales desnutridos, siendo
los animales del grupo de la Coca-Cola los que presentaron un mayor peso y los
animales del grupo de la sacarosa, los que presentaron el menor peso. En el
grupo de los animales desnutridos, los animales del grupo de Agua fueron los que
presentaron un mayor peso, mientras que los animales del grupo de la Coca-Cola

Zero fueron los que presentaron un menor peso.

En cuanto a la longitud de los animales, los animales controles presentaron
un mayor tamafio en comparacion de los animales desnutridos. Dentro del grupo
de los animales control, el grupo de los animales de Agua fue el que presento una
mayor longitud y el grupo de la solucion de sacarosa fue el que presento una
menor longitud. En los animales desnutridos, los animales del grupo de agua
fueron los que presentaron una mayor longitud, mientras que los animales del

grupo de la Coca-Cola fueron los que presentaron una menor longitud.

Es importante recalcar que, si bien los pesos finales de los animales
desnutridos fueron menores que los de sus contrapartes controles, los animales
desnutridos presentaron un mayor crecimiento en comparacion del crecimiento

inicial que presentaron alos 21 dias de edad.
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Aumento de peso Aumento de longitud

15009 2501
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1000 9
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%
%
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Agua Control
Agua Desnutridos
Sol. Sac. Control
Sol. Sac. Desnutridos =:iii:
Coca-Zero Control
Coca-Zero Desnutridos -
Coca-Cola Control
Coca-Cola Desnutridos
Agua Control
Agua Desnutridos =i
Sol. Sac. Control
Sol. Sac. Desnutridos =i
Coca-Zero Control
Coca-Zero Desnutridos -
Coca-Cola Control
Coca-Cola Desnutridos-§§

Grdfica 3. Registro del aumento del peso y longitud de los animales en comparacion de los
pesos y longitudes al momento del destete.

b) Curva de tolerancia a la glucosa

Tras realizar las mediciones de la curva de tolerancia a la glucosa a los

animales se obtuvieron los siguientes resultados:

Glucosa en sangre (mg/dL)

Controles Desnutridas
Tiempo Sol. Coca Coca- Sol. Coca Coca-
(m) Agua  Sac. Zero Cola Agua  Sac. Zero Cola

0O 8529 7471 80.17 78.71 75.40  76.50 81.00 84.00
15| 288.43 232.14 247.33 251.29 | 248.60 249.83 226.67 222.20
30| 236.71 226.00 220.67 233.00 | 224.40 198.00 204.50 220.00
60 | 144.57 158.29 138.50 158.71 | 161.60 126.67 130.33 165.80
120 | 106.14 104.71 103.00 113.71 | 105.00 94.50 94.00 117.80
Tabla 4. Concentracion de glucosa en sangre durante la curva de tolerancia a la glucosa.
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Figura 9. Curva de tolerancia a la glucosa de los animales control.
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Figura 10. Curva de tolerancia a la glucosa en los animales desnutridos.

Como se puede observar anteriormente, ningln animal presento signos de
hiperglucemia, ademas que, en el seguimiento de la curva a la tolerancia de
glucosa, todos los animales presentaron tolerancia a la carga de glucosa
administrada.
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A pesar de los resultados antes mencionados, resulta de interés mencionar
que los animales presentaron datos interesantes durante el seguimiento del
experimento. Para fines practicos nos enfocaremos a los 15 y 120 minutos

posteriores a la administracion de la glucosa.

Al minuto 15 después de la administracion de la solucién de glucosa, los
animales control que fueron alimentados con agua presentaron concentraciones
muy por encima del resto de los animales, incluyendo a los animales desnutridos
presentaron concentraciones de glucosa inferiores. De todos los animales, los que
presentaron las concentraciones de glucosa mas bajas fueron los animales

desnutridos alimentados con Coca-Cola.

Al minuto 120 los animales que presentaron las concentraciones mas
elevadas de glucosa fueron los animales que fueron alimentados con la Coca-
Cola, tanto en los grupos control como en los grupos desnutridos. En ambos
grupos los animales que presentaron los niveles de glucosa mas bajos en este

tiempo fueron los animales que fueron alimentados con Coca-Cola Zero.

c) Curvas dosis-respuesta a la fenilefrina

En todos los ensayos del tejido aislado se observdo una contraccion
dependiente de la concentracion de la fenilefrina hasta alcanzar un efecto maximo.

Cada uno de los grupos estudiados arrojo una curva dosis-respuesta

caracteristica.
Contraccion maxima (g)
Controles Desnutridas
Agua 2.843568571 2.351764286
Sol. Sac. 2.526332857 1.94985125
Coca-Zero 2.377096667 1.956154286
Coca-Cola 2.300621429 2.380891429

Tabla 5. Contraccion mdxima registrada en durante la curva dosis-respuesta.
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Figura 11. Curva concentracion-respuesta a la fenilefrina en arteria aorta de ratas
controles.
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Figura 12. Curva concentracion-respuesta a la fenilefrina en arteria aorta de ratas
desnutridas.
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Figura 13. Curva concentracion-respuesta a la fenilefrina en arteria aorta de ratas
alimentadas con agua.
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Figura 14. Curva concentracion-respuesta a la fenilefrina en arteria aorta de ratas
alimentadas con la solucion de sacarosa.
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Figura 15. Curva concentracion-respuesta a la fenilefrina en arteria aorta de ratas
alimentadas con Coca-Cola Zero.
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Figura 16. Curva concentracion-respuesta a la fenilefrina en arteria aorta de ratas
alimentadas con Coca-Cola.
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d) Curvas dosis-respuesta a la fenilefrina en presencia de un
antagonista

En el caso de las curvas dosis-respuesta a la fenilefrina en presencia del
antagonista BMY-7378, estas se observaron desplazadas a la derecha y no se
observo contraccion de los anillos de aorta hasta concentraciones superiores a la
10%° M.

Controles+ BMY-7378

2.0
—— Agua
- 1.5 —=— Solucién Sacarosa
c —— (Coca-Cola Zero
o 1.0
8 —— Coca-Cola
©
= 0.5
c
o
O 0.0 T 1
-8 -6 -4 -2
-0.5- Fenilefrina Log[ M ]

Figura 17. Curva concentracion-respuesta a la fenilefrina en presencia de BMY-7378 en
arteria aorta de ratas controles.
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Figura 18. Curva concentracion-respuesta a la fenilefrina en presencia de BMY-7378 en
arteria aorta de ratas desnutridas.

Las curvas dosis respuesta en presencia del antagonista se observan
semejantes a las curvas dosis-respuesta a la fenilefrina, tomando en cuenta que la

curva dosis respuesta se suspendié a la concentracién de 10 M.

La naturaleza de estas curvas se puede explicar considerando que el BMY-
7378 es un antagonista competitivo de la fenilefrina y para que esta pueda
desplazar al BMY-7378 y ocupar a los receptores a-1p es necesario que se

presente en concentraciones elevadas.

Al remover el endotelio de los anillos no hubo ningln otro mecanismo

involucrado en la contraccion y/o relajacion de los anillos.

Con la informacion anterior se calcularon dosis efectivas 50 para la

contraccion maxima de los anillos, en ausencia y en presencia del BMY-7378.
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o Agua

o

3 Sol. Sac.
% Coca Zero
“  CocaCola
g  Agua

3 Sol. Sac

2 .Sac.
. Coca Zero
o

b Coca Cola

DE 50 (Log [M])

Ausenciade BMY-

7378

Presenciade BMY-

7378

7.15
7.75
7.95
6.95
7.35
7.15

7.8

8.4

4.7
4.95
4.75
4.75
4.75
4.95
4.85

5

Tabla 6. Dosis efectivas 50 de la concentracion en los anillos de arteria aorta.
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CAPITULO VI

DISCUSION

a) Efecto de la desnutricién en el crecimiento de los animales

Observaciones epidemiologicas y experimentales han dado origen a la
hipétesis del origen fetal de las enfermedades del adulto (DOHaD), también
conocida como programacion metabdlica o programacion nutricional (Barker
DJ.P., 1993); (Gluckman, 2004). Estas enfermedades se presentan como
consecuencia de la exposicion a un ambiente nutricional desequilibrado durante el
desarrollo perinatal e induciran en los individuos una mayor tendencia de
desarrollar enfermedades metabdlicas como obesidad, diabetes mellitus e

hipertension en la edad adulta.

En el presente trabajo se utilizo un protocolo de desnutricion en animales
con el objetivo de inducir alteraciones en el desarrollo de la descendencia. Con los
resultados obtenidos queda demostrado que la restriccion alimenticia de las
madres presenta efectos significativos en el crecimiento de la descendencia, tanto
en el peso como en la longitud de las crias, siendo los animales nacidos de las
madres con la restriccion proteico-caldrica los que presentan un crecimiento
disminuido tanto en peso como en longitud, en comparacién de los animales

nacidos de madres controles.

b) Efecto del consumo de refrescos en el crecimiento de animales

programados nutricionalmente

Ademas del sedentarismo, uno de los factores que predispone al desarrollo
de la obesidad y de otras enfermedades metabdlicas es el consumo de alimentos
hipercaldricos como son los refrescos. Estd demostrado que el consumo cronico
de refresco esta asociado a la presencia de alteraciones fisioloégicas que conllevan
a la aparicion de enfermedades metabdlicas. Algunas de las manifestaciones que
se presentan en los individuos son aumento de peso, aumento de triglicéridos y
colesterol sanguineos, aumento de tamafio y de la cantidad de los adipocitos,

hiperglicemia, intolerancia a la glucosa, aumento de la concentraciobn sanguinea
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de hormonas como la leptina y la insulina, entre otras. (Cervantes-Rodriguez.,
2014); (Diaz-Aguila, 2014); (Desai M., 2007).

Tras analizar los resultados obtenidos en cuanto al aumento de peso de los
animales, se encontré que hay diferencias significativas entre los animales control
y los desnutridos, mientras que no se presentaron diferencias significativas en el
tipo de bebida que consumieron los animales. En el caso del aumento de la
longitud de los animales, no se encontraron diferencias entre los grupos, debido al

consumo de los refrescos.

Con la informacién obtenida podemos establecer que la programacion
metabdlica si provocé un importante cambio en cuanto al crecimiento de los
animales desnutridos en comparacion de los animales control, mientras que el
consumo de los diferentes tipos de refrescos no provoco diferencias significativas

entre los grupos de estudio.

c) Efecto del consumo de refrescos en el desarrollo de resistencia a la

insulina

Es importante hacer énfasis que la OMS considera a la resistencia a la

insulina como un factor determinante para el diagnostico del sindrome metabdlico.

Con los resultados obtenidos al realizar la curva de tolerancia a la glucosa
podemos observar que ninguno de los animales de ninguno de los grupos
presento resistencia a la insulina, debido a que todos presentaron una disminucion
gradual de la concentracion sanguinea de glucosa, sin embargo, si se observo un

comportamiento diferente entre los grupos.

Este comportamiento lo podemos atribuir a diferencias en la concentracion
sérica de insulina de los animales. Los animales que no presentaron ninguna
manipulacion presentaron la concentracién de glucosa sanguinea mas elevada de
todos los animales estudiados tras la administracion de la solucion concentrada de
glucosa, mientras que el resto de los animales presentaron una concentracién de
glucosa sanguinea menor tras la administracion de la solucion de glucosa, debido

a que podrian presentar concentraciones séricas de insulina mayores que los
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animales no manipulados, y por lo tanto una mayor capacidad hipoglucemiante. A
pesar del diferente comportamiento de las curvas entre los grupos, no hubo

diferencias significativas en la funcion de la insulina.

d) Efectos de la programacion metabdlica en la reactividad vascular

Existen trabajos en los que se sefala que los animales expuestos a un
ambiente nutricional desequilibrado durante el desarrollo presentan una presion
arterial elevada en relacion con animales nutridos normalmente. (McMullen S.,
2005); (Ozaki, 2001).

Se desconoce con exactitud cuales son los mecanismos involucrados en la
presencia de la hipertensién en individuos desnutridos durante en etapas criticas
del desarrollo, sin embargo, existen trabajos donde se muestra que, en los
animales sometidos al régimen nutricional antes descrito, se presenta
sobreexpresion de receptores a angiotensina (ATR) (McMullen S., 2005)
disminucion del nimero de nefronas y menor resistencia sistélica y diastélica.
(Ozaki, 2001); (Vickers, 2000); (Gopalakrishnan, 2005).

Trabajos realizados por Villalobos-Molina y colaboradores han demostrado
el papel clave que tienen los receptores a-1D en la regulacion de la presion arterial
de la rata. (Villalobos-Molina, 1999).

Con los resultados obtenidos es importante sefialar que todos los grupos
presentaron una reactividad vascular menor que el grupo no manipulado, lo que
resulta opuesto a los trabajos anteriormente sefalados, en los que se demostro
que los individuos programados nutricionalmente presentan hipertension. Para
explicar este fendmeno debemos sefialar que el protocolo experimental que se
siguio unicamente estudio el efecto de los receptores a-1D mientras que los otros
trabajos estudiaron otras variables relacionadas con la hipertension. Variables
que juegan un importante papel en la regulacién de la presion arterial y de la
respuesta contractil como el endotelio y la produccion de 6xido nitrico no fueron

estudiadas.
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Para explicar la razon de que todos los animales tratados,
independientemente si eran programados 0 no, presentaron una menor reactividad
vascular, podemos suponer que el consumo cronico de las bebidas produjo una
mayor produccion de leptina, hormona que puede inducir una mayor produccion
de noradrenalina, lo que ocasiono que los receptores adrenérgicos presentaran
una pérdida de sensibilidad al estimulo de la fenilefrina y a su vez una menor

reactividad vascular.

Los animales programados presentaron una menor reactividad vascular que
los animales no programados, con excepcion de los animales que desnutridos que

fueron alimentados con la Coca-Cola.

Con los resultados obtenidos podemos deducir que el tratamiento al que se
sometié a los animales indujo una desensibilizacion de los receptores a -1D, lo
que se vio reflejado en una menor reactividad en comparacion de los animales no

manipulados.
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CAPITULO VI
CONCLUSIONES

Los efectos de la programacion metabdlica en el desarrollo de sobrepeso

en los animales, son de mayor relevancia que el consumo cronico de refrescos.

Tanto el consumo crénico de refrescos, como la programacion metabdlica

inducen una desensibilizacidén en los receptores adrenérgicos a 1D.

La desnutricion en etapas criticas del desarrollo tiene un mayor impacto en

el desarrollo del sindrome metabdlico que el consumo crénico de bebidas de cola.
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CAPITULO IX
ANEXOS
Perspectivas

El sindrome metabdlico es una enfermedad que presenta muchas aristas y
multiples mecanismos biolégicos estan involucrados en su desarrollo. En el
presente trabajo, Unicamente se estudiaron el crecimiento, la tolerancia a la

glucosa y la reactividad vascular asociada a receptores a-1D en los individuos.

Siguiendo la misma linea de trabajo es posible aumentar los conocimientos
sobre la programacién metabdlica y las consecuencias del consumo de refrescos
en los individuos realizando estudios mas detallados como son estudios
conductuales, determinacién de las concentraciones de hormonas involucradas
en la enfermedad (leptina, insulina), estudios de reactividad vascular donde se
estudien los efectos de otros receptores y de otros componentes reguladores de la
presién arterial, estudios bioquimicos (determinaciones de la concentracion
sanguinea de triglicéridos, colesterol, lipoproteinas, etc.), estudios anatomicos e
histologicos, andlisis moleculares y sobretodo analizar estrategias para
contrarrestar los efectos negativos de la programacién metabdlica en los
individuos y en otro orden de ideas, concientizar a la sociedad acerca de la
importancia del origen fetal de las enfermedades y de las malas préacticas
alimenticias durante el desarrollo.

Divulgacion

Resultados derivados del presente proyecto fueron presentados en el XIl
Encuentro Participacion de la Mujer en la Ciencia, el 11° Congreso estatal de
Ciencia, Tecnologia e Innovacion del estado de Michoacan y en el XXXI Congreso

Nacional de Bioquimica de la Sociedad Mexicana de Bioquimica.
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