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RESUMEN

El sobrepeso y la obesidad se definen como una acumulacion anormal y excesiva
de lipidos en el tejido adiposo, causada principalmente por la falta de actividad fisica
e ingesta excesiva de alimentos. La obesidad es perjudicial para la salud debido a
que es un factor de riesgo para el desarrollo de otras enfermedades como
alteraciones cardiovasculares, la diabetes mellitus tipo 2 y el sindrome metabdlico,

entre otros, y que constituye un importante problema de salud publico.

Un fendmeno reportado asociado a la obesidad es el desarrollo de un proceso
inflamatorio de bajo grado, causado por la infiltracion de células inmunoldgicas
principalmente inflamatorias, al tejido adiposo (células T, neutréfilos y macrofagos
M1). Aunado a esto, en el adipocito hipertréfico hay un aumento en la lipolisis
generando la acumulacion ectépica de acidos grasos en otros tejidos y 6rganos,
ademas de que numerosos mediadores inflamatorios son producidos por el tejido

adiposo y que pueden ser secretados y, por tanto, afectar a otros érganos.

En el presente trabajo, en conejos jovenes (3 meses de edad) de la cepa
Oryctolagus cuniculus se evaluaron cambios generados por la ingesta de una dieta
alta en lipidos (adicionada con 20% de acido palmitico, AP) durante 3 meses. Se
evaluaron los cambios en la masa corporal (peso), en el metabolismo de
carbohidratos, lipidos y en la funcion hepatica. En muestras de higado, se evalué la
produccion de Especies Reactivas de Oxigeno (ERO) y cambios en la expresion de
los genes: IL-18, TLR-4 y COX-2, asociados con la respuesta inflamatoria, ademas
de evaluar el efecto antiinflamatorio del &cido acetilsalicilico (AAS) al ser
administrado en conjunto con la dieta enriquecida con acido palmitico (AP/AAS).
Los resultados no mostraron un aumento significativo en la masa corporal que
indicara sobre peso, puesto que todos los grupos al final del tratamiento tuvieron
una ganancia promedio de 2 kg; tampoco se observaron cambios significativos en
la concentracién de insulina y glucosa sérica ni se distinguié un cambio en la funcién

hepatica que indicara dafio.



En contraste, se observd un aumento en la concentracion de lipidos, generando
hipertrigliceridemia, un tipo de dislipidemia, en aquellos grupos donde se incluy6
acido palmitico en la dieta (AP y AP/AAS) ya que presentaron las mayores
concentraciones de triacilglicéridos, colesterol total y colesterol LDL, y se observo

una ligera disminucion de colesterol HDL en el grupo AP.

En cuanto a la produccién de ERO, no se presentaron diferencias significativas entre
los grupos. Sin embargo, la maxima produccién de ERO se presento en los grupos
APy AAS, mientras que en AP/AAS fue menor con respecto a estos grupos, lo cual
puede evidenciar un probable efecto antioxidante del &cido acetilsalicilico. Por
altimo, se descarto la presencia de una respuesta inflamatoria desarrollada en el
higado, debido a que no se encontré un aumento en la expresion de IL-18 y COX-
2. Sin embargo, la expresion de TLR-4 aumentd 6 veces méas en el grupo AP, 4
veces mas en AAS y 1.7 veces mas en AP/AAS con respecto al grupo control (CN).
En el modelo de este trabajo, pese a que no existe una condicion propiamente de
sobre peso u obesidad ni inflamacion, es claro que durante el tiempo de
administracion de la dieta alta en grasa (3 meses), se pueden generar cambios en
el perfil lipidico, en la produccién de ERO y un cambio en la expresion de moléculas
asociadas al sistema inmune innato como lo es TLR-4, que puede comenzar a

establecer y desencadenar una respuesta inflamatoria en higado.



1. INTRODUCCION
1.1 Obesidad. Prevalencia y sus consecuencias en la salud

Durante miles de afios los seres humanos necesitaron enfrentarse a un ambiente
que se caracterizo por la escasez de alimentos, esto implicé un constante proceso
de adaptacion y busqueda de la comida que no siempre estaban disponibles.
Posteriormente, en la historia de la humanidad aparecio el desarrollo de la
agricultura y ganaderia, estas actividades hicieron que el hombre tuviese el abasto
necesario para su alimentacion. Incluso, en la poblacién occidental se consider6
como una cualidad el aumento de peso, porque era visto como un indicador de salud
y prosperidad. Hoy en dia la mejora de los estandares de vida y avances
tecnologicos, han facilitado la vida del hombre, reduciendo la actividad fisica, que
ha propiciado un aumento en el peso corporal y con el paso del tiempo un mayor
indice de poblacion con sobre peso y obesidad. Estos cambios son una amenaza

creciente para la salud en diferentes paises de todo el mundo (Alvarenga, 2004).

A partir del afio 1998 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) catalog6 a la
obesidad como una epidemia global, debido a la existencia de mil millones de
adultos con sobrepeso y al menos 300 millones de estos con obesidad, lo que
constituye un importante problema de salud publico. De acuerdo con la OMS, el
sobrepeso y la obesidad se definen como una acumulacion anormal o excesiva de
grasa en el tejido adiposo blanco que puede ser perjudicial para la salud (OMS,
2000; OMS, 2015).

Anteriormente el sobrepeso y la obesidad se consideraba un problema exclusivo de
los paises de altos ingresos, sin embargo, estdn aumentando aceleradamente en
paises en vias de desarrollo, sobre todo en el medio urbano (Garcia-Garcia et al.,
2008). México no es la excepcién, en el 2006 en la Encuesta Nacional de Salud y
Nutricion (ENSANUT) se reportd que, en adultos de 20 afios o mayores, la
prevalencia de sobrepeso y obesidad fue de 69.7%, lo que posicioné a México como
uno de los paises con mayor poblacién obesa en la region de América. Aunado a
esto, entre la ENSA-2000 y ENSANUT-2006, la prevalencia incremento mas de 12%



convirtiendo a México, ademas, en uno de los paises con mayor tendencia de

aumento de sobrepeso y obesidad en el mundo (Barquera et al., 2009).

El problema de la obesidad y sobrepeso no solo se restringe a adultos, la
ENSANUT-2012, identificé una prevalencia nacional combinada de sobrepeso y
obesidad en nifios de 5 a 11 afios de 34.4% y en el grupo de adolescentes (12 - 19
afos) del 35%, lo que significa que uno de cada 5 adolescentes tiene sobrepeso y
uno de cada 10 obesidad (Gutiérrez et al., 2012). Para la tltima ENSANUT realizada
en el 2016, esta prevalencia combinada de sobrepeso y obesidad no se vio
modificada en la poblacion infantil, sin embargo, en la poblacion adolescente fue 1.4
puntos porcentuales superior a la prevalencia reportada en 2012. Por ultimo, en
adultos (>=20 afos) la prevalencia combinada de sobrepeso y obesidad en el 2016
fue de 72.5%, es decir, 1.3 puntos porcentuales mayor que en el 2012, aunque esta

diferencia no se considero significativa (ENSANUT, 2016).

El problema de sobrepeso y de obesidad en México tiene graves consecuencias
para la salud de la poblacién, porque es un factor de riesgo para el desarrollo de
otras enfermedades como: sindrome metabdlico, que incluye la hiperglicemia y
dislipidemia; disfuncion endotelial, que con el paso del tiempo pueden conducir a
otras enfermedades como: diabetes mellitus tipo 2 (DMT2), enfermedades
cardiovasculares, esteatosis hepatica no alcohdlica (EHNA), y algunos tipos de
canceres, ademas de afectar la fertilidad y aumentar el riesgo de anormalidades del
feto asociadas a la obesidad materna (Sanchez-Castillo et al., 2004; Cérdova et al.,
2010; Esser et al., 2014).

Con el aumento del desarrollo de enfermedades crénicas hay una amenaza en el
desarrollo econémico, social, esperanza y calidad de vida de millones de personas
(Cordova et al., 2010); por ejemplo, la esperanza de vida en México ha
incrementado lentamente y es la mas baja entre todos los paises de la Organizacion
de Cooperacion y Desarrollo Econémicos (OCDE) debido a los comportamientos
dafinos para la salud como malos habitos de nutricion, altas tasas de obesidad, y
al incremento de mortalidad causada por la diabetes y/o enfermedades
cardiovasculares (OCDE, 2014).
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1.2 Etiologia de la obesidad. Factores que influyen para padecerla

Inicialmente se pensd que el desarrollo de la obesidad estaba principalmente
relacionado con factores genéticos; aunque, con la rapidez del incremento en la
prevalencia que se ha observado en los ultimos 40 afios, los factores genéticos
fueron descartados como Unica causa, ya que el grupo de genes responsables de
la susceptibilidad a la obesidad no pueden variar en periodos de tiempo tan cortos
(Barsh et al., 2000). Sin embargo, lo anterior no excluye la propuesta de que hay
genes que, si influyen en el metabolismo sin ser el factor determinante de la
obesidad, por ejemplo, en los trabajos de ratones con mutacion en el receptor de
leptina, hormona que regula el apetito producida por adipocitos, se determiné que
eran obesos debido al apetito descontrolado y, en consecuencia, al exceso en la

ingesta de alimentos (Maffei et al., 1995).

Hoy en dia se ha propuesto que los factores que influyen en el desarrollo de
sobrepeso u obesidad son de etiologia multifactorial, que incluye factores sociales,
econdémicos, ambientales y genéticos (Chudek & Wiécek, 2006). Sin embargo, los
factores principales sociales y econémicos negativos que influyen en el desarrollo

de la obesidad y/o sobrepeso son:

1) Sedentarismo: el cambio de habito de actividad fisica en la poblacion mexicana
se ha modificado por diversas razones, el desarrollo de tecnologias que han
facilitado las tareas domeésticas y la reduccion de actividades deportivas al aire libre
y una educacion deficiente que no fomenta la practica de actividad fisica que afecta
a la poblacién de edades tempranas; de ahi que el sedentarismo se vincule

directamente con el riesgo de padecer obesidad (Cérdova et al., 2010).

2) La alimentacién: La dieta que consume la mayor parte de la poblacién omite una
de las tres comidas principales, ademas de rebasar las necesidades energéticas
por persona, ya que, en el afio 2000, se calculé que éstas eran de 2,182 kcal/dia,
sin embargo, la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO), mediante el uso de los datos del Suministro de Energia
Alimentaria (SEA), valor6 en ese afio para nuestro pais el consumo de 3,159

kcal/dia por persona, lo que represent6 977 kcal/dia por arriba de lo sugerido, esto
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debido a la modificacién en la ingesta de alimentos (Garcia-Cérdova et al., 2010;
Uriguen, 2012).

Aunado a esto, en la sociedad mexicana con el desarrollo, modernizacion y el ritmo
de vida acelerado, principalmente en zonas urbanas, el paso de una comunidad
agricola, ganadera y minera a otra industrial y urbana, cred una nueva cultura para
las practicas alimentarias, con consecuencias negativas para la sociedad moderna
(Garcia-Uriguen, 2012).

Otros factores que influyen en el cambio de dieta del mexicano son los ingresos
monetarios y la proporcion que se destina a este rubro para satisfacer sus
necesidades, esto condiciona la alimentacion de los diversos grupos sociales, asi
como su forma y ritmo de vida, ya que la actividad laboral abarca periodos
prolongados de tiempo, lo que disminuye el tiempo disponible para la preparacion
de alimentos en casa, propiciando un incremento en el consumo de comida rapida,
alimentos industrializados e instantdneos, que son economicos, de facil adquisicion,
rapida preparacion y con palatabilidad agradable, pero que suelen ser adicionados

con altas cantidades de sal, azucares y grasas (Garcia-Uriglen, 2012).

Un claro ejemplo de esto es el uso de los aceites vegetales en la industria
alimenticia, como el aceite vegetal de palma africana o “palma aceitera” (Elais
guineensis), que es ampliamente usado por su alto rendimiento en toneladas
métricas por hectarea. El aceite de palma crudo esta constituido por diversos
componentes como: triacilgliceroles, vitamina E, carotenoides, fitoesteroles,
fosfolipidos y acidos grasos libres insaturados (p.ej. acido oleico y el linoico), y
saturados como el acido estearico y palmitico; sin embargo, para su uso en la
industria alimenticia varios de estos componentes son removidos por procesos de
refinacion, blanqueamiento y desodorizacién, obteniendo un concentrado de acido
palmitico (Mba et al., 2015).

El acido palmitico (AP) es un acido graso saturado de cadena larga alifatica,
conformado por dieciséis atomos de carbono. En la industria alimenticia se utiliza
debido a sus caracteristicas como el alto contenido de grasa sélida que evita

procesos de hidrogenacion, una alta estabilidad frente a la oxidacion que aumenta
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el tiempo de vida util, un constante suministro y bajo costo. EI AP se usa en la
elaboracion de diversos productos y subproductos alimenticios como: aceite
comestible de cocina, reconstituyente para leche, mantequilla, helados, sustituto de
cacao, suplementos vitaminicos, frituras, productos de panaderia, pasteleria, sopas
instantaneas, diversos platos congelados y deshidratados, cremas no lacteas para
café, salsas, mantequilla de mani, palomitas de microondas, dulces, analogos de
queso, etc. (Mancini et al., 2015; Mba et al., 2015). Aunado a esto, la ingesta de AP
puede ser derivado de productos de origen animal, como en las carnes rojas y
productos lacteos, debido a que los mamiferos metabdlicamente producen acido
palmitico durante la lipogénesis, y a partir de éste, se pueden formar otros acidos

grasos de cadena larga o con dobles enlaces (Holum, 2011).
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1.3 Tejido adiposo. Obesidad e inflamacion de bajo grado

El tejido adiposo no es un érgano homogéneo, esta compuesto de diferentes tipos
celulares como: preadipocitos, adipocitos, células estromales/vasculares vy
macrofagos (Rajala et al., 2003). El tejido adiposo se divide en tejido adiposo blanco
(TAB) y café (TAC). ElI TAB se distribuye en todo el cuerpo y comprende dos
principales depdsitos: el subcutaneo y visceral, este ultimo, rodea los 6rganos
internos y se subdivide en mesentérico, omental, perirrenal y peritoneal, y cada uno

cumple funciones especificas (Figura 1) (Choe et al., 2016).

TAC *Termorregulacién del cuerpo
____ supraclavicular + Gasto enérgetico
- _ paravertebral * Mitocondrias abundantes

+ Alta expresion de UCP-1

TAB Visceral *Reservorio energético
. +Secrecion de varias adipocinas

- perirenal L. W .
. * Correlacién con la alta incidencia
— retroperitoneal -
de trastornos metabédlicos
— omental

— mesenterico

TAB subcutaneo - -Capaaislante
- Reservotio energético

- abdominal - ) . .
« Secrecidn de varias adipocinas
- gluteal .. L .
B « Correlacién con baja incidencia
= femoral

de trastornos metabdlicos

Figura 1. Clasificacién del tejido adiposo. Tejido adiposo café (TAC) y el tejido adiposo blanco
(TAB). TAB se subdivide en visceral y subcutaneo, y se distribuyen en diversas partes del cuerpo y
cumplen diferentes funciones (Figura modificada de Choe et al., 2016).

Durante varios afios se crey0 que la Unica funcion del tejido adiposo era ser un
reservorio energético en forma de triacilglicéridos, el cual en condiciones de
deficiencia de nutrientes suplia a otros tejidos de nutrientes mediante la lipdlisis.
Hoy en dia se han reconocido otras funciones de este tejido como un Organo
endocrino regulador de la homeostasis metabdlica, ya que en el adipocito se
sintetizan diferentes moléculas como péptidos, hormonas y citocinas (Choe et al.,
2016; Chudek & Wiécek, 2006; Rajala & Scherer, 2003).
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En el desarrollo de la obesidad, hay un exceso en la ingesta de nutrientes, en el
caso de lipidos, estos son almacenados en el tejido adiposo en forma de lipidos
neutrales, que conduce a la expansion del tejido mediante dos procesos: el aumento
del nimero de adipocitos (hiperplasia) y el aumento de tamafio de los adipocitos

(hipertrofia) (Figura 2).

La hiperplasia es regulada por varios factores de transcripcion y hormonas. Se ha
demostrado que puede ejercer efectos benéficos para la salud, como la disminucién
de acidos grasos libres y aumento a la sensibilidad a insulina. En contraste, la
hipertrofia es asociada con anormalidades en la funcién del adipocito, como la
resistencia a la insulina e induccion de la expresion y secrecion de citocinas

proinflamatorias, como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), interlucina 6, 8 y

1B.

£ M1 ATM
© mzaTM
@ Adipocito

O Adipocito
muerto

— Hiperplasia — — Hipertofria —
-Nimero de celulas aumenta - Aumenta el tamafic de la célula
-FFA liberados disminuye - Aumenta la liberacién de FFA
-Aumenta adiponectina - Disminuye adiponectina
-Disminuye citocinas proinflamatorias - Aumentan citocinas proinflamatorias
-Disminuye la hipozia y fibrosis - Aumenta la hipoxia y fibrosis
-Aumenta la sensibilidad a insulina - Disminuye la sensibilidad a insulina

Figura 2. Mecanismos de expansion del tejido adiposo. La hiperplasia se caracteriza por el incremento
del nimero de adipocitos, mientras que en la hipertrofia hay aumento en el tamafio y cambio de la
morfologia de los adipocitos debido al almacenamiento excesivo de acidos grasos (Figura modificada de
Choe et al., 2016).
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El tejido adiposo secreta una amplia variedad de moléculas, por tanto, se considera
un 6rgano endocrino activo. En la obesidad un fendmeno reversible que se
desarrolla es la infiltracion de células inmunoldgicas en el tejido adiposo, alterando
numerosas funciones de éste. Las principales células que aumentan son células T
(necesarias para la migracion, diferenciacion y activacion de macréfagos),
neutrofilos y macrofagos M1 (clasicamente activados e involucrados en una
respuesta tipo pro-inflamatoria) y macrofagos M2 (alternativamente activados e
involucrados en una respuesta anti-inflamatoria), con el aumento de células pro-
inflamatorias se disminuye el numero de células anti-inflamatorias (células T
reguladoras y macrofagos M2). En condiciones fisioldgicas de homeostasis las
células inmunes no tienen una funcion especifica en el tejido adiposo, pero en la
obesidad contribuyen al proceso inflamatorio de bajo grado, lo contrario ocurre
cuando hay una pérdida de peso, ya que se ha demostrado que el nimero de éstas
células disminuye, a partir de esto, se ha propuesto que en la obesidad ocurre una
infiltracion de células inmunes que participan la respuesta inflamatoria (Lyons et al.,
2016; Choe et al., 2016; Chawla et al., 2011).

Otra consecuencia de la obesidad es el aumento de la lipdlisis basal en adipocitos
hipertréficos que conduce a la pérdida de acidos grasos libres, cuando esta pérdida
es constante, dichos &cidos grasos van del tejido adiposo al torrente sanguineo y
suelen ser captados por otros tejidos u érganos, lo que predispone a la lipotoxicidad;
ademas de ello, numerosos mediadores inflamatorios que son producidos por el
adipocito hipertrofico pueden ser secretados y por tanto afectar a otros érganos y
tejidos (Choe et al., 2016; Wisse, 2004).
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1.4 Higado. Metabolismo de lipidos, estrés oxidante e inflamacion

El higado es un dOrgano indispensable en el mantenimiento de la homeostasis
metabdlica, porque en €l se regulan procesos de lipogénesis, gluconeogénesis y
metabolismo del colesterol, ademas de presentar una alta irrigacion sanguinea para
el suministro y exportaciéon de sustratos, hormonas y nutrientes (Fabbrini et al.,
2010). Los nutrientes provenientes de la dieta como &cidos grasos, aminoacidos y
glucosa son absorbidos en el flujo sanguineo y transportados al higado, una vez en
el hepatocito se metabolizan, por ejemplo, la glucosa se transforma en glucogeno,
y los &cidos grasos pueden ser esterificados con glicerol para generar un
triacilglicérido (TG) y de esta forma pueden ser almacenados o secretados a la

circulacion mediante una lipoproteina de baja densidad (VLDL) (Rui, 2014).

En el metabolismo de los lipidos, la cantidad de TG presentes en hepatocitos
comprende una interaccion compleja entre: (Fabbrini et al., 2010; Rui, 2014).

1) Acidos grasos consumidos. Los TG y &cidos grasos libres provenientes del
plasma ya sea de la dieta o liberados principalmente del tejido adiposo subcutaneo,
y en menor cantidad del tejido adiposo visceral son captados y metabolizados por

el higado.

2) Exportacion de acidos grasos del hepatocito al torrente sanguineo mediante la
proteina VLDL. Esta lipoproteina producida por el higado se une con los TG, dicha
unién permite que sea soluble en agua y de esta forma pueda ser secretada al
sistema circulatorio y transportada a otros 6rganos y tejidos; aquellos acidos grasos
gue no son oxidados, son esterificados en TG y pueden ser incorporados dentro de
VLDL, o bien, pueden ser almacenados en el higado. Este proceso de transporte y
secrecion de VLDL proporciona un mecanismo para la reducciéon del contenido de

TG intrahepéticos (Figura 3).

3) La sintesis de acidos grasos (Lipogénesis de novo). El higado es el 6rgano
principal en el cual los carbohidratos son convertidos en acidos grasos, esta
lipogénesis hepatica es baja en el ayuno y aumenta significativamente durante la
alimentacion. La tasa de Lipogénesis de novo es regulada por diferentes complejos

y enzimas citosélicas como la sintetasa de &cidos grasos (FAS), acetil-CoA
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carboxilasa (ACC 1y 2), diacilglicerol-acil-transferasa (DGAT 1y 2), estearoil-Coa-
desaturasa 1 (SCD1) y varios factores de transcripcion nucleares. Ademas de esto,
la lipogénesis de novo es regulada independientemente por insulina y glucosa, a
través de la activacion de SREBP-1c y ChREBP, que a su vez activan otros genes
involucrados en esta via. La contribucién de la lipogénesis de novo al total de TG
intrahepaticos es del 5% de los acidos grasos incorporados en la secrecion de
VLDL-TG.

4) La oxidacion de acidos grasos. En el metabolismo de los lipidos, la cantidad de
TG presentes en hepatocitos comprende una interaccibn compleja entre los
procesos metabdlicos del higado y la cantidad de energia requerida, por tanto, se
ha estimado que la oxidacion de &cidos grasos y aminoacidos provee cerca del 90%
del combustible para los requerimientos energéticos hepaticos basales. La
oxidacion intrahepatocelular de acidos grasos ocurre principalmente en la

mitocondria y en menor medida en peroxisomas y microsomas.

La B-oxidacion mitocondrial es una ruta metabdlica aerobia de la que se obtiene
energia mediante la oxidacion de acidos grasos hasta su degradacion completa;
progresivamente se acortan los acil-CoA del acido graso en dos carbonos, y en cada
ciclo se libera el acetil-CoA, y se llevan a cabo reacciones de deshidrogenacion,
hidratacion y de escisién que involucra uniébn a membrana y enzimas, y que son
reguladas transcripcionalmente por PPAR-a. Cada acetil-CoA derivado de la B-
oxidacion, puede ingresar al ciclo de Krebs para completar la oxidacion y suministrar
los sustratos requeridos como el nicotinamida adenina dinucle6tido (NADH) y flavin
adenin dinucledtido (FADH2) que se requieren para la fosforilacion oxidativa y
sintesis de ATP, asi como protones de hidrogeno (H*) que son necesarios para la
actividad de la cadena transportadora de electrones (CTE) (Figura 4), o bien, este
acetil-CoA producido puede ser transformado en cuerpos cetonicos y de esta forma
ser exportados a otros tejidos para su uso como combustible (Trauner et al., 2010;
Fabbrini et al., 2010; Rui, 2014).
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Figura 3. Metabolismo de lipidos en higado. Los acidos grasos libres (FFA) provenientes del tejido
adiposo blanco (TAB) subcutaneo y visceral ingresan al higado y son transformados en triacilglicéridos
(TG); estos pueden ser almacenados, o esterificados dentro de VLDL para su transporte, o bien, son
metabolizados en la B-oxidacién, ruta regulada por factores de transcripcién nucleares (SREBPs y
ChREBP), y que pueden estimular la lipogénesis de novo (DNL) (Figura modificada de Fabbrini et al., 2010).
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Figura 4. B-oxidacion. Es una ruta metabdlica de la que se obtiene energia mediante la oxidaciéon de
acidos grasos lineales hasta su degradacién completa, obteniendo cofactores como FADH2 y NADH y
protones de hidrogeno necesarios para la CTE y acetil-CoA que puede proseguir en el metabolismo
oxidativo entrando al «ciclo de Krebs (Figura obtenida de la péagina de internet:
http://biomodel.uah.es/model2/lip/acgr-b-oxidacion.htm).
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Por otra parte, cuando la capacidad de almacenamiento de acidos grasos en el
higado aumenta, estos son hidrolizados de nuevo a acil-coenzima A, excediendo
los requerimientos oxidativos de la célula, provocando desregulacion en la oxidacion
de acidos grasos y formacion de especies reactivas de oxigeno (ERO) (Unger &
Orci, 2000).

Las ERO incluyen radicales libres que contiene uno o0 mas electrones desapareados
en su ultimo orbital molecular. El grupo de las ERO es diverso y comprende entre
otros el oxigeno singulete, anion superoxido (O2), radical hidroxilo (OH") y peroxido
de hidrogeno (H2032). En condiciones fisioloégicas normales, las ERO son producidas
generalmente por reacciones de Oxido-reduccion, principalmente en la mitocondria
durante la respiracion en la CTE, aunque existen otras fuentes de formacion de ERO
como la actividad de algunas enzimas (p.ej. xantina oxidasa), o la reaccién de
algunas ERO con iones de metal (p.ej. reaccién de Fentdn) o componentes (p.e. el
anion peroxinitrito, ONOO"). Para evitar dafios por el exceso de ERO, la célula tiene
sistemas antioxidantes (AOX) que comprenden enzimas (p.ej. catalasa y superoxido
dismutasa) y antioxidantes (p.ej. vitamina E y C) que ayudan a mantener el estado
redéx de la célula mediante la neutralizacion de las ERO. Sin embargo, cuando hay
una desregulacion constante en la produccion de ERO y AOX, por el aumento en
produccion de ERO y la saturacion de los sistemas antioxidantes en la célula, se
puede establecer una condicion de estrés oxidante (EO). El exceso de ERO puede
dafar las biomoléculas de la célula como proteinas, lipidos y acidos nucleicos, y de
esta forma promover el desarrollo de respuestas celulares como inflamacion,

envejecimiento y apoptosis (Kohen & Nyska, 2002; Mahmood, et al. 2009).

Queda claro que el desarrollo de un estado crénico proinflamatorio en individuos
obesos esta relacionado con la ingesta constante y excesiva de nutrientes, esta
respuesta ha sido ampliamente reportada en tejido adiposo, debido al aumento en
la expresion del ARN mensajero que codifica para las proteinas de factores de
transcripcion (p.ej. TNF-a y factor inhibidor de migracion de macréfagos), proteinas
para la sintesis de hormonas (p.ej. leptina, resistina y adiponectina) y citocinas
inflamatorias como interlucina 6 y 1B (Wisse, 2004).
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En higado se ha detectado la expresion de algunas de estas moléculas, que
asemejan el proceso inflamatorio cronico de bajo grado desarrollado en tejido
adiposo, en este 6rgano las moléculas pro-inflamatorias han sido asociadas a
enfermedades o dafio hepatico tales como: fibrosis, cirrosis, y esteatosis hepatica.
Ademas, estas moléculas forman parte de la respuesta inflamatoria en la obesidad,
la hiperlipidemia, sindrome metabdlico y DMT2, en las que generan resistencia a la
insulina, causando una inhibicion de la lipasa en tejido adiposo aumentando la
cantidad de acidos grasos liberados y por consecuencia en el higado aumentan la
concentracion de acidos grasos que son esterificados a TG. Esto causa el aumento
de EO y produccion de citocinas pro-inflamatorias, lo conduce a la ocurrencia de
lesiones en hepatocitos (Hijona et al., 2010). Aunado a esto, el higado contiene
células de Kupffer que también contribuyen en el proceso inflamatorio con la
produccion de citocinas y proteinas quimio atrayentes que activan otras células
como las células estrelladas hepaticas, contribuyendo asi al dafio hepatico (Lui et
al., 2010).

Por ultimo, aun con esta evidencia no se conoce a fondo cdmo es que se relaciona
y desarrolla la respuesta inflamatoria con la produccion de ERO en el hepatocito
causada por la ingesta de una dieta alta en lipidos. En varios trabajos se ha
reportado que en la obesidad aumenta la produccion de ERO, por ejemplo
Furukawa y colaboradores (2004) reportaron que el aumento de grasa corporal en
ratones y humanos se correlaciona con el incremento de estrés oxidativo en tejido
adiposo; Milagro y colaboradores (2006) también reportaron un incremento de EO
en higado de ratas Wistar alimentadas con una dieta alta en grasa con respecto al
grupo control; aunado a lo anterior encontraron una correlacion positiva de EO con
la masa corporal y el aumento de expresibn de ARN mensajero de leptina.
Matsuzawa y colaboradores (2007), en un modelo de ratén alimentados con una
dieta aterogénica (compuesta de grasa de cacao y colesterol), encontraron un
mayor dafio producido en células hepaticas por EO que concordd con una respuesta
severa de inflamacion y aumento de expresion de genes involucrados en la
fibrogénesis, asi como de cambios morfolégicos del tejido hepatico, predisponiendo

de esta forma el desarrollo de fibrosis y sus consecuencias fisiologicas.
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1.4.1 Evaluacién de la funcién hepética

Como se menciond en el apartado de 1.4 Higado; este érgano lleva acabo varios
procesos metabdlicos de sintesis, desintoxicacion y excrecion, por lo cual no existe
una prueba que tenga la capacidad de detectar el estado de la funcion total del
higado. Sin embargo, en el ambito clinico se utilizan un conjunto de pruebas,
denominadas pruebas de “funciéon hepatica”. Estas pruebas se utilizan en general
para: 1) determinar presencia o ausencia de dafio hepatico, 2) realizar diagnésticos
especificos, 3) determinar severidad y establecer prondsticos y 4) monitorizar el

curso de una enfermedad hepética (Daza et al. 2008; Mariel & Outomuro, 2009).

Por tanto, la mayoria de estas pruebas indican la presencia de dafio hepético y falta
de permeabilidad de vias biliares. Entre estas pruebas esta la medicion de
aminotransferasas, gamma glutamil transpeptidasa (GGT), fosfatasa alcalina (FA) y
deshidrogenasa lactica (LDH). Dentro de las aminotransferasas esta la
transaminasa glutdmico oxalacética (TGO) normalmente encontrada en una
diversidad de tejidos como higado, corazén, musculos, rifion y cerebro, y la
transaminasa glutamico pirtvica (TGP) que se encuentra en mayor concentracion
en higado. Estas enzimas presentes en células hepaticas catalizan la transferencia
de los grupos aminos para producir acido oxaloacético y piravico, respectivamente,
y son los indicadores mas comunmente utilizados para evaluar la presencia de dafio
0 necrosis hepética, debido a que son liberadas del hepatocito a la circulacién
aumentando su concentracion sérica y con ello indicando dafio en higado (Daza et
al. 2008; Mariel & Outomuro, 2009).

La GGT, por otra parte, regula el transporte de aminoacidos a través de las
membranas celulares al catalizar la transferencia de un grupo glutamil a los
aminoacidos libres; esta proviene casi exclusivamente del higado. La FA del higado
se encuentra en la superficie canalicular y por tanto es un marcador de disfuncion
biliar, esta enzima hidrolasa es responsable de eliminar grupos de fosfatos de varios
tipos de moléculas. Por ultimo, la LDH es una enzima presente en el citoplasma de

los hepatocitos y cataliza la oxidacién reversible a acido piravico (Daza et al., 2008).
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La concentracion de estas enzimas puede variar bajo diferentes condiciones como
la diabetes, hiperlipidemia, sobrepeso e higado graso no alcohdlico (Mariel &
Outomuro, 2009). Sin embargo, no se sabe si puede presentarse un cambio en su
concentracion causado por la ingesta de una dieta alta en grasa; por ello la medicién
de todas estas enzimas en conjunto podria ser utilizada para el diagndstico

temprano de anormalidades hepéaticas asociado a esta ingesta.

1.5 Receptor de membrana tipo toll 4 (TLR-4)

Los receptores tipo toll (TLR por su sigla en inglés), son una familia de receptores
transmembranales, y su activacion involucra una cascada de sefales de
transduccién que inicia con las interacciones proteina-proteina de sus ligandos,
receptores, y co-receptores, que luego continda con la transmisién de sefiales que
llegan al ndcleo y se unen a factores transcripcionales que regulan genes de
respuesta. De esta forma participan en diferentes procesos como: supervivencia
celular, apoptosis, y principalmente en la respuesta de la inmunidad innata; esta
respuesta es llevada a cabo mediante el reconocimiento de patrones moleculares
asociados a patogenos (PAMP) presentes en bacterias, virus y algunos hongos
(Mencin et al., 2009).

Dentro de esta gran familia de TLR, uno de los mas estudiados es el receptor tipo
toll 4 (TLR-4), presente en la membrana celular, este es activado por la unién con
lipopolisacéaridos (LPS), componente presente en membrana de bacterias gram-
negativas, en esta activacion es necesaria la participacion de co-receptores como
CD14 y MD-2, involucrados en el reconocimiento y unién de LPS, esta activacion
conduce a la cascada de sefializacién para una respuesta inmune ante bacterias
(Mencin et al., 2009).

Sin embargo, se ha indicado que la activacion y sefializacion de TLR-4, puede estar
mediada también por otras vias y/o ligandos de origen intra o extracelular,
estimulados por estrés o enfermedades; estas moléculas son clasicamente

llamadas “patrones de moléculas asociadas a dafio” (DAMP) (Mencin et al., 2009).
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Como se ha mencionado anteriormente, el higado es un érgano clave en el control
de la homeostasis metabdlica, sin embargo, otra funcion importante que desempefa
es la desintoxicacion mediante la transformacién de compuestos o moléculas
nocivas a metabolitos inactivos; debido a que el higado esta anatomicamente
vinculado con el intestino, esta expuesto a una constante interaccion con productos
bacterianos derivados del intestino, principalmente a lipoposacaridos, que el higado
se encarga de metabolizar para su desintoxicacion. Por esta razén se ha sugerido
que el higado tiene una alta tolerancia a estos componentes derivados de la
microbiota intestinal y de esta forma, en condiciones normales, es comun encontrar
bajos niveles de expresion de ARNm de receptores tipo Toll, sin embargo, tanto en
células parenquimatosas y no parenquimatosas del higado, la expresion de TLR
puede ser activada en respuesta al dafio derivado de una variedad de etiologias
(Gou & Friedman, 2010).

En el caso del TLR-4, este puede ser activado en higado en diferentes
enfermedades como hepatitis, higado graso alcohdlico y no alcohdlico,
padecimientos autoinmunes e inducidos por drogas. Durante la activacion y
expresion de TLR-4 en higado, multiples factores en cascada son regulados, la
mayoria involucrados en una respuesta de tipo inflamatoria, que tienen que ver con
una respuesta inmune innata como la liberacion citocinas pro-inflamatorias (TNF-q,
IL-6 e IL-1), citocinas quimiotacticas, enzimas pro-inflamatorias como
ciclooxigenasa 2 (COX-2) y la oxido nitrico sintasa inducible (iNOS), ERO, entre
otros (Lu et al. 2008; Gou & Friedman, 2010).
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1.6 Acido acetilsalicilico (AAS), ciclooxigenasa 2 (COX-2) e Interleucina 18
(IL-1B)

En el campo clinico es comun el uso de antiinflamatorios no esteroideos (AINES)
para el tratamiento de dolor e inflamacion; uno de los AINES de uso frecuente es el
acido acetilsalicilico (AAS), el cual posee propiedades analgésicas, anti-
inflamatorias, antipiréticas y se ha descrito como un medicamento antitrombético,
que bloquea la produccion de tromboxanos en plaquetas y de esta forma ayuda a
la prevencion de eventos cardiovasculares debido a que reduce la adhesion de
plaguetas en la pared de venas (Vandvik et al., 2012). El uso frecuente de AAS ha
conducido a la investigacion mas profunda sobre sus beneficios o efecto en
diferentes dosis constantes para el tratamiento de diferentes padecimientos como
sindromes coronarios agudos, prevencion primaria (grupos de alto riesgo) y
secundaria de enfermedades asociadas al corazon e incluso existe literatura que
indica que el AAS funciona como antioxidante en ciertas condiciones celulares
(Vandvik et al., 2012; Nansseu & Noubiap, 2015).

El AAS es un inhibidor no selectivo de la ciclooxigenasa (COX). Esta enzima
presenta dos iso-formas: COX-1y COX-2, cada una codificada por un gen diferente,
pero ambas son inhibidas por AAS. El mecanismo de accion especifico de AAS se
basa en la interrupcion de la sintesis de prostaglandina G2, mediante la inhibicién
irreversible de COX. Cuando el acido araquiddnico se libera de la membrana
fosfolipidica por la accion de la fosfolipasa A2, activada por diversos estimulos, es
transformado en prostaglandina G2 mediante la COX-1 y COX-2, de este
compuesto puede formarse diferentes prostanoides, principalmente en tromboxano
A2y prostaciclina. EI AAS inhibe de forma irreversible a la COX mediante su unién
al residuo 120 de arginina (punto de union de los AINES) y acetila una serina (serina
516 para COX-2), evitando de esta forma que la COX pueda usar su sitio catalitico,
una vez que AAS acetilo a la enzima, se transforma en acido salicilico (Figura 5)
(Arzamendi et al., 2006; Nansseu & Noubiap, 2015).

La COX-2 se localiza en la membrana nuclear, y aunque su expresion sea
principalmente en algunos 6rganos (p.ej. cerebro o rifiones), se ha demostrado que

también es inducible en otros tipos celulares en respuesta a algunos mediadores de
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inflamacion como algunas citocinas, por ejemplo, interleucina 1 (IL-1), LPS y
radicales libres; por tanto COX-2 es también un potente mediador de la respuesta
inflamatoria por su produccion de prostaglandinas, ademas se ha sugerido que
COX-2 puede estar involucrada en procesos fisiologicos normales en la célula
(Crofford, 1997).

Como ya se menciong, la citocina IL-1 pertenece a una superfamilia de citocinas, la
mayoria con propiedades inflamatorias debido a su habilidad para estimular la
expresion de genes asociados con la inflamacion. En algunos tejidos se ha
demostrado que un agonista de esta familia es la interleucina 1 beta (IL-1B)
(Dinarello, 2002). La IL-1 es principalmente producida por fagocitos mononucleares
activados, neutrdéfilos, queratinocitos y células endoteliales y su actividad es
inducida por diversos ligandos que incluye: LPS, otras citocinas (TNFa, IL-2, IL-3 y
IL-12), el factor estimulante de colonias de macréfagos, los factores de dafio celular,
los factores de coagulacion, lipidos (p.ej. LDL oxidadas) y algunos medicamentos.
Ademas, en animales y humanos inyectados con IL-1 y en células expuestas a IL-
1, tiene la capacidad de estimular la actividad de COX-2, fosfolipasa A tipo 2 e INOS,
debido al aumento en la cantidad de prostaglandina E2, activacion del factor
plaguetario y la produccion de éxido nitrico, que de esta forma puede agudizar la

respuesta inflamatoria (Dinarello, 2002; Vélez-Castrillén et al., 2004).

También se ha reportado un efecto nocivo, o efectos secundarios derivados de su
consumo, siendo controversial su verdadera efectividad o beneficio, por lo cual es
necesario seguir investigando su efecto con diferentes variables experimentales
para entender mejor su mecanismo de accion; por ello en el presente trabajo, se
propone un efecto benéfico del AAS en dosis antiinflamatorias para el tratamiento
de la inflamacién crénica de bajo grado ocasionada por la obesidad o el consumo

de dietas altas en grasa.
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Figura 5. Mecanismo de accién del AAS sobre lainhibicién de COX. El acido araquidénico es trans-
formado en prostaglandina G2 por accidon de COX. A partir de ésta se sintetizan otros prostanoides
involucrados en diferentes procesos celulares. La acetilacién de COX por AAS la inhibe, evitando la
reaccion del acido araquidénico. Al final del AAS queda un producto de salicilato (Figura tomada de
Arzamendi et al., 2006).
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2. JUSTIFICACION

Con el incremento de la prevalencia de la obesidad en la poblacion mexicana,
aumento el desarrollo de enfermedades cronico degenerativas; por ello es prioridad
en la investigacién biomédica entender los mecanismos moleculares involucrados

en el desarrollo de estas enfermedades y su asociacion con la obesidad.

Aunqgue ya estéa reportado que en el tejido adiposo el almacenamiento excesivo de
triacilglicéridos promueve la inflamacion de bajo grado, en el caso del higado, falta
estudiar como una dieta alta en grasa puede desencadenar dicho proceso
inflamatorio y su relacién con la producciéon de ERO, asi como entender qué
moléculas estan involucradas en esa respuesta. Aunado a esto, la mayoria de los
trabajos publicados con este enfoque, han sido en modelos in vitro de cultivos
celulares, o bien, in vivo con el uso de ratones y ratas, los cuales no son modelos
recomendados para el estudio de procesos metabdlicos, debido a que estos
organismos secretan hormonas que los hacen resistentes a padecer obesidad, por
tanto, un modelo adecuado para el estudio de fendmenos metabdlicos debido a las
similitudes con el humano es el uso del conejo (Oryctolagus cuniculus) (Schnupf &
Sansonetti, 2012).

Por ello, en el presente trabajo se presentan los resultados del efecto de una dieta
adicionada con 20% de acido palmitico administrada por tres meses a conejos
jovenes. Los efectos evaluados fueron cambios en el perfil de carbohidratos, de
lipidos y la funcidn hepética, asi como en la expresion de moléculas inflamatorias y
produccion de ERO en higado de conejo, que pudiera generar una respuesta
inflamatoria de bajo grado y si esta disminuye con la administracion de dosis
antinflamatorias de acido acetilsalicilico, un AINES con mudltiples indicaciones, de

amplio uso y de facil acceso.
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3. OBJETIVOS

Objetivo General:

Determinar si en conejos con administracién de una dieta alta en lipidos existe un
aumento en la masa corporal, cambios en el metabolismo de carbohidratos, lipidos
y la funcidén hepatica, aumento en la produccion de especies reactivas de oxigeno
(ERO) y cambios en la expresion de los genes: interleucina 1B (IL-18), receptor de
membrana tipo toll 4 (TLR-4) y ciclooxigenasa 2 (COX-2).

Objetivos Particulares:

- Determinar la diferencia en la masa corporal (peso) entre los conejos
alimentados con dieta normal y los conejos alimentados con una dieta
adicionada con 20% de &cido palmitico, y acido palmitico con &cido
acetilsalicilico.

- Evaluar en los grupos experimentales cambios en la concentracion sérica
mediante quimica sanguinea de: glucosa e insulina (metabolismo de
carbohidratos), triacilglicéridos, colesterol, colesterol HDL y LDL (metabolismo
de lipidos) y TGO, TGP, FA, GGT y LDH (funcion hepatica).

+ Determinar la produccion de ERO totales de extractos celulares de higado de

conejo mediante el uso de 2’,7’- diclorofluoresceina (DCFDA).

« Evaluar la expresion de los genes IL-168, TLR-4 y COX-2 con respecto a un
control endégeno constitutivo como gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH) mediante RT-PCR tiempo real y analisis de AACt.
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4. HIPOTESIS

La ingesta de una dieta enriquecida con un porcentaje alto de grasa durante un
periodo de 3 meses en conejos jovenes, generara alteraciones en la concentracion
sérica de glucosa, insulina, colesterol, TG, HDL y LDL, y enzimas asociadas a la
funcion hepética; mientras que en el higado habra una mayor produccion de ERO e
incremento de la expresion de los genes: IL-13, TLR4 y COX-2 asociados a una
respuesta inflamatoria. Ademas, con la administracion de un AINES (acido
acetilsalicilico) durante la ingesta de grasa se prevendri la expresion de las
moléculas asociadas a inflamacion.
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5. MATERIALES Y METODOS
Implementacién del modelo de dieta alta en grasa en conejos jovenes

En este trabajo se utilizaron conejos gazapos machos (3 meses de edad) de la cepa
Nueva Zelanda (Oryctolagus cuniculus), provenientes de la granja de la Facultad de
Veterinaria y Zootecnia de la Facultad de Estudios Superiores Cuatitlan, UNAM. Los
animales fueron tratados de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana de bioética y uso
de animales de laboratorio (NOM-062-Z00-1999) (De Aluja, 2002).

Los conejos fueron mantenidos en el Bioterio de la Facultad de Estudios Superiores
Iztacala, UNAM, con condiciones estandar de crecimiento: temperatura de 23 + 5°

C, con ciclo de 12 h oscuridad/12 h luz y humedad controlada.
Los conejos fueron separados en cuatro grupos:
« Grupo Control (CN): con acceso libre a agua y comida.

« Grupo Grasa (AP): con acceso libre a agua y comida adicionada con 20% de

acido palmitico.

« Grupo Grasa-Acido acetilsalicilico (AP/AAS): con acceso libre a agua y
comida con 20% acido palmitico y la administracion de una dosis

antiinflamatoria de acido acetilsalicilico (28.5 mg/kg)*.

« Grupo Acido acetilsalicilico (AAS): con libre acceso a agua y comida, y la
administracion de acido acetilsalicilico (28.5 mg/kg).

*Las dosis administradas de &cido acetilsalicilico fueron calculadas con base en la
dosis prescrita para uso antiinflamatorio en clinica. Esta dosis correspondi6 a 28.5

mg/kg y fue ajustada para cada organismo con base en su peso.

Los tratamientos fueron suministrados diariamente durante 3 meses y todos los

grupos fueron pesados cada mes.
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Obtencién de las muestras biologicas

Al concluir los 3 meses de administracion de la dieta, los animales fueron
sacrificados con una sobredosis de pentobarbital sodico (63 mg/2.5 kg de peso) y
se realiz6 la diseccion de érganos; del higado se obtuvieron muestras que fueron
lavadas con buffer de fosfatos 1X (PBS) (ver apéndice 10.1), colocadas en tubos
eppendorf, congeladas con nitrégeno liquido y almacenadas en un ultracongelador
a-70°C.

Metabolismo de carbohidratos, lipidos y funcion hepética

Durante los tres meses de administracion de la dieta, a los conejos se les tomé una
muestra de sangre cada mes, las muestras fueron enviadas para su analisis al
laboratorio de referencia internacional Grupo Diagndstico Médico PROA S.A. de
C.V. (Laboratorio CARPERMOR).

Extracto celular, determinacion de ERO totales y cuantificacion de proteinas

La evaluacion de ERO se hizo de acuerdo al método modificado de Hempel et al.
(1999) y el extracto celular se obtuvo con el ensayo modificado de Song et al. (2013).
De cada higado se pesaron 100 mg, para eliminar el exceso de sangre se lavo con
PBS 1X, el tejido se colocé en un tubo eppendorf con 500 ul de PBS 1X en hielo y
se macerd con un micro homogeneizador de teflébn. Para inhibir la actividad de
proteasas y evitar la degradacién de proteinas, a cada tubo se le adiciond 5 ul de
fluoruro de fenilmetilsulfonilo 100 mM (PMSF) y se agité suavemente,
posteriormente se centrifugd a 13 000 rpm por 3 minutos a -4°C; se recuperé la fase

acuosa en un tubo nuevo, y la muestra se preparo de la siguiente forma:

50 ul de muestra + 195 ul de PBS 1x + 5 yl de stock de 2’,7’- DCFDA (500 uM) =
250 ul totales.

El diacetato de 2’,7’- diclorofluoresceina (DCFDA) es utilizado para detectar el H20:2
intracelular y otros radicales que indican estrés oxidativo. La reaccion de oxidacion
que ocurre con dos electrones de la DCFDA y el ERO (radicales libres) de la
muestra, formando el compuesto diclorofluoresceina (DCF) que emite fluorescencia

(Kalyanaraman et al., 2012). La preparacion de muestras se hizo por duplicado, y

32



fueron colocadas en placas de 96 pozos con fondo transparente y paredes obscuras
y se midi6 la fluorescencia en un fluorometro (Biotek) a una longitud de onda de
emision de 485 nm y de excitacién de 520 nm, las lecturas se hicieron cada 10 min
por 1 h, y como blanco de la reaccién, en un pozo se afiadieron todos los reactivos
sin extracto celular. Los datos de fluorescencia se recolectaron para su posterior
analisis.

Para asegurar la homogeneidad de las muestras y corroborar que el nivel de ERO
cuantificado era resultado de las variables experimentales y no por diferencias en la
cantidad de tejido empleado en este ensayo, se cuantifico la proteina total de cada
una de las muestras, espectofometria de UV a 280 nm (Stoscheck, 1990) y una

curva estandar de concentracion de albimina de suero bovino (BSA) (ver apéndice
10.1).

Analisis estadistico

Con los datos obtenidos del peso corporal (kg), de la quimica sanguinea
(carbohidratos, lipidos y funcidon hepatica) y produccion de ERO, se obtuvo la
desviacién estandar (SD) y el error estandar de la media (SEM) y se aplico la prueba
estadistica de t de Student, con un valor de significancia de 0.05 (P value) en el

programa estadistico GraphPad Prism 5.
Extraccion de ADN por fenol basico

De la muestra de higado se pes6 aproximadamente 0.1 gramos de tejido, y se lavo
con agua estéril para quitar el exceso de sangre, se cortd en trozos pequefios en
una caja Petri colocada en hielo con una navaja de bisturi estéril. Posteriormente se
transfiri6 a un tubo eppendorf de 1 ml estéril con 200 ul de Buffer de lisis (ver

apéndice 10.2) y se macero el tejido con un micro homogeneizador de teflén.

Una vez homogeneizado, el tejido se transfiri6 a un tubo nuevo previamente
calentado (65°C) que contenia 250 ul de la mezcla Fenol:Cloroformo:Alcohol
Isoamilico (ver apéndice 10.2) y perlitas de vidrio, se pas6 por vortex durante 30
segundos y el tubo se incubd en bafio maria a 65°C por 5 minutos; este paso se

realizé dos veces. Después se agregaron 200 ul de agua estéril y se centrifugd a 13
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000 rpm por 5 minutos, obteniendo tres fases. La fase acuosa mas superficial se
transfirid a un tubo nuevo y se adiciond 1 ml de etanol al 100% y se mezcl6 por
inversidon hasta ser visibles las hebras de ADN. Este se centrifugd a 13 000 rpm por
10 minutos. Una vez formado el precipitado de ADN, se deseché el sobrenadante y
se resuspendio cuidadosamente en 400 pl de agua estéril y se agregdé 3 ul de la
solucion de ARNasa (10 mg/ml) y se dejo a temperatura ambiente por 30 minutos.
Transcurrido el tiempo se afiadio 10 ul de acetato de amonio (4M) y 1 ml de etanol
(100%) para precipitar nuevamente el DNA y se incub6 a -20°C por 20 minutos, por
altimo, se centrifugd a 13 000 rpm 10 minutos y se descartd el sobrenadante. El
etanol remanente se elimind al dejar secar el tubo abierto junto al mechero (5

minutos) y el ADN se resuspendié cuidadosamente en agua DEPC (30-50 pl).

Purificacion y cuantificacion del ADN

Para la eliminacion de remanentes proteicos y exceso de sales en la muestra de
ADN, este se purificé con un Kit GFx PCR DNA and Gel Band Purification (Ambiom).
Posteriormente, la concentraciéon y la calidad del ADN de cada muestra se
determind mediante espectrofotometria con luz UV, se obtuvo la densidad oOptica
(DO) a 260 nm y 280 nm y se calculd la relacion de los dos valores de absorbancia
A260/A280 (Sambrook et al., 1989), con esta relacion se comprueba la calidad del
ADN/ARN en la muestra:

< Valores de relacion entre 1.5 indican una calidad y pureza buena.
% Valores de 1.2 indican una calidad y pureza regular.
% Valores menores a 1.2 indican una calidad y pureza mala.

Una vez verificada la calidad de la muestra se calcula la concentracién para su

posterior uso en los ensayos, mediante la siguiente formula:

[ADN]= (A260) (FD) (CE)

Donde:
CE*: es el coeficiente de extincion molar que para ADN es de 50 pug/ml y para ARN
es de 40 ug/ml por cada unidad de Azso.
FD: es el factor de dilucion de la muestra.
Para convertir la concentracion en ng/ml dividir el resultado entre 1000.
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*El coeficiente extincion molar es un parametro que define cuanta luz absorbe una
sustancia a una dada longitud de onda por unidad de masa o por concentracion

molar.

Extraccion de ARN total por fenol acido

La extraccion de ARN total se hizo de acuerdo al método modificado de Schmitt &
Trumpower, (1990). De cada muestra se usaron 0.1 gramos de tejido. Este se corto
en trozos pequefos en una caja Petri en hielo y se lavé con buffer AE (ver apéndice
10.3). Luego el tejido se transfirid a un tubo eppendorf estéril con 500 pl de buffer
AE y 5 ul de DEPC y se agité suavemente. El tejido lavado se transfirié en otro tubo
eppendorf estéril calentado a 65°C que contenia 400 pl de fenol acido, 20 pl de SDS
(20%) y perlitas de vidrio. Una vez transferido el tejido se dejé 5 minutos en bafio
maria a 65°C, después se agit6 en vortex por 30 segundos (este paso se repitié dos
veces), después se coloco el tubo a -70°C por 5 minutos y se centrifugd a 13 000
rpm por 5 minutos. Se recupero la fase acuosa superficial en un tubo nuevo y se
adiciond 400 ul de fenol, para eliminar remanentes proteicos, se agité en vortex y
se centrifugd a 13 000 rpm por 5 minutos y nuevamente se recupero la fase acuosa
y se agreg6 250 pl de fenol y 240 ul de la mezcla cloroformo-isoamilico, se agité en
vortex y se centrifugd. Posteriormente, se recupero la fase acuosa y se registro el
volumen total obtenido, a este volumen final se le adiciono 0.1 volumen de acetato
de sodio (3 M) y 2.5 volumenes de etanol (100%) para precipitar el ARN. El ARN se
dejé reposar en ultracongelador (-70° C) por 30 minutos y después de la incubacién
se centrifugd por 15 minutos a 13, 000 rpm, y se desechd el sobrenadante. El
precipitado se lavé dos veces con alcohol al 75%, cuidando de no perderlo, y se
dej6 secar junto mechero por 5 minutos, finalmente se resuspendié cuidadosamente

en agua con DEPC (30-50 pl) y se almacen6 a -70°C.
Gel desnaturalizante, purificacion y cuantificacion del ARN

La pureza y calidad del ARN total se verific6 mediante una electroforesis en gel de
agarosa (1%) en condiciones desnaturalizantes (ver apéndice 10.4). Para eliminar
el ADN remanente en las muestras, se utilizé un sistema comercial de ADNasa

(Ambion RNA by life Technologies, DNA-free), nuevamente se cuantificé el ARN
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para verificar la cantidad recuperada y en gel desnaturalizante se rectifico la pureza
e integridad del ARN (Figura 6).

Figura 6. Electroforesis del ARN total en gel de condiciones desnaturalizantes. Muestras de ARN
con remanente de ADN (A). Muestras tratadas con ADNasa (B) libres de ADN residual que pueda
generar un falso positivo en la aplicacion de PCR-TR. ARNr: ARN ribosomal, ARNm: ARN mensajero,
ARNTt: ARN de transferencia. En todos los carriles se aplicaron 10 ug de ARN total.

Disefio de oligonucleoétidos para RT-PCR

Para evaluar la expresion de los genes de interés: glicerol fosfato deshidrogenasa
(GAPDH), interleucina IL-1p3 (IL-18), ciclooxigenasa 2 (COX-2) y el receptor tipo toll
4, (TLR-4), primero se obtuvo la secuencia especifica del ARNm de cada gen para
Oryctolagus cuniculus en la base de datos National Center for Biotechnology
Information (NCBI). A partir de cada secuencia del ARNm se disefiaron los
oligonucledtidos de anclaje en el programa Primer3 v.0.4.0 (Tabla 1) y se verificd su
especificidad (que no formaran estructuras secundarias tipo “orquilla” e hibridacion)
en el programa Primer Blast de NCBI, Oligo Calc y Oligo Analyzer. La secuencia de
oligonucledtidos fue enviada para su sintesis a la Unidad de Biologia Molecular del
Instituto de Fisiologia Celular, Ciudad Universitaria, UNAM. Una vez obtenidos los
oligonucledtidos, estos se prepararon a una concentracion de 100 ng/ul y se

mantuvieron a -20°C.
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Tabla 1. Secuencia de oligonucle6tido de cada gen. F- Oligo 5->3’ cadena de sentido positivo
“Forward”; R- Oligo 5°->3’ cadena de sentido negativo “Reverse”.

Secuencia de referencia Secuencia de oligonucleétidos Tamafio del
Gen (NCBI) amplificado
GAPDH NM_001082253.1 F- TGACGACATCAAGAAGGTGGTG 121 pb
R- GAAGGTGGAGGAGTGGGTGTC
IL-18 NM_001082201.1 F- TCTGCAACACCTGGGATGAC 114 pb
R- TCAGCTCATACGTGCCAGAC
COX-2 NM_001082388.1 F- TTGACCAGTACAAGTGCGAC 132 pb
R- AGTGCGTAAGGATGTAGTGC
TLR-4 NM_001082732.2 F- GTGGTATCTTTTGCTGTAGTT 142 pb

R-TTCTCACCCAGTCCTCATCC

Prueba de especificidad de oligonucle6tidos

Cuando se obtuvieron los oligonucleétidos, su especificidad se comprobd mediante
PCR convencional con ADN gendmico de higado de conejo, verificando que con
cada par de oligonucleétidos solo se obtuviera un producto de PCR y que el
amplificado tuviese el peso molecular esperado; la verificacion de la presencia de
una sola banda del peso molecular esperado se realizé mediante una electroforesis
de gel de agarosa y buffer TBE (datos no mostrados) (ver apéndice 10.5).
Reaccion de transcripcion inversa acoplada a una reaccion en cadena de la
polimerasa (RT-PCR) en tiempo real

Las reacciones de RT-PCR en tiempo real se hicieron en un equipo StepOnePlus™,
con placas de 96 pozos de 0.1 ml (Biosystems) y un sistema comercial de
reacciones de SYBR Green (Power SYBR Green RNA-to-Ct™ 1-Step Kit). Para
conocer la eficiencia de cada par de oligonucle6tidos y la cantidad 6ptima necesaria
de ARN a usar para las reacciones de RT-PCR se realizaron curvas de dilucién de
ARN para cada gen y se obtuvo una curva de disociacion y una curva estandar. Las
reacciones de RT-PCR de todos los grupos experimentales, se hicieron por
triplicado con una concentracion de ARN total de 10 ng/ul y de cada par de
oligonucled6tidos de 900 nM, en un volumen final de reaccién de 10 ul. Las

condiciones de ciclos térmicos se hicieron de acuerdo a las recomendaciones del
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proveedor (Tabla 2), y se obtuvieron los valores de Ct con los que se hicieron los

calculos y analisis de doble delta Ct (AACt) (Figura 7).

Tabla 2. Perfil térmico. Condiciones de ciclos térmicos usado para reacciones de RT-PCR en tiempo real
recomendado por el proveedor.

Etapas Paso Temp |Tiempo
Haolding Transcripcidn inversa | 48°C 30 min
Holding Activacion de AmpliTag| 95°C 10 min

Gold DNA Polimerasa
UP {ultra pura)

Cycling Desnaturalizado 95°C 15 sec

(0 ciclos) | 4 ineacion/Amplificado | 60°C | 1 min

Curva de | Desnaturalizado 95°C 15 sec

fusion ; __ -
(Melt curve) Alineacion 80 °C 15 sec
“Opcional | pocnaturalizado 95°C 15 sec

Preparar el ARN )
10 ng! pl de ARN

Disefiar y configurar el experimento

—

System software

Preparar las reacciones de RT-PCR /
Correr el experimento g StepOnePlus™
I

Equipo para la PCR en tiempo real

e

RT-PCR

P—

I
d—

Analizar el experimento o .

Amplification plot

Figura 7. Representacion de la metodologia empleada para los RT-PCR Tiempo Real.
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6. RESULTADOS

6.1 Masa corporal

Los conejos se pesaron cada mes para verificar si hubo un aumento en la masa
corporal (peso) que indicara sobrepeso en los conejos jévenes alimentados con la
dieta enriquecida con 20% de acido palmitico. En el primer mes todos los grupos
pesaron en promedio 2 kg. Para el segundo mes hubo un incremento aproximado
de 1 kg en todos los grupos. En el tercer mes el grupo acido palmitico/acido acetil
salicilico (AP/AAS) presento el mayor peso con 4.14 kg, mientras que el menor peso
fue en el grupo control (CN) con 3.5 kg. Sin embargo, no se presentaron diferencias
significativas entre ellos. La ganancia promedio total de peso al tercer mes en los
grupos fue de aproximadamente 2 kg, todos estos datos son mostrados en la figura
8.

Incremento de peso

1*" mes

B3 2% mes
B 3° mes

Tratamientos

Figura 8: Ganancia de peso a través del tiempo. En el primer mes el promedio de peso es
similar entre los grupos (aprox. 2 Kg). Al segundo mes aumenté 1 kg en todos los grupos y al
tercer mes el grupo con mayor peso fue AP/AAS seguido de AP. Los resultados son expresados
como media +SEM, (n=5).
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6.2 Quimica sanguinea

6.2.1 Metabolismo de carbohidratos

Para conocer el metabolismo de carbohidratos en los grupos experimentales se
realizé la cuantificacion mensual de la concentracion sérica de glucosa e insulina,
durante tres meses. Las concentraciones mas altas de glucosa se observaron en el
tercer mes en el grupo AP con 98.75 mg/dL (Figura 9, panel A). Ademas de esto,
en el segundo mes se observd una ligera disminucién en la concentracion de
glucosa, por el contrario, en el tercer mes, esta concentracion aumento en los
tratamientos AP y AP/AAS (Figura 9, panel B).

Estos resultados son similares a la concentracién de insulina, ya que se observo
nuevamente una disminucion de su concentracion sérica en todos los grupos a partir
del segundo mes. El grupo &acido acetilsalicilico (AAS) presentd la mayor
concentracion de insulina durante el primer y segundo mes con 5.84 y 1.61 mg/dL
respectivamente, aunque en el tercer mes disminuyd su concentracion a 0.73
mg/dL, siendo AP/AAS en este mes el que presento la mayor concentracion (1.36
mg/dL) (Figura 9, panel B).

De acuerdo a las mediciones obtenidas y al andlisis estadistico de prueba t de
Student, no se encontrd ningun cambio significativo en la concentracion sérica de

glucosa e insulina en ningun grupo experimental con respecto al grupo control (CN).
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Figura 9. Quimica sanguinea de carbohidratos. Concentracion de glucosa sérica en los
tratamientos de cada mes (A). Relacion de la concentracion de glucosa a traves del tiempo (B). Los
resultados son expresados como media +SEM (n=5).
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Figura 10. Quimica sanguinea de carbohidratos. Concentracién de insulina en los tratamientos
de cada mes (A). Relacion de la concentracion de insulina a traves del tiempo (B). Los resultados

son expresados como media £SEM (n=5).
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6.2.2 Perfil lipidico

Para conocer el metabolismo de lipidos, mensualmente se midié colesterol total,
triglicéridos (TG), lipoproteina de alta densidad (HDL) y lipoproteina de baja
densidad (LDL). Los datos fueron analizados con la prueba estadistica t de Student

y se obtuvieron los siguientes resultados:
Colesterol total:

En la medicion de colesterol total en el primer mes el grupo AP presento6 la mayor
concentracion (98.8 mg/dL), y en el segundo mes la mayor concentracién promedio
se fue en AP y AP/AAS (76.8 mg/dL y 78.6 mg/dL respectivamente). Sin embargo,
en estos meses no se encontraron diferencias significativas. En el tercer mes
AP/AAS mostrd la mayor concentracion con 76.8 mg/dL, aunado a esto también
presenté diferencias significativas (P = 0.0268) con respecto a la concentracion de
colesterol total del grupo AAS (42 mg/dL) (Figura 11, panel A). Es importante
mencionar que durante los tres meses que se midio colesterol total se observo una
ligera disminucién en la concentracion de éste del primer hasta el tercer mes en

todos los tratamientos (Figura 11, panel B).
Triacilglicéridos:

En el primer mes la mayor concentracion de TG fue en el grupo AP con 221.2
mg/dL. Posteriormente, en el segundo mes AP y AP/AAS tuvieron la concentracion
de TG mas alta con 169.8 y 166.2 mg/dL respectivamente, mientras que en el grupo
CN y AAS obtuvieron las menores concentraciones (68.8 mg/dL y 95.2 mg/dL),
ademas se presentaron diferencias significativas entre el CN y AP (P = 0.0395). En
el tercer mes nuevamente la concentracion méas elevada fue en AP con 162.5 mg/dL
y se observo diferencias con respecto al grupo CN (P = 0.0465) y AP/AAS vs AAS
(P = 0.0120) (Figura 12, panel A). Por ultimo, durante los tres meses que se midié
los TG se observé una ligera disminucion en su concentracion desde del primer

hasta el tercer mes en todos los tratamientos (Figura 12, panel B).
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LDL:

En las mediciones de la lipoproteina de baja densidad en el primer y segundo mes
la maxima concentracion promedio correspondi6 al grupo AP con de 38.4 mg/dL en
el primer mes y 32.2 mg/dL en el segundo. Sin embargo, no se presentaron
diferencias. En el tercer mes nuevamente la mayor concentracion se presentd en
AP con 30.75 mg/dL seguido de AP/AAS (27.8 mg/dL). Aunado a esto, se mostrd
una diferencia significativa entre AP/AAS vs AAS (P = 0.0134) (Figura 13, panel A).
Ademas, se observé una clara disminucion de LDL sérico en el grupo CN y AAS a

través de los meses (Figura 13, panel B).
HDL:

En el caso de la lipoproteina de alta densidad en el primer mes no se observaron
cambios importantes en su concentracion. En contraste, en el segundo mes el grupo
AP/AAS tuvo la mayor concentracién con 47.4 mg/dL, y se presentaron diferencias
significativas (P = 0.0290) con respecto a la concentracién del grupo AAS que fue
de 31.4 mg/dL. Aunque para el tercer mes, nuevamente no se observan diferencias
significativas entre los grupos. Sin embargo, el grupo con la menor concentracion
de HDL fue AP con 31.25 mg/dL, seguido de AAS (32.2 mg/dL) (Figura 14, panel
A). Por ultimo, se encontrd un incremento de HDL sérico en el grupo CN, AP/AAS y

AAS a través de los meses (Figura 14, panel B).
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Figura 11. Perfil lipidico. Quimica sanguinea: colesterol. Concentracion de colesterol en los tratamientos
de cada mes (A). Relacion de la concentracién de colesterol a traves del tiempo (B). Los resultados son
expresados como media +SEM *P< 0.05 (n=5).
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Figura 12. Perfil lipidico. Quimica sanguinea: Triacilglicéridos. Concentracion de TG en los tratamientos
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Figura 13. Perfil lipidico. Quimica sanguinea: LDL. Concentracion de LDL en los tratamientos de cada mes
(A). Relacion de la concentracion de LDL a traves del tiempo (B). Los resultados son expresados como media
+SEM (n=5) *P< 0.05.

47



HDL 1°" mes
40-
I
0 - T
Q % )
v s s
Q
?.
HDL 3°*" mes
Eﬂ-

T

mg/dL

?g\ ??*-'::r ??_*-?:r

Tratamientos

mg/dL

40

mg/dL

604

HDL 29° mes

HDL

e

e
IR

o

o 4 )
O S

v.

Tratamientos

Figura 14. Perfil lipidico. Quimica sanguinea: HDL. Concentracion de HDL en los tratamientos de cada mes
(A). Relacién de la concentraciéon de HDL a traves del tiempo (B). Los resultados son expresados como media

+SEM (n=5) *P< 0.05.
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6.2.3 Funcion hepatica
Para detectar anomalias en la funcion hepatica asociadas a la ingesta de una dieta
alta en grasa, se realizo la medicion durante tres meses de la concentracion sérica
de las enzimas: TGO, TGP, GGT, FA y LDH. Las concentraciones son presentadas
en Unidades/Litro (U/L).

Aminotransferasa de aspartato y alanina (TGO, TGP): Durante el primer mes no se
observaron diferencias entre los grupos para ambas enzimas. En el segundo mes
se encontraron diferencias en la concentracion promedio de TGO entre el grupo CN
y AP (P = 0.044) (Figura 15), mientras que TGP present6 una diferencia de
concentracion entre AP/AAS y AAS (P = 0.479) en este mismo mes (Fig. 16, panel
A). Sin embargo, esto no se repitié en el tercer mes, pero la mayor concentracion
de TGO correspondié al grupo AP (56.25 U/L), mientras que la menor fue en
AP/AAS de 34 U/L (Figura 15). En el caso de la TGP las menores concentraciones
siempre correspondieron al grupo AP y AP/AAS hasta el tercer mes (Fig. 16, panel
B). En el tercer mes el grupo AAS tuvo la méxima concentracion con 85.8 U/L y fue
estadisticamente diferente con respecto a FAT/AAS (P = 0.0181) que fue el grupo

con menor concentracion de TGP con 35.4 U/L (Fig. 16, panel A).

Gama glutamiltranspeptidasa (GGT): Para la GGT no hubo cambios significativos
en su concentracion entre los grupos a través del tiempo en los cuales se realizaron
las mediciones, solo en el segundo mes las menores concentraciones
correspondieron a AP/AAS y AAS con 8 U/L y 5.25 U/L respectivamente. En el tercer
mes los valores de concentracion obtenidos entre los grupos fueron casi

homogéneos (en promedio 9 U/L) (Figura 17).

Fosfatasa alcalina (FA): No se observaron cambios significativos en la
concentracion sérica de FA entre los grupos en ningln mes, incluso se notd una
homogeneidad de las concentraciones de FA entre los tratamientos en cada mes
(Figura 18, panel A). Sin embargo, en el primer mes se presentaron las mayores
concentraciones sericas de esta enzima en todos los grupos y posteriormente esta

disminuyo durante el segundo y tercer mes (Figura 18, panel B).
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Lactato deshidrogenasa (LDH): En el primer mes no se presentaron diferencias
significativas en cuanto a su concentracién, pero la maxima concentracion se
presenté en AP con 498.6 U/L. En el segundo mes nuevamente el grupo AP
presento la maxima concentracion, ademas de mostrar diferencias significativas con
el grupo CN (P = 0.0147). En el tercer mes, nuevamente no se presentaron
diferencias, y la minima concentracion correspondio al grupo AP/AAS con 314.6 U/L
(Figura 19, panel A). Los valores de concentracion sérica de esta enzima fluctuaron

entre los grupos y a través del tiempo (Figura 19, panel B).
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Figura 15: Enzimas indicadoras de la funcién hepatica: TGO. Concentracién de TGO en los tratamientos de
cada mes (A). Relacidon de la concentracion de TGO a traves del tiempo (B). Los resultados son expresados como
media +SEM (n=5) *P< 0.05.
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Figura 16: Enzimas indicadoras de la funcién hepética: TGP. Concentracién de TGP en los tratamientos de
cada mes (A). Relacion de la concentracién de TGP a traves del tiempo (B). Los resultados son expresados como

media +SEM (n=5) *P< 0.05.
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Figura 17: Enzimas indicadoras de la funcién hepatica: GGT. Concentracion de GGT en los tratamientos de
cada mes (A). Relacién de la concentracion de GGT a traves del tiempo (B). Los resultados son expresados como
media +SEM (n=5) *P< 0.05.
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Figura 18: Enzimas indicadoras de la funcion hepatica: FA. Concentracion de FA en los tratamientos de cada
mes (A). Relacion de la concentracion de FA a traves del tiempo (B). Los resultados son expresados como media

+SEM (n=5) *P< 0.05.
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Figura 19: Enzimas indicadoras de la funcién hepética: LDH. Concentracion de LDH en los
tratamientos de cada mes (A). Relacion de la concentracion de LDH a traves del tiempo (B). Los resultados

son expresados como media +SEM (n=5) *P< 0.05.
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6.3 Produccion total de especies reactivas de oxigeno (ERO) en higado

En la evaluacion de la produccion total de ERO con el uso de diacetato de 2°,7’-
diclorofluoresceina (DCFDA), se encontro en las series de tiempo de 60 min de la
medicion de fluorescencia, que la mayor produccion de ERO fue en el grupo AP,
este resultado fue semejante a la produccion del grupo AAS; en contraste, el grupo
AP/AAS tuvo una menor produccion de ERO con respecto a estos dos grupos
(Figura 12, panel A). De las series de tiempo de la produccién de ERO al minuto 60
se cuantifico proteinas totales y se obtuvo la relacion de unidades de fluorescencia
por mg de proteinas (Figura 12, panel B). Sin embargo, aunque se observo una
produccion diferencial de ERO entre los grupos, no se encontraron diferencias

significativas entre los grupos (Figura 20).
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Figura 20. Produccién de ERO totales. Serie de tiempo de la reaccién de DCFDA con el extracto celular de
higado de conejo (A). Las unidades de fluorescencia relativa son expresadas por mg de proteina total que se
cuantificé por muestra (B). La medicién son el promedio de dos lecturas por muestra, y los resultados son
expresados como media £SEM (AP n=2; los demas grupos n=3).
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6.4 Reaccidn de transcripcion inversa acoplada a una reaccién en cadena de
la polimerasa en tiempo real (RT-PCR)

6.4.1 Eficiencia de cada par de oligonucleotidos

Para conocer la eficiencia de cada par de oligonucleétidos de los genes que se
emplearon en este trabajo se realizaron curvas de dilucion de la concentracion del
ARN total y se obtuvo la curva de fusion (“Melt curve”) y la curva estandar. La curva
de fusion se obtuvo mediante las curvas de disociacion y permitié de manera gréafica
evaluar si los oligonucleétidos disefiados eran especificos para la secuencia de un
solo gen, pues se esperaba que dicho gen generara un solo producto del
amplificado. Al finalizar el RT-PCR, todos los productos de amplificacion fueron del
mismo tamafio, y por tanto, de manera grafica se observd un solo pico que
correspondié a la temperatura Unica en donde la mayor parte del producto
amplificado se separd, de no haber presentado un solo pico en el grafico, se hubiera
interpretado como la formacion de productos inespecificos o dimeros, es decir, los
oligonucledtidos podrian haber reconocido una secuencia diferente a la del gen de
interés o bien que hubieran estado uniendose entre si (Rodriguez & Rodriguez,
2006).

Con la curva estadndar se calculé la eficiencia de la amplificacibon mediante la
pendiente de la recta de regresion en la curva estandar. Un valor cercano a -3,3
indicaba una eficiencia de amplificaciéon de la PCR Optima. Por otra parte, el valor
de R? (coeficiente de correlaciéon) mide la proximidad del ajuste entre la recta de
regresion y los puntos de datos Ct individuales de las reacciones estandar, por ello
un valor éptimo de R? debe ser >0.99. En la figura 21 se muestran las curvas de
fusion y curva estandar de los genes utilizados: GAPDH, TLR-4, IL-18y COX-2 que
mostraron un solo pico que indica la temperatura Gnica en donde la mayor parte del

producto amplificado se separé.
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Figura 21. Curva de fusion (“Melt curve”) y curva estandar. Para todos los genes se realizé una curva
de diluciones con RNA total (5 diluciones). Gen constitutivo GAPDH (A). Gen de receptor de membrana
tipo toll 4 (TLR-4) (B). Gen interleucina 1B (IL-1B) (C). Gen de ciclooxigenasa 2 (COX-2) (D).
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6.4.2 Expresion genética diferencial

Para calcular la expresion relativa de cada gen, se us6 el método de Doble delta Ct
(AACt), con este se compararon directamente los valores de Ct del gen de interés 'y
del gen de referencia de cada muestra, y posteriormente se compararon los Ct de
la muestra experimental con respecto a la muestra control mediante la
normalizacion de estos datos con el gen de referencia (GAPDH). De acuerdo a este
método se encontré que la expresion de los genes IL-1B y COX-2 en todos los
tratamientos fue menor (<1) con respecto al control, es decir, el nivel del transcrito
para dichos genes no fue mayor al del gen constitutivo (GAPDH) y, por tanto, no se
encontré una expresion diferencial entre los grupos experimentales. En contraste,
la expresion del gen TLR-4 incrementdé en el grupo AP pues fue 6.22 veces mas que
el grupo CN, seguido del grupo AAS con 4 veces mas que el CN y en AP/AAS la
expresion de TLR-4 aumentd 1.7 veces mas con respecto al control (Figura 22).
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Figura 22. Niveles relativos del ARN mensajero de tres genes indicadores de inflamacion
mediante AACt. La expresion genética se evalué en muestras de higado de conejos alimentados
con &cido palmitico al 20% (AP), con &cido palmitico + &cido acetilsalicilico (AP/AAS) y con dieta
normal + acido acetilsalicilico (AAS). Para cada gen los niveles de expresion de los conejos
alimentados con la dieta normal (CN) se tomaron como valor de referencia. Los datos se presentan
como el valor de 222CT y su coeficiente de variacién de seis mediciones por gen para dos conejos
por tratamiento.
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7. DISCUSION

7.1 Metabolismo de carbohidratos, lipidos y funcion hepatica

En el modelo de conejos jovenes alimentados con una dieta alta en grasa se
observo que, al tercer mes todos los grupos habian aumentado en promedio 2
kilogramos (Figura 8), pero con una diferencia del valor promedio de aquellos
animales alimentados con dieta alta en grasa AP y AP/AAS de 3.83 kg y 4.14 kg
respectivamente. Sin embargo, pese a este incremento de peso, no se demostré un
aumento significativo entre los grupos. Estos resultados son semejantes a los
reportados por Chen y colaboradoes (2013), quienes en conejos alimentados por
dos meses con una dieta alta en grasa (adicionada con colesterol, manteca de cerdo
y yema de huevo) no encontraron un aumento significativo en la masa corporal. Esto
puede asociarse a las evidencias reportadas en ratas e igualmente en humanos en
los que se ha encontrado que el tener una dieta alta en grasa no necesariamente
conduce al sobrepeso u obesidad, es decir, algunos animales desarrollan el fenotipo
de obesidad mientras otros son resistentes y mantienen un peso normal a pesar de

la ingesta alta de calorias (Poveda et al., 2008; Archer et al., 2003).

Aunado a esto, las concentraciones de glucosa e insulina no cambiaron durante la
administracion de la dieta alta en grasa (Figura 9 y10). Este resultado es similar a
lo reportado por Poveda y colaboradores (2008) quienes demostraron que las ratas
Wistar alimentadas con una dieta alta en grasa por un periodo corto de tiempo, no
tenian cambios en la concentracién de glucosa e insulina y no desarrollaron un
estado de resistencia a la insulina debido a que la masa corporal no aumento lo
suficiente para modificar su produccién. Nuestros resultados son congruentes con
los resultados reportados para las ratas Wistar, pues los conejos no tuvieron una
ganancia de peso significativa al tercer mes y, por tanto, pese a la administracion
de la dieta enriquecida con 20% de &cido palmitico no se vio afectada la produccién

de insulina y concentracion de glucosa.

Asi mismo, existen reportes de que las dietas altas en grasas pueden causar
intolerancia a la glucosa y alteraciones en la funcién pancreatica para la secrecion

de insulina, lo que ocasionaria que las concentraciones de insulina disminuyeran
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(Otukonyong et al., 2005); esta disminucion se observo en las concentraciones de

insulina del grupo AP a través del tiempo (Figura 10, panel B).

En contraste de lo que ocurrio en el metabolismo de carbohidratos, el metabolismo
de lipidos se vio modificado con la administracion de la dieta enriquecida con acido
palmitico. Este cambio del perfil lipidico causado por la ingesta de dietas ricas en
lipidos ya ha sido reportado, por ejemplo, Matsuzawa y colaboradores (2007)
encontraron un cambio en la concentracién sérica de triacilglicéridos (TG) y
colesterol en ratas Wistar alimentadas con una dieta aterogénica. Chen vy
colaboradores (2013) demostraron que en conejos con administracion de una dieta
alta en grasa cambiaba el perfil lipidico con aumento significativo en HDL, LDL,
colesterol total y triacilglicéridos. Nuestros resultados son semejantes al trabajo de
Chen y colaboradores (2013), debido a que las concentraciones de colesterol
(Figura 11) y de TG (Figura 12) fueron mayores en los grupos con administracion
de la dieta alta en grasa (AP y AP/AAS). Este aumento fue méas evidente en TG,
debido a que, durante los tres meses el grupo AP fue el que presentd la mayor
concentracion sérica promedio de TG, teniendo diferencias con el grupo CN en el
tercer mes. Este aumento en la concentracion de TG se conoce como
hipertrigliceridemia, trastorno en el que incrementa su concentracion y su causa es
de diversas etiologias, pero principalmente se relaciona con la ingesta hipercalérica,
ademas es asociada con la modificacion de otros lipidos presentes en sangre (Bays
et al., 2013).

Con el aumento de TG se puede alterar el perfil de otros lipidos, como en la
concentracion de la lipoproteina de baja densidad (LDL). Con el incremento de TG,
hay un enriquecimiento de éste en LDL que es hidrolizado por la lipasa hepatica, lo
que conduce a la formacion de particulas de LDL densas y pequefias, entonces, de
esta forma éstas son principalmente formadas debido al incremento de las
concentraciones de TG y no depende de la masa total de grasa corporal (Klop et
al., 2013), esto es congruente con los datos de la concentracion de LDL en el grupo
AP y AP/AAS (30.75 mg/dL y 27.8 mg/dL) que correspondieron a la mayor

concentracion al tercer mes.
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Por ultimo, otra caracteristica de la hipertrigliceridemia es que puede causar la
disminucién de la lipoproteina de alta densidad (HDL) (Miguel, 2009; Ros & Laguna,
2006; Bays et al.,, 2013; Klop et al.,, 2013). Nuevamente nuestros resultados
coinciden con el reporte de la disminucion de HDL, aungque no se demostraron
diferencias significativas en la concentracion al tercer mes de HDL, el grupo AP
presentd la menor concentracion (31.25 mg/dL) (Figura 14). Lo que nos hace
proponer que esta disminucion de HDL y aumento de LDL comenzaba a
manifestarse como resultado de la dieta enriquecida con &cido palmitico, pero que,
debido al tiempo en la que fue administrada (3 meses) esta alteracion no se
presentd de forma bien definida. Sin embargo, todos estos cambios en el perfil
lipidico antes descritos, y la hipertrigliceridemia se conocen como dislipidemia. La
dislipidemia pueden clasificarse de diferentes maneras: segun el perfil lipidico,
segun su etiologia o por la clasificacion de Fredickson (Brites et al., 2010; Miguel
2009). Aunque de forma general se puede definir de acuerdo con la Norma Oficial
Mexicana (NOM-037-SSA2-2012 Para la prevencion, tratamiento y control de las
dislipidemias) como cualquier alteracion de lipidos en sangre ya sea por colesterol
(hipercolesterolemia), por los TG (hipertrigliceridemia), o bien por ambas

(dislipidemia mixta).

Las dislipidemias pueden obedecer a causas genéticas o primarias, 0 a causas
secundarias, estas Ultimas son de mayor frecuencia en los casos clinicos y suelen
estar relacionadas con héabitos nocivos para la salud como el sedentarismo y la
ingesta elevada de grasas saturadas y colesterol, o pueden asociarse con
enfermedades (p. ej. DMT-2), con el consumo de alcohol o algunos farmacos p.e;.
antirretrovirales y estrégenos (Miguel, 2009; Bays et al., 2013). Como se mencioné,
otra clasificacién es la de Fredrickson, que divide a las hiperlipidemias en seis
grupos (I, lla, lib, 1ll, IV y V) segun los patrones de aumento de lipidos y de
lipoproteinas, esto para conocer el fenotipo de la dislipidemia. Sin embargo, en el
presente trabajo no es posible definir el fenotipo de la dislipidemia observada, ya
gue no se obtuvieron valores de la lipoproteina de muy baja densidad (VLDL) o

guilomicrones.
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En cuanto al grupo AP/AAS (acido palmitico + acido acetilsalicilico), éste presento
la concentracion de HDL mas elevada (42.4 mg/dL), siendo ligeramente mayor a la
del grupo con dieta normal (CN: 40.8 mg/dL) y el grupo AAS (32.2 mg/dL). Este
aumento de HDL causado por la administracion de acido acetilsalicilico es también
reportado por Seth y colaboradores (2011) con ratas Wistar alimentadas con una
dieta aterogénica quienes demostraron que la aspirina aumentaba las
concentraciones de HDL y disminuia las concentraciones séricas de colesterol total,
TG y LDL. Por lo que respecta al colesterol y TG en este mismo grupo (AP/AAS) se
observd que las concentraciones fueron muy semejantes al grupo AP. Esto es
similar a lo reportado por Cyrus y colaboradores (2002) quienes encontraron
diferencias en cuanto a la concentracion de colesterol total y TG en ratones
deficientes del receptor de lipoproteina, alimentados con una dieta alta en grasa y
con administracion de una dosis baja de AAS y propusieron que el AAS no interfiere
directamente en el metabolismo de estos lipidos y no afecta por tanto su
concentracion, lo cual es congruente con nuestros resultados de colesteroly TG en
el grupo AP/AAS.

En cuanto a la funcidn hepatica, no se encontraron cambios significativos en la
concentracion de TGO, sin embargo, la maxima concentracién de ésta se presentd
en el grupo AP (56.25 U/L; Figura 15), mientras que para TGP hubo una diferencia
significativa en su concentracion entre el grupo AP/AAS y AAS (P = 0.0181; Figura
16). Si bien ambas enzimas estan presentes en gran cantidad en el hepatocito,
estas solo son liberadas al plasma cuando la membrana celular es dafada,
aumentando asi su concentracion sérica. Sin embargo, pequefios incrementos en
la concentracion de TGO usualmente se deben a una causa no hepética que la
elevan, debido a que puede ser producida por otros 6rganos y tejidos, modificando
asi su concentraciéon plasmatica. En cambio, la sintesis de TGP es mas especifica
en el higado, por tanto, su elevacion puede asociarse a cambios hepatobiliares sin
representar un daflo grave (Hyeon et al.,, 2004). Esto puede explicar las
concentraciones de TGO y TGP que fluctuaron a través del tiempo y entre los

grupos.
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En cuanto a GGT y FA no se vio ningln cambio significativo en su concentracion.
Ambas mediciones combinadas son utilizadas principalmente para el diagndstico de
disfuncién biliar. Por dltimo, la concentracion de LDH, no presentd cambios
significativos. Esta enzima, aunque estd presente en hepatocito, también es
sintetizada por otros tejidos, lo cual le resta especificidad como indicadora de dafio
hepatico, y solo puede ser util en combinacion de otras mediciones hepaticas (Daza
et al., 2008). Por tanto, estos resultados nos indican que, pese a la administracion
de la dieta alta en grasas durante tres meses, esta no causo un dafio hepético ni
disfuncion biliar que generara el aumento sérico de dichas enzimas, y que es
probable que estas pruebas sean mas utiles solo en diagndstico especifico de lesion
hepatica y no como marcadores tempranos de cambios en la funcion hepatica

asociada a la ingesta de dietas altas en grasa.
7.2 Produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO)

De acuerdo con la cuantificacion de ERO en tejido total de higado mediante
cuantificacion de fluorescencia de diclorofluoresceina (DCF) no se encontraron
diferencias significativas entre los grupos con respecto al control. Sin embargo, se
presento una produccioén de ERO semejante en los grupos AP y AAS (1042 UFR/mg
de proteina), que ademas correspondieron al valor maximo de produccién de ERO
(Figura 20). En el caso del grupo AP esta diferencia en la produccion de ERO con
respecto al grupo control (703 UFR/mg de proteina) puede ser resultado de la
administracion de la dieta alta en grasas. Se ha demostrado que el consumo de
alimentos ricos en lipidos, pues estos son absorbidos en el intestino delgado, y son
ensamblados en particulas ricas en lipoproteinas (quilomicrones) y son secretados
en la sangre, la mayoria de estos quilomicrones son llevados hasta el tejido adiposo,

pero el resto son llevados hacia el higado (Klop et al., 2013).

Una vez en el higado, los acidos grasos son esterificados con glicerol-3-fosfato para
generar un triacilglicerol, y de esta forma pueden ser almacenados o secretados
nuevamente a la circulacién mediante una la lipoproteina de baja densidad (VLDL)
o bien pueden ser usados por el hepatocito para la B-oxidacion llevada a cabo en

mitocondria (Nassir & Ibdah, 2014). La ingesta constante de acidos grasos causa
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una desregulacion en el consumo, liberacién y almacenamiento de estos acidos
grasos en el hepatocito, provocando que sean hidrolizados de nuevo a acil-
coenzima A (acil-CoA), y estos sean transportados al interior de la membrana
interna mitocondrial, donde ingresan a la 3 -oxidacion y se produce acetil-CoA, que
ingresa al ciclo de Krebs, en esta ruta metabdlica se producen sustratos
respiratorios (NADH y FADH), donadores de protones de hidrogeno (HY) vy
electrones para la cadena transportadora de electrones (CTE). Esta constante
produccion excede los requerimientos oxidativos de la célula, provocando una
mayor formacion de ERO por medio de la estimulacion de la actividad de la CTE y
la desregulacion en la oxidacion de acidos grasos (Unger & Orci, 2000; Nassir &
Ibdah, 2014).

Por otra parte, como se mencion0 en el grupo AAS también se presentd una
produccion elevada de ERO, pero que a diferencia del grupo AP que recibié una
dieta adicionada con grasa, esta produccion puede ser debida a que posterior a la
ingesta del AAS, este se hidroliza en tracto gastrointestinal, higado y sangre, y
finalmente se envia al higado y se elimina por via renal. En el higado, el AAS puede
producir varios salicilatos como producto de su metabolismo, algunos de éstos
demostraron tener un efecto dafino en mitocondrias aisladas, ya que pueden
desacoplar la fosforilacion oxidativa. Por ejemplo, el AAS se transforma en acetil
salicilato el cual se hidroliza por esterasas produciendo salicilato. Este compuesto
se ha reportado como generador de ERO, ya que interactia con la CTE generando
peroxido de hidrogeno (H2032), que a su vez puede generar otros ERO (Battaglia et
al., 2005).

El grupo hidroxilo del salicilato también puede interactuar con el grupo Fe-S del
complejo mitocondrial | provocando la formacion de ERO. Ademas, tanto el AAS
como el salicilato pueden afectar la homeostasis del calcio que esta relacionado con
cambios en la permeabilidad de la membrana mitocondrial que resulta en la
ganancia o pérdida de electrones. Algunos reportes mencionan que el salicilato
puede inducir una condicion denominada “transicion de permeabilidad mitocondrial’”,
gue genera la entrada de diferentes iones como calcio, esto es importante ya que

entre las funciones que se han caracterizado que lleva acabo la mitocondria, se ha
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demostrado que es un importante organelo que regula activamente el perfil espacio-
temporal del calcio intracelular bajo condiciones fisiol6gicas normales y anormales.
La principal funcion del calcio en la mitocondria es la estimulacion de la fosforilacion
oxidativa, por medio de la activacion alostérica de la piruvato deshidrogenasa
(PDH), isocitrato deshidrogenasa (IDH), a-ketoglutarato deshidrogenasa, a-
glicerofosfato deshidrogenasa y adenina nucledtido translocasa (ANT), asi como la
estimulacién de la sintesis de ATP (complejo V). Con el ingreso e incremento de la
concentracion de calcio en la mitocondria, puede estimular el ciclo de Krebs y la
fosforilacién oxidativa, resultando en la aceleracion de la actividad de CTE y un
mayor consumo de oxigeno, provocando una mayor pérdida de electrones y
formacion de ERO (Battaglia et al., 2005; Brookes et al., 2004).

Ademas de esto es importante mencionar que la semejanza en la produccion de
ERO en AP y AAS, puede deberse a la dosis administrada de acido acetilsalicilico,
sin embargo, faltarian ensayos en los que se prueben diferentes concentraciones
de AAS y su efecto sobre la respiracion mitocondrial y produccion de ERO para

fortalecer esta hipétesis.

En contraste con lo que encontramos en el grupo AP y AAS, la produccion de ERO
en el grupo AP/AAS (grasas + &cido acetilsalicilico) resultd ser menor con respecto
al grupo AP. Esto puede deberse a que el AAS tenga un efecto antioxidante que
reduzca los niveles de ERO, existen trabajos que han reportado que ciertos
salicilatos tienen propiedades antioxidantes (AOX). Tal es el caso del &cido salicilico
(Mahmood et al., 2009) que puede disminuir el nivel de ERO y la respuesta pro-
inflamatoria con un aumento concomitante en la actividad de la enzima antioxidante
glutation peroxidasa (GPX). Por ultimo, debe considerarse que el higado al ser un
organo rico en mitocondrias presenta una constante produccion de ERO. Sin
embargo, un sofisticado sistema antioxidante se ha desarrollado en mamiferos para
el mantenimiento del homeostasis redéx en el higado, que incluyen enzimas y
moléculas con propiedades AOX (Li et al., 2015). Este sistema AOX puede estar
influyendo en la diminucion de ERO en el higado de conejo de nuestro modelo y
seria importante realizar ensayos para registrar la actividad de estos sistemas AOX

en estas condiciones para reforzar esta propuesta.
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7.3 Expresion de TLR-4, COX-2 e IL-18

Como se ha reportado en tejido adiposo el desarrollo de un proceso inflamatorio
cronico de bajo grado, nosotros esperabamos en nuestro modelo de estudio
evidenciar este mismo proceso inflamatorio en higado (6rgano importante en el
metabolismo de lipidos), mediante el suministro de una dieta alta en grasa, pero
acorde a los resultados de AACt obtenidos mediante RT-PCR en tiempo real (Figura
22), solo se encontré un cambio en la expresion del gen TLR-4 en el grupo AP y se
observé la mayor expresion de éste (6 veces mas con respecto al control), seguido
de AAS (4 veces mas) y un ligero incremento en FAT/AAS (1.7 veces mas). En

contraste, los genes de COX-2 y IL-718 no presentaron cambio en su expresion.

Como se planted en la hipétesis, se esperaba un aumento del ARN mensajero de
estos dos ultimos genes, puesto que las proteinas que codifican estan involucradas
y vinculadas con la respuesta pro-inflamatoria. El incremento de IL-13, estimula en
ciertos tejidos o condiciones la expresion de genes asociados con la inflamacion,
como de COX-2, que a su vez puede intensificar dicha respuesta, mediante la
sintesis de prostaglandinas (Dinarello, 2002; Vélez-Castrilon et al., 2004). Aunque,
como se menciond en parrafos anteriores, esto no se presentd en nuestro modelo,
debido probablemente a que el tiempo de administracion de la dieta alta en grasa
no fue suficiente para desencadenar un proceso inflamatorio o bien, debido a que
en conejos jovenes primero hay una condicion de dislipidemia y un aumento en la

produccién de ERO, pero no hay todavia un proceso inflamatorio definido.

Sin embargo, el aumento en el grupo AP de la expresion del gen TLR-4, puede ser
debida a la cantidad de acidos grasos libres presentes en sangre y que son
captados por el hepatocito. De acuerdo con los datos de las quimicas sanguineas
de metabolismo de lipidos, el grupo AP presentd las mayores concentraciones
séricas de lipidos. Esto puede causar el incremento en la expresion de TLR-4,
puesto que su principal ligando son los LPS, asi como &cidos grasos, entre ellos el
acido palmitico. En diferentes trabajos se ha demostrado que los acidos grasos

saturados de los LPS son importantes para el reconocimiento y activacion del
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receptor de TLR-4. Por tanto, los acidos grasos, en particular los saturados, pueden
activar TLR-4 que a su vez puede inducir la activacion de la via NF-kB y la expresion
de genes que codifican para citocinas pro-inflamatorias en el hepatocito (Gou &
Friedman, 2010). Este aumento de la expresion de TLR-4 por adicion de acidos
grasos también ha sido reportado en otros modelos in vitro de cultivos de monocitos
y macréfagos (Huang et al., 2012). Y en el caso particular del &cido palmitico se ha
demostrado en otros modelos que influye directamente en la activacion de TLR-4,
ejemplo de esto es el trabajo realizado por Yang y colaboradores (2015), quienes
encontraron que, en cultivos de células del trofoblasto aisladas de placenta humana
tratadas con acido palmitico y acido esteéarico, ambos acidos grasos aumentaban la
expresion de TLR-4. También Nicholas y colaboradores (2017) demostraron en
monocitos derivados de células dendriticas que el acido palmitico funciona como un
ligando de TLR-4 mediante la unién de éste al complejo TLR-4/MD2, necesario para
su activacion. Por ultimo, Cheny colaboradores (2013) mostraron un aumento de la
expresion de TLR-4 y otras moléculas promotoras de inflamacién en macréfagos
sanguineos de conejos alimentados con una dieta alta en grasa. Sin embargo, aun
tomando en cuenta estas evidencias, no debemos olvidar que el higado en
condiciones normales esta constantemente expuesto a los ligandos de TLR
provenientes de la microbiota intestinal, lo que conduce a una tolerancia mayor con
respecto a otros érganos y por tanto presenta bajos niveles de ARNm de TLR
(Huang et al., 2012). Esto hace que este hallazgo resulte importante debido a que,
con la ingesta de una dieta adicionada con 20% de acido palmitico, hay un
incremento en la expresion TLR-4 el cual puede estar involucrado en el inicio de

una respuesta inflamatoria en el hepatocito.

En cuanto al incremento de la expresion de TLR-4 en el grupo AAS, puede ser
atribuido a dos posibles causas: 1) una contraindicacion del acido acetilsalicilico es
el desarrollo de problemas gastrointestinales, ya que al inhibir a la COX 1y 2 se
reduce la sintesis de prostaciclina y con ello, disminuye la proteccion de la mucosa
gastrica que es una barrera contra patdégenos y sustancias, haciéndola mas
susceptible al dafio, y permitiendo un paso mayor de diferentes compuestos de

origen microbiano intestinal (Diaz-Casasola, 2015), que pueden potencialmente
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llegar al higado e incrementar la expresién de TLR-4 en el hepatocito; sugiriendo
asi, que el uso de acido acetilsalicilico en condiciones fisiolégicas normales puede
tener un efecto deletéreo; o bien, 2) puede ser resultado de la produccion de ERO,
mediante la oxidacién de lipidos, que se ha visto influye en la activacion de TLR (Gill
et al., 2010), que es congruente con los resultados de produccion de ERO total

obtenidos en el grupo AAS.

Por ultimo, la expresion de TLR-4 fue mucho menor en el grupo FAT/AAS (1.7 veces
mas con respecto al control), lo cual nos hace proponer que, pese a la ingesta de
acidos grasos, el uso de acido acetilsalicilico puede influir en el control de expresion

de TLR-4, ademas de su posible efecto AOX, protegiendo de esta forma al higado.
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. CONCLUSIONES

- La masa corporal de los conejos jovenes, con 3 meses de administracion de
la dieta alta en grasa, no cambia, por tanto, no se evidencio un estado de

sobrepeso u obesidad.

« La produccion de insulina, asi como la concentracion de glucosa no parecen
ser afectadas con la administracion de una dieta enriquecida de acido

palmitico.

« El perfil lipidico se modificé con la administracion de una dieta enriquecida
de &cido palmitico, causando un aumento sérico de colesterol total y LDL y
una ligera disminucion de HDL, ademas de presentarse hipertrigliceridemia,
un tipo de dislipidemia.

+ Las concentraciones séricas de las enzimas TGO, TGP, GGT, FAy LDH no
cambiaron significativamente durante la administracion de la dieta, por tanto,
se descarta la presencia de dafio hepético o biliar, ademas de no funcionar
como indicadores tempranos de la alteracion de la funcién hepatica causada

por el consumo de una dieta rica en grasa.

- La administracion de una dieta alta grasa o acido acetilsalicilico aumenta la
produccion de ERO debido muy probablemente a la desregulacion de la
fosforilacion oxidativa. Sin embargo, al administrarse juntas, el &cido
acetilsalicilico parece poseer un efecto antioxidante que ayuda a disminuir la

produccion de ERO.

- En higado se descarta una respuesta inflamatoria generada por la
administracion de la dieta enriquecida con acido palmitico, debido a que no
cambio la expresion de los genes que codifican para las moléculas
promotoras de inflamacién: IL-1B y COX-2. Sin embargo, el aumento de la
expresion de TLR-4, puede indicar el comienzo de una alteracion hepatica
generada por la dislipidemia, y que puede conducir al desarrollo de una

respuesta inflamatoria con produccion de ERO.
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10. APENDICE

10.1 Extracto celular, ERO y cuantificacion de proteinas por curva estandar
de BSA

Buffer de fosfatos (PBS):

Para preparar un stock 10x en 100 ml, pesar 8 grs de cloruro de sodio (NaCl), 0.2
gr de cloruro de potasio (KCI), 1.44 gr de fosfato disédico (Na2HPO4) y 0.24 gr de
fosfato de potasio monobasico (KH2PO4), disolver en 80 ml de agua destilada y

ajustar pH a 7.4 y aforar a 100 ml. Esterilizar y almacenar a 4°C.
Stock de 2’7’-diacetato de diclorodihidrofluoresceina (DCDHF-DA):

Pesar lo necesario para preparar un stock de DCDHF-DA 500 uyM en un volumen
de 7 ml, el cual se disuelve primero en 3.5 ml de NaOH 0.01 N y se deja en oscuridad
por 30 minutos, después se adiciona 3.5 ml de agua estéril. Obteniendo una
concentracion final de DCDHF-DA 500 pM, alicuotar en tubos eppendorf y forrarlos

con papel aluminio y almacenarlos en frasco color ambar a 4°C.

Curva estandar de BSA:

Pesar 0.01 grs de albumina de suero bovino (BSA) y diluir cuidadosamente en 10

ml de agua estéril para obtener una concentracion de 1 mg/mly almacenar a -20°C.

Para la cuantificacion de proteinas preparar la siguiente curva:

# Tubo Stock BSA[] mg/ml H.O destilada  Concentracion

(M) (M) final (mg/ml)
1 25 475 0.05
2 50 450 0.1
3 125 375 0.25
4 250 250 0.5
5 375 125 0.75
6 500 | @ - 1
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Una vez preparada la curva y los tubos problemas, leer y registrar la absorbancia

en espectrofotdmetro en celda de cuarzo y luz UV a una longitud de onda de 280nm.

10. 2 Extraccién de DNA mediante fenol basico

Fenol bésico:
Ultra Pure™ Buffer-Saturated Phenol. pH 7.5 — 7.8. Invitrogen. Cat. #: 15513-047.
Buffer de lisis:

Triton X-100 al 2%, SDS 1%, NaCl 100 mM, Tris Base 10 Mm (pH 8) y EDTA

disédico 1mM. Mantener a temperatura ambiente.
Mezcla Fenol:Cloroformo:Alcohol Isoamilico (25:24:1)

Para 5 ml: Fenol basico 2.4 ml; Cloroformo 2.5 ml; alcohol isoamilico 100 pl.

Almacenar a 4°C.
Agua con pirocarbonato de dietilo (DEPC) al 0.1%:

Para 1 L: A un litro de agua estéril agregar 1 ml de DEPC. Mantener en agitacion

minimo 2 hrs 0 mas, esterilizar y alicuotar si es necesario. Almacenar a 4°C.

10.3 Extracciéon de RNA mediante fenol acido

Fenol acido:
Phenol Solution. pH 4.3. SIGMA. Cat. #: 4682.
Buffer AE:

EDTA 10 mM (pH 7.4), Acetato de Sodio 50 mM (pH 7). Filtrar (con malla de 0.22
pMm) y almacenar a 4°C.

Mezcla Cloroformo:Alcohol Isoamilico (24:1)

Para 5 ml: Cloroformo 2.5 ml; alcohol isoamilico 100 pl. Almacenar a 4°C.
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10.4 Gel desnaturalizante
Preparacion de MOPS-Acetato de Sodio-EDTA (MAE 10x):

Preparar un stock de Acetato de Sodio 3 M y otro de EDTA 0.5 M, este ultimo

esterilizar y ajustar pH a 7.4.

Para 100 ml de MAE pesar 4.185 grs de MOPS (para una concentracion de 0.2 M)
y disolver en 50 ml de agua, agregar 1.66 ml de solucién 3 M de acetato de sodio y
2 ml de EDTA (para una concentracion final de 0.05 My 0.01 M respectivamente),
aforar hasta 100 ml, filtrar en malla de 0.22 ym y almacenar a 4°C.

Amortiguador de carga para la muestra: Mezclar en un tubo eppendorf 125 pl de
formamida, 42 ul de formaldehido y 25 pl de MAE 10x. Y usar aproximadamente 16
Ml por cada 5 0 10 uyg de muestra de RNA, y dejar 5 minutos a 65°C y después dejar
un minuto en hielo. Agregar 0.2 ul de bromuro de etidio y azul de carga a cada

muestra, previo a cargar en gel.

Para el gel desnaturalizante: Para un gel de 50 ml, pesar 0.5 grs de agarosa y
fundir en 40 ml de agua destilada, dejar enfriar un poco y agregar cuidadosamente
5 ml de MAE 10x y 5 ml de formaldehido, verter en la canasta de la camara y dejar

solidificar.

Para buffer de corrida 1x: Para 300 ml de buffer agregar 30 ml de MAE 10x, 9 ml
de formaldehido y aforar con agua DEPC o estéril. Antes de usar refrigerarlo

previamente para usarlo frio durante la corrida del gel.

10.5 Electroforesis en gel de agarosa
Azul de carga: mezclar 2.5 ml de glicerol estéril con 2.5 ml de agua estéril, y
adicionar una pizca pequefia de azul de bromofenol y mezclar bien, filtrar (con malla

de 0.22 ym) y alicoutar. Puede mantenerse a temperatura ambiente o 4°C.
Buffer Tris, Acido borico, EDTA (TBE):
Para TBE 10X en un litro de agua destilada, disolver: 108 g de Tris-base, 55 g de

acido borico y 40 ml EDTA 0.5 M, pH 8. Mantener a temperatura ambiente.
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