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I. Resumen

En la mayoria de los paises occidentalizados, las enfermedades cronicas (obesidad,
diabetes, algunos tipos de cancer y enfermedades cardiovasculares) estan relacionadas
con la dieta, ya que representa la principal causa de morbilidad y mortalidad, siendo
asi consideradas epidémicas actualmente y afectan en gran parte a la poblacion adulta

y en menor grado a la poblacién pediatrica.

Las dietas altas en grasa y azucares refinados que se consumen abundantemente,
provocan alteraciones en biomarcadores del metabolismo de lipidos como: RAR«a y
RXRa que participan en lip6lisis y lipogénesis. OBEJETIVO: Evaluacion del efecto de las
dietas altas en grasa y grasa mas fructosa en marcadores lipidicos (RARa y RXRa)

mediante un modelo animal.

MATERIAL Y METODO: Se utilizaron 24 ratas macho de la cepa Sprague Dawley de 6 a
8 meses de edad con un peso de 225 gramos, los cuales fueron separados en tres grupos
DC, DG y DGF con una n=8 cada uno, el modelo se reprodujo basado en el abordaje
nutricional mediante régimen de dieta solida alta en grasa (60% lipidos) y fructosa
(40% carbohidratos), durante nueve semanas, se extrajo el higado y se midi6 la

expresion génica de RARa y RXRa en PCR RT en tejido hepatico.

RESULTADOS: El consumo de grasa mas fructosa produjo una disminucion significativa
en los niveles de expresion de RARa, mientras que la grasa por si sola provoco una
disminucion significativa en los niveles de expresion de RXRa. Los analisis de
correlacion apoyaron lo hallado anteriormente. El consumo de grasa mas fructosa pero
no de grasa sola, llevo a un aumento significativo de peso del higado, cantidad de tejido

adiposo, asi como aumento de glucosa y colesterol.
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XV. Anexos

IL. Introduccion

El paradigma de la medicina moderna establece que los estados de salud y enfermedad
se encuentran en un equilibrio dinamico constante, donde diversos factores intrinsecos
y extrinsecos pueden desplazar este equilibrio hacia uno u otro extremo. Estos factores
son: de tipo bioldgico, con diversos niveles de integracidon (molecular, celular, tejidos,
organos, sistemas y de todo el organismo); de tipo psicoldgicos, con sus componentes
cognoscitivos, afectivos y cognitivos; y de tipo ambientales, con su particularidad del
elemento social, expresado por condiciones de vida y estilo de vida con sus habitos

alimentarios (Pérez et al., 2007).

Los cambios en el fenotipo se dan generalmente o con mayor frecuencia por
modificaciones, ya sean sutiles o drasticas en su ambiente (Pérez et al., 2007; Méndez,
Chavez y Uribe et al., 2004). Aunque son muchos los factores que integran el medio
ambiente, se sabe que la dieta es uno de los mas importantes y con mayor poder para
alterar el fenotipo de una persona, ya que proporciona una gran cantidad de
nutrimentos que tienen repercusiones tanto en la estructura como en el metabolismo
celular, ya que la alimentacion, como proceso, garantiza la nutricién al convertir los
alimentos en nutrimentos. Estos ultimos son los que garantizan las transformaciones
bioquimicas de asimilacion (sintesis), desasimilacion (catabolismo), y acoplamiento
para producir la energia y nuevas sustancias que necesita el organismo para cumplir
funciones biolégicas vitales y perpetuarse como especie en el tiempo y el espacio

mediante la reproduccién celular (Tiniakos et al., 2010; Valenzuela et al., 2012).
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Es por ello que los nutrimentos son los abastecedores y sostenedores de la funcién
biol6gica mas importante de los seres vivos: el metabolismo (Gentile et al., 2008).
Cuando el metabolismo es normal, la mayor parte de las células pueden realizar las
funciones para las que se encuentran especializadas, y entonces se puede decir que el
organismo se encuentra en un estado de salud biolégica. Cuando el metabolismo esta
perturbado en diversos grados, el organismo esta enfermo o en vias de enfermarse

(Izquierdo et al., 2011).

Durante la acumulacién de grasas ocurren importantes disfunciones en la actividad
enzimatica de las vias de lipogénesis, lip6lisis en la beta oxidacion y en la exportacion
de lipidos, que hasta el momento no se comprende en su totalidad (Redonnet et al,,

2008).

La dieta especificamente alta en grasa ademas de fructosa que los mexicanos
consumimos habitualmente como dieta occidental o también la bien llamada dieta de
cafeteria, ha contribuido en la presencia de alteraciones metabédlicas que ademas
resultan en la ganancia de peso, provocando un conjunto de alteraciones metabélicas,

que constituyen factores de riesgo. (Izquierdo et al., 2011).

Es por ello que se han propuesto algunos mecanismos que favorecen la acumulacién de
lipidos, uno de ellos es la alta o baja expresion de los genes RARa y RXRa, destacados
en la participacion de adiposidad en mamiferos, expresion génica mediante la unién a
receptores nucleares (proteinas), que influyen en la diferenciacién, crecimiento,
desarrollo y muerte celular ademas de su participaciéon en el metabolismo lipidico

(Comuzzie et al., 1998).

Este tipo de dieta incrementa la probabilidad de que ocurran complicaciones entre las
que destacan: cambios o modificacion en la expresion genética de RARa y RXRa que
podria relacionarse con enfermedades metabdlicas, como alteraciones de los lipidos
(hipertrigliceridemia, elevacion del colesterol), elevacion de las cifras de glucosa,
presion arterial, obesidad (aumento del perimetro abdominal); ademas de asociarse

con la enfermedad crénico degenerativa llamada esteatosis hepatica (Amengual et al.,
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2012). El sindromes metabélicos y cambios en lipidos junto con enfermedades crénico
metabodlicas, se consideran actualmente un problema de salud publica que condicionan

alta mortalidad y morbilidad (Ramirez et al., 2003).

Sin embargo, la dificultad de poder predecir en qué momento se presentaran estas
complicaciones genéticas, asi como el poder evaluar este riesgo cuantitativamente son
motivos de una constante investigacion, por lo que el presente estudio, busca precisar
los efectos de la dieta en la expresion de los genes RARa y RXRa en el tejido hepatico,

tras la administracion de dietas altas en grasa y fructosa (Astrup et al,, 1994).

Por lo anterior, resulta trascendente conocer, cudl es el efecto de la dieta alta en grasa
y fructosa en la expresion génica de RARa y RXRa en ratas macho Sprague Dawley. Es
por ello que un cambio en su expresion genética podria revelar algunas de las incdgnitas
que se tienen acerca de su implicacion de enfermedades metabodlicas complejas como
las ya mencionadas anteriormente (Redonnet et al., 2008; Comuzzie et al.,, 1998;

Amengual et al,, 2012).

III. Marco tedrico
3.1 Receptores retinoides

Los retinoides son un grupo de pequefias moléculas lipofilicas, se encuentran presentes
en todas las células de los seres vivos, encargados de llevar acabo diferentes procesos
celulares, encontrados en mayor proporcidon en tejido hepatico, ya que regulan la
diferenciacion de células hepaticas estrelladas (HSC) a través de la activacion de los
RAR y/o RXR (Bonilla et al., 2000). Son derivados de la vitamina A, el primer indicio de
que el acido retinoico (AR) era el componente activo de la vitamina A provino de la
observacién de que era capaz de reparar la mayoria de los defectos causados por la

deficiencia de vitamina A (DVA).

La vitamina A (retinol) es indispensable tanto en la embriogénesis como en la vida

posnatal, para la sobrevida, reproduccién, visiéon, y mantenimiento de tejidos
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epiteliales, es por ello que los receptores retinoides estan ampliamente implicado en el
crecimiento, diferenciacion y muerte celular, para completar el desarrollo de un
organismo vivo, asi como mantener la homeostasis en el mismo (Redonnet A et al,,

2008).

Los organismos superiores requieren la habilidad para integrar sefiales fisiolégicas
externas y complejas, en una respuesta transcripcional definida a nivel celular. Una de
las principales redes génicas esta definida por la superfamilia de receptores retinoides

(RARs y RXRs) (Méndez et al., 2008).

Los receptores retinoides pertenecen a la superfamilia de receptores nucleares de (una

clase de proteinas) que unen retinoides, como por ejemplo el acido retinoico (Blomhoff

R et al, 1994). Cuando estan unidos a un retinoide, actian como factores de

transcripcion, alterando la expresion génica de aquellos genes diana que poseen en sus
promotores y los correspondientes elementos de respuesta (Orfanos CE et al., 1997).
Los receptores estan ampliamente representados en el reino animal ya que se han

observado en platelmintos, moluscos, insectos y mamiferos.

Existen dos tipos de receptores retinoides: Receptor de acido retinoide (RAR) y

Receptor X retinoide (RXR) (Dony et al., 2013).

En 1995, se propuso la clasificacién de los RARs y RXRs, destacando que estos se
encuentran en la clase 2 (Figura 1) (Mangelsodorf et al., 1995). Donde RXR (también
conocidos como la subclase tiroidea/retinoide/vitamina D3). Esta clase incluye al
receptor de la vitamina D3 (VDR), al receptor de hormona tiroidea (TR), el receptor del
acido retinoico (RAR), el receptor activador por proliferadores de peroxisomas (PPAR),
receptor X hepatico (LXR), receptor famesoide (FXR) (Orfanos CE et al., 1997). Los
receptores de la clase 2 se encuentran normalmente dentro del nucleo, uniéndose a
elementos de respuesta, en ausencia de ligado (Mangelsodorf et al.,, 1995). Algunos
miembros de esta clase son capaces de ejercer un efecto represivo sobre la

transcripcion génica (Ayala et al., 2008).
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Figura 1. Mecanismo de accién que presentan la clase 2 de receptores nucleares,

donde se encuentran RAR y RXR. Tomado de Mangelsodorf, 1995.

Caracteristicas

En general, los receptores retinoides tienen estructuras moleculares altamente

conservadas, es decir, son muy similares en organismos muy diferentes y se encuentran

principalmente almacenados en el higado en forma de gotas de grasa.

Estructura
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Los receptores retinoides son factores transcripcionales y el disefio basico de la

proteina esta bien conservado entre los miembros de la superfamilia. Se dividen en

cinco dominios (figura 2).

ii.

iil.

iv.

Dominio A/B. Conocido como dominio modular, se localiza en el sitio amino terminal
de la proteina y es el dominio menos conservado. RAR y RXR codifican variantes con
propiedades bioldgicas por corte y empalme que se diferencian tinicamente en la
composicién del dominio A/B. Este dominio también contiene ligando trasactivador
independiente (Activador funcional de la transcripcién o AF-1) y contiene aminoacidos
que son objeto de modificaciones post-traduccionales (por ejemplo la fosforilacién).
Evidencias resientes sugieren que los correguladores de células especificas también se

unen en el dominio A/B.

Dominio C. Dominio de unién a DNA (DBD, por sus siglas en inglés) es la regién del
receptor y es altamente conservado en la region de los receptores retinoides. E1 DBD de
estos receptores contienen dos dedos de zinc, los cuales consisten en 66-70
aminoacidos y una extension de aminoacidos carboxilo terminal de aproximadamente

25 aminoacidos que median la interaccién entre DNA-proteina y proteina-proteina.

Dominio D. Conocido como la region de bisagra, que tiene como propdsito servir de
unidn flexible entre DBD y el (dominio de unién al ligando o LBD, por sus siglas en
inglés) del receptor. La presencia de esta bisagra se cree que ha permitido la uni6on de
estos receptores a (repetido invertido o IR) y (repetidos directos o DRs), mientras
mantengan una orientacién idéntica de LBD. La caja CoR la cual es un subdominio

importante para la interaccion con corepresores y se localiza en este dominio.

Dominio E. Conocido como LBD y media un choque térmico en la proteina de union,
dimerizacidn, unién al ligando y a cofactores. En el extremo carboxilo del dominio se
activa una funcién del motivo 2 (Activador funcional de la transcripcién o AF-2), la cual

es esencial para la transactivacidn del ligando.

Dominio F. La unién de este dominio ha sido pobremente estudiada y no se presenta en

todos los receptores.
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Figura 2. Anatomia de los receptores retinoides. Tomada de Ayala, 2008.

Poseen varios sitios de interaccién: receptor-DNA, receptor-ligando, y receptor-

receptor.

1.- Receptor- DNA: Ocurre a través de un sitio de posicidn central en la estructura del
receptor identificado como: (DBD) este interacciona con un sitio especifico del DNA
llamado (elemento de respuesta o RE por sus siglas en inglés), la interaccion entre estos
se da a partir de los llamados (motivos estructurales AF-1 o AF-2), los cuales tienen
funcion especifica generalmente de aminoacidos, un sitio de un dominio con multiples

funciones (Figura 2).

2.- Receptor -Ligando: Hacia ambos lados de la estructura del receptor se encuentran

otros sitios.

Extremo Amino terminal (NHz); Se identifica un sitio denominado Activador funcional
de la transcripcion (AF-1), este interacciona con ligandos, es importante para la

activacion de la expresion génica.
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Extremo Carboxilo Terminal (COOH); Existen dos sitios préximos al DBD, él mas

importante es (LBD), con el cual interactiian acidos grasos o sus derivados (Figura 2).

3.- Receptor- Receptor; (proteina de unién al ligando o LBP), de igual estructura o

distinta.

Si la interaccién receptores-receptores de igual estructura formaran homodimeros,
pero si es de diferente estructura se llamara heterodimeros. RARs y RXRs se unen como
heterodimeros u homodimeros para elementos especificos del DNA, llamados
elementos de respuesta a hormonas, que se encuentran en la regiéon 5 regulatoria de

los genes blancos (Ranaud y Moras et al., 2000).

Extremo Carboxilo Terminal del receptor; se encuentra un segundo activador funcional
de la transcripcién (AF-2), su actividad es dependiente de la union de ligandos al

receptor (Figura 2).

El ligando natural de estos receptores es el acido 9-cis retinoico, el cual estimula la formacién
de heterodimeros del tipo RXR/RAR, RXR/PPAR y RXR/LXR. Ademas del acido retinoico, los

RXR pueden también aceptar como ligandos a 4cidos grasos.
3.2 RAR

El receptor de 4cido retinoico (RAR) es un tipo de receptor nuclear (Germain P et al.,, 2006) que

es activado tanto por las formas trans como por la forma 9-cis del acido retinoico (Allenby G et
al, 1993). Se han descrito tres subtipos de receptores de acido retinoico hasta el

momento (RARs) (Dony et al., 2013).

e Receptor de acido retinoico alfa (RAR«)

e Receptor de acido retinoico beta (RARf)

e Receptor de dcido retinoico gamma (RARYy)
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El receptor de acido retinoico alfa (RARa), también conocido como NR1B1 (de sus siglas

en inglés "nuclear receptor subfamily 1, group B, member 1") (Figura 3).

Figura 3. Estructura tridimensional de receptor de acido retinoico (RARa). Tomado de

(Ranaud y Moras 2000).

El receptor de acido retinoide alfa (RAR«a) tiene como agonista a ATRAy a - 9-Cis-RAy
el receptor de retinoides (RXR), que tiene como agonista a 9-Cis-RA. ATRA y 9-Cis-RA
son moléculas muy parecidas en su forma tridimensional y se diferencian por la
posicion de los dobles enlaces, uno de ellos es un alcohol y el otro una cetona (Burns et
al,, 2007). RARa ha sido el mas investigado hasta el momento, ya que se ha visto mayor
expresion en tejido hepdtico, jugando un papel importante en la oxidacion de acidos

grasos mediante la union a otros ligandos o receptores como RXRa.

Al igual que ocurre con otros receptores nucleares, los receptores de acido retinoico

RARs forman heterodimeros con el receptor X retinoide en ausencia de ligando (Figura

4) (Levin A et al, 1992). El dimero RAR/RXR se une al elemento de respuesta a

hormonas en el ADN, formando un complejo con una proteina correpresora (Buck ] et
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al, 1991). La uni6n de un ligando agonista a RAR da lugar a la disociacion del
correpresor y al reclutamiento de una proteina coactivadora que activan el promotor y
asi la transcripcion de los genes diana (Ohata et al., 2000). El papel que juega este
receptor en el metabolismo de lipidos es muy relevante ya que esta implicado en los

procesos de oxidacion de acidos grasos.

Figura 4. RAR y RXR formando heterodimeros, para poder dar inicio a la transcripcion.

(Tomado de Mitsuru Ohata, Masayoshi Yamauchi et al., 2000).

3.2.1 RXR

El receptor X retinoide (RXR) es también un receptor nuclear que es activado por el acido

retinoico (Germain P et al,, 2006). Se han descrito tres subtipos de receptores X diferentes de

este tipo (RXRs)

o Receptor X retinoide alfa (RXRa)

o Receptor X retinoide beta (RXRp)

e Receptor X retinoide gamma (RXRy)
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Los receptores RXR forman heterodimeros con la subfamilia de receptores nucleares
de hormona tiroidea, incluyendo los RAR, FXR, LXR, PPAR, PXR y receptor de vitamina
D (Levin AA et al., 1992).

RXRa sirven como adyuvante para formar heterodimeros obligados para otros
receptores nucleares, la actividad transcripcional de algunos de estos heterodimeros
son los llamados permisivos, que responde a ligandos de cualquiera de las partes,
incluso de una manera sinérgica cuando ambos ligandos se unen, proporcionando un
mecanismo de amplios efectos de los retinoides sobre la expresion génica (Amengual
et al,, 2012). Es muy importante destacar que este receptor retinoide al dimerizar con
genes o receptores ya mencionados, tiene la tarea de actuar en el metabolismo de
lipidos directamente en la oxidacion y sintesis de acidos grasos para mantener el

equilibrio en las células.

El receptor X retinoide alfa (RXRA), también conocido como NR2B1 (de sus siglas en

inglés "nuclear receptor subfamily 2, group B, member 1") (Figura 5).

Figura 5. Estructura tridimensional de receptor de X retinoide (RXRa). Tomado de

(Ranaud y Moras 2000).

Mayo 2014.



3.3 Expresion de RARa y RXRa

A pesar de que las modificaciones tanto cuantitativas como cualitativas de los habitos
dietéticos asociados a una vida sedentaria son considerados determinantes mayores
del incremento progresivo de la en la infancia y la adolescencia, durante los ultimos 35
afios, existen un interés creciente por la tipificacion de los genes y marcadores
cromosOmicos que de algin modo estan correlacionados con la regulacion del
metabolismo energético y determinan la predisposicion del individuo al desarrollar

obesidad (Méndez et al.,, 2004).

Se ha explorado el papel de genes especificos en la obesidad humana y el contenido de
grasa a partir de estudios con alteraciones en contraste con estudios en roedores y
otros modelos animales (Wensaas et al., 2009). El avance ha sido notable en este campo,
actualmente se han descrito varios genes cuyas mutaciones son causa de obesidad o del
aumento a desarrollar la susceptibilidad, entre ellos los receptores retinoides (Aleman

G, etal, 2004).

RARa y RXRa controlan la expresion de genes que participan en la sintesis y oxidacion
de acidos grasos, y estdn involucrados en el almacenamiento de acidos grasos en
diferentes tejidos (Aleman G, et al., 2004). RARa y RXRa se localizan en diversos tejidos,
encontrandose una mayor expresion en el higado y tejido adiposo, sirviendo como
sensores de los lipidos dietarios que regulan el metabolismo de acidos grasos y
carbohidratos, encargandose al igual del control de una variedad de genes de varias
rutas del metabolismo de lipidos, que incluyen el trasporte, captura, union intracelular
y activacidn de acidos grasos, asi como su catabolismo y almacenamiento (Aleman G, et

al, 2004).

3.4 Regulacion de la expresion génica.

Mayo 2014.



RARa y RXRa son reguladores importantes de muchos genes criticos para el control de
la homeostasis en el metabolismo de lipidos. Se ha reportado que los RARs y RXRs son
ligandos para los PPARs, con lo cual se inducen respuestas fisiolégicas como la 3-
oxidacion y adipogénesis (Wensaas et al., 2009). También uno de los principales ligando
de estos receptores retinoicos es LXR que se da en respuesta para mantener el control
del metabolismo de lipidos por medio de la unién a SREBP1c para controlar la

lipogénesis (sintesis de acidos grasos) (Amengual et al., 2012).

Estos procesos mencionados se llevan a cabo en las mitocondrias del tejido hepatico,
aunque la acciéon de los RARa y RXRa no solamente estan implicado sobre el
metabolismo de lipidos, ademas se han visto asociados sobre la modulacion de NF-«[3
como posible denominador comun en los efectos antiinflamatorios (Wensaas et al,,

2009).

Es por ello la importancia de este estudio, ya que radica en destacar el metabolismo de
lipidos en el organismo que se lleva a cabo en tejido hepatico, donde sus receptores
estan involucrados para llevar a cabo la oxidacion de acidos grasos en conjunto con una
serie de genes como: LXR, SREBP1c, PPARq, entre otros que participan en las cascadas
de sefializacién, para que exista un equilibrio entre la sintesis (lipogenesis) y la
oxidacion (lipdlisis) para que el higado esté sano (Figura 6) (Bonilla et al., 2000;

Amengual et al., 2012).
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Figura 6. Importancia de los receptores nucleares en el higado (oxidacién de acidos

grasos). (Tomado de Mitsuru Ohata, Masayoshi Yamauchi et al., 2000).

3.5 Correguladores; RARa y RXR«a

Para que los RARa y RXRa acttien sobre genes especificos, se requiere la presencia de
varios cofactores que puedan ser activadores o correpresores, los coactivadores sirven
como enlace entre los factores de transcripcion tejido especifico, tales como los RARq,
RXRa y la maquinaria de inicio de la transcripcidn, se activan en presencia de ligandos
como acidos grasos poliinsaturados, fibratos, entre otras, para posteriormente formar
heterodimeros como RXR , por otra parte los receptores retinoides requieren ser
fosforilados a través de diversas rutas de sefializacién para encontrarse con su estado
activo (Ayala et al., 2008). Los heterodimeros formados se unen a los elementos de
respuesta a otros genes como LXR, SRBP1c 6 los PPARs dependiendo el tipo de ruta o

mecanismo (Johnson et al., 2009).

Por lo tanto RARa y RXRa se consideran blancos moleculares prometedores para

intervenciones terapéuticas (terapia génica personalizada), contra la obesidad y
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comorbilidades como; dislipidemias, resistencia a la insulina e higado graso no

alcohdlico.

RARa y RXRa se expresan también en hepatocitos, en menor grado en ojos y musculo.
La expresion de RARa y RXRa en estos 6rganos y tejidos estan relacionados con la 8-

oxidacion en mitocondrias y peroxisomas (Wensaas et al., 2009).

Los ratones transgénicos deficientes en RARa y RXRa desarrollan obesidad e
hipertrigliceridemia en ausencia de hiperfagia que se caracteriza por una acumulacién
masiva de lipidos en el corazén e higado (Sharman M.R eta al., 2006). RXRa, participan
en el mantenimiento de las concentraciones de glucosa, lo que es relevante para evitar
el desarrollo de hipoglicemia en estado de estrés metabdlico agudo, como el ayuno y el
ejercicio, se han descrito estudios en donde RARa y RXRa se expresan en animales con

dafio hepatico producto de una dieta alta en grasa y alcohol (Aleman G, et al., 2004).

Estos receptores, se encuentran abundantemente en tejido adiposo donde se promueve
la diferenciacion de adipocitos, almacenamiento de lipidos y metabolismo de glucosa,
en roedores es débil la asociaciéon entre la expresion de RXRa y el grado de obesidad,
por lo que el aumento de peso u obesidad podria elevar o disminuir la expresién del

RNA mensajero de estos receptores retinoides (Caldwell S et al., 2006)

Por lo tanto, RARa y RXRa que son miembros de la superfamilia de receptores nucleares
que presentan sitios de accién, se expresan en diferentes érganos y tejidos, teniendo
funciones biolégicas importantes para la homeostasis del organismo (Palinski W et al.,

2006).

3.6 Dieta

Es llamada dieta al conjunto de alimentos y platillos que se consume cada dia. Las

modificaciones que se realicen a la dieta pueden ser medida preventivas para los
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individuos que tengan una predisposiciéon genética o que cursan con ciertos estados
patolégicos, o bien que puede corregir un problema agudo o crénico que requiere un

plan alimentario con caracteristicas especificas.

El primer condicionamiento para que la dieta sea correcta y nutricionalmente
equilibrada es que estén presentes en ella la energia y todos los nutrimentos necesarios
en las cantidades adecuadas y suficientes para cubrir las necesidades de cada persona

y evitar deficiencias (Pérez et al., 2005).

El balance entre las necesidades de energia y la ingesta calorica es principal
determinante del peso corporal. Cuando hay un balance positivo y la dieta aporta mas
energia de la necesaria, el exceso se almacena en forma de grasa dando lugar a
sobrepeso y obesidad (Bourgues et al,, 2005; Mijas de la Torre et al.,, 2002). Por el
contrario, cuando la ingesta de energia es inferior al gasto, se hace uso de las reservas
corporales de grasa y proteina, produciéndose una disminucién de peso y a la larga una

mala nutricién (Pintor et al., 2003).

Por ello que la dieta debe guardar armonia y debe tener los requerimientos de
macronutrientes y micronutrientes para cada individuo, existen diversos factores que
lo determinan como: composicién corporal, edad, sexo, genotipo, pais de residencia,

disponibilidad de alimento, etc. (Direccién General de Promocién de Salud et al., 2013).
3.7 Acidos grasos.

Dentro de los macronutrientes son importantes en patologias hepaticas, consisten en
una molécula de glicerol unida a tres acidos grasos. Son un grupo heterogéneo de
compuestos que incluyen grasas y aceites ordinarios. Desde el punto de vista quimico,
los acidos grasos son cadenas rectas de hidrocarburos que terminan en un grupo

carboxilo en un extremo y en un metilo en otro extremo (Aldasoro et al., 2011).

Los acidos grasos son ramificados en cadenas hidrocarbonadas, conectados por en laces
singulares (acidos grasos saturados) o por enlaces dobles (acidos grasos insaturados).

Los acidos grasos se clasifican por el nimero de carbonos, la posicidn del primer enlace
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y por el nimero de dobles enlaces (figura 7). Las grasas, bajo la forma de triglicéridos
del tejido adiposo que es como se almacenen en el organismo, constituyen la principal
forma de almacenamiento de energia (Benyon et al., 2005). Las grasas son necesarias
para mantener las membranas celulares funcionales apropiadamente, para aislar los
organos del cuerpo contra el shock, para mantener la temperatura del cuerpo estable y

para mantener la salud de la piel y el cabello (Hick et al., 2001).

cis-insaturado

Saturado trans-insaturado

Figura 7. Estructura de acidos grasos saturados y no saturados (Tomado de Hicks

Goémez et al,, 2007).
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El cuerpo no sinteriza ciertos acidos grasos (llamados acidos grasos esenciales) y la
alimentacion debe ser suplementada con estos acidos grasos (Tabla 1) (Aldasoro et al.,

2011).

Acido Laurico 120
Acido Mirfstico 14:0
Acido Palmitico 16:0
Acido Estedrico 18:0
Acido Elaidico trans 18:1 / omega-9
Acido Olelco cis 18:1 / omega-9
Acido Linoleico cis 18:2 /omega-6
Acido Alfa-linolénico cis 183/ omega-3
Acido Eicosapentancico (EPA) cis 20:5/ omaga-3
Acido Decosahexanocico (DHA) cis 22:6/ omega-3

Bl AG esencial "1 AG semiesencial
T

Tabla 1. Estructura de dcidos grasos esenciales para la nutricion humana. (Tomada de

Aldasoro et al, 2011).

Los lipidos o grasas tiene un alto contenido de energia de 9 kcal/g (aprox. 37.7 k] /g).
Evidentemente las fuentes principales las constituyen alimentos de origen animal,

grasas y aceites vegetales.

El tipo de grasa influye en la diferenciacién de adipocitos, sintesis de colesterol y
metabolismo. Muchos acidos grasos activan a los receptores retinoides (RARs y RXRs),
fungiendo como ligandos. RARs y RXRs al activarse provocan una disminucion del tejido
adiposo asi evitando el proceso de acimulo excesivo de grasa en diferentes tejidos
(obesidad). Es por ellos que el tipo de grasa que se consume es importante para cambio

de peso corporal (Fieser et al., 2004).

Por otra parte los acidos grasos poliinsaturados son los mejores activadores de RARs y

RXRs, con menor impacto la grasa saturada y monoinsaturada (Fieser et al., 2004).
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La mayoria de los ligandos que se unen especificamente a RARs y RXRs, lo hacen con
afinidad baja en comparacién con lo ligandos del resto de los receptores nucleares (RN).
Se ha observado que los receptores retinoides son mejores estimuladores de oxidacion
de acidos grasos, asi como potentes supresores de la sintesis de acidos grasos y
triacilgliceroles. Se conoce que la ingestion de dietas al tas en grasa saturas consumidas
durante varias semanas incrementa la concentraciéon de triacilgliceroles séricos y
promueve la resistencia a la insulina. Se ha mostrado que su ingesta, rapidamente

suprime la lipogénesis hepatica en roedores (Aleman G et al., 2004).

Debido a que las grasas son ligandos naturales de los receptores retinoides, es
importante conocer, que es lo que pasa cuando con un individuo se alimenta
excesivamente con acidos grasos, ya que una ingesta normal de estos promovera que

los genes participen normalmente en procesos del metabolismo(Hick et al., 2001).
3.8 Azicares simples

Son compuestos orgadnicos formados en su mayoria por carbono, hidrégeno y oxigeno,
aunque en algunos, se encuentran también el azufre y nitrégeno (Harper et al., 2001).
Se denomina técnicamente azucares a los glicidos que generalmente tienen sabor

dulce, como son los diferentes monosacaridos, disacaridos y oligosacaridos, aunque a

veces se usa incorrectamente para referirse a todos los carbohidratos (Tabla 2) (Fieser

et al.,, 2004; Benyon et al.,, 2003)

Grupo Subgrupo Digestion en intestino

Monosacaridos 6 Azucares | -Monosacaridos: Glucosa, | Bien absorbido
simples fructosa, galactosa,

-Disacaridos: Sacarosa,

lactosa. maltosa Bien digerido en intestino

delgado, excepto lactosa

Oligosacaridos a- Bien digeridos y
glucanos(maltodextrinas): | absorbidos
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productos de hidrolisis
parcial del almidén
NO a-glucanos: No dirigidos en intestino
Fructooligosacaridos, delgado, alcanzando el
diversas insulinas colon

Polisacaridos a-glucanos(almidones): Algunas formas
Amilosa, Amilopectina resistentes alcanzan el

colon

NO a-glucanos
(polisacaridos no
almidonaceos): Pared | No digeridos en intestino
celular, celulosa, | delgado, alcanzan el colon
hemicelulosa, pectina

Tabla 2. Clasificacion de los Monosacaridos, Oligosacaridos y Polisacaridos (Tomado
parcialmente de Fieser et al., 2004).

Forman parte fundamental de la alimentacion humana. Tiene una mision
principalmente energética, pero algunos de sus derivados en el organismos son de
naturaleza estructural o funcional, generalmente unidos a una fracciéon proteica
(proteoglicanos y glucoproteinas) o lipidica (glucolipidos) (Benyon et al., 2003). Sus
principales fuentes naturales se encuentran las frutas y la miel que incluso pueden
contener hasta 50 % de azudcar y entre los alimentos industrializados se encuentran las

bebidas carbonatadas, entre otra (Orristal et al., 2001).

Los azucares refinados suministran calorias, pero carecen de vitaminas, minerales y
fibra. Estos azdcares simples a menudo son llamados "calorias vacias" y pueden llevar
al aumento de peso ya que estas se acumulan en el cuerpo en forma de grasa (Enig et

al, 2000).

3.9 Dieta como precursor de daiio hepatico.
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La variabilidad biolégica y genética de los requerimientos nutrimentales se toman en
cuenta factores dietéticos, fisiolégicos, ambientales y sociales, y se han considerado
desde el punto de vista practico la importancia de la nutricién sobre la expresion de

genes asi como el efecto de diversas circunstancias ambientales y fisiolégicas.

En consecuencia, los nutrimentos modulan la regulacién de la expresién génica. Lo cual
afecta significativamente al desarrollo y la respuesta al tratamiento de numerosas

enfermedades cardiovasculares, endécrinas o hepaticas.

El descubrimiento de la importancia de los lipidos en una nutricién sana es un proceso
que se inici6 a partir de los afios veinte. Anteriormente se creia que las grasas no
desempefiaban un papel esencial en la alimentacién si se consumian cantidades
suficientes de vitaminas y minerales con la dieta. Sin embargo, Aron propuso en 1918
que la grasa tenia un valor nutritivo que no podia ser suplido por otros componentes
de los alimentos. Posteriormente, Burr, documentaron la existencia de una sustancia
esencial en la grasa: el acido linoleico, sefialando que en ausencia de este nutriente se
desarrollaban sintomas que afectan la salud de la piel, retencién de agua, fertilidad y

crecimiento (H. Aron et al,, 1918; Burr et al., 2012).

Posteriormente se present6 atencion a la relacién existente entre la cantidad y el tipo
de grasa consumida y el riesgo de sufrir enfermedades cardiovasculares, cancer y otras
enfermedades degenerativas. El mansaje principal que result6 de estos estudios llevé a
aconsejar moderacion en el consumo de grasa total, grasa saturada y colesterol. En los
ultimos diez aflos muchas fracciones lipidica han recibido atencién al comprobarse su
importancia en la prevencion de diversas patologias y deterioros. Las investigaciones
realizadas y el desarrollo de alimentos enriquecidos con estas fracciones lipidica
(acidos grasos, omega 3, esteroles vegetales, etc.) abren nuevos caminos en la busqueda
de una mejoria en la salud y calidad de vida, por modificaciones en el consumo de grasa

(H. Aron etal,, 1918).

Se debe de tomar en cuenta que una vida con tipo de alimentacién alta en grasa o en

calorias no solo repercute en un aumento de peso, puesto que se presentan diversas
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patologias asociados a la obesidad como diabetes, hiperlipidemia, cancer, resistencia a
la insulina, esteatosis hepatica no alcohélica ademdas de problemas genéticos como
inhibicién o sobre expresion de genes asociados al aumento del apetito o pérdida de
saciedad. Se sabe que la obesidad ha sido reconocida como una enfermedad metabdlica
que va mas alla del desbalance entre el gasto y la ingesta de energia, y los estudios
recientes han ampliado el conocimiento de la compleja interaccién entre el papel

regulador del adipocito, la composicion de la dieta y el gasto energético.

La prevalencia de la obesidad se ha incrementado de forma paralela al consumo
excesivo de grasas en la dieta ademas de la ingesta de fructosa. Pero, existe poca
informacion sobre el efecto de la fructosa sobre la secrecion de reguladores endocrinos
del balance energético como la insulina, la ghrelina y la leptina (proteinas asociados con
la saciedad alimenticia). Es por ello que se propone que al producir un menor efecto
insulinémico, la ingesta excesiva de fructosa podria a la vez estar aumentando el apetito

y, por lo tanto, la ingesta de alimentos (Ackroff etal.,, 2011).

Ademas siendo la dieta un factor importante en la incidencia de diabetes tipo 2, ya que
ha aumentado a nivel mundial en las tltimas décadas. La dieta es uno de los factores
ambientales mas influyentes en el desarrollo de esta enfermedad. Entre los
componentes de la alimentacion, el incremento en el consumo de fructosa se ha

correlacionado con la ganancia de peso, el sindrome metabdlico y la diabetes mellitus.

En estudios recientes se ha podido demostrar que en pequefias o moderadas cantidades
de fructosa parecen no tener impacto en el control glicémico del paciente con diabetes
mellitus tipo 2. Pero, como se ha mencionado, el consumo excesivo podria empeorar

problemas de hipertrigliceridemia o sobrepeso.

Es por ello que las dieta hiperlipidica e hipercaldrica es sinénimo de pérdida de agua
del organismo mas aumentos graduales en tejido adiposo y acumulacion de grasa en
tejido hepatico. Por lo tanto sus caracteristicas las hacen insuficientes (no estan todos
los principios inmediatos y nutrientes), monétonas (al eliminar los carbohidratos, el

numero de alimentos que se puede consumir se reduce notablemente), desequilibradas
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(las proporciones de proteinas, carbohidratos y lipidos no corresponden a las que
la ciencia considera adecuadas para el organismo humano y ademas estas dietas suelen
considerarse universales, sirve para todos los individuos sin tener en cuenta su
condicion fisiolégica), incompletas (no incluyen todos los principios inmediatos) y
dafiinas para el organismo (no respetan el equilibrio homeostatico del organismo)

(Burr et al., 2012).
3.10 Tejido Hepatico

El higado es el segundo 6rgano mas grande del cuerpo humano después de la piel, y es
el mayor o6rgano interno. El higado se ve por primera vez en el embrién en desarrollo,
durante la cuarta semana de embarazo (Segarra et al., 2006). A medida que el feto se
desarrolla, el higado se divide en dos secciones, llamadas l6bulos: el derecho y el
izquierdo. Con el tiempo, el 16bulo derecho sera seis veces mas grande que el izquierdo.
Para cuando nace el bebé, el higado constituye cerca de un 5% de su peso total
(Highleyman et al., 2008). De color marrén rojizo, pesa aproximadamente (1,300 Kg)
en los varones adultos y tiene el tamafio de una pelota de fitbol americano (Highleyman
et al.,, 2008). Este 6rgano tiene la particular capacidad de regenerar su propio tejido:
puede perder hasta las tres cuartas partes del mismo y volver a su estado original en
unas pocas semanas. Esto permite que las personas que necesitan trasplantes puedan

recibir una parte del higado de un donante vivo (Segarra et al., 2006).

Localizado bajo el diafragma y las costillas, se sitda en gran parte al lado derecho y se
extiende a través del lado izquierdo del cuerpo por encima del borde superior del
estomago. (Figura 7). La verdosa vesicula biliar y sus vias estan exactamente debajo del
lado derecho del higado (Highleyman et al., 2008). El suministro de sangre del higado
proviene tanto del corazén como del tracto digestivo en forma directa a través de un
gran vaso sanguineo llamado la vena porta. Cada uno de los dos l6bulos principales
contiene unidades mas pequenas llamadas lobulillos (Oclu-salud et al., 2007). La
mayoria de los higados tienen de 50.000 a 100.000 lobulillos que constan de una vena

rodeada por minusculas células hepaticas llamadas hepatocitos (Gémez et al., 2007).
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Estas células purifican la sangre, eliminan los desechos, toxinas y almacenan nutrientes

saludables para que el cuerpo los utilice cuando sea necesario (Oclu-salud et al., 2007).

biliar

Figura 7. Localizacion del higado en seres humanos. (Tomado de Fristsch et al., 2008).

El higado se encarga de cerca de 500 funciones organicas. Juega un papel en la digestidn,
en el metabolismo del azdcar y las grasas, e incluso en el sistema inmunitario. Procesa
practicamente todo lo que comemos, respiramos o absorbemos a través de la piel.
Alrededor del 90% de los nutrientes del organismo procedentes de los intestinos pasan
por el higado, convierte los alimentos en energia, almacena nutrientes y produce
proteinas sanguineas. Ademas, actda como filtro para eliminar patégenos y toxinas de

la sangre.
3.11 Metabolismo hepatico

Como resultado de la absorcion intestinal, llega al higado por la via porta
fundamentalmente glucosa, asi como fructosa y galactosa. La glucosa es fosforilada por
la glucoquinasa, una enzima de alta Km e inducible por sustrato y por insulina. De esta
forma, la glucosa solo se metaboliza en el higado si llega en cierta cantidad, de lo

contrario, atraviesan las sinusoides hepaticos sin metabolizarse y se vierte
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directamente a la circulacion sistémica para la utilizaciéon por los demas tejidos. En
cambio la galactosa y fructosa se fosforilan en el higado por la quinasas especificas de
baja Km, lo que asegura su metabolizacién en este 6rgano, pasando solo a la circulacién

sistémica en condiciones limites de exceso (Lee et al., 2000; Nelson et al., 2008).

Glucogénesis: El glucogeno asi formado constituye la reserva de glucosa, que podria

liberarse a la sangre en los periodos interdirigidos.

Glucolisis: La via glucolitica en el higado funciona principalmente para la sintesis de
triglicéridos (lipogénesis), que seran enviados a los tejidos periféricos en forma de

proteinas de baja densidad (VLDL) (Estudio FAO et al.,, 2012).
3.12 Células hepaticas.

Los acidos grasos se almacenan en forma de triglicéridos (TG) donde se sintetizan
continuamente. El higado es un sitio muy importante de sintesis de acidos grasos a
partir de otras moléculas. A partir de sustratos sobrantes sintetiza acidos grasos que
por esterificacién dan TG, que son enviados al tejido adiposo unidos a proteinas en
lipoproteinas distintas a los quilomicrones. Estas son sintetizadas por el higado, tienen
distinta proporcién de componentes. Tienen muy poca densidad, las VLDL (proteinas
de baja densidad). Su funcién es transportar los acidos grasos sintetizados por exceso

de hidratos de carbono.

Para recogerlos el adipocito, necesita un enzima igual al anterior que los hidrolice. La
lipoproteina suelta parte de los TG y pasa a LDL, mas densa y especialmente rica en
colesterol, que manda a tejidos periféricos. La HDL es mas densa, el colesterol en esta
forma no es malo porque se transporta de vuelta al higado para ser metabolizado. El

tejido adiposo no puede degradar el glicerol porque no puede fosforilarlo.

El cerebro necesita un continuo aporte de glucosa para su normal funcionamiento,

aunque en ocasiones, puede adaptarse a niveles mas bajos de los habituales.

Las concentraciones de la glucosa en sangre, en adultos, se encuentran habitualmente

entre 72.0 - 99.0 mg/100 mL (4.0-5.5 mmol/L). Pero, cuando se ingiere una comida que
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contiene carbohidratos, las glucemias pueden elevarse hasta 135.0 mg /100 mlL,
durante un cierto periodo de tiempo. En una fase de ayuno, pueden ser tan bajas como
de 54.0 -, 63.0 mg/100 mL. Si los niveles de glucemia se encuentran alrededor de 180.0
mg /100 mL, como ocurre en la diabetes mellitus, o con niveles mas altos, como en
algunos individuos en graves situaciones patolégicas, llega a eliminarse glucosa por la

orina (glucosuria).
3.13 Estudios realizados en tejido hepatico animal.

Los estudios en modelos animales constituyen una valiosa herramienta para
comprender los procesos fisiolégicos asociados a enfermedades complejas, sus
caracteristicas histoldgicas y ensayos de nuevas terapias. Una gran parte de los trabajos
se desarrollan en roedores, ratones y ratas principalmente como Sprague Dawley, dada
su similitud bioldgica con el hombre y el gran conocimiento que se tiene a todos los

niveles (genético, molecular, enzimatico) de estas especies (Johnson et al., 2009).

Se distinguen dos grandes métodos en modelos animales: los inducidos por agentes
externos (sea la dieta, farmacos o toxinas) o los que son resultado de modificaciones
genéticas (espontaneas o artificiales). A veces se combinan varios tipos (Johnson et al.,

2009).

Cuando los animales como las ratas se someten al estrés, como por ejemplo el ayuno de
24 horas o ingesta de una dieta rica en grasas durante varias semanas, hay un
incremento en la liberaciéon de acidos grasos hacia el higado, estos desarrollan
complicaciones masivas como es la acumulacién de células adiposas y esto ocurre a
pesar de la disminucion de la entrada hepatica de acidos grasos y secreciéon de VLDL
normal y es mas frecuente tener como resultado la disminucién de la oxidacién de

acidos grasos en el tejido hepatico (Curi et al., 1990).

En definitiva, los diferentes modelos experimentales en animales para manifestar
dafios en el higado reproducen de una forma u otra los mecanismos patégenos de la

enfermedad en humanos (Ayala et al., 2008).
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Para ellos, un primer paso es el desarrollo de complicaciones metabdlicas en este caso,
el acimulo de depositos de grasa en el higado, como resultado de un desequilibrio entre
el suministro, formacién, consumo y oxidacién hepatica de acidos grasos. El consumo
incluye la - oxidacién mitocondrial, produccién de cuerpos cetonicos o secreciéon de

triglicéridos en forma de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL).

Ademas, muchos modelos animales y estudios en humanos sefialan la relaciéon entre
obesidad y resistencia a la insulina, un factor patogénico clave en el desarrollo de
enfermedades complejas como esteatosis hepatica asi como el sindrome metabdlico

(Ayala et al., 2008).

Las modificaciones genéticas y/o los cambios de ciertos factores (hormonales,
dietéticos, etc.), constituyen herramientas basicas para el desarrollo de modelos
animales, que permiten avanzar en el conocimiento fisiopatolégicos involucrados en el

desarrollo de estas enfermedades complejas y sus posibles estrategias terapéuticas.
IV. Planteamiento del Problema

Para el 2006 en la Encuesta de Salud y Nutricién (ENSANUT) mostré que el 70 % de la

poblacién mexicana padece sobrepeso y obesidad entre los 30 y 60 afios.

En México, la Encuesta Nacional de Salud 2012 (ENSA-2012) reporté que los niveles de
sobrepeso y obesidad en las mujeres de 29 a 59 afios fueron de 36.1 %y 28.1 % y
hombres del mismo grupo de 40.9 y 18.6 %. Esto quiere decir que mas de la mitad de
nuestra poblacion esta en riesgo de padecer alguna enfermedad asociada a obesidad y
con ellos diversas complicaciones de la misma, aunado a un consumo de dietas
hipercaléricos las cuales conllevan a enfermedades cardiovasculares, diabetes tipo 2,
higado graso, debido a esto cientificos se han dado a la tarea de encontrar marcadores
moleculares para caracterizar individualmente a personas que aquejan este tipo de
enfermedades y antes de aplicar nuevos conocimientos a la poblacién humana, siempre

se han realizado los primeros estudios en roedores u otros modelos animales.
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La literatura mdas reciente sugiere que cambios sutiles de expresién génica son
ocasionados por el tipo de dieta (Solomon P et al., 2008; Marzetti E eta al., 208; Leidy
H et al, 2007; Nandeau K et al., 2006; Silva T et al,, 2010; Lockard M et al.,, 2010; Silvia
R etal,, 2010; Lewis et al,, 2010); sin embargo nunca se ha postulado que los cambios
de expresion génica de RARa y RXRa, estén tan directamente ligados con estimulos de
dieta hiperlipidica e hipercaldrica. En este escrito propongo que los cambios de
expresion del RNA mensajero de RARa y RXRa se encuentran directamente ligados con

estos estimulos y muy probablemente interaccionar entre si.

En esta investigacion se toman estimulos externos que pueden correlacionar la
expresion de receptores retinoides (RARa y RXRa) basandose en dietas alta en grasa
saturada y alta en calorias, las cuales tienen un comportamiento importante en tejido
hepatico, ya que el consumo de una dieta grasa representa una serie de cambios
metabdlicos los cuales dafan un conjunto de drganos comparados con animales
sometidos a una dieta balanceada, es por ello que una dieta equilibrada podria revertir
6 disminuir el dafio hepatico, como el que se produce en el higado graso no alcohélico,
el cual es causado por exceso de acidos grasos en las distintas poblaciones celulares del

higado.

Se busca correlacionar las dietas con los receptores retinoides, como consecuencia
principal de dafio hepatico causado por una mala alimentacién en ratas Spraue Dawley,
para su posterior abordaje en pacientes con predisposicién a presentar sobrepeso,
obesidad, higado graso, diabetes tipo 2, dislipidemias etc., aunado a reunir estimulos de
dietas altas en grasa y sedentarismo. Ya que RARa y RXRa se expresan de manera
normal en un organismo que se encuentra en homeostasis, participando de manera
regular en la adiposidad de mamiferos y metabolismo lipidico, en consecuencia si un
modelo de estudio tiende a caer en el desequilibrio estos receptores se veran afectados

causando una problema como baja o alta expresion.

Por lo tanto los factores que determinan el incremento del peso corporal, asi como el
riesgo de obesidad ya que son tanto factores genéticos como ambientales relacionados

con el estilo de vida.
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V.  Pregunta de investigacion

;Cudl es el efecto de la dieta alta en grasa saturada y alta en grasa mas fructosa sobre

la expresion génica de RARa y RXRa en tejido hepatico de un modelo animal?
VI. Justificacion

En este estudio se toma la importancia de los receptores retinoides, ya que han
mostrado cambios in vivo en su expresion génica, lo que es un indicador de posibles
alteraciones en el metabolismo lipidico, ya que actdan junto con LXR, SREBP1c, PPARq,
participan el la cascada de sefializacién, lo cual es importante ya que se espera
profundizar en modelos animales y el efecto que conlleva. Los modelos animales buscan
proporcionar el medio para buscar lo ya observado mediante la medicién del estimulo

de la dieta como factor predisponente a la expresion del mismo.

Ya que hoy en dia México ocupa el primer lugar a nivel mundial en obesidad infantil,
el segundo en obesidad en adultos, donde uno de cada tres adolescentes de entre 12
y 19 aifios presenta sobrepeso u obesidad, el séptimo lugar en diabetes y el
segundo lugar en muerte por esta enfermedad, confirmado por la Organizacién
Mundial de la Salud. Por ello es necesario saber cudl es el riesgo que implican las dietas
altas en grasa y fructosa en la expresion de los genes, en personas con este tipo de

alimentacién, ya que desconocen el riesgo.

El posible papel de la dieta como factor predisponente a la acumulaciéon de grasa en
tejido hepatico atrae la atencion de investigadores como de la poblacién ya que en los
ultimos afios se sabe que la obesidad conduce a una serie de alteraciones metabdlicas.
En México ha sido una condicién que ha ido aumentando paulatinamente y va dejando

estragos conforme a la presencia de complicaciones.

La dieta es uno de los factores ambientales mejor definido, de ahi, que la alimentacion
inadecuada y, de manera mas especifica, el consumo de alimentos con alto contenido
en acidos grasos de tipo trans, se considere como un factor de riesgo para el desarrollo

de enfermedades cardiovasculares. Este, junto con otros como el sedentarismo y la
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obesidad, pueden estar presentes desde la infancia y persistir en etapas adultas, dando
origen, incluso desde edades tempranas a la formacién de estrias grasas en la pared

vascular.

La disponibilidad de alimentos a precios relativamente bajos, hipercaldricos y
aterogénicos, facilita el consumo, situacién que se considera responsable de la variedad
de enfermedades asociadas con pobreza y relacionadas con el incremento de la
incidencia de diabetes, obesidad, hipertension y enfermedad vascular ateroscleroética,

en ciertos grupos poblacionales.

Por esto, la modificacién en el estilo de vida, con una dieta balanceada asi como un
aumento en la actividad fisica, mejora significativamente la histologia hepatica y la
resistencia a la insulina, las personas que presentan diferentes trastornos metabdlicos
pueden prevenir complicaciones y no esperar que sea demasiado tarde para tratar de
revertir la historia natural de estas enfermedades complejas. Los modelos animales
buscan asemejar el comportamiento de los receptores retinoicos que se expresan en
tejido hepatico y la medicién del estimulo de la dieta como factor predisponente a la

expresion del mismo.

El presente estudio buscara analizar el efecto de una dieta hipercalérica e
hiperlipidica/alta en grasa saturada en tejido hepatico de ratas, el cual podra servir de
modelo para investigaciones futuras en las que se utilicen estimulos antes

mencionados.
VII. Hipétesis

Se sabe que los receptores retinoides (RARa y RXRa) participan normalmente en la
modulacion de la expresion génica, regulando procesos del metabolismo de lipidos en
tejido hepatico, por lo tanto, en una dieta hiperlipidica e hipercalérica se alterara esta
modulacién normal, teniendo como consecuencia la desregulacién de estos receptores
en tejido hepatico, aunado a alteraciones metabodlicas importantes en ratas macho

Sprague Dawley.
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VIII. Objetivo General

Determinar el efecto de una dieta hiperlipidica e hipercalérica, sobre la expresion
génica de RARa y RXRa en tejido hepatico y su asociacién con el aumento de peso
corporal, tejido adiposo e indicadores bioquimicos en un modelo animal en ratas macho

Sprague Dawley
8.1 Objetivos Particulares

a. Analizar la expresiéon génica del RNA mensajero de RARa y RXRa en el higado de ratas

Sprague Dawley bajo una dieta hiperlipidica e hipercalérica.

b. Correlacionar la expresion de los receptores retinoicos RARa y RXRa, en presencia de
(DC) dieta control, (DG) dieta grasa y (DGF) dieta grasa y fructosa en tejido hepatico en

ratas macho Sprague Dawley.

c. Medir el efecto que causa la dieta alta en grasa y dieta alta en grasa mas fructosa sobre
el peso corporal, peso total de tejido adiposo (retroperitoneal, epididimal, subcutaneo
y visceral), asi como su asociacién con los analisis bioquimicos: colesterol y glucosa en

las ratas macho Sprague Dawley.

IX. Materiales y Métodos.

Se desarrollo un modelo hiperlipidico e hipercaldrico en ratas Sprague Dawley, el cual
se llevo a cabo en el laboratorio del Departamento de gastroenterologia del Instituto
Nacional de Ciencias Medicas y Nutricién Salvador Zubiran. La especie que se empleo
fue ubicada y manejada durante todo el periodo experimental en las instalaciones del

bioterio del INCMNSZ.

El modelo fue reproducido mediante el abordaje nutricional/dietético que consistié en
un régimen de dieta solida alta en grasa mas fructosa en ratas no modificadas

genéticamente.

9.1 Tipo de estudio: Experimental
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Muestra: 24 ratas macho de la especie Rattus norvergicus, de la cepa Sprague Dawley

(SD)

9.2 Criterios de inclusion: Ratas Sprague Dawley (SD), adulto joven de 6 a 8 semanas

de edad, todas macho con un peso de 225 * 25 gramos
9.3 Criterios de exclusion: Animales de distinto sexo o con signos de enfermedad.

9.4 Criterios de eliminacion: Las ratas seran eliminadas del estudio si presentan uno
o mas de los siguientes sintomas; : pérdida de peso corporal > 25% en siete dias,
postura encorvada persistente, pilo-ereccion en todo el cuerpo, respiracion con
dificultad, saliva persistente, con piel himeda permanente, tremor y convulsiones
continuas (>10 min.), abatimiento persistente (>1 h), distension abdominal muy
pronunciada, no presentar comportamientos espontdneos, sin respuesta a estimulos y

muerte espontanea a lo largo del estudio.

9.5 Adquisicion de animales: Los animales fueron adquiridos de los laboratorios

Harlan en México.

9.6 Acondicionamiento: Durante todo el periodo experimental las ratas se ubicaron y
manejaron en las instalaciones del bioterio del INCMNSZ, bajo condiciones controladas
de humedad y temperatura (22 + 22C), y con un ciclo de 12h de luz/oscuridad. Por tener
procedencia externa y de fenotipo similar a los animales en el bioterio, fueron
mantenidos separados en el cuarto 11 del primer piso, en un anaquel independiente, en
jaulas individuales de piso de malla de alambre y contaran con libre acceso a los
alimentos diferentes dietas (Control, Grasa y Grasa mas Fructosa) y al agua de beber. Se
registr6 semanalmente el peso a todos los individuos con la ayuda de una balanza
digital (marca OHAUS) debidamente calibrada aprobada para este uso. De igual forma

fue medido el consumo de alimento (g/kg/d) y de agua (ml/kg/d).

9.7 Consideraciones Eticas: El uso de los animales para este proyecto fue de acuerdo
con el reglamento, los manuales y guias de procedimiento del Departamento de

Investigacion Experimental y Bioterio, mismo que contiene la Norma oficial Mexicana
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NOM-062-Z00-1999, Especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de los
animales. Todo personal registrado y autorizado para trabajar con los animales conto
con los conocimientos, habilidades y experiencia de manejo de animales para realizar

las maniobras experimentales descritas en el proyecto.

Los animales fueron sometidos exclusivamente a los procedimientos especificos en
este protocolo, y en caso de que hubiera ocurrir cualquier modificacion, esta hubiera
sido inmediatamente comunicada al CINVA (COMITE DE INVESTIGACION EN
ANIAMLES), incluyendo el periodo de duracidn del estudio.

9.8 Tipo de dieta: Se utilizaron 24 ratas Sprague Dawley la cuales fueron divididas
aleatoriamente en tres grupos de 8 ratas cada uno, sometida a la dieta durante nueve

semanas
Dieta control, Dieta grasa y Dieta alta en grasa mas fructuosa

9.9 Manejo Dietético: Dieta Control (DC) fueron implementas diariamente en 8 ratas

con 100% dieta solida (croqueta PMI 5001 Purina) y 500mL de agua desionizada.

Dieta Grasa (DG) implementada diariamente en 8 ratas con 20 gramos a base de una
dieta (croqueta PMI 5001 Purina) molida y adicionada con manteca de cerdo 1:1 y 500

mL de agua desionizada.

Dieta Grasa mas fructuosa (DGF) implementada en 8 ratas con 20 gramos diariamente
a base de una dieta (croqueta PMI 5001 Purina) molida y adicionada con manteca de

cerdo 1:1, y fructosa 12.6 gramos en 500 mL de agua desionizada (25% peso/volumen).

9.10 Cuidados diarios: El tipo de dieta para cada grupo de rata fue administrada
diariamente asi como un cambio de agua con el fin de tener a las ratas en un medio lo

mas higiénico posible.

Las jaulas y comederos se limpiaron individualmente asi como la medicidn de peso de

cada rata, esto se realiz6 cada tercer dia y se medid el consumo de la dieta y el agua.

Mayo 2014.



9.11 Eutanasia o Sacrificio: Después de 9 semanas sometidas a esta dieta, la
programacion del sacrificio se realizé en horas laborales, tomandose el peso antes del
sacrificio, se anestesiaron con pentobarbital dosis 30-60 mg/kg via intraperitoneal, la
cavidad abdominal fue abierta siguiendo la linea media del abdomen, para
posteriormente tomar la sangre total asi como érganos de interés en este caso el tejido

hepatico.

9.12 Obtencion de sangre: Durante el periodo de anestesia se abri a la rata haciendo
un corte horizontal de la parte abdominal al pecho, ya abierto el animal se hizo a un
lado las visceras para posteriormente localizar la aorta y con ayuda de una jeringa de
10 ml se tomé aproximadamente de 5 a 10 ml de sangre total y se colocd en tubos
vacutainer heparinizados para la obtencion de plasma y tubo con gel anticoagulante
para obtener suero. El plasma fue separado y centrifugado a 4°C por 15 min. a 3500
Rpm y mantenido a -80°C. Para posterior andlisis de quimica sanguinea de 11

elementos.

9.13 Obtencion de Higado: Se tomo el tejido hepatico del organismo cuidadosamente
por medio de pinzas y tijeras de diseccién para posteriormente colocarlo en solucién
salina. Con ayuda de una balanza analitica se peso el tejido y después se hicieron cortes

histolégicos.

9.14 Conservacion del tejido: El tejido hepatico fue diseccionado con navajas de
criostato en laminas delgadas aproximadamente de 4mm y una porcion de la fraccion
central de este fue colocada en cassettes de histologia para hacer inclusiones en

parafina y después se posterior cortes histoldgicos.

El sobrante del tejido hepatico fue almacenado en tubos (crioviales) para mantenerlos

a -70 ° C, hasta su utilizaciéon para la extraccion de ARN por medio del método de trizol.

9.15 Extraccion de RNA total con técnica de Trizol de tejido hepatico.
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El higado congelado se homogenizo mecanicamente utilizando la técnica de extraccién
fenol-tiocianato de guanidina “TRIZOL”, siguiendo las indicaciones del fabricante, con
algunas modificaciones, (Tripure, Reagent, Invitrogen, Lote 93780320 Roche, U.S.A).
Para las muestras de higado. Para el RNA total aislado se utilizo agua libre de RNasas

para la degradacion potencial de la muestra.

9.16 Electroforesis en Gel de Agarosa: Se verificd la integridad del RNA por medio
de electroforesis horizontal (CAmara de electroforesis Modelo Dowe Pac 3000, Serie
288BR1733, U.S.A), en un gel de agarosa (Agarosa, Sigma, Lote 13H05227, U.S.A) al 1.5
% tefiida de bromuro de etidio (C21H20BrN3, Sigma, Lote 88K9825, U.S.A).

9.17 Lectura en espectrofotometro (Nanodrop): La lectura de la concentracion del
RNA total se realiz6 en el espectrofotometro (Nanodrop 2000c; Thermo Scientific, Inc,
P.O, Box 3411, Silverside Rd Bancroft Building Wilmington, D.E 1980 U.S.A), por medio
del Kit Transcriptor First Strand cDNA synthesis Kit (Roche AppliedSystems) de a

cuerdo a las instrucciones del fabricante.

Para la cuantificacion del RNA obtenido y determinar el grado de pureza (en base al
contenido de proteina), la mezcla fue transferida en una celdilla de cuarzo.
Posteriormente se midi6 la densidad éptica en el espectrofotémetro a una absorbancia
de 260, 240, 280 nm para determinar la concentracion y la pureza de la muestra en base

a la siguiente formula.

Concentracion de RNA= absorbancia a 260 nm por 0.04 por diluciéon (250)= RNA
mg/mL

Pureza: Exceso de proteina= D.0 a 260 nm/D.0. A 240 nm= 6>2
Exceso de fenol=D.0 a 260 nm/D.0. A 280 nm= 6>2

Se consideraran adecuadas aquellas muestras que obtengan un indice de pureza

(260,/280) de 1.80-2.00.

Mayo 2014.



9.18 Sintesis de cDNA (Transcripcion reversa): La amplificacién del cDNA se realiz6
a partir del paquete: “Kit Transcriptor first strand cDNA synthesis Kit” (Transcriptor
first strand cDNA synthesis Kit; Roche, Diagnostics Corporation P.O, box 50414. 9115
Hague Road Indianapolis, IN 46250-0414, U.S.A) de acuerdo a las instrucciones del

fabricante.

La transcripciéon reversa es una reaccion que consiste en la sintesis de ADN
monocatenario o complementario (cDNA) a partir de una molécula de RNA

monocatenario catalizada por la enzima transcriptasa reversa.

Para llevar a cabo esta reaccion se utilizo: Transcriptor Fist Strand cDNA Synthesis kit

(Roche) siguiendo las instrucciones del fabricante.

a. Hacer calculos

b. Preparar Mater Mix a la cantidad que se necesite

1X
Transcriptasa reversa 4ul
Inhibidor de RNasas 0.5ul
Desoxinucledtidos MIX 2ul
Transcriptasa reversa 0.5ul
Total 7ul

La mezcla se someti6 a un ciclo de sintesis de cDNA a 25°C por 10 minutos seguido de

55°C por 30 minutos y finalmente 85°C por 5 minutos.
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Tiempos (desnaturalizacién, 10 min. a 65 °C, amplificaciéon 10 min. a 25 °C, 30 min. a 55
°C, 5 min. a 85 °C durante un ciclo. Se realizara a partir de la dilucién del cDNA, con una
concentracion de 1000 ng/ul; se utilizaron oligonucleétidos iniciadores especificos y
sondas fluorescentes de hibridacién (Hybeprobe Library, Roche Diagnostics). La
amplificacion se realizara en el equipo Light Cycler (Roche Diagnostics) con el siguiente
esquema: (preincubaciéon 10 min. a 95 °C un ciclo) y 45 ciclos (desnaturalizacion 95 °C
por 10 s, alineamiento 60 °C por 30 s y extension 72 °C por 1 s). Se utilizé como control
endogeno el gen B-actina (Universal Probelibrar Set, rat. Roche applied-science, 1296

pb) y los datos fueron normalizados con el método 2-ACt.

9.19 PCR tiempo real: Y por ultimo para la Cuantificacion de la expresion génica de
RARa y RXRa mediante la técnica por PCR (Reaccidn en Cadena de la Polimerasa) en

tiempo real.

La amplificacién se llevo a cabo en el equipo LightCycler ® 2.0 Instrument (Roche
Diagnostics Corporation, 9115 Hague Road Indianapolis, IN 46256 U.S.A), que por ser
un sistema basado en carrusel requirié los capilares “LightCycler ® Topas Capilares (20
u)” (Roche Diagnostics GmbH, Roche Applied Science, Mannheim, Germany). El equipo
LightCycler ® 2.0 Instrument analiz6 muestras mediante el Software LightCycler ® 4.1
Roche Ampplied Science (Roche Diagnostics Corporation, U.S.A).

La amplificaciéon de cada segmento de cDNA correspondiente a cada gen fue obtenida
mediante PCR tiempo real, utilizando 2 pl de LightCycler ® TagMan Master (Roche
Diagnostics GmbH, Roche Applied Science, Mannheim, Germany), de acuerdo a las
recomendaciones del fabricante, empleando 0.2 pl (0.5 uM final), del iniciador de cada
gen (Forw y Rev); en el caso de B-actina (-actina Forw y (B-actina Rev), en el caso de
RARa (RARa Forw (left) y RARa Rev (Right)) y finalmente RXRa (RXRa Forw (left) y
RXRa Rev (Right)); a demas se afiadi6 0.1 ul de la sonda de tipo TagMan ® proveniente
de la Universal ProbeLibrary ® de Roche ® que detecta el cDNA correspondiente a cada
gen; en el caso de B-actina la sonda # 17, para RARa la sonda # 115 y para RXRa LA
SONDA # 26.
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Para ambos casos se afadié un volumen final de 5 pl correspondientes a 3 ug de DNA
genodmico y un volumen de 2.5 pl de H20 grado PCR para completar el volumen final de

la reaccién que es 10 pl.

De manera que la mezcla Mix para la amplificacién fue la siguiente:

Mix 1 RARa Mix 2 RXRa B-Actina
TagMan 2 TagMan 2 2
Primer L 0.2 Primer L 0.2 0.2
Primer R 0.2 Primer R 0.2 0.2
Sonda #115 0.1 Sonda #26 0.1 0.1
Agua 2.5 Agua 2.5 2.5
Total 5 Total 5 5

9.20 Analisis estadisticos: Para analizar los datos en expresion génica (PCR tiempo
real) se utilizé la Prueba T de Student, ya que la poblacién estudiada siguid

una distribucién normal, con un tamafio muestral pequeio (n=8), para cada grupo,

utilizandose una estimacidon de la desviacién tipica en lugar del valor real, por lo que se

comprobé que las medias de dos poblaciones distribuidas en forma normal son iguales
(medias paramétricas). Tomando como valores significativos una p<0.05.

En cuanto al analisis de las correlaciones entre los receptores retinoides y los tipos de
dietas, se uso el coeficiente de correlacion ya que esta herramienta nos indica si existe
alguna relacién directa entre la expresion génica de RARa y RXRa. En este caso se hizo
la correlacion entre los receptores como una forma de comparacién. Y los valores

«_n

asignados se denotan con la “r” de relacién y son los siguientes para saber si estan
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relacionados positiva o negativamente, es decir, sin su relacién se dirige en una sola
direccion.

r=20.5 existe correlacion positiva

r=0.5 no se puede deducir tal correlaciéon

r<0.5 correlacién negativa

r=0 no hay correlacion.

Para analizar los datos del peso de los tres grupos (DC, DG y DGF) en cuanto a la administracién
de las diferentes dietas durante las nueve semanasy saber su significancia al igual para analizar
el tejido adiposo total, se uso la Prueba T de Student ya que estos datos se comportaron como
normales y para corroborar se utilizé el método de Kruskal-Wallis, considerado como

un método no paramétrico para probar si el grupo de datos proviene de la misma poblacién.

Intuitivamente, es idéntico al ANOVA con los datos reemplazados por categorias. Es una

extension de la prueba de la U de Mann-Whitney para 3 o mas grupos, que fue el nimero de

grupos que se utilice, asumiendo bajo la hipétesis nula, que los datos vienen de la

misma distribucién. Tomando como valores significativos una p<0.05

Para los andlisis bioquimicos y peso total del higado se uso la Prueba T de Student y ANOVA,
esta para saber si los datos se comportaron normalmente y asi poder comparar las medias y los
valores entre los tres diferentes grupos, tomando en cuenta que obtuve una n=8 para cada

pardmetro medido. Se tomo valores estadisticamente significativos que fueran <0.05.
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X. Resultados
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Grafica 1. Expresion génica relativa de RARa normalizada por -actina en higado de rata
macho Sprague Dawley. Tratados con diferentes dietas durante nueve semanas. Donde;

(DC) Dieta Control = dieta normal (DG) Dieta Grasa = dieta hiperlipidicay (DGF) Dieta
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Grasa mas Fructosa = dieta hipercaldrica. Cada grupo tuvo una n=8. Datos expresados

en media+sd.

Se observa en la expresion de RARa medida en PCR tiempo real, que al comparar la
dieta normal contra la dieta hiperlipidica (DC vs DG) no presentan diferencia
significativa, sin embargo en la comparaciéon de la dieta normal contra la dieta
hipercalorica (DC vs DGF) se presenta una disminucion significativa con una *p =0.001,
al igual que al comparar la dieta hiperlipidica con la dieta hipercalérica (DG vs DGF)
mostrando una disminucion significativas con una **p= 0.003. Lo cual nos indica que la
expresion del mensajero para RARa se vio afectado al administrar dietas altas en grasas
fructosa (DGF). Tomando valores significativos de p<0.05. Usandose como prueba

estadisticala T DE STUDE

Andlisis de la expresion génica relativa
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Grafica 2. Expresion génica relativa de RXRa normalizada por (3-actina en higado de rata
macho Sprague Dawley. Tratados con diferentes dietas durante nueve semanas. Donde;
(DC) Dieta Control = dieta normal (DG) Dieta Grasa = dieta hiperlipidicay (DGF) Dieta
Grasa mas Fructosa = dieta hipercalérica. Cada grupo tuvo una n=8. Datos expresados

en mediatsd.

Se observa en la expresion de RXRa medida en PCR tiempo real, que al comparar la
dieta normal contra la dieta hiperlipidica (DC vs DG) presenta diferencia significativa
*p=0.003, en la comparacion de la dieta normal contra la dieta hipercaldrica (DC vs
DGF) no presentaron diferencias significativas lo que indicé que tuvieron un
comportamiento semejante y al comparar (DG vs DGF) si mostré una disminucion
significativa con una **p =0.002 lo que muestra que en DG disminuye la expresion de
RXRa, lo cual nos indica que la expresiéon del mensajero para RXRa mostr6 afectacion
al administrar dietas hiperlipidica (DG). Tomando valores significativos de p<0.05.

Usandose como prueba estadisticala T DE STUDENT.
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Grafica 3. Correlacion de la expresion génica de RARa tratados con diferentes dietas
durante nueve semanas. Donde DC= dieta normal, DG= dieta hiperlipidica y DGF= dieta

hipercalorica, con una n=8.

En la grafica se muestra el comportamiento de la expresion de RARa con respecto a las
diferentes dietas; donde las tratadas con DG manifiestan un incremento en la expresion
del receptor, mientras que el grupo administrado con DGF mostraron un decremento

en la expresion del receptor.
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Grafica 4. Correlacion de la expresion génica de RXRa tratados con diferentes dietas
durante nueve semanas. Donde DC= dieta normal, DG= dieta hiperlipidica y DGF= dieta

hipercalérica, con una n=8.

En la grafica se muestra el comportamiento de la expresién de RXRa con respecto a las
diferentes dietas; donde las tratadas con DG manifiestan un incremento en la expresion
del receptor, mientras que el grupo administrado con DGF mostraron un decremento

en la expresion del receptor.

Correlacion de la expresidn de los receptores retinoicos (RARa/ RXRa) con la dietas
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Grafica 5. Correlacion de la expresion génica de RXRa tratados con diferentes dietas
durante nueve semanas. Donde DC= dieta normal, DG= dieta hiperlipidica y DGF= dieta

hipercalérica, con una n=8.

En la grafica se muestra se una relacion lineal estadisticamente significativa moderada
e inversamente proporcional entre los niveles de RARa (DGF) con respecto a la
expresion génica de RXRa (DC); donde la r=0.6 con una *p=0.003. Donde ambos
receptores retinoides estan relacionados y seguirian una sola direcciéon si se
encontrardn en condiciones normales, por lo tanto estos genes trabajan juntos

formando heterodimeros uno con el otro.
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Efecto de la dieta alta en grasa v dieta alta en grasa més fructosa sobre el peso corporal.

Cambio del peso corporal
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Grafica 6. Comparacion del comportamiento del cambio de peso corporal (gramos) de
las ratas machos Sprague Dawley. Tratados con diferentes dietas durante nueve
semanas (respecto al tiempo). Donde DC= dieta normal, DG= dieta
hiperlipidica/manteca y DGF= dieta hipercalérica/manteca mas fructosa. Los datos son
expresados como media y SD 296.18+ 32.61 de DC, 334.51+18.14 de DG y
340.85%19.72 de DGF, con una n=8 en cada grupo.

Se observa un incremento de peso corporal, conforme transcurrieron las nueve
semanas de administracion de las diferentes dietas (semana de inicio, semana 1 ala 9),
para los diferentes grupos (DC, DG y DGF). A partir de la tercera semana de tratamiento
las ratas (DG y DGF empiezan a aumentar de peso con respecto a DC con una *p=0.03

Comprobado por el método de Kruskal-Wallis.

Cabe mencionar que en la prueba de homogeneidad de varianzas se encontré una
distribucién normal. Se analiza un notable aumento en las que fueron alimentadas con

dieta grasa mas fructosa, que es el punto verde que se observa en la grafica, esto
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significa que el modelo hiperlipidico hipercalérico fue positivo, en cuanto el aumento
progresivo del peso en las ratas Sprague Dawley. Tomando valores significativos de
p<0.05. Usandose como prueba estadistica la T DE STUDENT y método de Kruskal-
Wallis.

Comparacion de la semana inicial con la semana final en cada dieta

Inicial Vs Final
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Grafica 7. Comparacion del peso corporal de la semana 1 vs semana 9, peso medido en
gramos, cada grupo con una n=8 de ratas machos Sprague Dawley. Los datos son

expresados como media y desviaciones estandar.

En la grafica se hace una comparacion de la semana de inicio con la semana final del
tratamiento con las diferentes dietas (DC inicio vs DC final) (DC inicio vs DC final) (DC
inicio vs DC final) con forme trascurren las semanas la rata aumenta de peso para cada
tratamiento, las ratas DC al final de la semana destaca un aumento de peso significativo
con una *p=0.004 lo que nos indica que la rata seguia en crecimiento porque recibia

abastecimiento de nutrientes, sin embargo al comparar con el aumento final que
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tuvieron las tratadas con las dietas DG y DGF destaca un aumento significativo al
comparar con el control DC contra DG; *p=0.007, DC contra DGF resulta significativa
con un *p=0.0009, a pesar que ambas DG y DGF al comparar con el control son
significativas, cuando se comparan estas dietas DG contra DGF se observa que una ha
tenido mayor peso corporal, las tratadas con DGF con una *p=0.014. Tomando valores
significativos de p<0.05. Usandose como prueba estadisticala T DE STUDENT y método
de Kruskal-Wallis.

Comparacién del peso de los grupos (DC, DG y DGF), al final del tratamiento
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Grafica 8. Comparacion del peso corporal de la semana 9, peso medido en gramos,
cada grupo con una n=8 de ratas machos Sprague Dawley. Los datos son expresados

como media y desviaciones estandar.
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Se muestra una comparacion de la tltima semana (semana 9) de los tratamientos con
las diferentes dietas suministradas (DC, DG y DGF) observandose que al comparar DGy
DGF contra el control tienen un aumento significativo con una *p=0.007 para (DC vs
DG), *p=0.0009 para (DC vs DGF) se observa que una ha tenido mayor peso corporal,
las tratadas con DGF con una *p=0.014. Tomando valores significativos de p<0.05.

Usandose como prueba estadisticala T DE STUDENT y método de Kruskal-Wallis.

Efecto de la dieta alta en grasa y dieta alta en grasa mas fructosa sobre el peso total del

tejido adiposo de las ratas macho Sprague Dawley.

Ratas macho con dieta grasa y dieta grasa mas fructuosa
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Grafica 9. Comparaciéon de la grasa total de las ratas después del sacrificio (Tejido
adiposo retroperitoneal, Tejido adiposo epididimal, Tejido adiposo subcutaneo y Tejido
adiposo visceral), con un n= 8 para cada grupo. Las diferentes dietas se administraron

durante nueve semanas. Datos expresados como medias + SD

Mayo 2014.



Se hace comparacién del peso del tejido adiposo total, tomando al final del estudio
durante el sacrificio de las ratas, donde el tejido adiposo de las ratas alimentadas con
manteca (DG) y las alimentadas con manteca mas fructosa (DGF) acumularon una
mayor cantidad de ese tejido. Para DG con una *p=0.03, y una **p=0.001 para DGF, al
comparar DG con DGF no muestran significancia ya que en estos el aumento de tejido
adiposo fue casi similar. Tomando valores significativos de p<0.05. Usandose como

prueba estadistica la T DE STUDENT y ANOVA.

Efecto de la dieta alta en grasa v dieta alta en grasa mas fructosa sobre los andlisis

bioquimicos (Glucosa v Colesterol) en ratas macho Sprague Dawley.
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Grafica 10. Composicion de glucosa en plasma de ratas macho Sprague Dawley después
del sacrificio. Respecto a los datos resultantes de concentracién de glucosa en plasma.
Grupos (DC) Dieta Control, (DG) Dieta Grasa, (DGF) Dieta Grasa mas Fructosa, con una

n= 8 para cada grupo.
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Se mostré que los niveles de glucosa fueron incrementando en DGF al comparar con el
control con una *p=0.01y (DG vs DGF) con una *p=0.03. Tomando valores significativos

de p<0.05. Usandose como prueba estadistica la T DE STUDENT y ANOVA.

Efecto de la dieta alta en grasa v dieta alta en grasa mas fructosa sobre los andlisis

bioquimicos (Glucosa v Colesterol) en ratas macho Sprague Dawley.
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Grafica 11. Composicién de colesterol en plasma de ratas macho Sprague Dawley

después del sacrificio. Respecto a los datos resultantes de concentracién de glucosa en
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plasma. Grupos (DC) Dieta Control, (DG) Dieta Grasa, (DGF) Dieta Grasa mas Fructosa,

con unan= 8

para cada grupo.

Se mostré que los niveles de colesterol fueron incrementando en DGF con una *p=0.04

y (DG vs DGF) con una *p=0.04. Tomando valores significativos de p<0.05. Usandose

como prueba estadisticala T DE STUDENT y ANOVA.
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Grafica 12. Comparacion del peso del higado de las ratas macho Sprague Dawley, el
tejido se tom6 después del sacrificio. Grupos (DC) Dieta Control, (DG) Dieta Grasa,

(DGF) Dieta Grasa mas Fructosa, con una n= 8 para cada grupo.

Se muestra la comparacién del peso del higado de cada grupo (DC, DG y DGF). En donde
las ratas alimentadas con grasa y grasa mas fructosa resultan tener un mayor peso en
el tejido hepatico. Donde DG mostr6 una *p=0.01, DGF siendo la *p=0.03 y (DG vs DGF)
con una **p=0.003 obteniendo valores significativos. Tomando valores significativos de

p<0.05. Usdndose como prueba estadisticala T DE STUDENT y ANOVA.

Histologia

a) Tincion del grupo (DC) 10X b) Tincién del grupo (DC) 40X

Figura 8. Tincién con hematoxilina-eosina y rojo oleoso de tejido hepatico en ratas

Sprague Dawley del grupo Dieta Control (DC).
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a) Tincion del grupo (DG) 10X b) Tincién del grupo (DG)
40X

Figura 9. Tinciéon con hematoxilina-eosina y rojo oleoso de tejido hepatico en ratas

Sprague Dawley del grupo Dieta Grasa Fructosa (DG).

a) Tincién del grupo (DGF) 10X b) Tincién del grupo (DGF) 40X

Figura 10. Tincién con hematoxilina-eosina y rojo oleoso de tejido hepatico en ratas

Sprague Dawley del grupo Dieta Grasa Fructosa (DGF).
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Se observo mayor cantidad de color rojo a las ratas que se les administré DG, (Figura
13) y DGF (Figura 14), en comparaciéon con DC (Figura 12), indicando mayor presencia
de grasa acumulada en los hepatocitos (células del higado). El rojo oleoso tifie las gotas

de grasa que se acumulan en los hepatocitos.

XI. Discusion

El tipo de grasa influye en la sintesis de colesterol y metabolismo del higado. El
desarrollo de esteatosis hepatica o acimulo de grasa en el higado se produce como
resultado de un desequilibrio entre el suministro, formacién, consumo y oxidacién
hepatica de acidos grasos, se plante6 que al consumir una dieta con manteca de cerdo
y fructosa las dietas pudieron tener un acimulo de grasa en el higado ademas de un
aumento considerable en el peso final a los diferentes dietas con respecto al control, sin
embargo, solo se obtuvo un aumento en la expresion génica del gen RARa con respecto
a las dieta grasa y grasa mas fructosa (Aleman G et al., 2004). E s por ello que la ingesta
excesiva de lipidos o carbohidratos ademas de llevar a un aumento de peso corporal y
acumulo de grasa en diferentes partes del cuerpo que es donde se tiende a almacenar
grasa, no se sintetiza normalmente y conlleva a la baja expresion de genes que regulan

procesos de metabolizacion de un organismo (Comuzzie AG et al., 1998).
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La intervencion de RARa y RXRa en diversos procesos como son metabolismo de
lipidos y glucosa, inflamacion y cicatrizacidn, al activarse provocan una disminucién de
tejido adiposo asi como evitar el proceso de obesidad (Blomhoff R et al., 1994). En esta
investigaciéon se trabajé con ratas Sprague Dawley ya que es una de las especies
predisponentes a desarrollar esteatosis hepatica (Orfanos CE et al., 1997). Existen
diferencias significativas en estudios realizados en humanos y animales de acuerdo a la
expresion de genes cuando se activan RARa y RXRa, manifestando los resultados que
arroja este estudio, la dieta alta en grasa y alta en grasa mas fructosa disminuyendo la

expresion de RARa.

En este estudio pude analizar que ademas de que estimulos ambientales al igual que
la alimentacién impactan sobre la expresion de genes clave para la regulacion del
metabolismo energético (Aleman G et al, 2004). Algunos autores resaltan la
importancia de los efectos genéticos en la determinacion de la grasa corporal en
respuesta a alteraciones cronicas en el balance energético y una variedad de genes que
regulan el metabolismo en los adipocitos pueden predisponer al desarrollo de sobre

pesoy obesidad (Orfanos CE et al., 1997).

El avance en el conocimiento ha sido notable en este campo. Actualmente se sabe que
existen varios genes capaces de causar estas enfermedades metabodlicas complejas o del
aumento a la susceptibilidad de desarrollar y los receptores nucleares RARa y RXRa
intervienen dimerizando con otros genes o entre si en la sintesis de oxidacion de acidos
grasos, asi como en el almacenamiento. Se han realizado diversos estudios tanto en
humanos como en modelos animales en los cuales se administran dietas altas en grasa
sin embargo no existen muchas evidencias donde combinen o adicionen fructosa en el
mismo plano (Redonnet A et al, 2008). En este caso se realizo la combinacién de
manteca mas fructosa y se observo que las ratas administradas con esta combinacion

aumenta significativamente los niveles de glucosa en orina.

Es por ellos dar continuidad a estas investigaciones utilizando diferentes parametros
como porcentaje de grasa total asi como estudios patologicos especificos enfocados en

la presencia de esteatosis hepatica (higado graso no alcohdlico).
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Debido a las dificultades con las pruebas en humanos, varios modelos animales han
desarrollado para este fin, caracterizado principalmente de la siguiente manera en: el
higado graso genéticamente alterados o ratas alimentadas con dietas elevadas en grasa
y en este causa adicionada y mas fructosa ademas de diversos estimulos causantes de
un acumulo de grasa en el higado, es por ello que este estudio se enfoca en probar el
efecto consumo excesivo de grasa (manteca de cerdo) ademas de adicionando fructosa
diluida en el agua que bebieron las ratas del tercer grupo, tomando en cuenta que son
estimulos a los que la mayoria de la poblacién mexicana esta expuesta, a pesar de que

el sedentarismo sigue siendo un problema de salud publica (Astrup A et al., 1994).

XII. Conclusiones

a. 1.- El receptor RARa sufre una disminucién significativa en su expresidon génica,

producida por la ingesta de grasas y azdcares refinados (DGF).

a. 2.- El receptor X retinoide (RXRa) se ve alterado por una dieta alta en grasa,

produciendo una baja en su expresion génica.
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b. -Existe una relacién lineal estadisticamente significativa moderada e inversamente
proporcional entre los niveles de RARa (DGF) con respecto a la expresion génica de
RXRa (DC); donde la r=0.6 con una *p=0.003. Por lo tanto ambos receptores retinoides
estdn relacionados, si se encontraran en condiciones normales seguirian una sola
direccion, por lo tanto estos genes trabajan juntos formando heterodimeros uno con el

otro.

c. 1.- En el transcurso de las primeras semanas del tratamiento, los tres grupos (DC, DG
y DGF) mostraban un incremento similar en cuanto a peso corporal. A partir de la
tercera semana de tratamiento las ratas (DG y DGF) empezaron a aumentar de peso con
respecto a (DC). Al final de la administracion con las diferentes dietas las ratas
alimentadas con grasa y grasa mas fructosa (azucar refinado) incrementaron
significativamente su peso, sin embargo, las ratas que elevaron mas su peso fueron las

DGF, con un aumento significativo.

c. 2.- El tejido adiposo de las ratas alimentadas con grasa (DG) y las alimentadas grasa

mas fructosa (DGF) acumularon una mayor cantidad de tejido adiposo.

c. 3.-Se mostré que los niveles de glucosa y colesterol fueron incrementados

significativamente en DGF.

c. 4.- Las ratas alimentadas con grasa (DG) y grasa mas fructosa (DGF) resultaron tener
un mayor peso en el tejido hepatico en comparacién con las ratas control. Lo que se
mostro de igual manera en la histologia ya que acumularon mayor deposito de grasa en

las células hepaticas.

XIII.  Sugerencias
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Medir la expresion génica de algunos otros receptores o ligandos especificos que
interactian con RARa y RXRa en la cascada de sefializacion de procesos metabdlicos,
con la finalidad de analizar el porque de su desregulacién (lipélisis o lipogenesis) a

partir de diversos estimulos.

Analizar la expresion los receptores retinoides en personas que sufran algin tipo de
trastorno metabdlico como: sobre peso, obesidad, diabetes, hipertension, higado graso

no alcohdlico entre otras.

Identificar cambios o posibles mutaciones que sufren regiones especificas en los

receptores retinoides a través de técnicas como ingenieria genética.

Este estudio proporciona informacion valiosa para dar continuidad a futuras

investigaciones acerca del metabolismo lipidico.
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De la investigacion que incluya la utilizaciéon de animales de experimentacion.

Articulo 121. En la investigacion experimental con animales, referidas a la salud
humana, se deberdn llenar los requisitos que establezcan las normas propias
institucionales de salud, autorizadas por la Secretaria de y satisfacer lo seflalado en este
capitulo.

Articulo 122. Las investigaciones se disefiaran a modo de evitar al maximo el
sufrimiento de los animales.

Articulo 123. Cuando sea necesario sacrificar a un animal de experimentacion, se
empleara un procedimiento que asegure en lo posible su muerte sin sufrimiento.
Articulo 124. Los bioterios deberan estar de acuerdo con la especie, conformacion
corporal, habitos, preferencias posturales y caracteristicas locomotoras de los
animales, para proporcionarles comodidad, excepto cuando las variables
experimentales justifiquen otras situaciones.

Articulo 125. Los bioterios de producciéon o mantenimiento crénico seran supervisados
por profesionales calificados y competentes en la materia y deberan permitir el
crecimiento, maduracién, reproduccién y comportamiento normal de los animales, de
conformidad con las normas que la propia institucién emita.

Articulo 126. El titular de la institucién de salud en donde se realice la investigacion a
la que se refiere este capitulo, debera establecer y vigilar el cumplimiento de las
medidas de seguridad para el cuidado y manejo de los animales, asi como las medidas
de profilaxis y vacunacién necesarias para la proteccion del personal ocupacionalmente

expuesto
Anexo 2
Caracteristicas de las Ratas Sprague Dawley
Modelo general para el estudio de la salud humana y la enfermedad, esa rata sirve como

excelente modelo para la toxicologia, reproduccion, farmacologia, la investigacion y

areas de comportamiento.
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Caracteristicas de interés Uso en investigacién

Hiperleptinemia Para regular presidn arterial
Hiperfagia Se adaptan a diferentes tipos de dietas
Hipertension Aumento en tejido graso

Resistentes a Leptina Efectos hormona

Efectos musculares

Efectos neurolégicos

Efecto Prevencién/Reversion
Expresion fenotipica

Estres

Cuadro. Caracteristicas de interés para la reproducciéon de un modelo animal. Tomado

de Harlan Laboratorios, Disponible en: www.harlan.com, 2008.

Anatomia y Fisiologia.

Peso corporal en adultos: 250-300g (hembra); 450-520 (macho)

Vida util: 2.5 a 3.5 afos.

Frecuencia respiratoria: 70 a 115 respiraciones por minuto

Frecuencia cardiaca: 250 a 450 latidos por minuto.

-La férmula dentaria es de 2= 16 incisivos que se encuentran de raices y crecen
continuamente.

-El es6fago hacia el estémago en la curvatura menor a través de un pliegue de tejido del
estomago. Debido a esta disposicién anatémica, la rata no es capaz de vomitar.

-Al igual que el caballo, la rata no tiene una vesicula biliar.

-El pulmoén izquierdo consta de un lébulo, el pulmén derecho se compone de cuatro
l6bulos.

-Las ratas tienen cinco pares de glandulas mamarias. Distribucién de tejido mamario es
difusa, que se extiende desde la linea media ventral por los flancos, el térax y parte del

cuello.
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-La rata responde a la disminucién de la temperatura ambiental por termogénesis sin
escalofrio, y el aumento de la temperatura ambiental mediante el aumento de la
vascularizacion de su larga cola, que puede servir como 6rgano de regulacién térmica.
-Se utiliza rata macho por el escas de procesos hormonales propios de las ratas hembra,

lo que facilita el tratamiento.
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