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PRINCIPALES ABREVIATURAS

AGL Acidos grasos libres NFkB Factor nuclear kappa B
AP Acido palmitico OMS Organizacion Mundial de la Salud
o . - Reaccion en cadena de la
AMPK Protein cinasa activada por mitégeno PCR ) . o
polimerasa, siglas en inglés
Reaccion en cadena de la
AKT Serina/treonina cinasa QPCR polimerasa Cuantitativa, siglas en
inglés
DM2 Diabetes Mellitus tipo 2 RI Resistencia a la insulina
Especies reactivas de oxigeno,
ECV Enfermedad cardiovascular ROS . o
siglas en inglés.
EHNA Esteato hepatitis no alcohdlica SM Sindrome Metabdlico
Gliceraldehido-3-fosfato Transductor de la sefial y activador
GAPDH , STAT o o
deshidrogenasa de la transcripcion, siglas en inglés
. Supresor de la sefializacion de
HGNA Higado graso no alcohdlico SOCS o ) )
citocinas, siglas en inglés
IG Intolerancia a la glucosa TA Tejido adiposo
IL-6 Interleucina 6 TAB Tejido adiposo blanco
IL-10 Interleucina 10 TG Triglicéridos
IMC indice de masa corporal TNF-a Factor de necrosis tumoral alfa




RESUMEN
El sindrome metabdlico (SM) es considerado como un conjunto de factores que
incrementan directamente el riesgo de diabetes mellitus tipo 2 y enfermedad
cardiovascular. De esta forma, es un importante reto de salud publica no sélo en México
sino en todo el mundo debido a la industrializacidn, el exceso de ingesta energética,
estilos de vida entre otros, relacionandose principalmente con la obesidad. La obesidad
central se caracteriza por un aumento de la masa del tejido adiposo (TA) y su
distribucion en el cuerpo. Esta condicion puede conducir al depédsito ectépico de lipidos
en tejidos no adiposos como el musculo, pancreas, corazon e higado, siendo este
ultimo uno de los 6rganos mas afectados, cuya respuesta inflamatoria involucra la
produccion de citocinas, encaminando el desarrollo y progresion del higado graso no
alcohdlico. Actualmente, la relacion entre la dieta y los biomarcadores de la inflamacién
estd siendo un importante foco de estudio, ya que una dieta alta en grasas,
especialmente las saturadas como el acido palmitico (AP) puede promover la

produccion de moléculas inflamatorias desde etapas muy tempranas.

Debido a lo anterior se evalu6 mediante PCR de tiempo real la expresion transcripcional
de tres moléculas relacionadas con la inflamacién: IL-6, IL-10 y TNF-a en higado de
conejo alimentados con una dieta enriquecida con 3% de acido palmitico durante 6 y 12
meses. Se encontré que el AP induce una elevada produccién de la molécula
inflamatoria TNF-a a los 6 meses de tratamiento, lo cual puede sugerir una progresion
en el dafo hepatico. A los 12 meses se registrd una disminucion en su expresion
probablemente debido a la expresion de la molécula antiinflamatoria IL-10. Ademas de
lo anterior encontramos que la IL-6 se expresa s6lo a los 12 meses de tratamiento,
pues su expresion podria depender de la cantidad y tiempo de exposicion al estimulo

(AP), pudiendo fungir como inmuno moduladora.

Este modelo buscé recrear lo que sucede bajo una ingesta cronica y elevada de acidos
grasos saturados y al medir la expresion transcripcional de los marcadores de la
inflamacion directamente en higado nos da una idea muy temprana de este fendbmeno,
lo cual puede conducir la busqueda de un sistema de diagnéstico temprano del higado

graso no alcohdlico y del Sindrome Metabdlico.



INTRODUCCION
SINDROME METABOLICO

El Sindrome Metabdlico, anteriormente llamado Sindrome X por Reaven en 1988, ha
causado controversia y falta de homogeneidad en su definicién y desde entonces se ha
buscado definir los criterios de diagnéstico mas aceptados que evidencien la presencia
o probabilidad de desarrollo de este sindrome, los cuales se presentan en la tabla 1,
concentrando lo establecido por algunos grupos y organizaciones que son mayormente

referidos en la literatura.

En la actualidad, de manera general se puede definir como un conjunto de factores
fisiolégicos, bioquimicos, clinicos y metabdlicos que incrementan directamente el riesgo
de diabetes mellitus tipo 2 (DM2) y enfermedad cardiovascular (ECV) (Aschner, P.,
2010; Kaur, J., 2014; Thaman and Arora, 2013). Este sindrome ha sido propuesto y
utilizado como una herramienta util para estimar el riesgo de que una cierta poblacion

desarrolle dichas enfermedades (Aschner, P., 2010; Murguia-Romero et al., 2015).

El sindrome metabdlico (SM) es un importante y creciente reto de salud publica no sélo
en Meéxico sino en todo el mundo debido a la urbanizacion, el exceso de ingesta

energética y los estilos de vida, entre otros.

La prevalencia mundial de este sindrome varia entre el 10 y el 84% de la poblacion
segun diversos factores como la regidén urbana o rural, el género, la edad, la raza, la
condicion socioecondmica, una vida sedentaria, fumar, una historia familiar de diabetes,
asi como los valores clinicos de acuerdo a la definicion de SM utilizada. Asi bien, la FID
(Federacion Internacional de Diabetes) estima que un cuarto de la poblaciéon adulta
mundial presenta sindrome metabdlico (IDF, 2006). En cuanto a México, se estima que
en la poblacion adulta (20 a 69 afios) hay mas de 17 millones de hipertensos, mas de
14 millones de dislipidémicos, mas de 6 millones de diabéticos, y mas de 35 millones de

adultos con sobrepeso u obesidad (Garcia, G. E. et al., 2008).



En cuanto a su aplicacion en la clinica, las alteraciones metabdlicas en el SM se

registran de manera simultanea y entre mas concurrencia de factores haya, mayor es el

riesgo de ECV en comparacion con el riesgo debido a una sola condicion (Huang, P. L.,

2009; Kaur, J., 2014). En los ultimos afos se han llevado a cabo numerosas revisiones

en donde se cuestionan la definicidn misma del SM y su utilidad, por ejemplo Alberti y

Zimmet (2008) consideran que el entendimiento de su definicion sirve para identificar

los estados de riesgo como la pre-diabetes y la dislipidemia, por lo que es importante

conocer su alcance.

Tabla 1. Criterios de diagnoéstico y definicion del Sindrome Metabdlico.

Medicion clinica

OMS

NCEP/ATP lli

FID

Resistencia a la

insulina

DM2, IG, AGA, menor
sensibilidad a la insulina.

Més dos de los siguientes:

Ninguno, pero se debe
contar con 3 de las

siguientes caracteristicas:

Ninguno, pero se debe de
contar con 2 de las

siguientes caracteristicas:

Glucosa

IG, AGA, DM2

2110 mg/dL (incluye

diabetes)

2110 mg/dL (incluye

diabetes)*

Peso corporal u

obesidad central

IMC > 30 kg/m?  ylo
Relacion cintura-cadera
>0.9 (hombres),
>0.85 (mujeres)

Circunferencia de cintura
=102 cm (hombres)

> 88 cm (mujeres)

> 94 cm (hombres)
> 88 cm (mujeres).
Varia por poblacion

especifica.

Lipidos

TG 2150mg/dL  y/o
Colesterol HDL

< 35 mg/dL (hombres),

<39 mg/dL (mujeres)

TG 2150mg/dL
Colesterol HDL
< 40 mg/dL (hombres),
<50 mg/dL (mujeres)

TG 2150mg/dL
Colesterol HDL
< 40 mg/dL (hombres),
<50 mg/dL (mujeres)
o estar bajo tratamiento.

Presion arterial

= 140/90 mmHg

> 130/85 mmHg

> 130 mmHg sistodlica
0 = 85 mmHg diastdlica

o estar bajo tratamiento.

Otros

Microalbuminuria
>20pg/min oProporcion
albumina:creatinina
>30mg/g

No

No

Nomenclatura: OMS: Organizaciéon Mundial de la Salud; NCEP/ATP III: Programa Nacional de Educacion en

Colesterol/Panel de tratamiento de adultos (siglas en inglés); FID: Federacion Internacional de Diabetes

DM2: diabetes mellitus tipo 2; IG: intolerancia a la glucosa; AGA: alteracion de la glucosa en ayuno, IMC: indice de

masa corporal; TG: triglicéridos; * Segun Kaur J. (2014), la Asociacién Americana de Diabetes cambié en 2003 el

criterio a >100 mg/dL.
Fuente: Adaptado y compendiado de Garcia, G. E. et al., 2008; Grundy et al., 2005; Huang, P. L., 2009; Kaur J.,
2014; Thaman y Arora, 2013; Alberti, 1998.




Un sindrome es definido como el conjunto de caracteristicas clinicas especificas, sin
embargo, los intentos por definir al sindrome metabdlico como una entidad clinica han
sido fallidos a falta de un criterio unificador (Thaman y Arora, 2013), por lo que es
preciso estudiar y describir al SM como consecuencia de la compleja interrelacion de
sus factores fisiopatoldgicos (Kaur, 2014) para poder asi identificar a las personas en

riesgo de ECV e intervenir tempranamente en su prevencion.

En diversos estudios (Das et al., 2011; Grundy, 2008; Kaur, 2014; Thaman y Arora,
2013) ha sido ampliamente reconocido que en el sindrome metabdlico interaccionan
factores genéticos y ambientales tales como la obesidad central, dislipidemia,
disfuncion endotelial, hipertension, estado protrombético e inflamatorio y la resistencia a
la insulina, siendo el ultimo el mediador primario (Garcia et al., 2008; Thaman y Arora,
2013).

Sumado a lo anterior, la FID (2006) agrega otros criterios como factores hormonales
como el eje pituitario-adrenal y la distribucibn anormal de grasa en el cuerpo, que al
igual que Das y Balakrishnan (2011) que sefalan al depdsito de lipidos y al higado
graso no alcoholico (HGNA) como componentes de este sindrome. Por su parte, Alberti
y colaboradores (2009) mencionan entre los componentes presion sanguinea y
triglicéridos elevados, baja concentracion de colesterol HDL vy particularmente
adiposidad central. Kaur (2014) define al SM como un estado de inflamacién de bajo
grado ya que este fendmeno aparece en la mayoria de los factores involucrados tales

como el depdsito ectdpico de lipidos, y la resistencia a la insulina.

OBESIDAD Y DEPOSITO ECTOPICO DE LiPIDOS

En la actualidad, se ha incrementado la prevalencia del sobre peso y la obesidad a nivel
mundial y son considerados epidemia (Dhurandhar, 2014; Grundy, 2008; Kaur 2014,
Murguia-Romero et al., 2015). La OMS en su nota descriptiva numero 311 (2015)
reporta que el 39% de la poblacion adulta tiene sobre peso y el 13% obesidad. México

no es la excepcion, pues segun Garcia y colaboradores (2008) la obesidad es el
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principal problema de salud publica al que debemos de enfrentarnos dadas sus

consecuencias y asociacion con las principales causas de mortalidad.

Para el desarrollo de la obesidad participan factores nutricionales-ambientales y
geneéticos (Sanchez-Munoz et al., 2005) y como Kaur (2014) comenta, es impulsada por
el creciente consumo de comida “barata y altamente calérica”, asociada con factores
socioculturales, y estilos de vida con una reducida actividad fisica, ademas de
anormalidades endodcrino metabdlicas, resultando en una estrecha relacion con
padecimientos como la RI, DM2, dislipidemia, HGNA, ECV (Mancini et al., 2015) y

como ya se ha venido mencionando, con el sindrome metabdlico.

La obesidad esta caracterizada por un aumento en la masa del tejido adiposo y su
distribucion en el cuerpo. Partiendo de este hecho, se clasifica a la obesidad en ginoide
y androide, en donde la primera corresponde a la acumulacion de grasa en la parte baja
del cuerpo y que pareciera no estar asociada con consecuencias metabdlicas mayores,
mientras que la segunda es una obesidad central, es decir en el térax y en el abdomen
que resulta en el riesgo aumentado de diabetes y arterioesclerosis, dislipidemia,
hipertension, y entre otros enfermedades hepaticas como higado graso no alcohdlico
(HGNA) y esteatosis hepatica (Calder, et al., 2011). De esta manera, en lo ultimos anos
se ha hecho énfasis en el estudio de la obesidad y la distribuciéon de grasa en el cuerpo
(Zamboni et al., 2014), que es determinante en la homeostasis metabdlica ya que en
condiciones naturales los lipidos, principalmente los triglicéridos, son almacenados en

los adipocitos, células del tejido adiposo (Lui et al., 2014, Bradbury, 2006).

El tejido adiposo se divide en tejido adiposo pardo, encargado de la termogeénesis y el
tejido adiposo blanco (TAB) que es el encargado del almacenamiento de la grasa y
fungir como 6rgano secretor (Sanchez-Mufioz et al., 2005), ademas, participa en la
regulacion metabdlica como la ingesta, el gasto energético y la sensibilidad insulinica,
asi como en el crecimiento celular y la respuesta inmunoldgica, por lo que ahora se
reconoce que posee funciones enddcrinas y paracrinas (Sanchez N. et al., 2010). Asi,
el tejido adiposo no soélo esta formado por los adipocitos que van del 60 al 70% de la
estructura del tejido (Garcia-Torres et al., 2011), sino que es una mezcla heterogénea
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de adipocitos, pre adipocitos, células endoteliales e inmunitarias que responde

dinamicamente ante las variaciones.

Trabajos recientes han demostrado que la sobrealimentacion y dieta alta en grasas
modifica la masa del TAB. En respuesta a ello (ver figura 1), el tejido adiposo altera su
fisiologia normal favoreciendo que los adipocitos excedan su capacidad de
almacenamiento, lo que causa hipertrofia e hiperplasia. Ademas, atendiendo a su
funcidn secretora produce adipocitocinas del estado inflamatorio (Kaur, 2013) que
conducira al deposito ectopico de lipidos en tejidos como el higado, musculo, pancreas
(Lettner y Roden, 2008) y corazon (Lui et al., 2014) (Unger et al., 2010).

Figura 1. Representacion esquematica de la respuesta del tejido adiposo al exceso de nutrientes o a la dieta

densamente energética.

Como se ha descrito, se hace énfasis no solo en el estudio de la obesidad sino también
en la distribucién corporal de la grasa. En este sentido cabe recordar que el tejido
adiposo visceral secreta productos que se dirigen hacia el higado mediante la
circulacion portal, lo cual resulta en el ingreso de acidos grasos libres al higado. Asi,

8



dicho dérgano es uno de los mas afectados en la deposicion ectopica de lipidos,
desencadenando asi patologias como el higado graso no alcohdlico (Das vy
Balakrishnan, 2011).

El Higado Graso No Alcohdlico (HGNA) es considerado como la manifestacion hepatica
del Sindrome Metabdlico (Das y Balakrishnan, 2011; Cruz et al., 2014) ya que esta
relacionado con insulinorresistencia hepatica, hiperinsulinemia, dislipidemia e
hiperglucemia (Garcia-Torres et al., 2011). En la actualidad este padecimiento es una
de las enfermedades del higado mas comunes afectando entre el 20 y el 30% de la

poblacion adulta en paises desarrollados y a un 80% de las personas con obesidad.

En términos generales esta condicion se puede definir como la acumulacién excesiva
de grasa en los hepatocitos, en el que al menos el 5% de dichas células presentan
gotas lipidicas que en suma exceden del 5 al 10% el peso normal del higado respecto a
personas sanas que no consumen cantidades significativas de alcohol y que puede dar
paso a un deterioro crénico hepatico (Zahran et al., 2013, Cruz et al.,, 2014). La
fisiologia de la enfermedad puede ir desde una esteatosis, es decir, una acumulacién
anormal de grasa principalmente como triglicéridos o hasta una progresién inflamatoria
llamada esteato hepatitis, debido a la peroxidacion de lipidos y la produccién de
especies reactivas de oxigeno (ROS, siglas en inglés). Finalmente, puede

desencadenar en fibrosis, cirrosis, y cancer (Tilg y Moschen, 2010).

Los triglicéridos son la principal forma de lipidos que se almacenan en el higado y son
varios los mecanismos de depdsito (Figura 2) que conducen a esteatosis o higado
graso. Cabe recordar que el higado es el mayor regulador del flujo metabdlico en el
cuerpo; recibe informacion del intestino, la circulacién general y el sistema linfatico para
que los hepatocitos remuevan materiales y los liberen en productos en un rango
moderado. De esta forma, la capacidad de captura de sustancias, en este caso de
lipidos, es la clave del inicio de la esteatosis (Bradbury, 2006) ya que el ingreso de AGL
provenientes de la dieta o de la lipdlisis del tejido adiposo constituye tres cuartas partes
de los lipidos acumulados (Tilg y Moschen, 2010).



Figura 2. Mecanismos de almacenamiento de lipidos en el higado.
Abreviaturas: TA: tejido adiposo, AGL: acidos grasos libres,

VLDL: lipoproteinas de muy baja densidad (siglas en inglés).

La esteatosis estda comunmente asociada con la resistencia a la insulina y se ha
incrementado la evidencia que la progresion hacia esteato hepatitis no alcohdlica
(EHNA) puede continuar teniendo como causa la persistencia del origen de la reserva
de grasa, asi como la conjuncién de otros factores, como la susceptibilidad a especies
reactivas de oxigeno, endotoxinas provenientes de higado y citocinas. Dichas especies
reactivas de oxigeno (ROS) son resultantes de la activacién de sistemas de oxidacion
como respuesta a la sobrecarga de los hepatocitos, fendbmeno que podria estimular a
las células que participan en la fibrogénesis y apoptosis, asi como una respuesta

inflamatoria, conduciendo a un dafio mayor de la EHNA (Reddy y Rao, 2006).
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INFLAMACION

Para dilucidar varias afecciones, incluyendo el sindrome metabdlico es necesario
comprender los procesos metabdlicos locales y/o sistémicos involucrados, teniendo

como caracteristica a resaltar el fendmeno inflamatorio.

La inflamacion, componente central de la inmunidad innata y adaptativa, es un
mecanismo normal de defensa que protege ante las infecciones que ademas ayuda a
reparar tejidos y restablecer la homeostasis en los sitios dafiados o infectados (Calder,
P. etal, 2011). Esta respuesta del involucra un incremento en el flujo sanguineo,
dilatacion capilar, infiltracion leucocitaria y la produccion de mediadores quimicos
(Minihane et. al, 2015), algunos de los cuales inician la regulacion de la misma
inflamacion. De esta forma, la inflamacion es un proceso normal cuyos elementos son
regulados apropiadamente, con retroalimentacion negativa que es esencial en el
mantenimiento de la salud. Cuando los mecanismos reguladores se alteran pueden
ocasionar dafos en el tejido, asi como enfermedades caracterizadas por la
permanencia de los marcadores de la inflamacién en el sitio y en la circulacion

sistémica.

Calder y colaboradores (idem) mencionan que la inflamacién, que es crénica y de bajo
grado, ha recibido un amplio interés en los ultimos afos, y manejan su concepto no
como caracteristica, sino como un factor de riesgo para el progreso de varios
padecimientos. La idea de la inflamaciéon como participe del inicio de las enfermedades,
esta basada en la observacién de un incremento de los marcadores asociados con la
inflamacion en personas con dichas afectaciones aun antes del desarrollo de las

mismas (Koup y Mandrup-Poulsen, 2010, Fernandez y Pickup, 2008).

Asi mismo, Minihane y cols. (idem) describen que es posible que la respuesta
inflamatoria esté involucrada desde etapas tempranas en el desarrollo de la
enfermedad, pues no solamente juegan un papel directo en la afectacion local sino que
también son determinantes en la disfuncion de varios 6rganos (Harford et al.,2011).
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En el tejido adiposo, el fendmeno inflamatorio puede actuar como “no dafino” o como
“‘dafino”. Al denominarlo como no dafino puede ser entendido como un mecanismo de
sobrevivencia y adaptacion metabdlica, mientras que ser perjudicial corresponde a la
inflamacion cronica de bajo grado, caracteristica patolégica de una variada serie de
condiciones tales como el Sindrome Metabdlico, diabetes mellitus tipo 2, enfermedades
cardiovasculares y como ya se ha comentado, en el HGNA (Hotamisligil, 2006,
Minihane et. al, 2015) ya que durante el proceso inflamatorio se inhibe la diferenciacion
de preadipocitos y se altera el metabolismo de los lipidos ocasionando su acumulacién

en higado y en otros tejidos no adiposos (Liu, et al., 2014).

Por su parte, Emanuela y colaboradores (2012) y Sanchez- Mufioz, et al. (2005)
relacionan el aumento del tejido adiposo abdominal con la produccién crénica de
mediadores de la inflamacion asi como con la activacion de vias de sefalizacion

correspondientes siendo el higado uno de los 6rganos mas afectados.

Es necesario mencionar que esta inflamacién de bajo grado es caracteristica de la
obesidad en comparacion con personas delgadas (Calder, P. et al., 2011), sin embargo
Minihane y colaboradores (idem) reportan que existe hasta un 30% de obesos,
considerados metabdlicamente sanos que presentan expresion de mediadores
inflamatorios de dos a cuatro veces menor que el resto de los obesos y por tanto el
riesgo de desarrollar SM es considerablemente mas bajo. Asi también, Kaur en 2014
indica que a pesar de que la inflamacion es caracteristica del estado obeso, algunos
individuos con normo peso pueden presentar moléculas inflamatorias, probablemente

debido a principios genéticos o a una distribucion alterada del tejido adiposo.
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Moléculas relacionadas con la inflamacion

Como ya se ha mencionado, la hipertrofia de los tejidos esta asociada con la
inflamacion. En respuesta al estimulo ocurre una infiltracién de células inmunitarias, en
especial macréfagos y células T, que median cambios metabdlicos, conocidos como
reacciones de fase aguda, ya que liberan moléculas especificas, creando asi un
ambiente de inflamacién (Weisberg et al., 2003, Khalil et al., 2012).

Existen numerosos mediadores ligados a este proceso inflamatorio de bajo grado en el
tejido adiposo y en sangre, incluyendo leucocitos, moléculas de adhesion, adipocinas,
proteinas y mediadores solubles como quimiocinas y citocinas. Algunos de estos
mediadores pueden ser considerados “biomarcadores” ya que reflejan que esta
ocurriendo un fendmeno inflamatorio y son predictivas del estado futuro de salud, sin
embargo son de naturalezas quimicas tan diversas como su funcién tejido-especifica, lo
cual dificulta el consenso respecto a los que serian los mejores biomarcadores
(Minihane et al., 2015).

Dentro de las moléculas mencionados estan las citocinas de cuyo grupo podemos
destacar a IL-6 y TNF-q, las cuales han sido relacionadas con alteraciones en la
cascada de sefalizacion de la insulina y un trastorno en el metabolismo de los lipidos,
induciendo asi RI, DM2 y SM (Minihane et al., 2015, Weisberg et al., 2003, Fernandez y
Pickup, 2008) y la liberacion de acidos grasos que son depositados en otros érganos
(Liu, et al., 2014). Ademas, en la contraparte, se producen moléculas antiinflamatorias
como la interleucina (IL-10), probablemente producida como respuesta al fenédmeno en

cuestion.

TNF-a

El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a por sus siglas en inglés), es uno de los mas
importantes mediadores en el proceso inflamatorio. En el ser humano el gen de esta
citocina tiene una localizacion 6p21.3, se encuentra en la cadena de sentido positivo y
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tiene un tamano total de 2770 pb. EIl mRNA tiene una longitud de 1686 pb y presenta un
total de 3 exones y 4 intrones. En el caso de Oryctolagus cuniculus, el gen de TNF-a se
encuentra en el cromosoma 12 y tiene una longitud de 1560 pb, mientras que el mMRNA
tiene una longitud de 1671 pb y cuenta con un total de 4 exones (NCBI,
http://www.ncbi.nim.nih.gov/). La regulacion transcripcional de este gen se ha
relacionado con multiples factores de transcripciéon como: NFkB, AP-1 y Egr-1 (Kishore
et al.,2004).

La secrecion principal de TNF-a corresponde a los macréfagos (M1) y linfocitos, aunque
puede ser también liberada por los adipocitos. Asi, TNF-a es una molécula que se
encuentra aumentada en la obesidad y, ademas de asociarse con la resistencia a la
insulina, esta involucrada en el desarrollo de varios padecimientos atanidos con el peso
elevado o con la acumulacion ectopica de grasa como el HGNA (Khalil et al., 2012),
siendo esta citocina correlacionada positivamente con la progresion de dicha
enfermedad (Zahran, 2013).

Segun Calder et al. (2011) la relacion entre obesidad y la inflamacion de bajo grado fue
propuesta por primera vez por Hotamisligil y colaboradores 1993, en donde describen
que el tejido adiposo blanco produce vy libera la citocina pro inflamatoria TNF-a, siendo
ésta elevada en organismos obesos insulino resistentes tanto humanos como roedores.
De esta forma, se sugirié la idea de que el tejido adiposo blanco juega un importante
papel en el desarrollo de la inflamacién créonica como disfuncidén metabdlica asociada

con la obesidad.

Dentro de las numerosas alteraciones ocasionadas por el factor de necrosis tumoral
alfa se ha reportado que impide la diferenciacion de los pre adipocitos, bloquea la
absorcion y almacenamiento de los acidos grasos al disminuir la expresiéon y actividad
de la lipoprotein lipasa, ademas de que es capaz de disminuir la actividad de la tirosin
cinasa de los receptores de insulina y de la liporotein cinasa, y de estimular la lipdlisis
en adipocitos (Li L, 2007, Khalil, 2012).
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Asimismo, Sanchez y colaboradores en el 2010 reportan que TNF es responsable de
aumentar la produccién de resistina en leucocitos de sangre periférica y de promover la
infiltracion de células inflamatorias en el tejido adiposo, constituyéndose como un factor
de riesgo de arterioesclerosis ya que aumenta la expresién de factores que ocasionan
el depdsito de placa. Aunado a esto, es participe de la disfuncion endotelial encontrada

en sujetos con hipertension.

La molécula pro inflamatoria TNF-a es un foco de interés ya que no solo figura
alteraciones metabdlicas por si misma, sino que también puede acelerar la sintesis de
otras citocinas como la IL-6, desencadenando una respuesta inflamatoria mas severa.
Ademas de estar relacionado con la liberacién de IL-6, el factor de necrosis tumoral alfa
induce la produccion de leptina; asi, ambas moléculas estimulan a la 6xido nitrico
sintasa inducible (iNOS) (Figura 3), lo cual es benéfico en las reacciones inmunitarias,
mientras que de manera prolongada o en ausencia de infeccion causa dafo en los
tejidos (Hauner, H., 2005).

IL-6

La interleucina 6 es una citocina relacionada con la inflamacion, con algunos efectos
pleiotropicos. En el ser humano la localizacion de su gen es 7p21, se encuentra en la
cadena de sentido positivo y tiene un tamano total de 6561 pb, el mMRNA tiene una
longitud de 1197 nts, y cuenta con un total de 4 exones y 4 intrones (NCBI,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). En el caso de Oryctolagus cuniculus, el gen
correspondiente se encuentra en el cromosoma 10, su mRNA corresponde a 1132 pb y
cuenta con un total de 5 exones (ibidem). La region promotora tiene una extensiéon de
1.2 kb rio arriba y contiene todos los elementos necesarios para la regulacion
transcripcional, incluyendo sitios para la union de factores de transcripcion como AP1,
C/EBP y NFxB (Wongchana y Palaga, 2012).

La IL-6 es una citocina pro inflamatoria liberada principalmente por el tejido adiposo, en
su mayoria por el visceral, lo cual apoya la idea de la obesidad abdominal como factor
de riesgo para el desarrollo del SM. Bajo este esquema, se han reportado niveles
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elevados de esta citocina junto con TNF-a y otras interleucinas en sujetos obesos
resistentes a la insulina; trabajos similares demuestran que al igual que TNF, estimula

la progresion del higado graso no alcohdlico (Sanchez, et al., 2010).
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Figura 3. Esquematizacion del mecanismo de activacion de NFkB debido a TNF-a. Se observa que debido a la
union de TNF-a a su receptor se activa la cascada de sefializacidon que resulta en la activacion de NFkB y su
translocacioén hacia el nucleo, lo cual induce la expresion de otros genes inflamatorios. Tomado de Ingaramo et al.,
2013

Ademas, IL-6 esta relacionada con la cantidad de grasa visceral, el tamafo del
adicpocito y la alteracion en su diferenciacidon, pudiendo contribuir al desarrollo de
arterioesclerosis e hipertrigliceridemia debido al depdsito de placa que ocasiona asi

como por estimular la lipdlisis y secrecién hepatica de triglicéridos (Vonghia, 2015,
Calder, 2011).
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Asimismo, la IL-6 y TNF-a se han correlacionado negativamente con la expresion de al
menos dos moléculas: adiponectina que participa en la oxidacion de acidos grasos, y
con la interleucina 10 que posee actividad antiinflamatoria y tiene una relacién contraria

a las primeras (Khalil, 2012).

Como se ha venido mencionando, la interleucina 6 juega un papel critico en la
respuesta local y sistémica de la inflamacion; sin embargo, participa también en el
desarrollo de respuestas celulares e inmunes especificas, incluyendo la diferenciacion
de las células B y la activacion de las células T, asi como el reclutamiento de leucocitos
y monocitos al sitio de inflamacion, por lo que es importante en la transicion de la
inflamacion aguda a la crénica (Khalil, 2012, Scheller, 2011). Respecto a esto, Neurath
y Finotto en el 2011 reportan que la sefializacién de IL-6 juega un papel esencial en el
control y diferenciacion de los linfocitos T induciendo las vias Jak/STAT-3 vy
Ras/Erk/C/EBP. En su estudio enfatizan que particularmente esta interleucina modula la
resistencia de las células T a la apoptosis, induce la activacion de las células Th (T

helper, por sus siglas en inglés) y genera un balance entre ambas (T y Th).

Habitualmente se habia considerado a la IL-6 sélo como una molécula pro inflamatoria,
sin embargo, de manera superflua se ha reconocido que esta molécula participa en la
regulacion del metabolismo, asi como en algunos procesos regenerativos, por lo que se
puede decir que es inmuno moduladora, dependiendo del tejido, asi como del estimulo

y tiempo de exposicion a éste (Scheller et al., 2011).

El mecanismo por el cual esta citocina es capaz de actuar esta siendo un blanco para
posibles intervenciones terapeutica. De manera general se puede mencionar que ya
sea que se active la via clasica o la trans sefializacion (Scheller et al., 2011), gracias al
estimulo de NFkB, la IL-6 se une a su receptor y se moviliza una cascada que activa
MAPK, AKT y STAT asi como su feedback inhibitorio SOCS (figura 4) (Mihara, et al.,
2012, Costa-Pereira, 2014), lo cual hace referencia a sus funciones inmuno

moduladoras.
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Kupfier cell

Figura 4. Cascada de sefalizacion de la IL-6. Gracias al estimulo de NFkB, debido a la expresiéon de TNfF, se
produce IL6 y gracias a la unién con su receptor se desencadena la cascada de sefalizacion, ya sea via MAPK o
STAT, con su retroalimentacion negativa SOCS3. Tomado de: Taub, 2004.

IL-10

La interleucina 10 es una citocina con propiedades anti inflamatorias ya que tiene
efectos moduladores en la respuesta inmunolégica. En el ser humano, la localizacién de
su gen es 1q32, se encuentra en la cadena de sentido negativo, y tiene una longitud
total de 4892 pb. EI mRNA tiene una extension 1629 pb y cuenta con 5 exones 6
intrones. En el caso de Oryctolagus cuniculus, el gen de IL-10 se encuentra en el
cromosoma 16 y tiene una extension de 6427 pb. El mRNA tiene 1227 pb de longitud,
con un total de 6 exones (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). La regulacién
transcripcional de este gen se a relacionado con multiples factores de transcripcion
como: E4BP4, MAF, STAT4, GATAS, Jun, e IRF4 (Kubo et al., 2012).
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Desde la década de los noventas Waal, Abrams y colaboradores demostraron la
habilidad de los monocitos activados por lipopolisacaridos (LPS) de secretar IL-10 de
manera similar a la liberacion de moléculas pro inflamatorias. En adicion, se ha
encontrado a la IL-10 como responsable de la reduccidén de la expresién de algunos
complejos y receptores debido a la activacion de los monocitos con LPS. De esta forma,
la interleucina 10 no solamente posee capacidad auto reguladora sino que también
tiene importantes efectos moderadores en las respuestas inmunolégicas e
inflamatorias. Asi bien, se ha demostrado que la severidad de la esteatosis esta
relacionada con la deficiencia en la produccion de IL-10 y con el incremento de
colesterol de alta densidad HDL-c (Khalil, 2012).

Figura 5. Cascada de sefalizacion de la IL10, tomado de Glocker et al., 2011. Gracias a la activacion de JAK/STAT

3 inducida por IL-10, resulta en una disminucién de la expresion de moléculas inflamatorias como TNF-a.
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Por otra parte, bajo ciertos tratamientos, como la pérdida de peso, o antiinflamatorios
especificos se ha observado el aumento de factores antiinflamatorios como la
Interleucina 10 (Calder et al 2011).

Como se ha venido mencionado, la IL-10 es un importante inmuno modulador con
efectos anti inflamatorios, y su via de accion comienza con la union de la molécula al
dominio extracelular, ocasionando la fosforilacion de JAK 1 y resultando en la activacién
de STAT 3, lo que resulta en una disminucion de la expresidon de moléculas
inflamatorias como TNF-a. STAT 3 también promueve la transcripcion del Supresor de
sefalizacion de citocinas (SOCS 3) que actua como una retroalimentacion negativa e

inhibe la expresién de citocinas inflamatorias (figura 5) (Hu et al., 2007).

DIETA E INFLAMACION

El sobrepeso y la obesidad, son resultado del desbalance entre la energia ingerida y la
energia gastada. Asi los desordenes relacionados como el HGNA, la hipertension, entre
otros, asi como el desarrollo del Sindrome Metabdlico son consecuencia del actual
estilo de vida y resultado del consumo de dietas “inflamatorias” elevadas en grasa y
carbohidratos (Tilg y Moschen, 2010).

En la actualidad hay varios estudios relacionados con el analisis de los patrones
alimenticios y los biomarcadores de la inflamacion (Barbaresko, 2013, Minihane et. al,
2015, Galland, 2010, Calder, P. et. al, 2011), a partir de los cuales se observa que el
inicio de la inflamacién, y su mantenimiento estan estrechamente relacionados con el
consumo de dietas ricas en carnes rojas, lacteos, harinas refinadas y aceites (Hu, 2002)
generando un aumento en ciertas moléculas pro inflamatorias. Por otro lado, los
patrones de dieta saludable estan relacionados con menores concentraciones de
marcadores de la inflamacion (Calder, P. et. al, 2011) en comparacién con aquellos con
dietas altas en grasas y/o carbohidratos. Ademas, segun Hu, F.B. en el 2002, dichos
patrones pueden incluir interacciones entre los nutrientes, asi como la ingesta
especifica del mismo nutriente a partir de distintas fuentes alimenticias.
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Entre los tipos de sustancias mas abundantes en las dietas actuales y que son de sumo
interés se en encuentran los acidos grasos; dentro los cuales, los acidos grasos
saturados promueven la inflamacién, mientras que los insaturados son antiinflamatorios
(Calder, 2011).

El acido palmitico (AP) es un acido graso saturado de 16 carbonos, presente en el
refinado del aceite de palma, ampliamente usado en la industria alimenticia ya que es el

mas barato de los aceites comestibles(Mancini et al, 2015).

Dada la industrializacidn y los cambios de vida en los ultimos afos, el uso del AP se ha
incrementado enormemente, hasta llegar a ser el lipido mas abundante en la dieta
humana. Mientras tanto, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS 2003) recomienda

que el consumo de AP debiera ser menor al 10%.

El consumo de AP ha sido ligado al desarrollo de algunas enfermedades, por ejemplo,
existen algunos estudios que sugieren de manera muy general la relacion con la
obesidad y el avance de DM2 (Mancini et al, 2015). Asimismo, otras investigaciones
relacionan el efecto del acido palmitico con enfermedades cardiovasculares y
carcinogeénesis (Fattore y Fanelli, 2013). Ademas, se ha observado que el AP en altas
dosis promueve la inflamacién y la produccion de especies reactivas de oxigeno
causando estrés oxidativo (Odia, et al., 2015). Los estudios sobre la dieta, sus
componentes y su relacion con la inflamacion no son exhaustivos (Calder, P. et. al,
2011), ademas de que los efectos del consumo de dietas moderadas en AP y bajo una

administracidn cronica no han sido ampliamente estudiados.
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JUSTIFICACION

Es preciso enfatizar que el sobrepeso y la obesidad van en aumento no sélo en México
sino a nivel mundial y son el resultado de un desbalance entre la energia ingerida y la
gastada como consecuencia de los actuales estilos de vida. Ademas, estas condiciones
incrementan la posibilidad de desarrollar importantes complicaciones a la salud como el

Sindrome Metabdlico y otros desdérdenes relacionados como el higado graso.

Asi bien, un mayor conocimiento de estas patologias puede conducir a la investigacion
de sus primeras causas y permitir un preciso acercamiento farmacologico y cambios en

el estilo de vida para detener su progresion.

Numerosos estudios han conducido al esclarecimiento de la fisiologia del tejido adiposo
y su participacion en el desarrollo del SM en relacion con la produccién y secrecion de
diversas proteinas, con la comunicacién cruzada con otros 6rganos para la deposicion
ectdpica de lipidos y con un fendmeno inflamatorio. Dicha inflamacién es caracteristica
no solo del SM y también de algunas de sus patologias en los érganos mayormente

afectados como el higado.

Es posible que la respuesta inflamatoria esté involucrada desde etapas tempranas en el
desarrollo de la enfermedad esteatosis no alcohdlica en el higado, misma que puede
ser consecuencia del consumo de dietas “inflamatorias” elevadas en grasas saturadas.
Como ya se ha mencionado anteriormente, uno de estos lipidos es el acido palmitico,
un acido graso saturado muy abundante en la dieta debido al proceso de
industrializacion de los alimentos. Sin embargo los estudios sobre la dieta, sus
componentes y su asociacion con la inflamaciéon no son exhaustivos, ademas de que
los efectos del consumo de dietas moderadas en AP y bajo una administracion crénica
aun no han sido ampliamente estudiados en relacion con la aparicion temprana de la

inflamacion en higado.
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HIPOTESIS

El consumo moderado de acido palmitico en la dieta induce el inicio de un fenbmeno
inflamatorio en el higado, evidenciado por la expresion de moléculas inflamatorias,
mismo que puede ser mediado con otras moléculas con efecto contrario. Ademas, la

expresion de dichas moléculas puede variar segun el tiempo de exposicion al AP.

23



OBJETIVOS
Objetivo General:

Evaluar la concentracién del mensajero de IL-6, IL-10 y TNF-a en higado de conejo
(Oryctolagus cuniculus) alimentados con una dieta enriquecida con 3% de acido

palmitico.
Objetivos particulares:

¢ Analizar mediante Q-rtPCR (tiempo real) la expresion del RNAm de IL-6, IL-10 y
TNF-a en higados de conejo tratados durante 6 y 12 meses con una dieta
enriquecida en acido palmitico.

e Comparar la expresion del RNAm de IL-6, IL10 y TNF-a entre los animales
tratados y no tratados.

e Comparar la expresion del RNAm de IL-6, IL10 y TNF-a a los distintos tiempos.
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METODOLOGIA

Grupos experimentales y tratamientos

Se utilizaron higados de 12 conejos macho de la cepa Nueva Zelanda (Oryctolagus
cuniculus NZW) adquiridos en la granja de la Facultad de Veterinaria y Zootecnia de la
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, Dichos organismos fueron tratados y

mantenidos previamente como se describe a continuacion.

Los conejos seleccionados contaban con 30 dias de nacidos y 300 + 30 gr de peso y se
mantuvieron a 23 + 5 °C en un ciclo de 12 h de oscuridad y 12 h de luz en el bioterio de

F.E.S. Iztacala recibiendo alimento y agua ad libitum.

Los animales se distribuyeron aleatoriamente en 4 grupos de 3 conejos cada uno como

se muestra en la siguiente tabla.

Tabla 2. Grupos experimentales. N=3

Grupo Nombre del grupo Descripcion del Duracion del
Tratamiento tratamiento
1 Control6 | e
2 Grasa 6 Alimento convencional
6 meses

adicionado con 3% de

acido palmitico.

5 Control12 |

6 Grasa 12 Alimento convencional
12 meses
adicionado con 3% de

acido palmitico.

Transcurrido el tiempo respectivo (6 y 12 meses) los animales fueron sacrificados por
dosis letal intraperitoneal de pentobarbital sédico (63mg/2.5kg de peso) y se les extirpd
el higado, el cual fue mantenido en congelacion a —70 °C hasta su utilizacion.
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Estandarizacion de oligonucleoétidos

En el laboratorio de Inmunologia, UMF se disenaron oligonucleétidos especificos para
el RNAm de cada una de las moléculas a evaluar. Las secuencias de los genes (IL-6,
IL-10 y TNF-a, asi como del gen control interno (GAPDH) se buscaron en la base de
datos del Centro Nacional de Informacion Biotecnologica  (NCBI,

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Utilizando el algoritmo BLAST (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) se realizé la
comprobacién tedrica del funcionamiento de los oligos, su especificidad, asi como la

obtencion de la longitud del producto.

Posteriormente, para evaluar la viabilidad y especificidad de los oligonucleétidos se
realizaron reacciones de PCR a dos temperaturas de disociacion (58 y 60 °C) sobre
RNA de un organismo control. El control positivo de la reaccion empleado en la
reaccion en cadena de polimerasa fue GAPDH con sus oligonucleétidos respectivos

disefiados previamente en el laboratorio.

Posteriormente, para observar los resultados de la PCR se hicieron migraciones
electroforéticas en gel de agarosa al 2.5% utilizando el marcador molecular (Gene ruler)
de 50 pb y GAPDH como control.

Extraccion de RNA

Se descongeld aproximadamente 1 cm® de higado de cada una de las muestras para

extraer el RNA mediante un protocolo con fenol 4cido y buffer AE.

Seguidamente, por espectrofotometria con una longitud de onda de 260 nm, se midié la

concentraciéon de RNA obtenido mediante la siguiente férmula:

Mg/ul RNA= (abs) (dil) (cte)

En donde: abs, absorbancia; dil, dilucion a la que se encontraba la muestra; cte,
constante equivalente a 0.040.
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Transcripcion Reversa

(Cadena complementaria del DNA)

El RNA extraido de cada tejido se utilizd como molde para la sintesis de la copia
complementaria del DNA (cDNA) mediante una reverso transcripciéon (rT PCR) bajo las

condiciones de corrida siguientes:

a) Desnaturalizacién del RNA a 65°C por 5 minutos con las concentraciones: RNA 1 ug,
Random hexamers 1 pl, dNTP’s 1 pl, H20 DEPC cbp 5pl.

b) Amplificacion a 50°C por 90 minutos conteniendo buffer 5x, DTT 1 pl, RNAsa OUT 1
pl, Enzima reverso transcriptasa 1 pl y H20 DEPC cbp 20 pl.

Evaluacion de los productos mediante PCR punto final.

Una vez obtenido el cDNA se amplificaron las secuencias de las tres moléculas a
evaluar (IL-10, IL6 y TNF - a) mediante PCR empleando Buffer 10x, MgCl2 1 pl, dNTP’s
1 ul, 1 yl de cada uno de los oligonucleétidos especificos (Fw y Rv como se muestra en
la tabla 3), H2O DEPC cbp 20 ul, Taq polimerasa 1 unidad y 1 yl de cDNA. EI control

empleado fue GAPDH con los oligonucleétidos mencionados arriba.
Las especificaciones del programa de corrida fueron:

A) Desnaturalizacion inicial a 94°C por dos minutos, B) 35 ciclos comprendiendo una
desnaturalizacion a 94°C por treinta segundos, seguido de 30 segundos a 60 °C y 30

segundos a 72°C. C) Extensiodn final a 72°C 5 minutos.

Para registrar la correcta sintesis de cDNA y su amplificacion se realiz6 una

electroforesis en gel de agarosa al 2.5 % utilizando la escalera molecular de 1kb.
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PCR de tiempo real

Una vez obtenido el cDNA de los 4 grupos experimentales (N=3) se mantuvo en
refrigeracion a 4°C hasta su utilizacion como templado en las reacciones de PCR en
tiempo real o qPCR (quantitative PCR, por sus siglas en inglés). Cada muestra se

trabajé por triplicado.

Antes de procesar las muestras experimentales se realizé una curva de disociacion
desde los 60 hasta los 95°C a intervalos de 3°C para determinar Ct a la cual comienzan

a observarse los amplificados deseados y con especifidad.

Para todos los casos se empled un Master Mix 2x que contenia Sybr Green, Taq pol y
MgClz (Invitrogen), oligonucleétidos Fw y Rv 0.5 yl de cada uno, cDNA 1 ul y H20

DEPC cbp 15 pl segun las especificaciones del fabricante.

Las condiciones de amplificacién fueron iguales en todos para las tres moléculas (IL-10,
IL-6 y TNF-a) y el control (GAPDH): paso inicial de 15 min a 95°C, después 40 ciclos a
95°C por 15 segundos seguidos por 1 min a 60°C.

El analisis de la expresion génica relativa se realizé con los valores de Ct obtenidos de
cada uno de los genes y de GAPDH como control interno (gen constitutivo) mediante el

método de 27AACt,

Analisis estadistico

Después de la normalizacion de datos se utilizé el programa Graph Pad Prisma 6.0
para analizar la expresion relativa de los genes mediante el estadistico ANOVA de una
entrada y la prueba de T ; el valor de P< 0.05 fue considerado como estadisticamente

significativo.
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RESULTADOS

Diseino de oligonucleétidos y estandarizacion.

Una vez encontradas las secuencias de los oligonucleétidos especificos (tabla 3), se
buscd su comprobacién tedrica mediante Primer-BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) como se menciond anteriormente y

secuenciados por Invitrogen.

Nombre del
Oligonucleétido _ Longitud del

especifico (Fw, Forward; Secuencia amplificado

Rv, Reverse)
TNF-a Fw 5 AGGTTGTCTCACTAATGCTGA ¥ 118 pb
TNF-a Rv 5 AGTCTTTATTTCTCGCCACTG 3’
IL-6 Fw 5 GACCTGCCTGCTGAGAATC 3’ 105 pb
IL-6 Rv 5 ATGCTGACCCTGGTGTTTTC &
IL-10 Fw 5 CTCCCCTGTGAAAACAAGAG 3’ 185 pb
IL-10 Rv 5 TCCTAGACTCTAGCCGAGTT 3
GAPDH Fw 5 CCATGACTGCCACCCAGAAA 3 109 pb
GAPDH Rv 5 GGGATCGTCGTGACCACGTC 3’

Tabla 3. Oligonulceoétidos especificos para las moléculas TNF- a, IL6 e IL-10. Se muestran las secuencias

Forward (Fw) y Reverse (Rv) de las tres moléculas a evaluar, asi como la longitud de los productos respectivos.

Para verificar el correcto diseno de los oligonucleétidos se realizaron reacciones de
PCR sobre el cDNA de un organismo sin tratamiento a dos temperaturas de disociacion
(58 y 60 °C).

Debido a que no se encontraron amplificaciones en dicho organismo, se decidio replicar

un modelo en el que ya se conoce que si se expresa el RNAm de nuestras moléculas
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de interés. Para ello se obtuvo un conejo de 2 kg al que se le inyectdé LPS a una
concentracion de 0.1mg/kg de peso (Masaki 2004). Pasadas 6 hrs se sacrificd al
organismo para extirparle el higado ya que Yang en 1997 expone que es un tiempo en
el que se puede observar el mensajero de las moléculas en cuestion. De igual forma, se

llevé a cabo la extraccion del RNA, la obtencion del cDNA y la PCR de punto final.

Los resultados de la PCR se sometieron a una migracion electroforética en gel de
agarosa al 2.5%, con lo que se demostré que los oligonucleétidos disefiados
amplificaron un solo producto, sin fragmentos inespecificos. De esta forma se comprob6
la especificidad de los genes de interés: IL-6 y TNF-a a una temperatura de disociacion
de 60 °C, mientras que IL-10 a 58 °C (Figura 6).

Figura 6. Gel de agarosa al 2.5% para verificar la correcta amplificacién de IL-10, IL-6 y TNF-a
utilizando oligonucleétidos especificos. Se manejo la escalera de 50 pares de bases como marcador
molecular (carril 1). Se observa la banda correspondiente para cada gen (carriles 2, 4 y 6) asi como su control

negativo (carriles 3, 5y ) a una temperatura de disociacién de 60°C para IL-6 y TNF-a y a una temperatura de 58°C
para IL-10.
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Obtenciéon del cDNA

Una vez disefiados y validados los primers se procedié a trabajar con los grupos
experimentales como se menciond anteriormente (extraccion de RNA, cuantificacion,
obtencion del cDNA y amplificacion por PCR punto final). Para demostrar que los
procesos arrojaron resultados positivos se realizd una migracién electroforética

utilizando el gen control GAPDH, lo cual se puede observar en la figura 7.

Figura 7. Verificacion de la calidad del RNA y del funcionamiento correcto del proceso. Se realiz6 una
migracion electroforética en gel de agarosa al 2.5% de los productos de la PCR utilizando la escalera o Gene Ruler

de 1kb. Los fragmentos se observan de pb correspondientes al amplicon de GAPDH.

Como se puede observar en la imagen anterior, los productos de la PCR o amplicones
de los cuatro grupos experimentales tienen el tamafio esperado (109 pb)
correspondiente al gen GAPDH. Una vez demostrada la especificidad de la reaccion, el
cDNA se almacend a -3°C hasta el momento de su uso como templado para la reaccion
de PCR en tiempo real.
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Curvas de disociacion

El cDNA se utilizé como templado en las reacciones de la qPCR. Primeramente se
realizaron las curvas de disociacion a intervalos de 3 unidades desde los 60 hasta los
95°C. De esta forma se pudo apreciar la Tm en la que se presenta el fragmento de

amplificacion de cada uno de los genes.

En la figura 8 se observa un solo pico de disociacién para el GADPH a 85.12 °C, para la
IL-10 a 79.35 °C, IL6 a 82.78 °C, y TNF-a a 82.91 °C, lo que significa la amplificacion
especifica del producto ya que que hay ausencia de picos secundarios
correspondientes a dimeros de los primers o fragmentos inespecificos en ninguno de
los genes estudiados. Nota: En la curva de disociacion de IL-10 de observa una ligera
irregularidad aproximadamente a 67°C, sin embargo pasada dicha temperatura el

producto inespecifico desaparece.

Expresion relativa

Una vez comprobada la especificidad y la temperatura de disociacion se utilizé el cDNA
de todos los grupos experimentales, para evaluar la expresion relativa de IL-10, IL-6 y
TNF- a, comparados con la expresién del gen de control GAPDH. El correcto nombre
del proceso de cuantificacion es RT-qPCR ya que es una PCR cuantitativa que parte

de cDNA obtenido a partir de RNA por Transcripcion reversa (Tamay, et al., 2013).

Los resultados de cada uno de los tres genes se normalizaron por separado utilizando

el método 2724Ct (Schmittgen, 2008) como se indica en la siguiente formula:

1) 1) AACT= ACty— ACt, 2) ACt= (Ctgen — Ctearor)

En donde: g, grupo con el tratamiento de grasa; c, control, gen, ya sea IL-10, IL-6 o
TNF-a; GAPDH, gen constitutivo utilizado como control interno. Los resultados se

presentan como la media * error estandar.
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a)

c)

d)

Figura 8. Curva de disociaciéon o melt curve. a) GAPDH, b) IL-10, c) IL-6, d) TNF-a. Se observa un pico en cada

gréfica que corresponde a la amplificacién de un solo producto a cierta Tm: 85.12, 79.35, 82.78, y 82.91 °C

respectivamente, lo cual indica la especificidad de la reaccion.
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Comparativo entre moléculas y sus controles a los 6 meses de tratamiento.

Como se aprecia en la figura 9, los mensajeros de las interleucinas 6 y 10 no fueron
encontrados en los organismos tratados durante seis meses tanto en los controles

como en los organismos bajo dieta grasa.

Por el contrario, el mensajero del Factor de Necrosis Tumoral (TNF-a) si fue encontrado
tanto en los organismos control como en los tratados con grasa, teniendo en estos
ultimos 1.39 veces mayor expresion. Segun el analisis estadistico la diferencia es
significativa entre el grupo control y el gru@orcpfii digtafgrasa a 6 meses de tratamiento
(P 0.0213). 6 meses

Expresion Relativa

Figura 9. Expresion relativa de IL-10, IL-6 y TNF-a en grupos control y grupos con dieta grasa
a seis meses de tratamiento. Existe una diferencia significativa para el mensajero de TNF-a entre el grupo tratado

con grasa y el no tratado (P 0.0213).
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Comparativo entre moléculas y sus controles alos 12 meses de tratamiento.

Como se puede observar en la figura 10, a doce meses de tratamiento en los
organismos control sélo se expresé el RNAm de TNF-a. A diferencia del tratamiento a
seis meses, a los doce si se observaron las tres moléculas (TNF-a, IL6 e IL-10) en los

grupos tratados con grasa.

Existe una diferencia de 0.06 puntos menor en el grupo alimentado con grasa respecto
a su control, sin embargo la diferencia no es significativa (P 0.8973). En cuanto a las
moléculas IL 6 e IL-10 si existe una diferencia significativa (P <0.0001 y P 0.0131,

respectivamente). Grafica 2
12 meses
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Figura 10. Expresion relativa de IL-10, IL-6 y TNF-a en el grupo control y el grupo con dieta grasa
a doce meses de tratamiento. Existe diferencia significativa entre IL-6 (P <0.0001) e IL-10 (P 0.0131)

respecto a sus correspondientes controles.
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Comparativo entre las moléculas a los dos tiempos de tratamiento.

Como se menciond6 antes, los mensajeros de IL-6 e IL-10 solamente se observaron a
los doce meses de tratamiento. En cambio, el mensajero de TNF-a se registro en

ambos tiempos (6 y 12 meses) (Figura 11).

Primeramente, se compararon los controles de 6 y 12 meses, entre los cuales no hubo
diferencia significativa, por lo que en la an’;igq:i%riiibasmencionada (figura 11) sdélo se
muestra la media de los controlesrlﬁlli;a_% %ar)a, n,i)rénarlrllz%rslog gemas grupos.
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Figura 11. Comparacion de la expresion relativa de TNF-a entre los dos tiempos (6 y 12 meses) de

alimentacion con 3% de acido palmitico, asi como con en el grupo control.

Asi bien, después de dicha normalizacion de los valores de TNF-a se realizé el analisis
estadistico en donde se encontré diferencia significativa entre los grupos tratados con
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grasa a los 6 y 12 meses, asi como entre el control y el grupo a 6 meses de grasa, sin
embargo, no hubo diferencia significativa entre el grupo alimentado con grasa por 12

meses y el control.

Figura 12. Cambio en la expresion relativa de RNAm de las tres moléculas los dos tiempos de tratamiento
(seis y doce meses) bajo la alimentacion con acido palmitico. Lineas negras horizontales hacen referencia a las
medias. Las lineas rojas indican aumento en la expresion (IL-6 e IL10), mientras que la linea azul sefala una
disminucion (TNF-a).

En la figura 12 se muestran los datos de la IL-10, IL-6 y TNF-a, asi como la media de
cada uno de los organismo de los grupos alimentados con grasa durante seis y doce
meses. Se pretende observar con claridad si hay aumento (como en el caso de la IL-6 y

la IL-10) o dimunucién (TNF-a) la expresion del RNAm.

En cuanto a IL-6 e IL_10 se observa que en los grupos con tratamiento a seis meses no
hubo expresion, mientras que al continuarse a doce meses estan presentes ambas
moléculas. Por el contrario, la expresién del RNAm de TNF-a disminuye con el paso del

tiempo de exposicion al alimento graso.
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DISCUSION

En el cuerpo, los acidos grasos son componentes esenciales que sirven como fuente de
energia, forman parte de la estructura membranal, son necesarios en la sintesis de
hormonas, ademas de ser mediadores en la sefializacion celular (Liu y Czaja 2013).
Asi también, el mantenimiento de las cantidades adecuadas de AGL es critica para el
buen funcionamiento y la supervivencia celular, mientras que la acumulacién excesiva
puede causar efectos nocivos a la salud, a través de diversas respuestas celulares
como la lipotoxicidad, la cual, como ya se ha reportado (Park 2014), puede llevar al

desarrollo de una respuesta inflamatoria.

De esta forma, los marcadores de la inflamacién estan asociados con un gran niumero
de patologias del SM con la calidad de la dieta, por ejemplo una alta en grasas,
especialmente las saturadas. Como ya se ha venido describiendo, el acido palmitico es
un acido graso saturado de dieciséis carbonos cuya ingesta, en comparacion con otros

lipidos, se ha relacionado con la obesidad y la inflamacion (Laugerette 2012).

Durante el proceso inflamatorio ocurre un depdsito en el tejido adiposo y la consecuente
secrecion de adipocinas del tejido abdominal y subcutaneo que probablemente
contribuye al aumento en el riesgo de las complicaciones metabdlicas y
cardiovasculares (Thaman y Arora, 2013), asi como el desarrollo de patologias como
esteatosis y esteato hepatitis no alcohdlica debido la deposicién de lipidos en los
llamados sitios ectopicos, ademas de que puede contribuir a la produccion de
mediadores de la inflamacién debido a la dieta aun en la ausencia de obesidad (Khalil
2012).

Lo anterior puede explicarse con la correlacion entre la obesidad o acumulacion
lipidica, el aumento en los acidos grasos en circulacion y esteatosis hepatica en donde
se ve incrementada tanto la lipdlisis como la entrega de acidos grasos al higado (Joshi-
Barve 2007). Las investigaciones previas de este tema no son vastas y ademas las

moléculas inflamatorias han sido evaluadas en circulacion, en pacientes que ya han
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desarrollado el Sindrome Metabdlico, en donde sélo se denota el dafio provocado, mas

no el inicio de la enfermedad.

Asi, en el presente estudio el tratamiento con acido palmitico al que fueron expuestos
los individuos provoca que exista una acumulacion de lipidos en el tejido adiposo y a su
vez la exportacion de acidos grasos libres para su deposicion ectopica en higado,
desencadenandose una cascada de eventos incluyendo el proceso inflamatorio. Este
tipo de acidos grasos saturados interfieren en cascadas de sefalizacion que estimula
factores de transcripcion relacionados con el proceso inflamatorio, tal como NF-kB
(Sachithanandan 2011) activados por diversos receptores que captan AGL. De esta
forma, los AGL son moduladores de la inflamacién y participan la produccion de

citocinas como IL-6 y TNF-a (Das y Balakrishnan 2011).

En este trabajo el 6rgano evaluado fue el higado pues ademas de que juega un papel
crucial en el metabolismo de los lipidos, es uno de los érganos mas afectados debido a
la exposicion elevada de acidos grasos (Liu, et al.,, 2014); cuya caracteristica mas

destacable es la inflamacion (Hur 2015).

La mayoria de los estudios antes comentados se han realizado in vitro con cultivos de
células hepaticas expuestas durante algunas horas a una solucion de AP en
concentraciones muy elevadas. El actual estudio evalua un modelo animal que valdria
considerarse homodlogo a la etiologia de la enfermedad (SM e HGNA) en humanos y
cambios en la homeostasis en etapas tempranas ya que se administra in vivo una
concentracion del 3% de AP, que podria aproximarse al consumo habitual en dietas
enriquecidas en grasa. Asi mismo, estos fendmenos son cronicos (evaluados a 6 y 12

meses), no agudos como se ejecuta en otros experimentos antes mencionados.

Las moléculas inflamatorias inducidas por la dieta pueden conducir a complicaciones
tales como higado graso, hipertension, arterioesclerosis, dislipidemia, resistencia a la
insulina, diabetes, disfuncion endotelial, entre otras (Fuentes et al. 2013, Minihane et al.
2015, Staiger et al. 2004), lo cual nos acerca a los fendmenos que seguramente estan

ocurriendo en el modelo desarrollado en este trabajo.
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En cuanto a la molécula TNF-a se ha mencionado en un estudio realizado por Hur y
colaboradores en el 2015 que esta en correlacion positiva con la progresion del dafo
hepatico. Es asi como se puede sugerir que en nuestro modelo, los conejos
alimentados con el 3% de acido palmitico seguramente presentan esteatosis, lo que

podria ser confirmado histolégicamente.

El experimento fue disefiado para evaluar la expresion transcripcional de moléculas
involucradas en la inflamacién (RNAm) en higado, lo que evidenciaria una respuesta
muy temprana ante el estimulo de los AGL provenientes de la dieta. Cabe sefalar que
existen publicaciones que indican que al monitorear los mensajeros y las proteinas
respectivas, la tendencia de produccién se observa igual en ambos casos (Joshi-Barve
2007, Zhou 2013). Asi bien, cuando hablamos de aumento o disminucion del RNAm de

IL-10, IL-6 y TNF-qa, podria significar igual produccion de sus proteinas.

El comparativo de las moléculas relacionadas con el proceso inflamatorio mostré a los 6
meses de tratamiento con 3% (figura 6) de AP que no hay presencia de RNAm de las
Interleucinas 6 y 10, a diferencia de la evaluacion a los 12 meses (Figura 10), en donde
si se presentan en el grupo tratado con dieta grasa. A diferencia de lo encontrado, se
hubiera esperado que en el primer tiempo (6 meses) ya se observaran las dos
moléculas como inflamatoria (IL-6) y antiinflamatoria (IL-10), involucradas en el proceso

inflamatorio debido al estimulo del acido graso saturado.

En cambio, la presencia de TNF-a si fue registrada de manera continua tanto en los
animales controles como en los tratados (Figura 11). De la misma forma fue
evidenciado por Hur y colaboradores en 2015 a partir de su modelo murino bajo una
alimentacion con AP asi como el un cultivo in vitro. Ademas, en dicho estudio
demuestran que el AP induce la expresion de esta molécula inflamatoria mediante las
vias AMPK/AKT/NFkB, sugiriendo que a mayor tiempo de exposicion al AP, mayor
produccion de moléculas inflamatorias. Comparando nuestros resultados con lo
anterior, se hubiera esperado que existiera un aumento, no una disminucion en la

expresion de TNF-a debido a la infiltracion excesiva y cronica de acidos grasos libres al
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higado. Esto probablemente pueda ser explicado por la presencia de moléculas

antiinflamatorias, como se describe a continuacion.

Existen reportes de una correlacion negativa entre TNF-a y la Interleucina 10, lo cual se
asocia con la progresion de HGNA (Vonghia et al. 2015, Zahran et al. 2013). Respecto
a los resultados obtenidos se not6 que a los 6 meses de ingerir la dieta grasa, aunque
probablemente hubo una acumulacién lipidica en el higado, IL-10 no se expresé (Figura
9). Por el contrario, a los doce meses de ingesta de acido palmitico (Figura 10), TNF- a
no presentdé cambios significativos con respecto a su control y en cuanto a la
interleucina 10, su expresion tardia (a los 12 meses de tratamiento) puede significar una
respuesta al estimulo de inflamacion, es decir a la presencia continuada de TNF-a que
viene desde los 6 meses. Dicho de otra manera, a los 6 meses solo se observa la
presencia de TNF-a ya que es posible que inhiba la secrecion de IL-10 (ibidem),
mientras que a los 12 meses se observan ambas, siendo la IL-10 anti inflamatoria en
respuesta a la produccion continuada del Factor de Necrosis Tumoral alfa ya que
actuan en la misma via (Zahran at al. 2013), lo cual da como resultado la disminucién

de éste al ultimo tiempo de evaluacién (Figura 12).

En cuanto a la IL-6, se hubiera esperado que esta citocina se observara desde el primer
tiempo de medicidén, sin embargo no se expreso tal vez debido a que el estimulo de
TNF-a via NFkKB (Ingaramaro et al., 2013) no fue suficiente para inducirla. Existe
evidencia de que en individuos con sobrepeso la concentracion de acidos grasos en
suero esta asociada positivamente con IL6, en donde a mayor tiempo de exposicion,
mayor expresion del mensajero (Calder 2011). Lo anterior posiblemente explica que la
IL-6 no se haya registrado al primer tiempo de medicion (figura 9), lo cual sugeriria que

se requiere un mayor tiempo de exposicién o concentracion del AP.

Por otra parte, es bien sabido que de manera habitual la Interleucina 6 es considerada
como molécula inflamatoria, sin embargo, algunos estudios indican que dependiendo
del tipo de estimulo, su concentracion y el tiempo de exposicion a éste, puede actuar

como inmuno moduladora (Scheller et al., 2011)..
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Asi bien, aunque se sabe TNF-a e IL-6 inducen resistencia a la insulina, se podria
analizar el efecto inmuno modulador pues en algunos estudios (Sachithanandan et al.,
2011, (Heinrich2003, Taub, 2003, Heinrich, 2003, Scheller, 2011, Petersen y Pedersen,
2006, Carey, 2004) reportan que elevaciones crénicas de IL-6 promueven a nivel
sistémico la sensibilidad a la insulina y la leptina, la disposicion de la glucosa y la
oxidacion de acidos grasos en musculo de roedores y en cultivos de células hepaticas,
lo cual, en el presente trabajo podria significar una atenuacion de los dafios producidos
por TNF-a. Asi, la expresion de IL-6 no a los 6 sino hasta los 12 meses de tratamiento
con AP podria manifestarse como una produccion compensatoria ante el estimulo
inflamatorio de TNF-a. De manera independiente, Calder y colaboradores (2011)
comentan sobre un estudio en el que se observa un ligero y un rapido incremento en la
expresion de IL-6 y TNF-q, respectivamente, en relacidén a la ingesta alta en grasas, la
ganancia de peso y a la progresion del HGNA. Por el contrario, al bajar de peso y
modificar la dieta se observa que TNF-a decrece rapidamente, mientras que IL-6
permanece y posteriormente disminuye lentamente. Esto apoya nuevamente la idea de
que la expresion de IL-6 hasta los 12 meses posiblemente se deba a que intenta
competir con TNF-a (Figura12), logrando amortiguar o en este caso detener la
progresion del dafio hepatico. Es importante hacer mencion de que los modelos
utilizados son diferentes a los del presente trabajo, lo que solamente dan una idea de lo

que podria ocurrir, mismo que puede plantear futuras investigaciones.

De manera global se observa que el acido palmitico ocasiona una activacién de la
respuesta inflamatoria en higado y el consecuente control o disminucion. Como se
aprecia en la figura 11, se encontrd una relacion negativa entre TNF-a (inflamatoria) y la
Interleucina 10 (antiinflamatoria). Es aqui donde surge la pregunta de qué pasara con la
regulacion de la inflamacion si continua la ingesta de este lipido. Asi, la idea de avance
en campos pulsantes (Burstein et al. 2013) cobra sentido pues cuando los inductores de
la inflamacién empiezan a elevarse, los antiinflamatorios se encuentran suprimidos; v,
cuando estos ultimos logran elevarse, provocan que los inflamatorios disminuyan, sin
embargo, como el estimulo (AP) es continuo y posiblemente los dafios al organismo no

se detienen, las moléculas se incrementan mas su expresién (Figura 13).
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Figura 13. Ejemplificacion del modelo de avance en campos pulsantes. Se propone el modelo de avance en
campos pulsantes para explicar el comportamiento de la produccién de moléculas pro y anti inflamatorias en higado
con respecto al tiempo de exposicion a acido palmitico. Se observa que cuando los inductores de la inflamacion
empiezan a elevarse, los antiinflamatorios se encuentran disminuidos y viceversa; sin embargo, como el estimulo
(AP) es continuo y posiblemente los dafios al organismo no se detienen, la expresion de las moléculas es mayor a
cada tiempo de exposicion.

Los datos e ideas surgidos de este trabajo pueden conducir a la aproximacioén de una
medicina traduccional. Esto se refiere a que, dado el modelo experimental que trata de
recrear lo que sucede bajo una ingesta cronica y enriquecida en lipidos, es posible
extrapolar los resultados al humano y de esta manera promover la busqueda de una
terapia temprana que atienda el inicio del fendmeno inflamatorio (la produccién de

moléculas transcripcionales inflamatorias -RNAm- como IL-6 y TNF- a).
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CONCLUSIONES

La ingesta cronica (6 y 12 meses) del 3% de acido palmitico juega un papel
importante en el inicio y progresion de un fendmeno inflamatorio temprano,
evidenciado por las moléculas IL-10, IL-6 y TNF-a.

En el proceso inflamatorio el Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a), como
respuesta al tratamiento cronico con 3% de acido palmitico, aumenta su
expresion transcripcional con respecto al control a los 6 meses; mientras que
para las interleucinas 6 y 10 no se observa su presencia.

A los 12 meses de tratamiento TNF-a disminuye su expresion transcripcional,
probablemente debido a la produccion de las moléculas antiinflamatorias IL-10 e
IL-6.

Se observa una relacién negativa de la expresion transcripcional de TNF-a con
respecto a la IL-6 lo cual podria sugerir propiedades inmuno moduladoras de
esta ultima.

Al medir la expresion transcripcional de los marcadores de la inflamacion
directamente en higado nos da una idea muy temprana de este fenémeno, lo
cual es de suma importancia ya que puede conducir la busqueda de una terapia
que permita tratar el origen y progresion tanto del higado graso no alcohdlico, asi

como del mismo sindrome metabdlico y otras de sus complicaciones.
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PERSPECTIVAS

El presente trabajo constituye un acercamiento al estudio del fendmeno inflamatorio de
manera muy temprana en higado causado por la ingesta cronica adicionada con 3% de
un acido graso saturado (AP), ya que se desarrollé bajo condiciones aproximadas a lo
que podria ser un consumo cotidiano de acido palmitico por personas con dieta alta en
grasas, ademas de que las evaluaciones de las moléculas inflamatorias se realizaron

directamente en higado y no en circulacién.

Dado que existen reportes de una correlacién entre un aumento en la concentracién de
acidos grasos y la progresion del HGNA, seria conveniente no soélo observar el
fendmeno inflamatorio asociado, sino también el nivel sérico y en higado de los AGL.
Ademas, como ya se menciond, se sugiere verificar un estudio histolégico para

confirmar la correlacion del avance del dano hepatico con las moléculas inflamatorias.

Por otra parte se han mencionado las posibles rutas de accion de las moléculas
inflamatorias para cuya comprobacion se puede realizar un estudio utilizando

inhibidores especificos.

Por ultimo, dado que el fendbmeno inflamatorio puede conducir a complicaciones tales
como higado graso, hipertension, arterioesclerosis, dislipidemia, resistencia a la
insulina, diabetes, disfuncién endotelial, entre otras, seria complementario el realizar las

pruebas correspondientes para dar idea del fendmeno global.
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