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RESUMEN 
  

Las desacetilasas de histonas clase III (Sirtuinas), son proteínas dependientes de NAD+  

consideradas un vínculo importante entre el metabolismo, la fisiología celular y la regulación 

génica. Esto se debe a que poseen la capacidad de censar cambios en el estado metabólico 

de la célula y producir una respuesta; la cual puede ser directa mediante la modificación de la 

cromatina o indirecta al alterar la actividad de proteínas no histónicas. En el cerebro, un 

órgano con una alta actividad metabólica, la Sirtuina 1 (SIRT1) está implicada en el 

mantenimiento de la salud neuronal durante procesos como el desarrollo, la diferenciación y el 

envejecimiento. 

Trabajos previos del laboratorio han demostrado que el ácido graso saturado conocido 

como ácido palmítico (AP) disminuye la actividad y los niveles proteícos de SIRT1 en cultivos 

de neuronas de hipocampo; dicho cambio es acompañado por la aparición de algunos 

marcadores bioquímicos característicos de la enfermedad de Alzheimer. Sin embargo, algo 

que se desconoce es si la actividad reducida de SIRT1 generada por el AP afecta los niveles 

de acetilación de histonas como la H3K9ac. Para analizar los efectos del AP en la acetilación 

de histonas, se utilizó una línea celular de neuroblastoma humano diferenciado con ácido 

retinoico y factor de crecimiento nerviosos (RA y NGF, por sus siglas en inglés). 

Las células fueron expuestas a diferentes concentraciones AP durante distintos 

periodos de tiempo. Se encontró que una exposición a 300 µM de AP induce cambios 

diferenciales en los niveles de H3K9ac a lo largo del tiempo. Durante las primeras seis horas 

de exposición se observó un incremento significativo en los niveles de H3K9ac. Sin embargo, 

para las veinticuatro horas de exposición lo que se observó fue un decremento en los niveles 

de acetilación por debajo de los niveles del control. Los cambios anteriormente mencionados 

correlacionan con una reducción en los niveles de SIRT1 y un incremento en el número de 

cuerpos lipídicos posterior a veinticuatro horas de tratamiento. Los cambios en la acetilación 

se determinaron mediante western-blot e inmunofluorescencia; los niveles proteícos de SIRT1 

se midieron a través de western-blot y la cuantificación de cuerpos lipídicos se realizo 

mediante la tinción de rojo oleoso. 
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En conjunto, estos resultados sugieren que el AP induce cambios metabólicos que se 

asocian con un decremento en los niveles proteícos de SIRT1 y cambios diferenciales 

observados en los niveles de H3K9ac. En adición, la reducción en los niveles de H3K9ac 

después de veinticuatro horas de exposición sugiere que la actividad de otras desacetilasas 

de histonas (HDACs por sus siglas en inglés) podría estar siendo promovida por el AP. 
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ABSTRACT 
 
Class III NAD+ dependent deacetylases (Sirtuins) are an important link between metabolism, 

cell function and gene regulation. They can sense changes in the metabolic state and produce 

a cellular response either via modifications on the chromatin or by altering the activity of non-

histone proteins. In the brain, an organ with a high level of metabolic activity, Sirtuin 1 (SIRT1) 

is implicated in maintaining neuronal health during development, differentiation and ageing. 

Previous work in the laboratory demonstrated that the saturated fatty acid, palmitic acid (PA), 

decreases both the activity and the protein levels of SIRT1 in cultured hippocampal neurons. 

This change was accompanied by the appearance of some biochemical markers characteristic 

of Alzheimer’s disease. However, it is still unknown if the reduced activity of SIRT1 mediated 

by PA affects the acetylation levels of histone targets such as H3K9ac. In this study, the 

human neuroblastoma cell line (MSN) differentiated with retinoic acid and NGF was used to 

analyze the effects of PA on histone acetylation. The cells were exposed to different non-toxic 

concentrations of PA for distinct periods of time.  

We found that 300 µM of PA induced differential changes in the levels of H3K9ac along time. 

During the first six hours of exposure to PA, a significant increase in H3K9ac levels was 

observed. However, at 24 hours of exposure there was a decrease in the acetylation level of 

H3K9 below control levels. The aforementioned changes correlate with a reduction of SIRT1 

content and an increase in the number of lipid bodies after 24 hours of treatment as shown by 

western blot assays and oil red staining protocol.  

Collectively, these results suggest that PA contributes to an altered neural lipid metabolism, 

which in turn produces a decrease in the protein content of SIRT1. In addition, the reduced 

levels of H3K9ac after 24 hours of exposure suggest that the activity of other HDACs could be 

upregulated by PA. 
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MARCO TEÓRICO 
 
 
 Los avances médicos del siglo pasado han permitido que los humanos tengan vidas 

más largas y de mejor calidad. Sin embargo, dicho aumento en la longevidad también ha 

contribuido al aumento en la incidencia de enfermedades relacionadas al envejecimiento 

como la demencia: la cual es un síndrome de naturaleza progresiva causado por un conjunto 

de enfermedades (ej. Alzheimer, demencia vascular, demencia con cuerpos de Lewy) que 

afectan procesos cognitivos como la memoria, y que repercuten en la autosuficiencia del 

individuo además de provocar la muerte de éste en sus etapas más avanzadas.  

Las enfermedades responsables de causar demencia son un grupo de padecimientos 

complejos cuyo origen es multifactorial y multimecanístico e involucra factores tanto genéticos 

como ambientales. Varias investigaciones indican que la dieta juega un papel importante en el 

desarrollo de estas enfermedades y es por este motivo que la obesidad se considera un factor 

de riesgo que promueve la incidencia de enfermedades neurodegenerativas como la 

enfermedad de Alzheimer (EA), que es el tipo de demencia mas frecuente entre los ancianos. 

Por lo tanto, a fin de poder describir la etiología de este tipo de enfermedades, así como 

diseñar mejores formas de detectarlas y atenderlas, es de vital importancia tratar de entender 

los mecanismos moleculares que vinculan a las alteraciones metabólicas con algunos efectos 

deletéreos sobre el cerebro.  

Dicha interrogante se busca abordar mediante el presente trabajo, en el cual se  

analizan los cambios epigenéticos generados por una exposición a ácido palmítico y cómo 

esto se relaciona con alteraciones metabólicas que disminuyen la actividad de Sirtuina 1, una 

desacetilasa de histonas que también funge como sensor metabólico celular. 
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Epigenética	
 

La epigenética es la ciencia que estudia los cambios heredables del fenotipo que no 

implican un cambio en la secuencia de DNA y que pueden ser reversibles1. Esta disciplina 

tiene un enfoque particular sobre la cromatina puesto que muchos de los mecanismos de 

regulación epigenética que se han descrito actúan sobre ésta para controlar la expresión 

genética. La cromatina es el complejo ribonucleoproteíco (histonas, proteínas no histónicas, 

ncRNA) que permite al DNA compactarse dentro del núcleo. De acuerdo a su grado de 

compactación la cromatina se puede clasificar en eucromatina y heterocromatina (Figura 1). 

La eucromatina se encuentra en un estado laxo que es permisivo para la transcripción 

mientras que la heterocromatina es densa, compacta y está asociada a secuencias de DNA 

transcripcionalmente inactivas 2. 

Aunque funcionalmente diferentes, tanto la eucromatina como la heterocromatina 

comparten una unidad estructural básica llamada nucleosoma. Este consiste en 

aproximadamente 146pb de DNA enrollado alrededor de un octámero de histonas (compuesto 

por pares de las histonas H2A, H2B, H3 y H4) 3. (Figura 2) 

Las modificaciones covalentes y no covalentes (variantes de la histonas: ej.H3.1,H3.2, 

H3.3) de las histonas son esenciales para la regulación de la estructura de la cromatina; éstas 

juegan un papel importante en la modulación de procesos como la transcripción, replicación y 

reparación del DNA, además que de esto depende el arreglo espacial del genoma dentro del 

núcleo4,5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.  Tipos de cromatina. El esquema A corresponde a una fibra de heterocromatina 
compacta, el esquema B corresponde a una fibra de eucromatina laxa. 
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En gran medida, las modificaciones covalentes de las histonas se dan en la región N-

terminal de estas proteínas. Dentro de estas modificaciones post-traduccionales se 

encuentran la metilación de residuos de arginina; acetilación, metilación, ubiquitinación, ADP-

ribosilación y  sumoilación de residuos de lisina; y la fosforilación de residuos de serina y 

treonina, entre otros5. La acetilación de las lisinas en la región N-terminal de las histonas es 

una de las marcas epigenéticas mejor caracterizada debido a que esta modificación post-

traduccional influye directamente en la asociación física entre el DNA y las histonas2. 

 

Acetilación	de	histonas	
 

La acetilación neutraliza las cargas positivas del nucleosoma provocando que la fuerza 

de atracción electroestática entre histonas y DNA se debilite. Se cree que esto favorece la 

descondensación de la cromatina y facilita el acceso de elementos como la RNApol II y 

factores de transcripción6. La presencia de la acetilación es característica de zonas 

transcripcionalmente activas y es por esta razón que se le considera una marca epigenética 

que identifica a la eucromatina. 

 

 

Figura 2.  Esquema de la estructura básica de un nucleosoma 
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La acetilación de las histonas es mediada por proteínas con actividad acetil transferasa 

(HATs por sus siglas en inglés), mientras que la remoción de esta modificación post-

traduccional se lleva acabo por enzimas desacetilasas de histonas (HDACs por sus siglas en 

inglés). Actualmente, se sabe que la acción de las HATs y las HDACs no se limita a las 

histonas; existen evidencias de que estas enzimas también son capaces de modificar otro tipo 

de proteínas como factores de transcripción, chaperonas, mediadores de la respuesta 

inflamatoria, proteínas estructuras y transductores de señales7. Sin embargo, por razones 

históricas ,las HATs y HDACs conservan el nombre que se les otorgo cuando fueron descritas 

por primera vez8–11.    

Para realizar su función, las HATs realizan la transferencia del grupo acetilo presente 

en la molécula de Acetil-CoA al grupo amino de un residuo de lisina (Figura 3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

   

 

 

 

  

Figura 3. Reacción de transferencia del grupo acetilo al residuo de lisina del extremo N-terminal 
de la histona: A partir de una molécula de Acetil CoA las enzimas tipo HAT transfieren un 
acetilo al residuo de lisina de la histona.    
(Modificado de Biochemistry 7th Edition) 
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Cabe mencionar, que las enzimas acetil transferasas pueden dividirse en dos clases (A 

y B): La clase A se compone por HATs nucleares y contiene a la familia GNAT (N-acetil 

transferasa relacionada a Gcn5); la familia MYST cuyos miembros principales son MOZ, 

YBF2/SAS3 y TIP60, la familia p300/CBP, la familia basal TF y la familia NRCF10,12. Por otro 

lado, la clase B esta compuesta por HATs citoplasmáticas como lo son HAT1, HAT2 y HAT412. 

La acetilación de los extremos N-terminal de las histonas es un proceso altamente 

específico; la gran diversidad de enzimas HATs no implica que su función sea redundante, la 

evidencia indica que diferentes enzimas actúan de manera preferencial sobre sustratos 

específicos8,13,14. Por ejemplo, las HATs de la familia p300/CBP solamente acetilan a histonas 

H3 y H4 mientras que en el caso de la familia GNAT se ha reportado que además de la H3 y 

H4 también pueden acetilar histonas H2A y H2B9. En adición, la función de las HATs 

generalmente está asociada a complejos proteícos conformados por otro tipo de activadores 

transcripcionales como factores de transcripción, receptores nucleares, coactivadores y 

corepresores9. Es por esto que se considera que la acetilación de histonas es un proceso 

controlado por patrones de asociación complejos que no solo dependen de las HATs sino 

también de las HDACs y del equilibrio que se establece entre la función de estos dos tipos de 

enzimas con funciones antagónicas.  . 

 Como ya se menciono, las HDACs son enzimas que tienen la capacidad de remover los 

grupos acetilos de sus proteínas diana, ya sean histonas u otro tipo de péptido. Al igual que 

las HATs, las HDACs se clasifican de acuerdo a la similitud entre sus secuencias (región 

catalítica de 275 amino ácidos con dominio Rossman plegado)15 y los cofactores de los que 

dependen para llevar a cabo su acción enzimática; el análisis de estos elementos ha derivado 

en la separación de las HDACs en dos familias que a su vez engloban cuatro clases de 

desacetilasas.  La primera familia de HDACs es la clásica donde se encuentran las HDACs 

que son dependientes de zinc:  HDACs clase I, clase II y clase IV10,16. 

Existe otra familia dentro del grupo de las HDACs que es dependiente de NAD+. Esta 

familia es la denominada clase III, también nombrada familia de las sirtuinas17, que en 

mamíferos está compuesta por siete miembros (SIRT1-SIRT7).  
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Diferencias en el cofactor utilizado también implica diferencias en la reacción de 

desacetilación; mientras que las HDACs clase I, II y IV catalizan una reacción que involucra 

H2O y genera acetato como producto de la desacetilación, las desacetilasas clase III generan 

O-Acetil ADP ribosa y Nicotinamida (Figura 4). 

 

 

 

 

 

 

  

 
  
 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Además de diferencias en sus secuencias y cofactores, las HDACs se pueden distinguir 

debido a los blancos sobre los que actúan, su localización y los procesos en los que 

participan. Por ejemplo, mientras que las HDAC clase I se expresan de manera ubicua en la 

mayoría de los tipos celulares, las HDACs clase II tienen un patrón de expresión más 

restringido que se acota a procesos de diferenciación y desarrollo16. Por otro lado, la 

diversidad funcional de las sirtuinas se ve ejemplificada cuando se toman en cuenta las 

diferencias bien establecidas en su localización celular (Tabla 1). 

Figura 4. Reacción de desacetilación mediado por las HDACs. A: Reacción llevada acabo por las 
HDACs clase I,II y IV. B: Reacción llevada acabo por las HDACs clase III 
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Tabla 1. Familias de HDACs 
 

FAMILIA CLASE ENZIMAS LOCALIZACIÓN 

CELULAR 

Clásica 

I 

HDAC1 

HDAC2 

HDAC3 

HDAC8 

Núcleo 

Núcleo 

Núcleo 

Núcleo 

II 

HDAC4 

HDAC5 

HDAC6 

HDAC7 

HDAC9 

HDAC10 

Núcleo/Citoplasma 

Núcleo/Citoplasma 

Citoplasma 

Núcleo/Citoplasma 

Núcleo/Citoplasma 

Núcleo/Citoplasma 

IV HDAC11 Núcleo 

Sirtuinas III 

SIRT1 

SIRT2 

SIRT3 

SIRT4 

SIRT5 

SIRT6 

SIRT7 

Núcleo/Citoplasma 

Núcleo/Citoplasma 

Mitocondria 

Mitocondria 

Mitocondria 

Núcleo 

Nucléolo  

 

 A pesar de que en mamíferos hay 7 proteínas tipo sirtuina, SIRT1 es el miembro mejor 

caracterizado de esta familia de desacetilasas. En gran parte, esto se debe a que es la 

proteína cuya función está más vinculada al desarrollo de patologías como cáncer y 

neurodegeneración. SIRT1 es una de las desacetilasas de H3K9ac y H4K16ac más 

importantes 2,11, lo que explica el hecho de que esta HDAC tenga un papel preponderante en 

la coordinación de la formación de heterocromatina tanto facultativa como constitutiva18,19.  
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Además, en adición a su rol como reguladora de la cromatina, SIRT1 también resulta 

de gran interés por su papel en la respuesta al estrés energético y la correlación positiva que 

existe entre la actividad de esta proteína y la longevidad de los organismos. 

SIRT1	y	su	papel	como	sensor	metabólico	
 

 La regulación del metabolismo celular requiere que se mantenga un equilibrio delicado 

entre la obtención de energía, su utilización y almacenamiento20.  Lo anterior es posible 

gracias a que a lo largo del proceso evolutivo se han desarrollado programas metabólicos 

complejos que desempeñan el papel de coordinadores metabólicos. Para que dichos 

mecanismos de regulación metabólica funcionen es imprescindible la presencia de sensores 

metabólicos; estos sensores son moléculas capaces de detectar cambios en el estado 

energético celular e inducir una respuesta tanto enzimática como transcripcional que permita a 

la célula adaptarse a las nuevas condiciones metabólicas a fin de mantener la homeostasis 

celular.  

Por ejemplo, la acción catalítica de SIRT1 es NAD+ dependiente y por esta razón se le 

considera un sensor metabólico. El índice NAD+/NADH se considera un indicador del estado 

energético celular debido a la relación directa que existe entre éste y los flujos catabólicos, 

particularmente a través del estado Redox celular.21,22 Cabe mencionar que, a pesar de que 

todas las desacetilasas del grupo de las sirtuinas son dependientes de NAD+ y por lo tanto 

pueden responder a cambios en el metabolismo, el sensor metabólico por excelencia es 

SIRT1. En parte esto se debe a la alta afinidad que tiene esta sirtuina por NAD+ (Km de ~150 a 

200μM)23; la cual permite que SIRT1 pueda detectar cambios sutiles en la relación 

NAD+/NADH . 

Condiciones de estrés energético, como la carencia de energía asociada a condiciones 

de inanición, generan un aumento en los niveles intracelulares de NAD+ , esto a su vez induce 

un incremento en la actividad de SIRT1 que activa mecanismos de adaptación que favorecen 

la producción de energía22. La adaptación a dichas condiciones de estrés se logra mediante 

dos vías que actúan de manera complementaria: la primera es la acción directa de SIRT1 

sobre la cromatina al favorecer un ambiente compacto que reprime la transcripción mientras 

que la segunda vía tiene que ver con la interacción de esta desacetilasa con otro reguladores 

metabólicos como PPARγ, FOXO1 y PGC-1α24–26. 
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El rol de SIRT1 como sensor metabólico implica que la función de esta enzima es 

altamente dependiente de condiciones ambientales como el tipo de dieta consumida. Por este 

motivo, la manera en que diferentes tipos de dietas afecta la función de SIRT1 es un tema 

ampliamente estudiado. Está bien establecido que los hábitos alimenticios causan 

alteraciones en distintos tejidos pero los mecanismos moleculares a partir de los cuales se 

generan estos cambios no están del todo descritos; el estudio de SIRT1 abre la posibilidad de 

describir los procesos intermedios que vinculan el consumo de distintos tipos de dietas y los 

efectos de éstas sobre el organismo . 

Principalmente se han estudiado dos tipos de dietas con relación a SIRT1: la primera 

es una dieta de restricción calórica (CR por sus siglas en inglés) cuyo propósito es disminuir el 

consumo calórico a un valor igual o menor al 50% del consumo calórico correspondiente a 

una dieta promedio27; el segundo tipo de dieta es la denominada dieta alta en grasas (HFD 

por sus siglas en inglés) la cual consiste en que de la energía total obtenida un valor igual o 

mayor al 60% provenga de las grasas28. 

En el caso de la restricción calórica, diversos estudios han comprobado que este tipo 

de dietas aumentan la longevidad de distintos tipos de organismos como levaduras, gusanos, 

moscas, monos y humanos17,20,21,29,30. Se propone que lo anterior se debe a que la restricción 

calórica retrasa, y en algunos casos previene, la aparición de enfermedades y patologías 

asociadas al envejecimiento como cáncer, obesidad, diabetes, enfermedades autoinmunes, 

enfermedad de Parkinson (EP), enfermedad de Alzheimer (EA) y enfermedades 

cardiovasculares31. Además, se conoce que la concentración de NAD+ celular aumenta con 

este tipo de dietas32, implicando a SIRT1 en los efectos benéficos asociados a la CR. Esta 

hipótesis es sustentada por trabajos en los que se observa que la CR se acompaña por un 

incremento en los niveles de SIRT1 en distintos tejidos33–35.  

Por otro lado, se ha reportado que cuando se bloquea la función de SIRT1, los efectos 

benéficos de estas dietas se dejan de observar36,37. 

En lo que concierne a las dietas HFD, estas se asocian a una alta prevalencia de 

enfermedades como las cardiovasculares, cáncer, diabetes tipo II y enfermedades 

neurodegenerativas como EA28,38. Esto hace que el consumo de estas dietas se considere 

como factor de riesgo.  
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El efecto de estas dietas sobre el metabolismo es contrario al de la CR: se tiene 

reportado que este tipo de dietas hipercalóricas disminuye el índice NAD+/NADH 39, lo que 

repercute de manera negative sobre la actividad de SIRT1 y afecta la regulación mediada por 

esta enzima de procesos de sobrevivivencia, reparación, proliferación y metabolismo celular. 

(Figura 5).  

Las HFD tienen un efecto negativo sobre SIRT1, que deriva en la disminución de la 

actividad y niveles proteícos de esta HDAC40,41. Se propone que una disminución en la 

actividad de SIRT1 se asocia con los efectos que estas dietas tienen sobre la salud debido a 

que estrategias dirigidas a aumentar la actividad de SIRT1 protegen contra el daño metabólico 

causado por las HFD42–45.  

 

 

 

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	

	
 
 

Figura 5. SIRT1 y su relación con el estado metabólico celular. La actividad de SIRT1 depende del estado 
metabólico de la célula representado por el índice NAD+/NADH. Cuando éste disminuye, como ocurre en las dietas 
hipercalóricas,  la actividad de SIRT1 se reduce. Cuando el índice aumenta, como en el caso de dietas hipocalóricas, 
la actividad de SIRT1 incrementa. A su vez estos cambios en la actividad de SIRT1 dependientes de los niveles 
energéticos tienen un efecto sobre procesos regulados por esta HDAC como la sobrevivencia celular, reparación del 
DNA, metabolismo y proliferación. 
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SIRT1	y	el	sistema	nervioso	central	
 

La presencia de SIRT1 es prominente en tejidos con una alta actividad metabólica 

como lo son el hígado, páncreas, músculo esquelético, tejido adiposo y el sistema nerviosos 

central (SNC)46.Generalmente, la presencia de esta enzima en dichos tejidos esta relacionada 

con la regulación de procesos metabólicos como la glucolisis, gluconeogénesis y lipolisis47.  

Sin embargo, en el SNC, la función de SIRT1 esta más relacionado con promover la salud 

neuronal. Se tiene reportado que su sobreexpresión favorece el crecimiento de neuritas, la 

ramificación de dendritas y la densidad de sus espinas, así como la supervivencia celular48–50.  

Por otro lado, SIRT1 también se relaciona con padecimientos neurodegenerativos 

como la EA ya que se asocia a la prevención de la aparición de marcadores bioquímicos 

característicos de esta enfermedad50. Por ejemplo, esta enzima puede desacetilar el factor 

transcripcional RAR-β (Receptor de ácido retinoico), lo que incrementa la expresión de 

ADAM10, la enzima encargada del procesamiento no amiloidogénico de la APP (proteína 

precursora del amiloide)17. En adición, SIRT1 también es responsable de desacetilar tau; lo 

que facilita la degradación de dicha proteína previniendo que su forma fosforilada se acumule 

y forme marañas neurofibrilares 51. En conjunto, estas evidencias son de gran importancia ya 

que indican la existencia de una relación causal entre la función de SIRT1, que depende del 

estado metabólico, y el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas.  

Ácido	palmítico	y	su	papel	como	componente	de	las	HFD	
 

El cerebro tiene un alto requerimiento energético; a pesar de que este órgano sólo 

corresponde al 2% de la masa corporal se le puede atribuir el consumo de aproximadamente 

el 20% de la energía total utilizada por el organismo52. Por este motivo, el cerebro es 

particularmente sensible a cambios en el estado metabólico como los que se dan cuando se 

consumen HFD. Existen estudios que demuestran que el consumo de dietas altas en grasa 

tiene un efecto directo sobre la función del encéfalo, vinculando el consumo de dietas ricas en 

ácidos grasos saturados con el desarrollo de déficits cognitivos y un riesgo aumentado de 

padecer enfermedades neurodegenerativas38,53–56.  
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Posiblemente, dichos efectos son consecuencia de cambios inducidos por este tipo de 

dietas como alteraciones estructurales, desarrollo de resistencia a la insulina, perdida de 

peso, disminución de arborizaciones dendríticas e inestabilidad sináptica57.  

Curiosamente, muchos de estas alteraciones son replicables cuando en lugar de utilizar 

HFD lo que se usa son componentes de estas dietas como los ácidos grasos saturados, 

sugiriendo que algunos compuestos son más importantes que otros en la generación de estas 

alteraciones metabólicas asociadas a efectos cognitivos. El compuesto al que se le han 

atribuido gran parte de los cambios bioquímicos observados en diferentes modelos in vivo e in 

vitro expuestos a estas dietas es el ácido palmítico (AP). El AP es un ácido graso saturado de 

cadena larga compuesto por 16 carbonos (Figura 6) que de manera natural está presente en 

el aceite de palma, leche, carne, mantequilla y queso.  

 

 

 

 

 

 

 

  

El AP es un elemento importante de la dieta humana ya que el aceite de palma, 

constituido en un 44% por ácido palmítico, representa el 32% de la producción global de 

grasas y aceites. Su demanda es alta debido a que se utiliza como aditivo para alimentos, por 

ejemplo frituras, dulces, análogos de queso, alimentos horneados, helado, chocolate, 

alimentos congelados (pizza, pay, etc.), fideos, avenas, margarinas, vitaminas y suplementos 

alimenticios58.  

Evidencia reciente del laboratorio demuestra que cultivos primarios de neuronas de 

hipocampo expuestos a AP presentan una disminución del índice NAD+/NADH; mismo que se 

asocia  a una disminución en los niveles y actividad de SIRT1 reflejada por el aumento en la 

acetilación de la lisina 310 de la subunidad p65 de la familia proteica NF-κB, una molécula 

regulada por SIRT1, que al desacetilarse se inhibe al promoverse su degradación vía 

proteosoma59.  

Figura 6. Estructura química del ácido palmítico un ácido graso saturado de 16 carbonos. 
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En adición, los niveles de BACE-1, una proteína clave en la ruta amiloidogénica están 

elevados60. Los resultados anteriores sugieren que el ácido palmítico genera alteraciones en 

el metabolismo neuronal que inducen cambios en proteínas asociadas a la inflamación (NF-

κB) y la aparición de un marcador asociado la Enfermedad de Alzheimer (BACE-1) y que 

dichas alteraciones están asociadas a una reducción en la actividad de SIRT1 (Flores-León, 

M., 2016). Cabe mencionar que a pesar de haber una gran cantidad de evidencias sobre los 

efectos de los ácidos grasos saturados en la actividad y niveles de SIRT1, no se ha explorado 

el efecto que esta disminución tiene sobre blancos histónicos de esta desacetilasa como 

H3K9ac, lo que resulta de gran importancia ya que podría ayudar a vincular alteraciones en el 

estado energético celular inducidas por la exposición a AP con los cambios a nivel molecular 

observados como consecuencia de dicha alteración. 

 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
 

La ingesta de dietas altas en grasa o componentes de ésta como el ácido palmítico 

produce alteraciones en la función metabólica neuronal que se asocian a una reducción en la 

actividad de SIRT1. Sin embargo, se desconoce si el desbalance en la relación NAD+/NADH 

inducido por ácido palmítico, uno de los componentes más abundantes en las dietas altas en 

grasa, pudiera tener un efecto en las modificaciones post-traduccionales de histonas que son 

reguladas por  la actividad de SIRT1 en neuronas. 

 

PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 

  

¿La exposición a ácido palmítico genera cambios en los niveles de H3K9ac via una 

disminución en la actividad de SIRT1? 
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HIPÓTESIS 

 
El ácido palmítico modifica los niveles de H3K9ac debido a que disminuye la función de 

SIRT1. 

 

OBJETIVO GENERAL 
 
Analizar cambios en los niveles de SIRT1 y la modificación post-traduccional H3K9ac después 

de una exposición a ácido palmítico. 

 

OBJETIVOS PARTICULARES 
 
 

• Determinar la incorporación del ácido palmítico al interior de las neuronas diferenciadas 

de neuroblastoma humano. 

 

• Caracterizar los cambios en los niveles proteicos de SIRT1 tras una exposición a ácido 

palmítico. 

 

• Analizar el cambio en los niveles de H3K9ac a diferentes tiempos de exposición de 

ácido palmítico 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
 

Cultivo	celular	
 

Se utilizó la línea celular de neuroblastoma humano MSN (Reynolds et al., 1986) y se 

indujo una diferenciaron a neuronas maduras. Las células se sembraron a una confluencia de 

50x103  células por pozo. El proceso de diferenciación fue el siguiente: Una vez sembradas las 

células se dejan incubar a 37ºC en una atmósfera al 5% de CO2 durante 24 horas en medio 

condicionado RPMI 1640 (Gibco®). Después de las 24 horas de incubación se retira el medio 

condicionado y se sustituye por medio de diferenciación RPMI 1640 +NGF+ácido retinoico 

(Tabla 2). Las células se dejan diferenciar por 5 días en una incubadora a 37ºC con una 

atmósfera al 5% de CO2 (Figura 7).  

Al sexto día se observa la morfología de las células en cultivo con un microscopio 

óptico de campo claro ZEISS® Axiovert25 para verificar la integridad de los cultivos y la 

correcta diferenciación de estos. 

 
Tabla 2. Composición de los medios de cultivo utilizados 
 

Medio de cultivo condicionado Medio de diferenciación 

• RPMI 1640 1X (Gibco®) 

• L-glutamina 10mM 

• Serina 47mM 

• Asparagina 38mM 

• Suero Fetal Bovino 10% 

• Aminoácidos no esenciales 10% 

• RPMI 1640 1X (Gibco®) 

• L-glutamina 10mM 

• Serina 47mM 

• Asparagina 38mM 

• Suero Fetal Bovino 10% 

• Aminoácidos no esenciales 10% 

• NGF 50 ng/µl 

• Ácido retinoico 5µM 
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Tratamiento	con	ácido	palmítico	
 

Una vez terminado el proceso de diferenciación, las células fueron tratadas con AP a 

concentraciones de 200 µM y 300 µM. El AP se prepara al momento a partir de una solución 

200mM de AP en etanol al 100% de la cual se toma el volumen necesario para preparar una 

solución 5mM de AP en PBS/BSA 10%. La solución se deja incubando en baño maría a 37ºC 

hasta que el AP se disuelva por completo. A las células diferenciadas se les retira el medio, se 

mezcla y se vuelve a aplicar a un volumen definido e igual para todos los pozos. Una vez 

disuelto, el AP se agrega a los cultivos celulares en los volúmenes necesarios para que quede 

a una concentración final de 200 µM o 300 µM. Posteriormente, las células se vuelven a 

incubar por un máximo de 24 horas después de las cuales se realizan ensayos de MTT, 

Western- Blot, tinción de rojo oleoso e inmunofluorescencia según sea el caso. En el caso del 

rojo oleoso, se analiza un segundo grupo experimental que corresponde a células a las cuales 

, después de ser expuestas por 24 horas a AP, se les remueve el medio con tratamiento y se 

incuban por 24 horas adicionales en medio condicionado (Figura 7). 

 

 

 

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 7. Diseño experimental seguido para los tratamientos con AP. Las células sembradas en el día 0 se incuban por 
24 horas, al termino de las cuales son diferenciadas al incubarlas con medio RPMI+NGF+Ac. Ret por 5 días. 
Posteriormente,  las células son tratadas con AP a concentraciones de 200µM y 300µM de AP hasta por 24 horas. En 
el caso del grupo experimental 2 las células expuestas al ácido graso se incubaron por 24 horas adicionales en un 
medio condicionado sin el ácido graso. 
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Ensayos	de	reducción	de	MTT	
 

Para realizar los ensayos de viabilidad neuronal y actividad metabólica, se realizó la 

prueba de reducción de MTT. Las células se incuban con una solución de MTT (5mg/ml en 

PBS) en una proporción 1:10 con respecto al volumen del medio y se incuban por 45 minutos 

a 37ºC y 5% de CO2. Posteriormente, se les retira el medio y los cristales de formazan 

generados se solubilizan mediante la adición de 800 µM de isopropanol ácido (4% de HCl 1N 

en isopropanol al 100%) por pozo. Una vez disueltos los cristales, se toman muestras de 200 

µl de cada pozo por duplicado y se colocan en una placa de ELISA para su lectura a 535nm 

en un espectrofotómetro (BioRad® Microplate reader Modelo 550). 

 

	

Western	Blot	
 

Para el análisis de proteínas mediante Western Blot, la extracción de proteínas de los 

cultivos celulares se realizó con buffer de lisis RIPA (Tabla 3). De manera resumida la 

extracción se realiza de la siguiente manera, se remueve el medio de cultivo, las células se 

lavan 3 veces con PBS frío, después del tercer lavado se agrega el buffer RIPA y se raspan 

las células con un “scrapper”. Se recupera el volumen de extracción y se coloca en un tubo 

eppendorf de 1 ml conservado en hielo. Se vuelve a agrega un volumen menor o igual de 

buffer RIPA para recuperar aquello que se haya quedado y se recupera en el tubo eppendorf 

con el resto de la muestra. La muestra se sónica tres veces con pulsos de 10 segundos con 

una amplitud de 30 con el procesador ultrasónico Vibracell, SONICS® y se conservan a -20 

ºC para su posterior análisis. 
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Tabla 3. Composición de Buffer RIPA  
 

Buffer de lisis RIPA 

• 50 mM Tris HCl 

• 150 mM NaCl 

• 1% Nonident P40 

• 0.5% Deoxicolato 

• Coctel de inhibidores (complete®, Roche) 

  

 

 
 

 

 

Cuantificación	de	proteínas	
 

Las muestras se cuantificaron mediante el método de Lowry modificado utilizando el kit 

de cuantificación de proteínas Bio-Rad DC® siguiendo las instrucciones del proveedor. 

	
	

Electroforesis	de	las	muestras			
  

Se realizó un SDS-PAGE para la detección de las proteínas de interés (Tabla 4). Las 

histonas se corrieron en geles de poliacrilamida de 1.5mm de grosor a una concentración de 

16% y con una corriente de 200V por aproximadamente una hora. Los geles correspondientes 

a SIRT1 tenían un grosor de 1.5mm y una concentración del 10% de poliacrilamida. Estos 

geles se corrieron a 150V por aproximadamente hora y media. 
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Tabla 4. Composición de geles de electroforesis 
 
Gel de poliacrilamida al 10% de 

1.5mm de grosor 

Gel de poliacrilamida al 16% de 

1.5mm de grosor 

Separador: 

Acrilamida30%-bis 0.8%: 

33.8% 

Tris 1.5M pH 8.8: 25.5% 

H2O:40.39% 

APS 10%:0.3% 

TEMED: 0.07% 

 

Concentrador: 

Acrilamida 30% -bis 0.8%: 

16.7% 

Tris 1.5M pH 8.8: 25.05% 

H2O: 57.6% 

APS 10%: 0.5% 

TEMED: 0.17% 

Separador: 

Acrilamida 30% -bis 0.8%: 53% 

Tris 1.5M pH 8.8: 24.86% 

H2O: 21.6% 

APS 10%: 0.5% 

TEMED: 0.05% 

 

Concentrador: 

Acrilamida 30% -bis 0.8%: 

11.55% 

Tris 1.5M pH 8.8: 28.9% H2O: 

58.9% 

APS 10%: 0.58% 

TEMED: 0.12% 

 

 
 
 

Transferencia	de	la	proteína	
 

Las proteínas separadas por electroforesis se transfirieron a una membrana de PVDF 

(Immun-Blot® LV PVDF BioRad) previamente hidratadas con metanol y estabilizadas 

en Buffer de Transferencia Towin sin SDS (Tabla 5). La transferencia se realizó en una 

cámara húmeda con amperaje constante.  
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Tabla 5. Composición de buffer Towin 
 
 
 

Buffer de transferencia húmeda 

25mM de tris base 

192mM de glicina 

Agua destilada 

Metanol al 20% 

	

Incubación	y	detección	con	anticuerpos	
 

Previo a la incubación del anticuerpo primario, las membranas fueron bloqueadas con 

BSA 5% en TBS Tween al 0.1% (TBST). Los anticuerpos primarios (Ver ANEXO I) de H3 

(Sigma®), H3K9ac (Abcam®), SIRT1 (Abcam®) y β-actina (Sigma®) se incubaron toda la 

noche a 4 ºC. Posteriormente, se realizaron tres lavados con TBS-T y se incubaron los 

anticuerpos secundarios (Ver ANEXO II) Anti-Rabbit HRP IgG (SantaCruz) y Anti-Mouse HRP 

IgG (Invitrogen) por dos horas a temperatura ambiente en agitación lenta. Se realizaron tres 

lavados con TBS-T una vez terminado el tiempo de incubación. Para la inmunodetección, se 

incubó la membrana con el kit de quimioluminiscencia Millipore® Immobilon Western y se 

utilizaron placas fotográficas Carestream® Kodak® Biomax® Standard-Chemiluminescent.  

	

Análisis	de	Densitometrías	
 

La densitometría de las placas se realizó utilizando el software ImageJ®. Para el 

análisis de SIRT1 se realizó una normalización contra la β-actina. Mientras que para el 

análisis de la H3K9ac se realizó una doble normalización, primero la H3 total y la H3K9ac se 

normalizaron contra la β-actina y posteriormente los índices resultantes se normalizaron entre 

si (H3K9ac /H3 total). 
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Tinción	de	rojo	oleoso	
 
La detección de los cuerpos lipídicos se hizo mediante el protocolo de tinción de rojo oleoso; 

Oil Red O (Sigma®). Se prepara la solución de trabajo agregando 5% de Oil Red O en 

isopropanol y se mantiene en agitación constante toda la noche a 4 ºC. Posteriormente, se 

filtra la solución con papel Whatmann®, se prepara una solución 6:4 (Rojo oleoso/Agua Mili-

Q®) y se deja incubando la solución a temperatura ambiente hasta su uso inmediato. Antes 

de utilizarla se filtra con un filtro de pirinolo con poros de 0.20 micras. Para la tinción, se 

remueve el medio de los cultivos celulares y se realizan dos lavados con PBS, se fijan las 

células mediante la adición de PFA al 4% en PBS, las células se dejan incubando una hora a 

temperatura ambiente. A continuación, se remueve el PFA al 4%, se realiza un lavado con 

PBS y un lavado con isopropanol al 60%. Posteriormente, se remueve el isopropanol y se 

dejan secar las células. Una vez secas, se agrega la solución de rojo oleoso y se incuban las 

células por dos horas. Finalmente, se remueve la solución de rojo oleoso y se lavan las 

células con agua destilada tres veces o hasta quitar el fondo. Para su cuantificación, se 

agrega isopropanol al 100% y se deja solubilizar 20 minutos en agitación. Se recuperan 

volúmenes de 200 µl de cada pozo por duplicado y se colocan en una placa ELISA para su 

lectura a 520nm en el espectrofotómetro. (BioRad® Microplate reader Modelo 550). 

 

Inmunofluorescencia	
 

Se realizó un análisis por inmunofluorescencia para visualizar cambios en H3K9ac. Para esto, 

primero se remueve el medio de cultivo de los pozos y se fijan las células mediante la adición 

de PFA 2% en PBS 1X por 10 minutos. Posteriormente, se remueve el PFA 2% y se realizan 

tres lavados con PBS 1X; los lavados son de 5 minutos cada uno y en agitación. Las células 

se permeabilizan con Tritón al 0.1% en PBS 1X por 10 minutos, al termino de los cuales, se 

remueve el Tritón al 0.1% y se le dan dos lavados rápidos a las células. Se bloquea 1 hora 

con PBS/Albumina 0.1%/ Tritón 0.1% y después se incuban las células con anticuerpo 

primario (H3K9ac) en PBS/ Albumina 0.1%/ Tritón 0.1%  toda la noche a -4 ºC. Una vez 

concluido el periodo de incubación se remueve el anticuerpo y se realizan tres lavados con 

PBS 1X; los lavados son de 5 minutos cada uno en agitación.  
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Se agrega el anticuerpo secundario (Alexa 488) y se deja incubar por 1 hora a temperatura 

ambiente evitando exponer a la luz las células. Ya que se incubo el anticuerpo secundario, 

éste se retira y se adiciona el rojo radiante (Bio-Rad®) a una concentración de 1:15,000 en 

PBS, dejar incubar por 10 minutos. En este punto se montan los cubreobjetos con medio de 

montaje Dako® y se sellan los bordes con barniz de uñas. Las células se observaron en el 

microscopio de epifluorescencia Olympus IX70 a un aumento de 60X. 

 La inmunofluorescencia promedio de las células se evaluó mediante análisis realizados 

en el software ImageJ. Se delimitaron los contornos de los núcleos con la herramienta ROI 

manager y se determinó la intensidad promedio de dicha área. Por n se analizaron 100 

células.  

	

Análisis	estadísticos	
 

 Todos los análisis estadísticos se realizaron con el software GraphPad PRISM® 
versión 6.0. El valor de alfa se tomó como 0.5. Para la gráfica de la viabilidad celular se realizó 

ANOVA de una vía con un análisis múltiple corregido (Holm-Sidak). La gráfica de SIRT1 se 

analizo con ANOVA de una vía con un análisis múltiple corregido (Holm-Sidak). La gráfica de 

los niveles de H3K9ac  a 200 µM y 300 µM de AP se analizó con ANOVA de una vía con un 

análisis múltiple corregido (Holm-Sidak). La comparación entre las intensidades de 

inmunofluorescencias se hizo con t de student. Los resultados del rojo oleoso se analizaron 

con ANOVA de una vía con un análisis múltiple corregido (Holm-Sidak). La curva de tiempo de 

H3K9ac se analizó con ANOVA de dos vías y análisis múltiple (Prueba de Fisher LSD).  
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RESULTADOS 
 

Evaluación	de	la	viabilidad	celular	de	cultivos	de	neuroblastoma	humano	diferenciado	
(MSN)	tratados	con	AP.	

 

Se realizaron ensayos de reducción de MTT para determinar si los tratamientos de AP 

afectaban la viabilidad celular de los cultivos de neuroblastoma humano diferenciado (MSN). 

Previó a la prueba colorimétrica, los cultivos fueron tratados con dos concentraciones 

diferentes de AP, 200 µM o 300 µM, y las células correspondientes a la condición control 

fueron tratadas con el vehículo (BSA 10% en PBS). A un grupo experimental se le realizó el 

ensayo 24 horas después de aplicar los tratamientos con AP mientras que al segundo, 

después de 24 horas de exposición al AP, se les removió el medio y se incubó 24 horas con 

medio condicionado sin AP. Los resultados indican que no existen diferencias significativas de 

la viabilidad entre condiciones y que ésta no decrece más allá del 80% en relación a la 

condición control (Figura 8). A partir de esto se concluye que las concentraciones a las que se 

está utilizando el AP no resultan citotóxicas para las células y que el cambio de un medio con 

AP por un medio condicionado sin este ácido graso tampoco afecta su viabilidad. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 8. Determinación de la viabilidad celular en condiciones CTRL, 200µM y 300µM de AP tras 24H de exposición 
(24H) y 24H sin AP posterior a una exposición por 24H (24H sin). El porcentaje de cambio se cálculo considerando a 
la absorbancia media del CTRL 24H como el 100% (n=6). Los valores representados son la media±ES. 
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Análisis	de	la	incorporación	del	AP	por	parte	de	las	células.	
 

Las neuronas utilizan a la glucosa como sustrato energético de manera casi 

exclusiva52. Si bien es cierto que los ácido grasos pueden atravesar la barrera 

hematoencefálica61,62 y existe evidencia de que estos son oxidados en el cerebro63–65, el 

conocimiento actual indica que el metabolismo de lípidos es una actividad realizada 

preferencialmente por los astrocitos66. Por esta razón, para comprobar si las neuronas son 

capaces de incorporar el AP, se realizaron tinciones de rojo oleoso con el fin de cuantificar los 

cuerpos lipídicos de las células. Se realizó la tinción para las tres condiciones experimentales; 

CTRL,  AP 200 µM y 300 µM. En adición, para determinar si la célula era capaz de 

metabolizar los lípidos incorporados se realizó el ensayo de rojo oleoso en cultivos a los que 

se les removió el AP para después ser incubados por 24 horas con medio condicionado sin 

AP. Los resultados demuestran que el AP induce un incremento en la cantidad de cuerpos 

lipídicos y que tras una exposición a medio sin AP se disminuye hasta los niveles similares a 

la condición control (Figura 9). 
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Figura 9. Análisis de la incorporación de AP en los cuerpos lipídicos. A: El AP genera un aumento en el número de cuerpos lipídicos de 
la célula; imágenes tomadas en contraste de fases Olympus IX70, aumento de 60X. B: Tras 24 horas de exposición en las células tratadas 
con AP se observa un aumento en  el porcentaje de cuerpos lipídicos (n=5). C: Tras remover el AP y volver a incubar por 24H el número 
de cuerpo lipídicos disminuye a niveles similares de los del CTRL (n=5). Los valores representados son la media±ES. * p<0.05. 
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Determinación	de	los	niveles	proteicos	de	SIRT1.	
 
 A fin de establecer si una exposición a AP genera cambios en los niveles de SIRT1, se 

realizaron ensayos de Western Blot.  Se evaluaron tres condiciones: células expuestas a 

vehículo (CTRL), células expuestas a 200 µM de AP y células expuestas a 300 µM de AP; los 

tratamientos tuvieron una duración de 24 horas. Observamos que los niveles de SIRT1 no 

cambian cuando las células son expuestas a 200 µM de AP mientras que con una 

concentración de 300 µM se reporta una disminución de aproximadamente el 30% en el nivel 

proteico de SIRT1 (Figura 8).  
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Figura 10. A: Medición del nivel proteico de SIRT1 para las condiciones CTRL, 200µM y 300µM de AP (n= 
5). Los valores representados son la media±ES. * p<0.05. B: Western-Blot representativo. 
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Evaluación	de	cambios	en	el	nivel	de	acetilación	de	H3K9ac	
  
 Una vez establecido que la exposición al AP genera una disminución en los niveles de 

SIRT1, se buscó analizar el efecto que esta alteración podría estar ejerciendo sobre los 

niveles de acetilación de un blanco histónico de SIRT1 como la H3K9ac. Se realizaron 

inmunofluorescencias (Figura 10) y Western-Blots (Figura 11).  El western blot se realizó para 

determinar cambios totales en los niveles de H3K9ac mientras que la inmunofluorescencia se 

hizo para evaluar si dichos cambios en los niveles también corresponden con un cambio en la 

distribución de la marca. Tanto la inmunofluorescencia como el western blot indican que el AP 

induce una reducción en los niveles de acetilación de H3K9ac y, como se puede observa en la 

Figura 11, dicho efecto es dosis dependiente; a mayor concentración de AP más pronunciada 

es la reducción. En lo que respecta a la distribución de la marca, las zonas donde hay una 

disminución más marcada corresponden a la porción central de núcleo en donde se localiza la 

eucromatina.  
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Figura 11. Análisis de la disminución de H3K9ac mediante inmunofluorescencia. Se determinó que el AP genera una 
disminución en H3K9ac (n=3). A: Imágenes representativas de la disminución de H3K9ac inducida por el AP, en verde se 
muestra la H3K9ac, en rojo se marca el RNA nuclear. B: Cuantificación del cambio en la intensidad de señal de la marca. Las 
imágenes fueron adquiridas con el microscopio Olympus IX70, aumento de 40X. La intensidad de señal se obtuvo a partir de 
análisis realizados mediante el software ImageJ, se analizarón 100 células por n. Los valores representados son la media±ES. 
****p<0.01. 
 
 

H3K9ac

CTRL

30
0µ

M 
0

100

200

300

%
 d

e 
ca

m
bi

o

****



 

37 
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 A pesar de que se observa una disminución de la marca a las 24 horas de exposición a 

AP, la dinámica de las modificaciones post-traduccionales de histonas es altamente fluctuante 

ante estímulos ambientales. Con el fin de describir cómo es la dinámica de la disminución de 

la H3K9ac, posterior a tratar a las células con 300 µM de AP, se cuantificó la acetilación a 

distintos tiempos (3, 6, 12 y 24 horas). Los resultados obtenidos (Figura 12) indican que la 

disminución observada después de 24 horas de tratamiento es precedida por un aumento en 

los niveles de la H3K9ac. Este incremento llega a su punto máximo a las 6 horas de 

exposición después de las cuales se invierte la tendencia y los niveles de H3K9ac comienzan 

a disminuir hasta a llegar a niveles por debajo de los del control.  

Figura 12. Análisis de la disminución de H3K9ac mediante Western-Blot. A: El AP induce una disminución en 
el nivel de H3K9ac; este efecto es dosis dependiente (n=3). Los valores representados son la media±ES. 
*p<0.05. B: Western-Blot representativo de la disminución de H3K9ac. 
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Figura 13. Descripción de la dinámica de cambio de H3K9ac a lo largo del tiempo. A: El AP induce cambios diferenciales en los niveles de 
H3K9ac: durante las primeras 6 horas de exposición se observa que esta marca aumenta de manera significativa, esta tendencia se invierte 
a partir de este punto, para las 24 horas de exposición la acetilación de H3K9 ha disminuido a niveles por debajo de los del CTRL (n=6). 
Los valores representados son la media±ES, * p<0.05. B: Western-Blots representativos. 
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DISCUSIÓN 
 

Uno de los primeros efectos observados con el tratamiento de AP fue el aumento de los 

cuerpos lipídicos celulares y la disminución de estos posterior a la remoción del medio con el 

ácido graso. Los cuerpos lipídicos. son organelos de una membrana en donde se almacenan 

lípidos neutros como triglicéridos y colesterol; los cuales son generados a partir de la 

esterificación de ácidos grasos 67.  

Estos organelos tienen varias funciones, dentro de las que destacan su rol como 

reservorio de energía, repositorio de elementos estructurales de la membrana celular y 

sistema de amortiguamiento de la lipotoxicidad 67,68. Los resultados obtenidos parecen indicar 

que las células están incorporando el AP, lo transforman para almacenarlo en cuerpos 

lipídicos y lo pueden eliminar.  

Además de un incremento en el número de cuerpos lipídicos, la tinción de rojo oleoso 

nos permitió determinar que en células tratadas con AP estos organelos tienden a aglutinarse 

en lugar de distribuirse alrededor de toda la célula y además parece ser que son 

transportados a lo largo de algunas neuritas.  

Existen evidencias que indican que los cuerpos lipídicos pueden ser transportados de 

manera activa a lo largo de microtúbulos67, se cree que esto permite asegurar la disponibilidad 

de lípidos en zonas donde son requeridos. En el caso de las neuronas, el desplazamiento de 

estos organelos sugiere que el AP asimilado por las neuronas está siendo utilizado y no 

permanece inerte una vez en el interior celular. 

Como ya se había demostrado en trabajos previos60, el AP generó una disminución en 

los niveles de SIRT1 y esto a su vez está relacionado con un decremento en el radio  

NAD+/NADH+. Sin embargo, el mecanismo particular a través del cual las alteraciones 

metabólicas alteran la expresión de SIRT1 todavía no se encuentra esclarecido por completo. 

Existen evidencias que indican que dicho efecto podría estar relacionado con el papel que 

SIRT1 juega en mantener la expresión de si misma: El miR-34a es un microRNA que suprime 

los niveles de SIRT1 de manera post-transcripcional; la expresión de este miRNA a su vez 

depende de la actividad del factor transcripcional p53 el cual es desacetilado por SIRT1 lo que 

inhibe su actividad69.  
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Esto quiere decir que los niveles de SIRT1 son dependientes de la actividad de esta 

misma proteína ya que de su función depende que p53 sea desacetilado, y por lo tanto 

inhibido, lo que a su vez impide que la expresión de miR-34a aumente y este elemento sea 

capaz de interferir con la traducción del mensajero de SIRT1.  

En el caso de las células tratadas con AP, la disminución del nivel de SIRT1 podría 

deberse a que el decremento del radio NAD+/NADH+ genera una baja en la actividad de esta 

desacetilasa lo que altera el proceso de retroalimentación positiva que bloquea la acción de 

p53 y miR34a. El hecho de que a 200 µM no haya cambios en el nivel de SIRT1 puede 

deberse a que si bien a esta concentración el AP si afecta la actividad de SIRT1, el efecto 

metabólico no es lo suficientemente profundo como para interferir con el bucle de 

retroalimentación positiva que mantiene la expresión de esta proteína, algo que si ocurre a 

una concentración mayor de AP. Por otro lado, las diferencias en el efecto que tiene las 

distintas concentraciones de AP podrían ser debido a la ventana de tiempo en la que estamos 

evaluando los cambios, es posible que a 200 µM también se observe una disminución de 

SIRT1, pero al ser una menor concentración de AP se necesite más tiempo para que se 

manifieste el efecto.  

Dado que la expresión de SIRT1 se ve comprometida con la exposición a AP, uno de 

los blancos de esta enzima podría indicarnos si su actividad también se encuentra 

comprometida, este blanco es la H3K9ac, que además está involucrada en la regulación de la 

actividad transcripcional. La disminución observada en esta marca sugiere que el ácido 

palmítico podría estar teniendo un efecto sobre la expresión genética puesto que la falta de 

acetilación promueve el silenciamiento de genes. Sin embargo, análisis más detallados son 

necesarios para poder hacer esta afirmación ya que la acetilación trabaja en conjunto con 

otros mecanismos epigenéticos como la metilación de histonas y del DNA; y por lo tanto cómo 

se ve alterado el programa de expresión depende no solo de cambios en la acetilación sino 

también de cómo esto influye sobre otros factores epigenéticos. 

La disminución de la actividad de SIRT1 se ejemplifica en la curva de tiempo de la 

figura 12 ya que el aumento en los niveles de H3K9ac observado a las primeras 6 horas de 

exposición a AP parece respaldar la hipótesis de que éste ácido graso inhibe la actividad de la 

desacetilasa y por lo tanto blancos como la acetilación de H3K9 aumentan.  
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Por otro lado, la disminución que se observa en el nivel H3K9ac posterior a las 6 horas 

de exposición abre la posibilidad de que otras desacetilasas de histonas se estén viendo 

afectadas de manera contraria por el AP, de tal manera que su actividad se ve aumentada, 

aunque no se puede descartar que en realidad enzimas HATs están experimentando una 

actividad reducida y esto es lo genera la disminución en la acetilación de H3K9ac.  

En la literatura se tiene reportado que dietas altas en grasa generan una disminución 

en los niveles de acetilación global del cerebro de ratas, asimismo, este efecto se puede 

revertir si los animales son tratados con inhibidores de HDACs clase I y II; lo que concuerda 

con nuestra propuesta de que el ácido palmítico está induciendo un incremento en la actividad 

de otras HDACs diferentes a SIRT1 70. De ser cierto, la HDAC responsable de la reducción de 

H3K9ac necesariamente debe pertenecer a la clase I o II debido a que las proteínas de estos 

grupos no son dependientes de NAD+ y por lo tanto su actividad no se ve influenciada de 

manera negativa por el efecto del AP sobre el estado metabólico celular.  

En adición, la disminución en los niveles de acetilación que se propone es generada 

por la sobreactivación de una HDAC dependiente de Zn+ podría estar vinculada a la reducción 

de la actividad de SIRT1; puesto que este cambio siempre se manifiesta de manera posterior 

a la elevación  de H3K9ac, algo que como ya se había mencionado corresponde al punto en 

el que la SIRT1 probablemente ya no está ejerciendo su función sobre esta modificación.   

La propuesta anterior está respaldada por investigaciones recientes que indican que 

NF-κB, un factor transcripcional que es inhibido por SIRT1, promueve la expresión de 

HDAC271, una desacetilasa de histonas presente de manera ubicua en el núcleo de todas la 

células que también actúa sobre la H3K9ac72.  

Cabe mencionar que, de manera interesante, la disminución a las 24 horas que el AP 

induce en los niveles de H3K9ac replica el efecto que se reporta tienen las HFD en la 

acetilación de la cromatina de células nerviosas; se ha observado que en los hipocampos de 

ratones alimentados con una dieta HFD por 8 semanas existe una reducción global en los 

niveles de acetilación70.   

Por último, es importante mencionar que muchos de los cambios observados en este 

modelo de estudio coinciden con fenómenos que se dan durante el proceso de 

envejecimiento. Por ejemplo, SIRT1 es una de las proteínas cuyos niveles disminuyen 

conforme los organismos envejecen34,73.  
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Por otro lado, la disminución de la acetilación observada en los tratamientos de AP 

también es algo que se da en organismos senescentes74,75. Estas semejanzas entre el 

fenotipo producido por el envejecimiento y el fenotipo generado por alteraciones metabólicas 

resaltan la similitud que existe entre los dos fenómenos y sustenta la idea de que el 

envejecimiento en gran parte es regulado por factores externos, dentro de los cuales la dieta 

ocupa un lugar predilecto debido a la relación que guarda el metabolismo con la función 

celular en todos sus niveles. 

 

 

CONCLUSIÓN 
 

Estos datos sugieren que las células de neuroblastoma son un modelo experimental 

que responde al AP de una manera parecida a la de las células nerviosas, tanto en 

condiciones in vitro como in vivo, lo que probablemente significa que el AP está teniendo un 

efecto metabólico parecido en neuronas y células de neuroblastoma. 

 La exposición a AP y su posterior incorporación al interior celular, a manera de reservas 

energéticas contenidas en cuerpos lipídicos, produce cambios metabólicos en las células de 

neuroblastoma que se ven reflejados en una reducción de la actividad y niveles proteícos de 

SIRT1. Esto a su vez promueve variaciones en los niveles de H3K9ac a lo largo del tiempo. 

De manera concreta,  primero hay un aumento en H3K9ac que se asocia con la ausencia de 

la actividad desacetilasa de SIRT1, para después haber una disminución que probablemente 

se deba a la acción de otra HDAC que no es dependiente de NAD+.  
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PERSPECTIVAS 
 

Este trabajo nos ayuda a comprender la manera en que las alteraciones metabólicas 

inducidas por el AP inciden sobre la estructura de la cromatina al disminuir la acetilación y 

promover un ambiente condensado poco favorable para la expresión. Sin embargo, a partir de 

estos resultados surgen nuevas interrogantes que sería interesante responder.  

En primer lugar, describir el mecanismo responsable de la disminución en la acetilación 

es de gran importancia ya que mejoraría nuestro entendimiento de cómo alteraciones 

metabólicas pueden derivar en el desarrollo de enfermedades asociadas al envejecimiento 

como las neurodegenerativas. Por otro lado, abre la posibilidad de desarrollar tratamientos 

farmacéuticos encaminados a bloquear algún elemento de dicho mecanismo previniendo los 

cambios generados por éste. Para resolver dicha pregunta sería conveniente determinar si en 

efecto HDAC2 está involucrada en la disminución de la acetilación y si esto tiene alguna 

relación con que el AP esté generando un aumento en la actividad de NF- κB  

En segundo lugar, si bien ya se observó que existe una asociación entre el AP y 

cambios en modificaciones post-traduccionales asociadas al grado de compactación de la 

cromatina, es importante determinar cómo esto incide en la expresión de genes de interés. 

Por ejemplo, en otros modelos experimentales se ha comprobado que esta baja en la 

acetilación coincide con una disminución en la expresión de BDNF, un factor neurotrófico 

importante en la plasticidad neuronal y los procesos cognitivos. Definir si en el caso del AP 

ocurre lo mismo y si esto se debe a cambios en el promotor del gen ya mencionado, nos 

ayudaría a comprender la manera en que estos cambios metabólicos están impactando sobre 

procesos cognitivos como la memoria y el aprendizaje. 
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ANEXO I 
 
 

Anticuerpos 
primarios 

Especie Marca IF WB 

H3 (N-terminal) Anti-conejo Sigma (H9289) X 1:1000 
H3K9ac Anti-conejo Abcam 

(ab10812) 
1:1000 1:1000 

SIRT1 Anti-ratón Abcam 
(ab104833) 

X 1:1000 

β-actina Anti-ratón Sigma-Aldrich 
(A2228) 

X 1:1000 

 
 

ANEXO II 
 

Anticuerpos 
secundarios 

Especie Marca IF WB 

Goat anti-rabbit 
HRP IgG 

Anti-cabra Santa Cruz (SC-
2030) 

X 1:15,000 

Goat anti-mouse 
HRP IgG 

Anti-cabra Invitrogen (62-
6520) 

X 1:15,000 

Alexa 488 Anti-cabra Invitrogen 
(11034) 

1:1000 X 
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