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RESUMEN

El sobrepeso y la obesidad son componentes del diagndstico de sindrome
metabodlico que afectan principalmente al tejido adiposo, debido al desequilibrio
energético que provocan las dietas ricas en lipidos se estimula el almacenamiento
excesivo de triglicéridos en los adipocitos, que junto con el incremento de acidos
grasos libres favorece la acumulacion de lipidos de forma ectépica en otros
organos como el higado (higado graso no alcohdélico), y al mismo tiempo provoca
estrés oxidativo.

El consumo de dietas ricas en grasas saturadas, se considera tienen efectos
potencialmente perjudiciales para la salud, especialmente el acido palmitico,
utilizado en la industria alimenticia, y que en la actualidad se considera un acido
graso pro-inflamatorio, ha sido relacionado con los diferentes componentes del
sindrome metabodlico.

El presente trabajo evalu6 mediante la actividad transcripcional de algunos
marcadores moleculares, los efectos de la ingesta cronica y moderada de acido
palmitico. Mediante Q-rtPCR se evalué la expresion de tres moléculas
relacionadas con el proceso inflamatorio y de estrés oxidativo: IL-13, IL-18 y Nrf2
en higados de conejo alimentados con una dieta enriquecida con 3 % de acido
palmitico durante 6 y 12 meses. Se observo que la dieta administrada por 6 meses
promueve la sobre expresion de IL-13 (propiedades anti-inflamatorias), IL-18
(citosina con propiedades de regulacién metabdlica), y Nrf2 (citosina reguladora de
estrés oxidativo), mientras a los 12 meses de tratamiento la expresiéon de IL-13 se
mantiene, y la expresion de IL-18 y Nrf2 disminuye, demostrando que el consumo
cronico moderado de acido palmitico induce la sobreexpresion de IL-18 y Nrf-2
moléculas que estan relacionadas con el proceso inflamatorio y estrés oxidativo,
fendbmeno acompafiado con la sobreexpresion de IL-13 posiblemente como un

mecanismo regulador.

Palabras clave: Obesidad, inflamacion, estrés oxidativo, IL-13, IL-18, Nrf2.



INTRODUCCION

Sindrome metabdlico

A principio de los 80s Reaven propuso que el sindrome de resistencia a la insulina
o sindrome X, correspondia a una serie de factores metabdlicamente
interrelacionados (Crepaldi and Maggi 2006; Medica Del et al. 2008), desde
entonces distintas organizaciones han buscado definir y unificar los criterios para
diagnosticar lo que ahora conocemos como Sindrome metabdlico (SM), ayudados
de parametros bioquimicos y antropométricos (Contreras-Leal and Santiago-
Garcia 2011).

El sindrome metabdlico es una combinacidén de alteraciones metabdlicas,
asociadas con la resistencia a la insulina, que incluyen hipertension,
hiperinsulinemia, hipertrigliceridemia, bajo HDL y obesidad (Alberti et al. 2009;
Madrigal 2008; Wesley and Supiicy 2009), alteraciones que representan un riesgo
para la salud, y en conjunto estimulan el desarrollo de otras enfermedades o
bien, pueden complicarlas (Pajuelo and Sanchez 2007). En la actualidad el SM es
una entidad propuesta para evaluar el riesgo de Enfermedad cardiovascular (ECV)
y Diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (Murguia-Romero et al. 2015), y su diagnéstico
clinico va a depender de la definicién del grupo experto con la que se quiera
trabajar ya que las organizaciones proporcionan criterios ligeramente diferentes
(Tabla 1) (Alberti et al. 2009).

El incremento en la frecuencia del SM es un fendbmeno mundial, y en México es
uno de los problemas de salud mas importantes (Aguilar-Salinas et al. 2004). La
Federacion Internacional de Diabetes (IFD, por sus siglas en inglés) estima que
alrededor del 20-25% de la poblacién mundial adulta esta diagnosticada con SM y
tiene el doble de probabilidades de morir prematuramente, el triple de
probabilidades de sufrir un ataque cardiaco o un derrame cerebral y un riesgo
cinco veces mayor de desarrollar DM2, una de las enfermedades crénicas mas
comunes en todo el mundo y la cuarta o quinta causa principal de muertes en el
mundo (IDF, 2006).



Parametros bioquimicos y antropométricos empleados para el diagndstico

del Sindrome Metabdlico.

Factores

Criterios de la OMS

Criterios del NCPE-ATP
11

Criterios de la IDF

Resistenciaala DM2, IG, GAA, Ninguno, pero deben Ninguno, pero se debe
insulina Baja sensibilidad a la presentar al menos 3 de contar
insulina los siguientes 5 con 2 de las siguientes
RI parametros alteraciones
Glucosa IG 126mg/dL (<7mmol/L) 2110 mg/Dl en ayuno Alterada en ayuno 2110
posteriores a la comida mg/dL (5.6 mmol/L)
AGA 110mg/dL (=6.1 o diagnostico previo de
mmol/L).. DM2.
Obesidad IMC Aumento de cintura Circunferencia de la
>30kg/m2 y/o relacion > 102 cm hombres y cintura
cintura cadera > 88 cm mujeres. hombres=94 cm
Hombres >0.9 mujeres 280 cm
Mujeres >0.85
Lipidos Triglicéridos en el plasma Triglicéridos Triglicéridos
2150mg/dL (=1.7mmol/L) 2150 mg/dL (2 1.7 2150 mg/dL (1.7 mmol/L)
HDL mmol/L) HDL
Hombres <35 mg/dL (<0.9 HDL Hombres < 40 mg/ml,
mmol/L) Hombres <40 mg/ml, 1.03 1.03 mmol/L
Mujeres <39 mg/dL (<1.0 mmol/L Mujeres <50 mg/dL, 1.29
mmol/L) Mujeres <50 mg/dL, 1.29 mmol/L
mmol/L

Presién arterial

=140/90 mm Hg

> 130/ 2 85 mm Hg

2 130 (sistole) / = 85

(diastole) mm Hg

Tabla 1. OMS= Organizacion Mundial de la Salud; NCEP-ATP Il = National Cholesterol Education Program—

Panel de expertos en la deteccion, evaluacion y tratamiento de los niveles altos de colesterol en adultos lll;

IDF= Federacién Internacional de la Diabetes; IMC= indice de Masa Corporal; HDL-C = Colesterol en

lipoproteinas de alta densidad (Tomado y modificado de (Contreras-Leal and Santiago-Garcia 2011).




Obesidad y sobrepeso

La obesidad y el sobrepeso se caracterizan por una acumulacion excesiva de
lipidos en el tejido adiposo (TA), causado principalmente por un desequilibrio
energético entre las calorias consumidas y las gastadas (OMS, 2015). Su
clasificacion se da en funcion al indice de Masa Corporal (IMC), calculado como el
peso en kilogramos dividido por el cuadrado de la altura en metros,; de esta
manera se puede decir que un IMC saludable esta entre 25.0 - 29.9 y un IMC en
estado de obesidad es mayor o igual a 30.0 (Wyatt, Winters, and Dubbert 2006).
La obesidad y el sobrepeso son factores de riesgo importantes para el desarrollo
de enfermedades degenerativas como: hipertension arterial, diabetes y
esteatohepatitis (Gomez-ambrosi et al. 2013). Se dice que factores genéticos,
bioquimicos, malos habitos alimenticios y el sedentarismo, son algunas de las
causas principales que contribuyen a este desequilibrio lipidico (Acosta Garcia
2011).

En las ultimas décadas el sobrepeso y la obesidad han crecido de manera
acelerada, alcanzando proporciones pandémicas, convirtiéndose en uno de los
principales problemas de salud publica en el mundo (Contreras-Leal and Santiago-
Garcia 2011)._Segun la Encuesta Nacional de Salud y Nutricién de Medio Camino
2016 (ENSANUT MC 2016), en México la prevalencia de sobrepeso y obesidad en
la poblacion adolescente (12—19 afios) fue de 36.3 % de los encuestados, superior
que en el 2012 (34.9 %), mientras que en adultos de 20 afos o mas, la
prevalencia de sobrepeso y obesidad es de 72.5 % con un ligero incremento en
comparacion al 2012 (71.2 %) (Shamah-Levi et al. 2016). Se cree que algunos de
los factores principales que influyen en desarrollo de sobrepeso y obesidad
durante el progreso de la etapa adolescente a la adulta, es el cambio de
alimentacion, la frecuencia con la que se ingieren alimentos ricos en grasas
saturadas o carbohidratos fuera de casa, aunado al tamafio de las raciones, el
periodo que transcurre entre los alimentos, y la falta de actividad fisica que
provocan las largas jornadas de trabajo o estancia en la escuela (Garaulet et al.
2008).

10



Dieta

La causa principal del desarrollo de sobrepeso, obesidad, DM2 e HGNA, se asocia
con mayor frecuencia a la ingesta de dietas hipercaléricas ricas en grasas
saturadas, y aunque sabemos que los lipidos son macronutrientes esenciales en
la dieta humana, la cantidad de lipidos que consumimos muchas veces rebasa lo
recomendado y provoca un impacto negativo en la salud (Bree, Laitinen, and
Floter 2009; Mancini et al. 2015). Diferentes estudios relacionan estas dietas ricas
en lipidos con el incremento del tejido adiposo, la elevacion de AGL circundantes,
la deposicion ectdpica de lipidos en higado, alteraciones en la homeostasis del
higado y la inflamacion cronica de bajo grado (Blancas-Flores, Almanza-Pérez,
and Lopez-Roa 2010; Joshi-Barve et al. 2007; Laugerette et al. 2018)

Los aceites vegetales representan las grasas mas consumidas y las de mayor
demandadas a nivel mundial. Dentro de estas fuentes vegetales, el aceite de
palma ocupa el segundo lugar en produccion a nivel mundial y el 90% de este es
utilizado con fines alimenticios (Hernandez et al. 2017; Mancini et al. 2015; Mora G
et al. 2000). En las ultimas décadas el uso del aceite de palma y sus refinados han
ido creciendo exponencialmente en la industria alimenticia, y debido a sus
propiedades organolépticas es utilizado para dar textura, fragancia y un sabor
neutro a los productos terminados; por lo general encontradas en: mantecas,
aceites, mayonesa, mantequilla, o en productos procesados como; caramelos,
pasteles, papas fritas, chocolates, galletas, comidas congeladas como: pizza,
papas, panques, helado, sopas instantaneas, palomitas para microondas,
aderezos, suplementos, vitaminas; entre otros (Mancini et al. 2015).

Comparado con la mayoria de otros aceites vegetales, el aceite de palma contiene
una gran cantidad de grasas saturadas (40-50% del total de grasa), la mayoria en
forma de acido palmitico (AP) un acido graso saturado de dieciséis carbonos
(16:0) de cadena lineal (figura 1) (Epidemiology et al. 2018), considerado como
pro-inflamatorio, por su capacidad para activar las vias de sefales de traduccion
ligadas a receptores tipo-Toll, en particular Toll-like receptor-2 y 4(TLR-2 y TLR-4)

que conduce a la activacion de la respuesta inflamatoria a través de NF-kB,

11



especialmente en macréfagos residentes que conforman el tejido adiposo
(Ramirez et al. 2016).

O

/\/\/\/\/\/\/\)J\OH

Figura 1. Acido Palmitico; acido graso compuesto de 16 carbonos.

Tejido adiposo (TA)

El tejido adiposo se reconoce actualmente como un érgano multifuncional, uno de
sus principales papeles es el almacenamiento de lipidos en forma de triglicéridos
(TG) dentro de las células adiposas y durante el consumo de energia, participa
también en la liberacion de AG cuando el gasto de energia excede el consumo de
energia y en la catalisis de TG para la liberacién de glicerol y AG que participan en
la gluconeogénesis en higado y otros tejidos; procesos denominados lipdlisis y
lipogénesis (Bastarrachea et al. 2005; Contreras-Leal and Santiago-Garcia 2011;
Hita et al. 2002; Vazquez-Vela, Torres, and Tovar 2008).

Ademas de almacenar energia, el TA y mas especificamente el adipocito es
considerado como una glandula endocrina, que secreta sustancias bioactivas
denominadas adipocinas, que ejercen una profunda influencia en los fenbmenos
proinflamatorios y protrombéticos, que desencadenan el proceso ateromatoso y la
DM2, ademas de controlar diversas funciones relacionadas con el metabolismo de
células ubicadas en el cerebro, higado, musculo o pancreas (Bastarrachea et al.
2005; Kershaw and Flier 2004).

El TA se distribuye en distintos sitios del organismo y no solo presenta diferencias
en la ubicacién, sino también en su morfologia y fisiologia (figura 2) (Marcano et
al. 2006; Suarez Carmona, Sanchez Oliver, and Gonzéalez Jurado 2017). Esta
compuesto principalmente por adipocitos (células adiposas) esféricos, grandes y
fuertemente empaquetados, apoyados por un tejido conectivo suelto rico en
vascularizacion, su tamafo varia en relaciéon con el contenido lipidico de la célula,

aproximadamente de 30-130 ym de diametro (promoviendo los procesos de
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hipertrofia e hiperplasia), su volumen es un factor determinante de la funcionalidad
de la célula, adipocitos mas grandes generalmente exhiben una mayor actividad
metabdlica y secretan mas quimosinas para ceélulas inmunitarias (Flores-Lazaro
and Rodriguez-Martinez 2011; Wronska and Kmiec 2012).

Tejido adiposo

pulmonar

Tejido adiposa Tejido adiposo

periadventicial £ epicardico
Tejidu. adipulsu Tejido adiposo
perirrena subcutdneo

Tejido adiposo de

la médula dsea Tejido adiposo

T

Figura 2. Diferentes depdsitos grasos del tejido adiposo. Tomado de (Suarez Carmona, Sanchez Oliver,

—~
-

and Gonzalez Jurado 2017). El tejido adiposo se encuentra principalmente en depdsitos subcutaneos y
viscerales, pero en condiciones de obesidad, el tejido adiposo se deposita de manera ectdpica en otros
oérganos como el corazon, los rifiones y los vasos sanguineos. Ademas la secrecion diferencial de adipocinas
por diversos depdsitos de tejido adiposo puede afectar selectivamente la funcion del érgano y el metabolismo

sistémico.

Entre las funciones mas importantes del TA, destaca la produccién de leptina,
hormona que informa al cerebro del estado nutricional del individuo para controlar
la ingesta, asi como la distribucidn de energia a otros tejidos en los periodos de
digestion (Moreno and Martinez 2002), por lo que el tejido adiposo tiene una
influencia importante en los procesos fisioldégicos, como la homeostasis, ademas,
los adipocitos participan activamente en procesos metabdlicos como la
angiogénesis, la adipogénesis, la disolucion y transformacion de la matriz
extracelular, el metabolismo de los esteroides, la respuesta inmune y la
homeostasis del higado, pancreas y musculo (figura 3) (Esteve Rafols 2014;

Vazquez-Vela, Torres, and Tovar 2008). Por lo tanto, al perturbar la fisiologia de
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este tejido se provocan alteraciones metabdlicas, que en condiciones como la
obesidad causa la acumulacién ectépica de lipidos y contribuye en la patogenia de
resistencia a la insulina en musculo e higado, ademas favorece la esteatosis
hepatica por un proceso denominado lipotoxicidad (Izquierdo and Medina-Gémez
2012).

Metabolismo energético
Control de la ingesta

. . leptina
Homeostasis glucidica y NPY Metabolismo lipidico
sensibilidad a la insulina IL1/IL1Ra RBP-4

Adiponectina T ECTP

Resistina IL1/IL1Ra
Visfatina
TNFo \

IL1/IL1Ra

Factores de crecimiento

g -
>
Hemostasia vascular &— TAB TGER
PAI-1 NGF
. ; / \ Angiogénesis
Presion sanguinea VEGF
angiotensinégeno Inmunidad
Factores pro y anti-inflamatorios
L1 IL10
L6 L4
L8 IL1Ra

IL18
MCP1

Figura 3. Procesos fisiologicos y metabodlicos regulados por el TAB. Un érgano dinamico que sintetiza y
secreta numerosos factores, no solo lipidicos sino también proteicos, que intervienen en la regulacion de un

amplio rango de procesos fisiolégicos y metabdlicos Tomado de (Esteve Rafols 2014).

Lipotoxicidad

La lipotoxicidad se define como la toxicidad celular observada en presencia de una
acumulacion anormal de lipidos, es decir; la acumulacion de lipidos en tejido no
adiposo, condicion que estimula la generacién de especies reactivas de oxigeno
(ERO) en el higado debido a la estimulacién excesiva de la B-oxidacion y a la
constante liberacién de electrones por la cadena de transporte de electrones
mitocondrial (CTE) (Manuscript and Disease 2010; Zambé et al. 2013). El término
lipotoxicidad hace referencia a los efectos deletéreos del exceso de los acidos

grasos (AG) y la acumulacién de la grasa ectopica que provoca muerte celular o
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disfuncién organica (Martinez and Torres 2013). En el sobrepeso y obesidad, el
consumo excesivo de alimentos ricos en lipidos, combinado con el aumento en la
liberacion de AG por parte del TA (debido a la incapacidad de los adipocitos de
almacenar los excesos de AG en forma de TG) y la elevacion de AGL, favorecen
la lipotoxicidad y el depdsito ectdpico de estos lipidos en tejidos no adaptados
para almacenar grandes cantidades de TG (esteatosis) (figura 4) (Contreras-Leal

and Santiago-Garcia 2011).

' Consumo l Gasto
energetico energetico
Almacenamiento excesivo TG N " o
ACumuiagonectopica

Hipertrofia

Hiperplasia

[

i

Lipotoxicidad
Q Intermational Chair on

Ardiometadolic Risk

Figura 4. Esquema general de Lipotoxicidad ectépica. Tomada y modificada de la (Intertational Chair on
Cardiometabolic Risk). EI consumo energético excesivo combinado con el gasto minimo de energia, conduce
al almacenamiento excesivo de triglicéridos (TG) en los adipocitos, provoca la hipertrofia e hiperplasia de
estos, desencadena la circulacion acidos grasos libres e induce al depdsito ectdpico de lipidos en érganos

como pancreas, corazén, musculos e higado, provocando el fendmeno denominado lipotoxicidad.

Es importante enfatizar que no solo la acumulacion excesiva de TG es danina,
pero si se considera uno de los factores detonantes la formacién de especies
reactivas de oxigeno (ERO), moléculas promotoras de inflamacion y alteraciones

en la funcion de otros tejidos. (Cusi 2009).
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Higado graso

El higado es el 6rgano encargado del metabolismo de lipidos y se ve afectado
principalmente por el exceso de lipidos en las dietas (Mili¢, Luli¢, and Stimac
2014). Como consecuencia se desarrolla esteatosis hepatica (EH), que es la fase
inicial de la entidad denominada higado graso no alcohdlico (HGNA), y se define
como la acumulaciéon anormal de vacuolas de grasa en los hepatocitos (Camacho
et al. 2009) en pacientes sin un consumo toxico de alcohol (Caballeria et al. 2008).
La infiltracidn grasa del higado surge como respuesta a gran variedad de
estimulos nocivos que incluyen hipoxia, toxinas, inflamacion sistémica, neoplasias
malignas, ayuno, deficiencias nutricionales, y diversas alteraciones metabdlicas,
ademas de que la infiltracidon grasa puede participar en la progresion de fibrosis
hacia cirrosis y la falla hepatica (Méndez-Sanchez, Chavez-Tapia, and Uribe 2004)
(Méndez-Sanchez, Chavez-Tapia, and Uribe 2004).

La EH es la alteracion metabdlica mas frecuente a nivel hepatico, la cual resulta
del desequilibrio entre la sintesis y la liberacion de triglicéridos. Se clasifica de
acuerdo a la cantidad de hepatocitos infiltrados, se dice que es leve, cuando
menos del 25 % de los hepatocitos muestran infiltracion grasa , moderada del 25—
50 % y severa cuando hay mas del 50 % de hepatocitos con infiltracion (Camacho
et al. 2009). Ademas se distinguen dos categorias morfologicas, la EH
macrovesicular, traducido como un dafo cronico, donde el citoplasma esta
ocupado por una gran vacuola, que desplaza al nucleo hacia la periferia, y la
microvesicular, que trata de un dafo celular agudo, donde aparecen multiples
vacuolas pequenas intracitoplasmaticas sin desplazamiento del nucleo (Santos et
al. 2010). Cuando ademas de la acumulacion grasa hay inflamacion hepatica y
grados variables de fibrosis, se denomina HGNA, patologia que puede progresar a
cirrosis y eventualmente a carcinoma hepatocelular (Camacho et al. 2009).

La obesidad es una de las principales alteraciones que afectan al higado, ya que
favorece la lipotoxicidad hepatica, que induce al desarrollo de esteatosis hepatica
no alcohdlica (Higado graso), esteatohepatitis y cirrosis hepatica (Soca and Pefa
2009), padecimiento que a la vez favorece el desarrollo de alteraciones en la

respuesta inmunitaria, como lo es el proceso inflamatorio (crénico o de bajo grado
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de intensidad) (figura 5) (Blancas-Flores, Almanza-Pérez, and Lépez-Roa 2010),
asi como el desencadenamiento de estrés oxidativo (Martinez-abundis, Sanchez-
rodriguez, and Hafidi-bentlakder 2005).

En este sentido, la acumulacidon excesiva de triglicéridos en el hepatocito deteriora
la capacidad oxidativa de las mitocondrias, aumentando el estado reducido de los
complejos de la CTE y estimulando las vias peroxisomal y microsomal de la
oxidacion de las grasas, que causan estrés oxidativo (EO) y muerte celular (Rolo,
Teodoro, and Palmeira 2012), y con ello la liberacién de ERO que pueden causar
dafos directos o indirectos en diferentes 6rganos (Bautista et al. 2011). Ademas el
EO también desencadena la produccion de citosinas inflamatorias, que causan
inflamacion y una respuesta fibrogénica. Este es el resultado del desarrollo de
esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA), que puede provocar una enfermedad

hepatica en etapa terminal (figura 5) (Rolo, Teodoro, and Palmeira 2012).

Higado graso no alcohdlico

Dietas

ricas en pcumutocion N, Alteracion X Jpnes
||'p| d os / excesiva deTG metabélica Inflamacion
faGL

Figura 5. Higado graso no alcohélico. Esquema general de las alteraciones que sufre el higado a causa de

las dietas ricas en lipidos.

El consumo de dietas altas en grasa puede alterar el metabolismo del oxigeno ya
que los depdsitos de grasa son vulnerables a sufrir reacciones de oxidacion. Si la
produccion de ERO excede la capacidad antioxidante de la célula, el EO que

produce la peroxidacion lipidica podria contribuir al desarrollo de |la aterosclerosis
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y la activacion de vias inflamatorias (Bautista et al. 2011; Xavier et al. 2016),
fendbmeno que en el higado graso esta relacionado con el aumento de adiposidad
por ser un factor que desencadena alteraciones inmunitarias como el proceso de

inflamacion de bajo grado (Stanton et al. 2011).

El fendmeno inflamatorio es un mecanismo de defensa normal que protege al
organismo de infecciones, lesiones, toxinas, alérgenos y otros dafios: inicia por la
destruccion de patdgenos, la reparacion del tejido y ayuda a restaurar la
homeostasis en sitios infectados o dafiados, procesos que pueden llegar a ser
perjudiciales si adquieren caracter cronico (Zulet et al. 2007).

Antiguamente y de manera macroscoépica este proceso se caracterizaba por la
presencia de: enrojecimiento, hinchazén, calor, dolor y perdida de funcion (Calder
et al. 2018; Rosado-pérez and Mendoza-nufiez 2007), su autorregulacién implica
la activacion de mecanismos de retroalimentacion negativa tales como la
secrecion de citocinas antiinflamatorias, la inhibicion de las cascadas de
sefalizacion proinflamatoria, la eliminacibn de receptores para mediadores
inflamatorios y la activacion de células reguladoras, factores esenciales para
mantener la homeostasis, es decir, el fenémeno inflamatorio agudo es
caracterizado por la sintesis y liberacion de una gran cantidad de moléculas
(citocinas, quimiocinas, aminas vasoactivas, etc.) que controlan la infeccion o
dano, por otro lado la inflamacién cronica provocada por las dietas hipercaléricas,
presenta un curso prolongado (que se puede llevar de meses a anos) y consiste
en la liberacién de citocinas, fendbmeno donde se pude presentar destruccion
tisular y reparaciéon (ambos asintomaticos), donde los tejidos se ven infiltrados por

linfocitos y macrofagos (Calder et al. 2018).

El proceso inflamatorio esta mediado fundamentalmente por la producciéon de
mediadores solubles, en su mayoria citocinas (proteinas o glucoproteinas) de bajo
peso molecular (< 30 kD) con vida media corta, producidas principalmente por las
células del sistema inmunolégico, asi como, también por determinadas células de
otros tejidos, y son mediadores fundamentales de la transmision de sefiales
intercelulares (Sanchez-Ramon, Lopez-Longo, and Carrefio 2010). Dentro del
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fendbmeno antes mencionado de inflamacion crénica, esta puede presentarse
como inflamacion cronica de bajo grado existe una gran cantidad de mediadores
inflamatorios que podrian servir como indicadores de este tipo de inflamacién,

entre estas moléculas se encuentran IL-13, IL-18 y Nrf2.

Interleucina 13 (IL-13)

IL-13 es una citocina de regulacion de la respuesta inmune y ha mostrado muchas
similitudes con IL-4 (Schmid-Grendelmeier et al. 2002). Se trata de una citocina
antiinflamatoria producida principalmente por células-T-CD4, actua en linfocitos —B
y monocitos, inhibiendo la produccion de oxido nitrico y varias citocinas, como IL-
1a, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 , TNFaq,- entre otras (de Oliveira et al. 2011).

La IL-13 humana es una proteina no glicosilada de 132 aminoacidos, con una
masa molecular de aproximadamente 10 kDa, presenta un 66 % de la homologia
en la secuencia de aminoacidos con la proteina P600 o IL-13 murina. Su gen se
encuentra ubicado en el cromosoma 5g23-31 del humano y en el cromosoma 11
de raton, en una regidn comun a los genes que codifican para un grupo de
factores de crecimiento, inmunorreguladores y hematopoyéticos. La funcion de IL-
13 sola o en combinacion con otras citocinas como la IL-4, IFN y/o la IL-10 sobre
los monocitos humanos es inducir cambios significativos en el fenotipo y funcion
de las células y potenciar la expresién de CD11b, CD11c, CD18, CD29 y VLA-5,
miembros de la superfamilia de las integrinas (Vargas 1995), moléculas pro
adhesivas para la migracion de neutrdfilos y linfocitos T, que participan en su
adhesidn al endotelio en lugares donde hay inflamacion (Vergara Cl, Martinez BM
1994).

Interleucina 18 (IL-18)

Una de las funciones primarias de la citocina es iniciar respuestas inmunes, sin
embargo, cada vez es mas evidente que juegan un papel importante en la
regulacion de la homeostasis energética, 1o que los implica en la etiologia de la
enfermedad metabdlica (Murphy et al. 2016; Zorrilla et al. 2007).

La interleucina 18 (IL-18) tiene un peso molecular de 18 kDa, fue descubierta por

sus propiedades proinflamatorias, polarizacion de células-T, y propiedades
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inductores de IFN, comparte similitudes con IL-13 pero actua a través de su propio
complejo receptor de IL-18, un miembro de la superfamilia de receptores similares
a IL-1/Toll-like. Al igual que IL-1, IL-18 es un polipéptido multifuncional con
funciones en la aterosclerosis y la lesién por isquemia en miocardio (Zorrilla et al.
2007).

En humanos IL-18 se correlaciona directamente con el IMC, adiposidad,
resistencia a la insulina, hipertrigliceridemia y sindrome metabdlico, consistente
con los hallazgos de que la obesidad y el SM estan acompafados por un estado
de inflamacion crénica de bajo grado. Actualmente se dice que IL-18 es un
regulador homeostatico que se opone al exceso de balance positivo de energia,
donde la elevacion de IL-18 en la obesidad refleja una compensacion
(inadecuada) analoga a lo que ocurre con la leptina. (Netea et al. 20006).

En humanos las concentraciones de IL-18 estan aumentadas en individuos con
diabetes mellitus tipo 2, en individuos obesos y en individuos con sindrome de
ovario poliquistico. En ratones knockout para el receptor de IL-18 (IL18 -/ -) e IL-
18 (IL18r1 - / -), se ha observado un peso notablemente aumentado en
comparacion con el tipo silvestre de la misma edad, ademas de que en ausencia
de IL-18 los ratones desarrollan varias caracteristicas del SM: obesidad,
resistencia a la insulina, hiperglucemia, anomalias lipidicas y aterosclerosis
(Murphy et al. 2016; Netea et al. 2006).

Factor nuclear eritroide (Nrf2)

Nrf2 es un factor de transcripcion que regula el estado redox celular, es controlado
a través de una compleja red transcripcional/epigenética y postraduccional ya que
su actividad aumenta durante la perturbacién redox, la inflamacion, la estimulacion
del factor de crecimiento y los flujos de nutrientes/energia, permitiendo asi que el
factor orqueste respuestas adaptativas a diversas formas de estrés. Ademas de
mediar en la induccion de genes antioxidantes y desintoxicantes estimulados por
el estrés, Nrf2 también regula positivamente la reparacion y degradacion de las
macromoléculas dafiadas y modula el metabolismo intermedio, inhibe la
lipogénesis, favorece la B-oxidacion de acidos grasos, facilita el flujo a través de la

via de la pentosa fosfato y aumenta la regeneraciéon de NADPH vy la biosintesis de
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purinas, ademas de que puede dirigir la reprogramacion metabdlica durante el
estrés (Hayes and Dinkova-Kostova 2014).

Recientes estudios en biologia celular y molecular han mostrado que el Nrf2 tiene
un rol importante en la adipogénesis y en la proteccion contra el SM en obesidad,
ademas se considera un regulador maestro de la respuesta celular adaptativa al
estrés oxidativo, y al mismo tiempo juega un rol muy importante en el proceso anti-

inflamatorio (Ramirez et al. 2016).
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JUSTIFICACION

En la actualidad el consumo de productos industrializados enriquecidos con acido
palmitico ha ido incrementando, y con ello el desarrollo de alteraciones
metabdlicas, en este sentido las dietas ricas en lipidos en conjunto con el
sedentarismo son algunos de las principales factores que llevan a la poblacién a
desarrollar sobrepeso y obesidad, condiciones que inducen el desarrollo de
enfermedades como la DM2, HGNA o inflamacion de bajo grado.

Por lo tanto la elaboracion de un modelo experimental, donde el consumo de AP
sea bajo y de manera cronica nos permitira evaluar las alteraciones tempranas

relacionadas por el consumo de este lipido.
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HIPOTESIS

Al alimentar conejos con una dieta adicionada con 3 % de acido palmitico se
modificara la expresion hepatica de las moléculas IL-13, IL-18 y Nrf2 a los 6 y 12

meses de tratamiento, moléculas relacionadas con un fendmeno inflamatorio y
estrés oxidativo.
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OBJETIVOS

Objetivo general
e Evaluar la expresion del RNA mensajero de IL-13, IL-18 y Nrf2 en higado
de conejo (Oryctolagus cuniculus) alimentados con una dieta adicionada

con 3 % de acido palmitico.

Objetivos particulares:

e Analizar mediante Q-rtPCR la expresion del RNAm de IL-13, IL-18 y Nrf2 en
higados de conejo tratados durante 6 y 12 meses con una dieta adicionada
en acido palmitico.

e Comparar la expresiéon de RNAm de IL-13, IL-18 y Nrf2 entre grupos, los
tratados con la dieta de 3 % de acido palmitico y los controles.

e Comparar la expresion de RNAm de IL-13, IL-18 y Nrf2 entre los tiempos de

experimentacion 6 y 12 meses.
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METODOLOGIA

Grupos y tratamientos

Se trabajé con 24 higados de conejos machos de la cepa Nueva Zelanda
(Oryctolagus cuniculus NZW), provenientes de una granja de Veterinaria y
Zootecnia de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan. Los conejos fueron
seleccionados a los 30 dias de nacidos con un peso aproximado de 300 * 30 gr,
se mantuvieron en el bioterio de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala, bajo
las siguientes condiciones; a una temperatura de 23-28 °C en ciclos de 12 h luz -

12 h oscuridad, con su respectivo alimento y agua a placer.

Los organismos se distribuyeron de manera aleatoria (n=6), de la siguiente forma:

Duracién del tratamiento Nombre del grupo Tratamiento
Control (CN) Conejina
6 meses Grasa (FAT) Conejina + 3 % acido palmitico
Control (CN) Conejina
12 meses Grasa (FAT) Conejina + 3 % acido palmitico

Después del tiempo transcurrido con las dietas (6 y 12 meses), los organismos
fueron sacrificados por una sobredosis intraperitoneal de pentobarbital sodico
(63mg/2.5kg de peso), para extirpar el higado y congelarlo con nitrégeno liquido

para su conservacion a -70 °C para su posterior utilizacion.

Previo a la anestesia general, por puncion de la vena marginal de la oreja se les
extrajo una muestra sanguinea, se obtuvo el suero por centrifugacion a 3500 rpm
por 10 min., a los sueros obtenidos se les realizd la cuantificacion de glucosa,
colesterol total, colesterol-HDL, colesterol-LDL y triglicéridos, asi como
cuantificacion de las enzimas hepaticas: aspartato transferasa (AST), alanino
transferasa (ALT), gamma glutamil transpeptidasa (GGT) y fosfatasa alcalina
(ALP), estas valoraciones fueron realizadas por un laboratorio de referencia
internacional (CARPERMOR, S.A. de C.V.).

25



Corte y tincion histolégica

Las muestras de higado se lavaron con PBS 1X 3 veces y se fijaron en
paraformaldehido al 4 %, se procesaron por la técnica histolégica de rutina y se
incluyeron en bloques de parafina. La evaluacién histologica se realiz6 en cortes
de 5 ym. A todas las muestras se les realizo la tincién de H y E (anexo 1), con el

fin de observar la histologia general de los 6rganos e identificar posibles cambios.

Sintesis y Validacion de Oligonucleotidos

Se disenaron los oligonucledtidos especificos para el RNAm de cada una de las
moléculas evaluadas. La secuencia de los genes de IL-13, IL-18, Nrf2 y el gen
constitutivo GAPDH, se buscaron en la base de datos del Centro Nacional de

Informacién Biotecnolégica (NCBI, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

La confirmaciéon del funcionamiento tedrico de los oligonucleétidos, su
especificidad y la longitud del producto, se realizé con el algoritmo PICKPRIMERS,

en la siguiente pagina (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/)

Extracciéon de RNA

Mediante en protocolo con fenol acido y buffer AE (anexo 2), se realizd la
extraccion RNA partiendo de aproximadamente 1 cm® de cada uno de los 12
higados, es decir; 3 organismos de cada grupo experimental.

Se midié la concentracion de RNA obtenido, por espectrofotometria, con una

longitud de onda de 260 nm, aplicando la siguiente férmula:

(abs) (fac. dil) (cte) = ug/ul

Donde (abs) = absorbancia; (fac. dil) = factor de dilucidon en el que se encontraba la muestra; y (cte) =

constante equivalente para RNA con valor de (0.040).
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Transcripcion reversa (Sintesis de cDNA)

Se llevé a cabo una sintesis de la copia complementaria del DNA (cDNA) a partir
de 2 uG de RNA y mediante una trascripcion reversa (rtPCR) con el Kkit,
SuperScript® Ill First-Strand Synthesis SuperMix, (anexo 3) atendiendo

las instrucciones del proveedor.

PCR punto final

Para validar la correcta sintesis de cDNA de los grupos experimentales se
realizaron reacciones de PCR punto final (Biotecmol amplificasa TAQ
POLIMERASA) mediante la amplificacion del gen constitutivo GAPDH (anexo 4).

La validacion del disefio correcto de los primers IL-13, IL-18 y Nrf2, se comprobé
en un modelo experimental de inflamacion aguda. Este disefio experimental se
realizé utilizando un conejo adulto de 2 kg al cual se le aplico por via endovenosa
0.2 mgs de lipopolisacarido (LPS) (Masaki et al. 2004). Este organismo fue
sacrificado 6 horas después del reto con LPS para extirpar el higado y realizar
extraccion de RNA, sintesis de cDNA y PCR punto final con diferentes
temperaturas de alineacion: 62° C (IL-13), 57° C (IL-18), 62° C (Nrf2), y para el
gen constitutivo 62° C (GAPDH). Para observar los resultados de la PCR se
hicieron migraciones electroforéticas en geles de agarosa al 2.5 % (anexo 5),

utilizando un marcador molecular (Gene ruler) de 50 pb.

gPCR tiempo real

Con el cDNA obtenido, se realizaron reacciones por triplicado en gPCR tiempo
real (QPCR- quantitative, por sus siglas en inglés) (anexo 6).

Antes de procesar las muestras experimentales se elaboraron curvas de
disociacion desde los 60° C hasta los 95° C a intervalos de 3° C, con la

intencidén de corroborar la presencia de un solo amplicon.
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De igual manera se realizé un analisis de expresion génica relativa con
los valores de Ct obtenidos de cada uno de los genes, incluyendo

GAPDH (gen constitutivo) mediante el método de 244!,

Analisis estadistico

Los datos de AACt se introdujeron en el programa GraphPad Prisma 6.0 para
analizar la expresion relativa de los genes mediante el estadistico ANOVA de una
cola y la prueba de T; el valor de p< 0.05 fue considerado como estadisticamente

significativo.
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DISENO EXPERIMENTAL

12 conejos
Oryctolagus cuniculus NZW
30 dias de nacidos
300 £ 30 gr
Bioterio FESI 23-28° C
12hrs luz-12hrs oscuridad

CN (n=3) FAT (n=3) Alimento y agua a placer CN (n=3) FAT (n=3)
6 MESES 6 MESES 12 MESES 12 MESES
Conejina Conejina + 3 Conejina Conejina + 3
% de acido % de acido
palmitico palmitico
I
Cuantificacion quimica: Funcion hepatica:
Glucosa (Glu), triglicéridos (TG), colesterol total Aspartato aminotransferasa (AST)
(Chol), colesterol-HDL (HDL), colesterol-LDL Alanina aminotransferasa (ALT) Fosfatasa alcalina
(LDL). (ALP) Gamma-glutamil transferasa (GGT).
(CARPERMOR, S.A. de C.V.) (CARPERMOR, S.A. de C.V.)
| |
1

Sobredosis intraperitoneal pentobarbital sédico (63mg/2.5kg de peso)
Obtencién del higado
Congelado con nitrégeno liquido, conservacion a -70 °C.

Sintesis y Validacion Extraccién de
de Oligonucledtidos RNA
IL-13, IL-18, Nrf2 PC Fenol acido
y gen constitutivo I?inzllmto
GAPDH PCR tiempo Sintesis de cDNA
Ige(?ll? Trascripcion
: - , q - reversa (rtPCR
Figura 6.- Disefio experimental quantitative ( )




RESULTADOS

Peso
El seguimiento mensual del peso de los organismos con los diferentes
tratamientos se muestra en la grafica 1, donde no se observa una diferencia

estadisticamente significativa entre grupos (Grafica 1).
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Grafica 1. Modificacién de peso corporal de los organismos control y tratamientos durante 12 meses.

Parametros bioquimicos

Tampoco se observan diferencias significativas en los parametros bioquimicos
colesterol total, triglicéridos, colesterol HDL, LDL y glucosa (grafica. 2a), ni en la
cuantificacion sérica de enzimas hepaticas: AST-Aspartato aminotransferasa, ALT-
Alanina aminotransferasa, GGT- Gamma glutamil transpeptidasa y ALP-Fosfatasa

alcalina (gréfica. 2b).
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Gréafica 2a. Pardmetros bioquimicos: Chol-Colesterol total, TG-triglicéridos, colesterol HDL y LDL, Glu-

Glucemia.
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Grafica 2b. Enzimas hepaticas: AST-Aspartato aminotransferasa, ALT-Alanina aminotransferasa, GGT-

Gamma glutamil transpeptidasa y ALP-Fosfatasa alcalina
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Analisis histoldgico
La figura 7 nos permite observar infiltracion minima de grasa en el citoplasma de
los hepatocitos a los 6 meses de tratamiento, sin embargo, es mas notoria la

infiltracion a los 12 meses del tratamiento.
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Figura 7. Cortes histoldgicos de higado de conejos a los 6 y 12 meses del tratamiento con 3 % de
acido palmitico. Comparaciones de cortes histolégicos de higado de los grupos control y tratamiento, donde

se muestra la infiltracion grasa sefialada con las flechas blancas (espacio blanco que rodea el punto morado).
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Estandarizacion de primers

Para la estandarizacion de los primers se realizé la busqueda de la secuencia de

genes en la siguiente pagina https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/

Nombre del gen Secuencia Producto
Forward 5" CATTGCTGTGACCTGCCTT 3’
IL-13 106 pb
Reverse 5'CTGGTTGTGTGTGATGTTGA 3"
Forward 5'CCTCTCTGTGAAGTGTAAGAA 3’
IL-18 - 1 183 pb
Reverse 5 AAGTATCCGTCATACAATGAAG 3
Forward 5" AGATGAAGAGACAGGTGAAAT 3’
Nrf2 221 pb
Reverse 5' GGCTGGGAGTATCAGGAAC 3’
Forward 5' CTGGCAAAGTGGATGTTGT 3’
GAPDH 163 pb
Reverse 5' TCCTGGAAGATGGTGATGG 3'

Tabla 2. Oligonucleétidos especificos para las moléculas IL-18, IL-13 y Nrf2..

Para validar la integridad del cDNA obtenido de los grupos experimentales, se

realizaron PCRs punto final utilizando el gen constitutivo GAPDH, para después

demostrar en migraciones electroforéticas el tamafo especifico para cada

amplificacion (Figura 8).

B =Blanco
Control: 1,2, 3
Grasa: 4, 5,6

Control: 7,8, 9
Grasa: 10,11, 12

10

B 7 8 9 11 12
| R - - - -

6 meses

12 meses

Figura 8. Validacién del cDNA de los 4 grupos experimentales con el gen constitutivo GAPDH (163 pb)

a una temperatura de disociacion de 62°C, en gel de agarosa al 2.5%. Carriles “B= blanco” control

negativo, los carriles posteriores muestran la amplificacién del producto. Carriles marcados con los numeros 1,

2, 3 grupo control de 6 meses, carriles 7, 8, 9 grupo control de 12 meses, carriles 4, 5,6y 10, 11, 12 que son

los grupos grasa de 6 y 12 meses respectivamente.
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Como se puede observar en la imagen anterior los amplicones de los cuatro

grupos experimentales muestran el tamafo correcto de amplificacion para GAPDH

(163 pb).- Una vez validada la especificidad de la reaccion, el cDNA se uso en la

reaccion de qPCR tiempo real.

Para validar la correcta amplificacion y especificidad de los primers, los resultados

de la PCR se revelaron en migraciones electroforéticas en geles de agarosa al 2.5

%.

Las migraciones nos permitieron observar y confirmar que no hubo errores en el

proceso de amplificacion y que solo se amplificaron productos especificos.

También se confirmoé las temperaturas de amplificacion para IL-13 (57° C),

mientras que para IL-18 y Nrf2 fue de 62° C (Figura 9).

-IL-18
-1L-18
-1L-13
-IL13
- Nrf2
.- Nrf2

N o oo s e N o

- Gene ruler 50 pb

[=)
(*)
(-)
(%)
=)
(%)

CORRE DR

———

183 pb

221 pb

106 pb

Figura 9. Validacién de la correcta amplificacion de los primers IL-18, IL-13 y Nrf2 en gel de agarosa al

2.5 %. En el carril 1 se muestra con 50 pares de bases (pb) el marcador nuclear, posteriormente en los

carriles 3, 5y 7 se observa la banda con la longitud del producto para cada gen, asi como su control negativo

para cada uno (carriles: 2, 4 y 6).
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Curvas de disociacion (Melt curve)
El cDNA fue utilizado como templado para las reacciones de Q-rt—PCR por
triplicado desde los 60° C hasta los 95 °C, para poder observar la presencia de un

solo amplificado (figura 10).

Expresion relativa

Una vez comprobada la especificidad y la temperatura de disociacion, se evalué la
expresion relativa de IL-13, IL-18 y Nrf2, comparandolas con el gen constitutivo
GAPDH mediante RT-gPCR (PCR cuantitativa) del cDNA obtenido a partir del
RNA por Transcriptasa reversa.

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

utilizando el método 24Ct,

Doénde: g = grupo control de grasa; ¢ = control; gen = ya sea IL-13, IL-18, Nrf2 o GAPDH.

35



) Melt Curve Melt Curve
50
33
28
40
23
< =
o [’
L L
B 30 i)
T T
2 2
@ & 18
© ©
o o
Z Z
T T
S z
& &
a a
13
20
08
10
03
65.0 70.0 75.0 80.0 85.0 20.0 95.0 65.0 700 750 80.0 850 90.0 95.0
Tm: 80.36 Tm: 74.84
Temperature (°C) Temperature (°C)
Melt Curve Melt Curve
45
50
40
35
40
3o
c <
® ®
L L
z 30 g
5 H 25
2 2
o &
i i
o o
= Z
T bl
Z z
3 3 20
20
15
10
10
05
85.0 70.0 750 80.0 850 20.0 950 65.0 700 750 80.0 850 90,0 950
m: 82,89 Tm: 80.36
Temperature (°C) Temperature (°C)

Figura 10. Curvas de disociacion (Melt curve). a) GAPDH, b) IL-13, ¢) IL-18, d) Nrf2. Se puede observar la
Tm de amplificacion de productos especificos para cada primer.
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IL-13 comparaciéon de 6 y 12 meses de tratamiento.

La grafica 3 muestra que los mensajeros de IL-13 se sobreexpresaron 13.38 y
16.26 veces en los grupos FAT de 6 y 12 meses respectivamente en comparacion
del grupo control, resultado estadisticamente significativo (p< 0.0018). Al comparar
los grupos FAT, se nota una ligera elevacion en la expresion a los 12 meses, sin

deferencias estadistica entre estos grupos.
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Grafica 3. Expresion relativa de IL-13 a los 6 y 12 meses de tratamiento con dieta grasa de 3 % de acido
palmitico. CN: Control; FAT 6M (Dieta con 3 % de AP por 6 meses); FAT 12M (Dieta con 3 % de AP por 12
meses). Los grupos se compararon con una prueba de t Student **p= 0.0018, la barra muetra el error

estandar de la media.
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IL-18 comparaciéon de 6 y 12 meses de tratamiento.

La grafica 4 muestra la expresion de los mensajeros de IL-18, en los grupos FAT
de 6M y 12M se observa un incremento en la expresion de 826.23 y 2.12 veces
respectivamente, en comparacion con el control, diferencia estadisticamente
significativa, control (CN) vs grasa 6 meses (FAT 6M) p= 0.0001 y control (CN) vs
grasa 12 meses (FAT 12M) p= 0.0464. Al comparar los grupos FAT se observa
una disminucion en la expresion a los 12 meses de tratamiento con una diferencia

significa (p=0.0001).
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Gréfica 4. Expresién relativa de IL-18 a los 6 y 12 meses del tratamiento con dieta grasa de 3 % de
acido palmitico. CN: Control; FAT 6M: Dieta con 3 % de AP por 6 meses; FAT 12M; Dieta con 3 % de AP por
12 meses. Los grupos se compararon con una prueba de t Student *p= 0.0464, ***p= 0.0001, la barra muestra

el error estandar de la media.
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Nrf2 comparacion de 6 y 12 meses de tratamiento.

La grafica 5 observamos la expresion de Nrf2, en el grupo FAT a los 6 meses de

tratamiento aumento 174.23 veces en comparacion con el CN con una p=0.0322,

mientras que a los 12 meses, su expresion se incrementd 10.98 veces en

comparacioén con el CN con una p=0.0001. Por otro lado, al comparar la expresion

entre los grupos FAT 6M y 12M, se encontraron diferencias significativas

p=0.0399.

400- ,
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Gréfica 5. Expresion relativa de Nrf2 alos 6 y 12 meses del tratamiento con dieta grasa de 3 % de acido
palmitico. CN: Control; FAT 6M (Dieta con 3 % de AP por 6 meses); FAT 12M (Dieta con 3 % de AP por 12

meses). Los grupos se compararon con una prueba de t Student *p= 0.0399, ***p= 0.0001, la barra muetra el

error estandar de la media.
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Expresion de moléculas a 6 y 12 meses de tratamiento

La grafica 6 nos permite observar de manera integral y de forma comparativa- la

expresion de las tres moleculas a los 6 y 12 meses de tratamiento, donde

observamos que la IL-13 fue la unica molécula que no presentoé diferencias en su

expresion a los 6 y 12 meses de tratamiento, sin embargo en ambos tiempos se

encuentra sobre expresada; por otro lado a los 12 meses de tratamiento la

molécula Nrf2 presento una disminucidn en su expresion sin llegar a normalizarse

con el control; resultado semejante al de IL-18.

1000
900
800
700
600

400
300-
200+
100+

Expresion relativa

16.24

Grafica 6. Comparativo de la expresion de moléculas IL-13, IL-18 y Nrf2. La expresion de las moléculas se

ve disminuida significativamente a los 12 meses del tratamiento
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DISCUSION
La obesidad y el sobrepeso son condiciones causadas principalmente por la

ingesta de alimentos ricos en grasas saturadas, a tal punto que se han convertido
en uno de los problemas de salud publica con mayor impacto a nivel mundial
(Contreras-Leal and Santiago-Garcia 2011). Al mismo tiempo estas alteraciones
estan fuertemente relacionados con la esteatosis hepatica, enfermedad del higado
graso no alcohdlico que puede progresar y ser un precursor de enfermedades
hepaticas mas graves, como la cirrosis y el carcinoma hepatocelular. Los
mecanismos patogénicos subyacentes a la progresion de la esteatosis a NASH
siguen sin estar claros; sin embargo, la inflamacién, las citocinas proinflamatorias
y el estrés oxidativo se han postulado para desempefiar papeles clave (Joshi-
Barve et al. 2007).

El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de una dieta adicionada con

3 % de acido palmitico sobre el progreso del fendmeno inflamatorio en higado,
organo clave del metabolismo de lipidos y la respuesta inmunoldgica; que se ve
afectado principalmente por el depdsito ectopico de grasas (Feldstein et al. 2003;
Lana et al. 2016).

Diferentes estudios relacionan las dietas ricas en lipidos con el incremento del
tejido adiposo, el desarrollo de sobrepeso y obesidad, condiciones que inducen la
elevacion de triglicéridos, disminucidén de colesterol HDL, elevacion de colesterol
LDL y elevacién de la glucosa (Lizazaburu Robles 2013). Sin embargo, nuestros
resultados indican que la dieta adicionada con 3 % de AP no induce sobrepeso en
los organismos durante los 6 y 12 meses (grafica 1) y no altera las pruebas
bioquimicas de lipidos y glucosa (grafica 2a). De la misma manera se ha
reportado que la elevacidon de AST-Aspartato aminotransferasa, ALT-Alanina
aminotransferasa, GGT- Gamma glutamil transpeptidasa y ALP-Fosfatasa alcalina,
son indicadores de dafo hepatico (Daza and Juan 2008). Sin embargo nuestro
analisis no muestran alteraciones en la concentracion de estas enzimas (grafica
2b); es decir; la dieta adicionada con 3 % de AP no causé sobrepeso ni obesidad,
ni cambios en los lipidos evaluados, tampoco muestra cambios en las

concentraciones de enzimas hepaticas, lo que nos indica que el consumo de 3 %
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de AP es bajo como para provocar alteraciones en este tipo de estudios
analizados, incluso la OMS recomienda en humanos un consumo de grasas
saturadas de hasta el 10% en la ingesta caldrica diaria, para evitar el aumento de
peso corporal (OMS, 2015).

Por otra parte se ha reportado que la exposicion a AP causa acumulacion grasa
en hepatocitos, dependiendo de la dosis y el tiempo de exposicion, como lo
reporta Joshi-Barve et al. en el 2007 quien administré una dieta adicionada con 10
% de AP en cultivos in vitro de hepatocitos durante 24 h observando como
resultado una acumulacion 2.5 veces mayor de TG en el cultivo tratado con AP
que en los hepatocitos no tratados. Datos que concuerdan con nuestros
resultados, donde el analisis histologico del tejido hepatico, nos permitié observar
infiltracion grasa (caracteristica de esteatosis) minima a los 6 meses y de manera
mas notoria a los 12 meses del tratamiento (figura 7), lo que indica que el
consumo de AP en bajas dosis (3 %) en periodos prolongados es capaz de inducir
esteatosis hepatica.

Esta documentado que las dietas hipercaléricas favorecen el desarrollo del
fendmeno inflamatorio (Ramirez et al. 2016), asi como, la acumulacion excesiva
de TG en hepatocitos, evento relacionado con el EO (Rolo, Teodoro, and Palmeira
2012). Sin embargo el tejido hepatico cuenta con moléculas que desempefan un
papel de regulacion de las vias inflamatorias y el mantenimiento de la homeostasis
hepatica (Lana et al. 2016).

En este proyecto también se evalué la expresién hepatica de IL-13 a nivel
transcripcional, ya que se ha reportado tiene propiedades antiinflamatorias (de
Oliveira et al. 2011). Darkhal et al. en 2015, trabajaron con ratones con obesidad
inducida por una dieta hipercalérica y que sobreexpresaban la IL-13, con lo que
demostraron que la sobreexpresion de IL-13 actué como inhibidor del depdsito
ectdpico de lipidos a nivel hepatico, controlar la ganancia de peso por la dieta
hipercaldrica, y regular las concentraciones de glucosa e insulina.

Estos resultados coinciden con los nuestros ya que la sobreexpresion de IL-13 se
mantuvo durante los 6 y 12 meses de experimentacion (Grafica 3), resultado que

es coincidente con la ausencia de cambios en el peso (grafica 1) y cambios en los
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parametros metabdlicos evaluados (grafica 2a). Sin embargo en el analisis
histologico (figura 7) pudimos observar infiltracion de grasa hepatica (esteatosis) a
los 6 y 12 meses en los grupos experimentales. No obstante, no se observa
evidencias de HGNA, lo que revela una probable funcién de IL-13 como
modulador del desequilibrio de estos factores originados por la dieta de 3 % de
AP.

La IL-18 es wuna citocina conocida principalmente por sus propiedades
proinflamatorias, aunque en diversos estudios se ha descrito que tiene
propiedades como regulador de la homeostasis energética (Zorrilla et al. 2007).
Netea et al. en el 2006, trabajé con ratones knockout IL-187, y observo que a los 3
meses de edad tenian un peso corporal notablemente mayor en comparacion con

+/+

el grupo control IL-18™", a los 6 meses los ratones IL-187 pesaban 18.5 % mas
que el grupo IL-18""" , mientras que a los 12 meses IL-18" pesaban 38 % mas que
el grupo IL-18", llegando a la conclusién de que la deficiencia de esta citocina
genera mayor apetito que en los ratones IL-18", y por ende mayor ingesta de
alimentos, acumulacion excesiva de tejido adiposo y obesidad, ademas de que a
los 6 meses de edad, favorece el desarrollo de resistencia a la insulina,
hiperinsulinemia e hiperglucemia, factores relacionados con sindrome metabdlico.
Por otro lado, se observd que la administracion de IL-18 a ratones expuestos a
dietas ricas en carbohidratos y lipidos, disminuye el dafio hepatico por las dietas
hipercal6ricas y regulan la ganancia de peso, lo que indica que puede desarrollar
una funcion reguladora de la homeostasis energética Lana et al. en el 2016.
Nuestros resultados muestran (grafica 4) la sobreexpresion estadisticamente
significativa de IL-18 a los 6 y 12 meses de experimentacion en comparacion con
el control, por otro lado al comparar los grupos experimentales de 6 y 12 meses se
puede apreciar una disminucion significativa en la expresion de la molécula a los
12 meses. Zorrilla et al. en el 2007 documenta que una comida rica en grasas
hace que los niveles de IL-18 circulante aumenten. Por lo que podemos inferir que
la dieta adiciona con 3 % de acido palmitico, indujo la sobre expresion de IL-18 a
los 6 meses, actuando como un regulador del balance de energia positiva,
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posiblemente modulando la ingesta energética, evitando la ganancia de peso y
alteracién en los parametros sanguineos evaluados.

El consumo de dietas altas en grasa también puede alterar el metabolismo del
oxigeno ya que los depdsitos de grasa son vulnerables a sufrir reacciones de
oxidacion y si la produccion de ERO excede la capacidad antioxidante de la célula,
el EO que produce por la peroxidacién lipidica podria contribuir a causar dafos
directos o indirectos de a diferentes 6rganos y/o la activacidén de vias inflamatorias
(Bautista et al. 2011; Xavier et al. 2016).

Nrf2 es un factor de transcripcién que regula el estado redox, y media la induccion
de genes antioxidantes y desintoxicantes estimulados por el estrés, regula
positivamente la reparacion y degradacion de moléculas dafiadas, modulando el
metabolismo ademas, inhibe la lipogénesis y favorece la B-oxidacién de acidos
grasos (Hayes and Dinkova-Kostova 2014). Se ha sugerido también que el
sistema Nrf2 contribuye a la proteccion contra varias patologias como el cancer, la
toxicidad hepatica y la inflamacion (Konigsberg Fainstein M 2007).

En nuestros resultados (grafica 5) podemos observar que Nrf2 se ve sobre
expresada 174.23 veces mas a los 6 meses de tratamiento en comparacién con el
control. Rolo, Teodoro, and Palmeira en el 2012 mencionan que la acumulacién en
exceso de triglicéridos en los hepatocitos deteriora la capacidad oxidativa de las
mitocondrias alterando el estado redox de la CTE y las vias peroxisomal y
microsomal por ende el escape masivo de moléculas oxidantes. Lo que podria
explicar la elevacion en la transcripcion de Nrf2 a los 6 meses. Sin embargo, a los
12 meses la expresion se ve disminuida no ha niveles basales como el grupo
control, pero si una disminucién significativa en comparacion con el tratamiento de
los 6 meses. Posiblemente este resultado se pueda atribuir a la funciéon de IL-18
como regulador metabdlico de la homeostasis energética (Lana et al. 2016; Netea
et al. 2006), funcion reflejada en la disminucién de su expresion a los 12 meses
del tratamiento (grafica 4). Esta accion posiblemente propicia un efecto en la CTE,
disminuyendo la liberacién de moléculas oxidantes (e’) y con ello la disminucién en

la expresién de Nrf2 a los 12 meses del tratamiento (gréfica 5).
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CONCLUSION

La ingesta de 6 y 12 meses de la dieta adicionada con 3 % de &acido
palmitico, no causo cambios en el peso de los organismos ni alteraciones
en los parametros bioquimicos evaluados (colesterol total, triglicéridos,
colesterol HDL, LDL ni glucosa).

La dieta adicionada con 3 % de AP no altera la concentracion sérica de
enzimas hepaticas: AST-Aspartato aminotransferasa, ALT-Alanina
aminotransferasa, GGT- Gamma glutamil transpeptidasa y ALP-Fosfatasa
alcalina.

El consumo cronico de acido palmitico (3 %) es capaz de inducir la
acumulacién ectopica de grasa en tejido hepatico (Esteatosis hepatica).

La ingesta cronica (6 y 12 meses) de &acido palmitico induce la
sobreexpresion de IL-13, fendmeno relacionado con el desarrollo de
inflamacion.

La dieta adicionada con 3 % de AP, indujo la sobre expresién de IL-18 a los
6 meses, actuando posiblemente como un regulador del balance energético
positivo, y como modulador de la ingesta energética.

La sobrexpresion de Nrf2 a los 6 meses del tratamiento, evidencia un
posible desbalance en el estado redox, expresion que disminuyo a los 12
meses del tratamiento posiblemente accién de IL-18.

En general la dieta adicionada con 3 % de acido palmitico induce el
desencadenamiento de inflamacion de bajo grado y estrés oxidativo,
evidenciado por la modificacion en la expresion de las moléculas IL-18, IL-
13 y Nrf2.
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PERSPECTIVAS

Este trabajo nos acerca un poco mas al estudio del dafio temprano en higado
ocasionado por el consumo cronico de acido palmitico en una dosis (3 %) que se
asemeja a lo que se puede consumir cotidianamente dentro de una dieta diaria

rica en grasas.

Esta clara la relacion que hay entre las dietas ricas en grasas y la acumulacion
ectopica de AGL en el higado (esteatosis), seria conveniente realizar un analisis a

nivel séricos de los AGL que hay durante el periodo de administracién de la dieta.

Por otro lado, se ha reconocido la funcién de IL-18 como molécula con funciones
proinflamatorias, sin embargo también tiene registros de actuar como una
molécula reguladora del metabolismo energético, funcion que en base a la
bibliografia y de acuerdo a nuestros resultados pudimos atribuirle a esta molécula,
por lo tanto seria util hacer un analisis mas especifico de la funcién de IL-18 para
saber en qué punto pasa de realizar un trabajo a otro, para estar consciente de la

funcién especifica que esta realizando en este trabajo.

Dado que los resultados de este trabajo brindan algun tipo de informacion sobre la
relacion que hay entre la dieta y el estrés oxidativo, seria importante realizar una
cuantificacion de especies reactivas de oxigeno para poder validar correctamente

que este fendmeno se esta presentando.
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ANEXOS

Anexo 1

Técnica histologica

Fijacion:
Paraformaldehido al 4%.
Reactivos:
Paraformaldehido 20 gr.
Agua destilada 450 mL

Procedimiento:

Calentar a 60°C por 30 min.

Adicionar 50 mL de PBS 10X.

Ajustar pH a 7.2 con un potenciometro.
Aforar a un volumen de 500 mL.

Técnica histologica

Reactivos:

Etanol

Xilol

Parafina

Agua destilada

Obtener fragmentos de higado, rifdn y pulmon y sumergir en
paraformaldehido al 4% minimo 12 horas.

Lavar en agua corriente.

Deshidratar en alcoholes graduales

Etanol al 60% 60 min.

Etanol al 70% 60 min.

Etanol al 80% 60 min.

Etanol al 96% 60 min.

Etanol al 96% 60 min.

Etanol absoluto 60 min.

Etanol absoluto 60 min.

Colocar los fragmentos en etanol-xilol 1:1 por 60 min.
Colocar los fragmentos en xilol 60 min. dos veces.

Preincluir los fragmentos en parafina liquida a 60°C.
Inclusion definitiva de los fragmentos con parafina y dejar solidificar.
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Desparafinado de laminillas

e Colocar las laminillas con los cortes en la estufa a 60° C por 10 min.
e Colocar los cortes en xilol por 5 min.

e Pasar las laminillas a una mezcla de xilol-etanol por 5 min.

e Transferir a etanol absoluto por 2 min.

e Transferir a etanol de 96° por 2 min.

e Enjuagar lento con agua destilada.

Técnica de tincidn con hematoxilina y eosina (HyE)
Reactivos:

e Xilol

e Etanol absoluto

e Agua destilada

e Hematoxilina de Gill *

e Agua destilada 730 mL Yodato de sodio 0.2 g

e Etilenglicol 250 mL Sulfato de aluminio 17.6 g

¢ Hematoxilina anhidra (polvo) 2.0 g

e Acido acético glacial 2.0 mL

e Siesta en cristales pesar 2.36 g

e Para preparar se debe seguir el orden, agitar a temperatura ambiente (TA)
por 1 hr., filtrar la primera vez antes de usar.

e Solucion de alcohol-acido.

e Solucion de agua amoniacal 1% v/v

e Etanol de 70° 99 mL Hidréxido de amonio 1 mL

e Acido clorhidrico (HCI) 1 mL Agua destilada 99 mL

e Eosina (Solucion stock):

e FEosina amarillenta 1.0 g

e Agua destilada 20 mL

e Etanol de 96° 80 mL

e Solucion de trabajo:

e Tomar una parte de la solucién stock y agregar en tres partes de alcohol de
80 °C.

e Antes de usar agregar 0.5 mL de acido acético glacial, por cada 100 mL de
colorante preparado y agitar.
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Procedimiento:

Desparafinar los cortes con xilol por 5 min.

Hidratar con etanol-xilol por 5 min.

Hidratar con etanol absoluto y etanol de 960

por 2 min c/u.

Enjuagar lentamente con agua destilada.

Sumergir los cortes en hematoxilina de Gill, 2 min.
Enjuagar lentamente en agua de la llave (2 lavados).
Sumergir rapidamente en alcohol acido (1 inmersion).
Enjuagar lentamente con agua de la llave (2 lavados).

Sumergir rapidamente en agua amoniacal (2 inmersiones).

Enjuagar lentamente con agua de la llave (2 lavados).
Enjuagar lentamente con agua destilada.

Sumergir los cortes en eosina (6 inmersiones).
Deshidratar con etanol de 96 (2 cambios) 2 min c/u.
Sumergir en etanol absoluto (2 cambios) 2 min c/u.
Sumergir en etanol-xilol 3 min.

Sumergir en xilol (2 cambios) 2 min c/u.

Montar con resina sintética.

Anexo 2

Extraccién de ARN con Fenol Acido

Reactivos

Buffer AE (para 100mL)

Acetato de Sodio 3M pH 5.2 a 1.67 mL
EDTA6.5MpH8a2mL

H20 a 96.33 mL

Método:

Lavar tejido con 500 ul de Buffer AE para remover excedente de sangre.
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Picar tejido, adicionar 500 ul de buffer AE y transferir a un tubo limpio (tubo
1), adicionar 5 ul de Diethyl pyrocarbonate puro (DEPC).

En un tubo (tubo2) poner 300 mg de perlas de vidrio (aprox.) con 400 pl de
fenol acido y 20 pl de SDS al 20% y colocar el tubo a 65° C (previamente al
siguiente paso).

Vertir el contenido del tubo 1 en el tubo 2, mezclar en vortex 30 s. y luego
colocar a 65 °C durante 5 min. (x2)

Colocar los tubos a -70°C durante 5 min.

Centrifugar a 13,000 rpm durante 5 min. Recuperar la fase acuosa en tubo
eppendorf nuevo

Segundo lavado de Fenol: agregar 400 ul de Fenol acido

Vortex 30 s. centrifugar nuevamente a 13,000 rpm y recuperar fase acuosa-
Agregar 250 ul de fenol acido y 240 pl de solucién Cloroformo-alcohol
isoamilico (24:1)

Vortex 30 s.

Centrifugacion 13,000 rpm durante 5 min. Recuperar fase acuosa en
eppendrof nuevo.

Agregar 500 pl de cloroformo/ alcohol isoamilico (24:1) vortex 30 s. y
centrifugar a 13,000 rpom durante 5 min.

Recuperar fase acuosa en tubo nuevo midiendo lo que se recupera
Precipitar ARN con 0.1 volumen de Acetato de Sodio 3M y 2.5 volumenes
de Etanol 96 -100% grado biologia molecular.

Poner a -70° C de 20- 30 min.

Centrifugar en frio 15 min a max. velocidad (13,000 rpm)

Desechar sobrenadante

Lavar pellet con 500 pl de etanol 75% grado biologia molecular
Centrifugar en frio durante 3 min.a max. velocidad

Desechar sobrenadante y dejar secar pellet durante 5 min.

Resuspender en agua DEPC a consideracion (30 -100 pl ) y guardar a -
20°C.
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Anexo 3
Sintesis de cDNA

En un tubo de PCR (tubo 1) se combinaron los siguientes reactivos
e RNA 5ug
e Random hexamers 1pl
¢ Annealing Buffer 1l

o RNase/DNase-free water to 8l.
Descripcion del programa de corrida (Termociclador):

e Desnaturalizacion del RNA en un ciclo térmico de 65° C por 5 minutos.

e Posteriormente a la desnaturalizacion afadir los siguientes reactivos al tubo
1:

2X First-Strand Reaction Mix 10pl

SuperScript® [1I/RNaseOUT™ Enzyme Mix 2ul.

¢ Amplificacién en un ciclo térmico de 50° C por 90 minutos

Anexo 4
PCR Punto Final

En un tubo de PCR combinar los siguientes reactivos

e Buffer 10X 2ul

e MgCl2[1.5 mM] 1ul

e dNTP’s 2yl

e Taq Polimerasa 1 unidad por volumen de cDNA (.2ul)
e CcDNA 2yl

e 1 ul de cada uno de los oligonucleétidos (Fw & Rv)

e H,O DEPC cbp 20ul

Descripcién del programa de corrida (Termociclador)
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e 1.-Desnaturalizacién inicial 94° C por 5 minutos

e 40 ciclos constituidos por una desnaturalizacion a 94° C por 30 segundos,
seguido de una alineacién de 30 segundos a una temperatura que depende
del oligo que sea utilizado y una amplificacién a 72°C por 30 segundos.

e Extension final a 72° C por 5 minutos

Anexo 5
Migraciones electroforéticas (preparacion de gel de agarosa al 2.5% para

marcador molecular de 50 pb)

Reactivos

e Agarosa

e TAE[1X]

e Bromuro de Etidio
En un matraz colocar .025 g de agarosa + 50 ml de buffer TAE (1X), y calentar y
hasta que la mezcla sea homogénea (procurando evitar la formacion de burbujas),

y agregar 5ul de Bromuro de Etidio y mezclar perfectamente.

Preparacion del Buffer TAE 10X

Reactivo Cf g

Tris 40mM 48.49g
Acido acético glacial - 11.42g
Na, EDTA 2Mm 7.449g
H,O destilada - cbp 1L
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Anexo 6

gPCR Tiempo Real

Para todas las reacciones se ocup6 el mix:

e Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master Mix (2X) (volumen),

e Primers Fwy Rv (IL-13, [L-18 y Nrf2) 0.5ul c/u

e cDNA 1pl

e H>,O DEPC cbp 20ul.
Las condiciones de amplificacion fueron iguales para las 3 moléculas
(IL-13, IL-18, Nrf2) y el control GAPDH.

e Paso inicial de 15 min a 95 °C,

e 40 ciclos a 95 °C

e Finalmente 1 min. A 60 °C.
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