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Abreviaturas

OMS Organizacion LPS lipopolisacarido
Mundial de la Salud

AP acido palmitico IL-33 Interleucina 33

AG Acido graso ADA Adenosin

deaminasa

SM Sindrome XOR Xantina oxidasa
metabdlico

AGS Acido graso AU &cido urico
saturado

TA Tejido adiposo rtPCR reaccion en cadena

de la polimerasa
tiempo real




Resumen
La sobrealimentacion en México es un problema que ha desencadenado que mas del

70% de la poblacidn sufra obesidad. Esta sobrealimentacion se ha asociado
principalmente con la ingesta excesiva de azucares y mas recientemente al consumo
de aceite vegetal. Los aceites vegetales en su mayoria estan compuestos por acido
palmitico (AP), que es un acido graso saturado que se encuentra en la mayoria de los
alimentos industrializados, ya que se utiliza como aditivo o estabilizante en la comida
‘chatarra”, de igual forma se encuentra en gran parte de la comida tradicional
mexicana, puesto que esta en su mayoria es preparada con abundante aceite y es
justamente el derivado de la palma el segundo mas consumido a nivel mundial. Sin
embargo, la dieta alta en grasas no solamente ha desencadenado obesidad en la
mayoria de la poblacion mexicana, también ha acarreado consigo un conjunto de
alteraciones metabodlicas que clinicamente se engloban en el llamado sindrome
metabdlico (SM), estas son padecimientos como la hipertension, dislipidemia y la
resistencia a la insulina, estas alteraciones a su vez aumenta el riesgo de padecer
diabetes mellitus 2 y alteraciones cardiovasculares, por lo cual es importante entender
la importancia de la sobrealimentacion en el origen del sindrome metabdlico y sus
complicaciones. Si bien se ha reportado la participacion de la respuesta inflamatoria en
dicho fendmeno, desconocemos cual de todos los elementos de la respuesta
inmunitaria participan en la fase temprana del SM. Ademas de lo anterior, otro
mecanismo conocido que participa en el origen del SM es el estrés oxidativo, fendmeno
que es favorecido por la sobrealimentacion, que a su vez puede llevar también a la
generacion de un proceso inflamatorio crénico de bajo grado, que suele asociarse con
un aumento en la sintesis de acido urico, una complicacién del SM. Debido a lo anterior,
el presente proyecto analizé la expresiéon de IL-33, la interleucina mas reciente en la
familia IL-1, como marcador de inflamacién y de las enzimas XOR y ADA las principales
enzimas reguladoras de la sintesis de AU, todo esto en el higado de un modelo animal
(Oryctolagus cuniculus ) de sobrealimentacion con 20% de acido palmitico, para
saber mas acerca de los mecanismos de accion del proceso inflamatorio y estrés
oxidativo que relacionan el consumo excesivo de grasas y el sindrome metabdlico.

Nuestros resultados mostraron que un consumo excesivo de AP (20%), promueve un



fendmeno inflamatorio que involucra un aumento en la expresion de IL-33, pero ademas

modifica la sintesis de AU mediante cambios en la expresion de XOR y ADA.



Introduccién
La alimentacién es parte fundamental de la vida del ser humano, pues el cuerpo y toda
funcidn metabdlica dependen de la energia que extraemos de los alimentos. Esta
energia le permite a la célula llevar a cabo las reacciones especificas y necesarias para
mantener el equilibrio entre tomar energia del exterior y la sintesis de nuevas moléculas
(Patifio J., 2006), sin embargo, este equilibrio puede no estar presente en diferentes
circunstancias, por ejemplo, cuando el aumento en la ingesta de sustancias como

azucares y grasas causan complicaciones (OMS/FAO, 2002).

En una dieta basada en 2000 Kcal. diarias, la OMS recomienda, con el fin de prevenir
enfermedades cronicas, que menos del 10% de estas calorias consumidas provengan
de azucares (OMS, 2016). No obstante, de acuerdo a datos mostrados por el Instituto
Nacional de Salud, en México se consumen diariamente entre el 20 y 22% de las
calorias, que provienen principalmente de la ingesta de bebidas azucaradas. Esto es un
reflejo de los habitos alimenticios de la poblacidn mexicana y como consecuencia en
Meéxico, desde el afio 2000, la diabetes es considerada la primera causa de muerte, con

registros de hasta 83 000 decesos en el afio 2010 (insp, 2023).

La sacarosa, mejor conocida como “azucar de mesa”, es un disacarido conformado por
fructosa y glucosa. Esta puede obtenerse a partir de la cafia de azucar o la miel de
abeja, sin embargo, actualmente el azucar de cana ha sido reemplazada en la industria
por el jarabe de maiz alto en fructosa, este se adiciona a gran cantidad de productos de
alto consumo humano, como: cereales, reposteria, helados, dulces, jugos y bebidas

gasificadas.

De acuerdo con la American heart association en 2014, las personas que consumen de
17 a 21% de calorias a partir de azucares tienen un 38% de mayor riesgo de morir por
una enfermedad cardiovascular con relacién a quienes consumen menos del 10%
recomendado por la OMS. Por otro lado, también se ha reportado que una dieta

elevada en azucares esta asociada a problemas metabdlicos como estrés oxidativo,



aumento de la lipogénesis de novo, dislipidemia, obesidad y resistencia a la insulina

(Esquivel-Solis y Gémez-Salas, 2007).

Si bien las repercusiones del consumo desmedido de azucares son alarmantes, la
ingesta combinada de azucares y grasas ha ido en aumento y con ellas una nueva
problematica de salud publica a nivel mundial. Es relevante mencionar que el consumo
y la produccion de grasas se ha ido modificando con el paso del tiempo; en el pasado la
ingesta de grasas de origen animal era mucho mayor (manteca, mantequilla, lacteos,
aceite de pescado, etc.), no obstante, la demanda y el costo de adquisicién fueron
colocando a los aceites vegetales como la primera alternativa a nivel mundial
(Chandrasekharan y Basiron, 2001). El aceite de palma es el segundo mas consumido
y producido en el mundo, y es extraido del fruto de la especie Elaeis guineensis, este
es utilizado en la industria alimentaria para conservar, dar textura y sabor a los
alimentos, por lo que es anadido a la gran mayoria de productos industrializados, desde
las margarinas, frituras, pan, galletas, hasta pizza, los cereales, alimentos precocidos,

lo que ha llevado a un consumo descontrolado.

La composicion del aceite de palma es de un 40-50% en acidos grasos saturados
(AGS), siendo el principal el acido palmitico (AP), este acido graso esta compuesto por
una cadena de 16 atomos de carbono y ademas, es el acido graso (AG) mas
abundante en el cuerpo humano. Su consumo esta relacionado con el aumento de
niveles plasmaticos de colesterol y de lipoproteinas de baja densidad (LDL), las cuales
son conocidas como grasas “‘malas”, ya que contribuyen en la formacion de las placas
de ateroma, asi como la activacion de la lipogénesis (Torrejon y Uauy, 2011). Por lo
tanto el aceite de palma es reconocido por aumentar los niveles de colesterol en
comparacion con otros aceites vegetales, tomando en cuenta la cantidad en la que se

consume asi como factores ambientales y el historial clinico (Ye Sun et al., 2015).

Debido al panorama actual donde los alimentos procesados aportan una gran cantidad
de azucares (fructosa) y grasas (acido palmitico), la obesidad ha alcanzado

proporciones epidémicas a nivel mundial y cada afio mueren, como minimo 2.8 millones



de personas a causa de la obesidad o sobrepeso y enfermedades cardiovasculares.
México es de los paises con mayor obesidad en el mundo, al menos 70% de la
poblacién padece obesidad o sobrepeso (PROFECO, 2018), y se calcula que cada
mexicano tiene un excedente energético diario de entre 700 y 800 Kcal (Hernandez y
Ortega, 2016). Como consecuencia ha ido aumentando cada afio el porcentaje de
personas con diabetes, hipertension, hipercolesterolemia, y el numero de eventos
cardiovasculares registrados (ENSANUT, 2012-2018).

El fendbmeno de la sobrealimentacion es complejo y conduce al desarrollo de un
desequilibrio entre la energia consumida y la gastada. Esta situacibn comunmente
provoca la acumulacion anormal o excesiva de energia en forma de triglicéridos, que de
manera comun se almacenan en tejido adiposo (TA) (Blancas-Flores et al, 2010).

El TA esta compuesto por células, conocidas como adipocitos, que almacenan grasa en
su citoplasma pero también de otras células tales como células endoteliales, pericitos,
fibroblastos, mastocitos, y células inmunitarias (macrofagos y linfocitos T), todas estas
células son altamente activas y funcionan como una unidad integradora que ejercen sus
funciones autocrinas, endocrinas y paracrinas sobre el resto de los érganos. Esto se
logra a través de la secrecion de una gran variedad de enzimas, factores de
crecimiento, hormonas y también a las llamadas citocinas 6 interleucinas. Estas ultimas
son proteinas mediadoras de la inflamacion, responsables de la comunicacion
intercelular que inducen la activaciéon de receptores especificos de membrana,
funciones de proliferacién vy diferenciacion celular, quimiotaxis, crecimiento y
modulacién de la secrecion de inmunoglobulinas. Las citocinas que intervienen en la
modulacién de las respuestas fisioldgicas a cargo del tejido adiposo se denominan

adipocitoquinas (lzaola et al., 2015).

Durante periodos de sobrealimentacion, cuando la grasa circundante es excesiva, los
adipocitos aumentan tanto el numero (hiperplasia) como en tamafo (hipertrofia) con el
objetivo de almacenar y almacenar toda la grasa disponible. Este aumento de tamario
en los adipocitos requiere de mayor cantidad de oxigeno, el cual si no se obtiene

conduce a hipoxia resultando en la muerte del adipocito. Este evento desencadena la



remodelacion del TA, el cual al perder su capacidad de almacenamiento, inicia la
movilizacion de macrofagos para eliminar las células muertas y “retirar” su contenido
lipidico. Este proceso incrementa la presencia de los mediadores de la inflamacion en el
tejido, como: IL-6, IL-1b y TNF-alfa (Rodriguez Lopez et al., 2017). No obstante,
recientemente se han relacionado otras citocinas con la sobrealimentacion y el
sindrome metabdlico, por ejemplo la IL-33. Tradicionalmente, esta citocina se ha
asociado con enfermedades “autoinflamatorias” como la artritis reumatoide, pero
recientemente se ha reportado evidencia de que una posible relacion entre esta citocina

y la sobrealimentacion (Miller et al., 2008 - NeSi¢ et al., 2022).

La IL-33 es un ligando que se une al receptor T1/ ST2, perteneciente a la familia de las
interleucinas 1 (IL-1), las cuales son interleucinas proinflamatorias. La union del ligando
con el receptor esta a su vez mediada por un correceptor. Al establecer esta union se
inducen vias de sefalizacion que resultan en la inflamacion, asi como en la liberacion
de mas moléculas proinflamatorias como IL-4, IL-5, IL-13 y el FNT-a (William et al.,
2008).

Por otro lado, en los ultimos afios se ha estudiado la relacion entre el aumento del acido
urico (AU) plasmatico y desérdenes metabdlicos asociados con la alimentacion, como:
la hipertension, la hiperinsulinemia, la intolerancia a la glucosa y la hipertrigliceridemia.
Desde 1951 se ha asociado la elevaciéon de AU con cardiopatia isquémica (Gertler MM
et al., 1951).

El acido urico (AU) es el producto final cuando se metabolizan las purinas (adenina y
guanina). Este se encuentra intracelularmente en forma ionizada como urato acido y
debido a su solubilidad, se elimina mediante la orina (Aranguren et al., 2015). Las vias
de sintesis de AU estan mediadas por enzimas que se encargan de catalizar las
reacciones necesarias, ya sea retirando o agregando grupos quimicos. En la via
seguida por la adenina, existen 2 enzimas claves en la conversion a AU. Por un lado,
esta la adenosina desaminasa (ADA), la cual se encarga de desaminar la adenosina. A

la inosina posteriormente se le agrega un grupo fosfato y se le retira su ribosa-1-fosfato



para asi pasar a hipoxantina. Por otro lado, la segunda enzima clave en el proceso
llamada xantina oxidorreductasa (XOR), cataliza la conversién de hipoxantina a xantina
y de xantina al AU, esto mediante la suma del anién radical superéxido (O,) dando

como resultado peréxido de hidrogeno (H,0O,) (imagen 1).

Adenina Guanina
GMP
5 Nucleotidasa —Grupo fosfato
Adenosina 5 Nucleotidasa — Grupo fosfato
Desamlnasa -Desamina
+ Grupo ceto Adenosina desaminasa

| PNP + Grupo fosfato
d nosina - Aaticar S¢
/ PRPP + Fosfato

Guanosina

- Ribosa fosfato
Guanina

+H20 Xantina
_ l{' 02 Desaminasa —Ribosa fosfato

+H20 +Grupo ceto

Acido trico

’ Xantina oxidasa ‘

Imagen1. En la imagen se muestra la sintesis del AU.

El exceso de AU en sangre se conoce como hiperuricemia. Se consideran valores por
encima de 6 mg/dl en mujeres y por encima de 7 mg/dl en hombres. Este fendmeno es
un factor recurrente en pacientes con aterosclerosis acelerada, diabetes mellitus tipo 2,
insuficiencia cardiaca, cardiopatia isquémica, sindrome metabdlico, enfermedad renal,
pacientes con ingesta elevada de alcohol y en adolescentes obesos (Burns y
Wortmann, 2021).

El consumo de fructosa genera directamente la sintesis de AU. Por lo tanto, es
relevante estudiar el aumento de AU secundario al consumo de dietas ricas en este
azucar. Por ejemplo, en 2005 se llevé a cabo un modelo experimental de sindrome
metabdlico desarrollado en ratas, a las que se les administro fructosa al 60% en la dieta
durante 6 meses. Al concluir el periodo, se observd aumento del acido urico en plasma,

concomitante con el aumento de triglicéridos, hiperinsulinemia e hipertensién arterial.



Estos son fendmenos que también se observan en humanos que padecen el sindrome
metabdlico (Rosa F. et al., 2005). Otro estudio realizado en el mismo afio a cargo de
Nakagawa y colaboradores, revel6 que el aumento de AU debido a la dieta reduce los
niveles de oxido nitrico (ON) endotelial. Este es un mediador clave de la accion de la
insulina, ya que aumenta el flujo sanguineo al musculo esquelético y mejora la
absorcion de glucosa. Por lo tanto al haber deficiencia de ON se desarrolla resistencia a
la insulina, lo que lleva al desarrollo de diabetes mellitus tipo 2 y obesidad. A partir de
esto, se desencadenan una serie de desordenes metabdlicos ya antes mencionados
(Nakagawa et al., 2006).

Dado que la obesidad es una epidemia presente y creciente en todo el mundo, y que
los carbohidratos y las grasas son ingredientes comunes en la comida procesada, es
importante realizar un estudio que examine la creciente ingesta de grasas y su relacion
con el AU. Se ha evidenciado anteriormente que la actividad de XOR en los hepatocitos
se ve aumentada en los ratones alimentados con una dieta rica en grasa (41% y 60%)
(Harmon et al., 2019). Sin embargo, estos porcentajes excesivos podrian causar un
dafio evidente y posiblemente no permitan generar inferencias reales con respecto al

consumo promedio de la poblacion.

Por lo tanto, el presente trabajo presenta un panorama que busca aproximarse mas a
un consumo habitual, ademas de que el uso de ADA tampoco ha sido registrado
previamente en este contexto. Todo esto contribuira al estudio de una epidemia letal y
silenciosa que normalmente se ha abordado desde el consumo de los azucares.

El conejo es especificamente usado cédmo organismo modelo debido al tamafio, la
docilidad y su facilidad de manejo, esto aunado a sus habitos alimenticios permite la
obtencion de muestras estadisticamente significativas sin ser excesivamente costoso
(Russell y Schilling, 1976). El uso del higado de conejo se debe a que es el modelo que
cuenta con mas similitudes con el metabolismo hepatico del humano, por ejemplo, en la
tasa del catabolismo de las lipoproteinas HDL, asi como en la presencia de la proteina
de transferencia de éster de colesterol, de la cual el plasma del conejo es rico (Meijer et
al.,1986).



Justificacion

La sobrealimentacién actual generada por la industrializacion de los alimentos y el estilo
de vida sedentario tienen como consecuencia multiples alteraciones en la salud, como
la obesidad la dislipidemia, diabetes mellitus 2, hipertensién y otras afecciones
cardiovasculares, uno de los principales componentes en los alimentos es el acido
palmitico del cual se ha ido aumentando su consumo y al estar compuesto por lo
menos en un 50% de AGS se ha reportado que su consumo aumenta los niveles de
colesterol LDL en comparacién con otros aceites vegetales (Ye Sun et al, 2015)., Sin
embargo, hasta el momento no se ha establecido de manera clara la participacion de
IL-33 en las primeras etapas del SM vy la relacion de la ingesta de AP en la sintesis de
AU. Debido a lo anterior el presente trabajo evalud la presencia de marcadores en un
modelo experimental de 6 conejos NZ (Oryctolagus cuniculus) divididos en 2 grupos
una mitad fue alimentada con una dieta adicionada con 20% de AP (+) y una sin AP (-),
esto mediante la expresion transcripcional de IL-33, Adenosin deaminasa (ADA) y
xantina oxidasa (XOR) mediante RT-qPCR.



Objetivos

iv neral:

Evaluar la expresion transcripcional de los genes IL-33, ADA y XOR en higado de
conejo Nueva Zelanda (Oryctolagus cuniculus) alimentados con una dieta enriquecida

con 20% de acido palmitico.



Objetivos particulares:

e Disenar oligos especificos para las moléculas IL-33, ADA y XOR.

e Estandarizacion de los oligos mediante PCR punto final.

e Comparar la expresion transcripcional mediante RT-qPCR de IL-33, ADA y XOR
entre los animales con y sin dieta adicionada con 20%.

e Interpretar estadisticamente los resultados obtenidos de la expresion

transcripcional.



Hipétesis

Habra un cambio en la expresion transcripcional de los genes IL-33, ADA y XOR en los
conejos alimentados con 20% de acido palmitico en comparacion con los alimentados

con una dieta sin grasas adicionadas.



Materiales y Método

Disefio experimental

6 conejos (Oryctolagus cuniculus) de la raza NZ se
mantuvieron en el Bioterio de la FESI con periodos de
12hrs luz y 12hrs oscuridad, agua a placer, 2

tratamientos, por & meses.

3 conejos fueron 3 conejos Disefio y
alimentados con comian el estandarizacidn
20% de AP alimento sin los oligos para
adicionado al grasa ADA, XOR e IL-33
alimento adicionada

Se sacrificaron mediante una
sobredosis intraperitoneal de
pentobarbital sodico y se les extrajo el
higado y se conservo a -70°C

PCR punto final y
tiempo real

Extraccion de RNA por fenal
acido, y sintesis de cDMNA
mediante transcripcion
inversa (rtPCR)

Analisis y
estadisticos.

Imagen 2. Diseno experimental de las actividades realizadas

Animales de experimentacion

Se utilizaron seis conejos machos (Oryctolagus cuniculus) de la cepa NZ, con un mes
de edad, provenientes de la granja de la Facultad de Veterinaria y Zootecnia de la

Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, UNAM. Los animales se dividieron en dos



grupos experimentales, con y sin grasa, y se mantuvieron en el bioterio de la FESI
durante seis meses. Se les proporciond servicios de limpieza y agua ad libitum, y su
dieta, preparada previamente en el laboratorio, incluia conejina adicionada con un 20%
de acido palmitico (AP).

Después de seis meses de experimentacion, los conejos fueron sacrificados mediante
una dosis intraperitoneal de pentobarbital sédico (3 ml/1 kg). Previamente anestesiados
y una vez que se comprobaba la ausencia de reflejos; palpebral, cornea y respuesta
muscular a estimulos dolorosos, se procedié a extraer el higado y se cortd en
fragmentos de aproximadamente 1 cm3 para asegurar su adecuada congelacion con
nitrogeno liquido. Los fragmentos se etiquetaron y se conservaron a -70°C hasta el

momento de la experimentacion.

Diseio de oligos
Para el disefio de los oligonucledtidos correspondientes a las moléculas IL-33, ADA y

XOR, se utilizé la base de datos del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) para obtener

las secuencias de los RNAs mensajeros de dichas moléculas. Posteriormente, se
comprobaron sus caracteristicas termodinamicas mediante la herramienta Oligo

Analyzer (https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer), asegurandonos de que se

cumplieran los siguientes criterios para garantizar la efectividad de los oligonucledtidos:

e Contenido de citosinas y guaninas del 50%
e Temperatura de disociacién de 60C°
e No favorecer la formacién de horquillas (hairpin)
e No favorecer la formacién de homodimeros y heterodimeros
A continuacion, con la ayuda del sitio web BLAST

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi), realizamos una comprobacion teorica del

funcionamiento de los oligonucledétidos en cuanto a su especificidad y al tamafio de sus

productos. Los oligonucleétidos obtenidos se muestran en la Tabla 1.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Oligos

GEN FW RV
ADA CCA GGA AGT CTG AGT CAG | CAC GCC GAG GTG TGT
XOR GCG CTGAGC CTACGATGA | CGAATTCCTCTGGTT TGAAC
IL-33
AAG CAG GCA GGA CTG TCTTACCATCAACGCCATC
AGA

Tabla 1. Secuencia de los oligonucleoétidos utilizados

Estandarizacion de oligos
Para la evaluacion practica del funcionamiento de los oligos se realizaron reacciones

PCR punto final en un modelo de inflamacién, el cual fue higado de conejo inducido con

lipopolisacarido (LPS) (Romero e Iregui, 2010).

Extraccion de RNA

Para la extraccion del RNA se descongelé un 1 cm® de higado de cada uno de los

organismos de estudio y se procedié a la extraccion mediante un protocolo de fenol

acido (véase en el anexo 1).

Transcripcién reversa
El RNA extraido del tejido se cuantificd usando un nano espectrofotometro (NanoDrop

2000, Thermo scientific), una vez se garantizé la calidad y cantidad del RNA este fue
usado como molde para la sintesis de la copia complementaria del DNA (cDNA)
mediante una reverso transcripcion (rt PCR), esto con ayuda del kit de invitrogen que
contiene la enzima retrotranscriptasa M-MLV (28025013), la descripcion de la técnica

en anexo 2.



PCR punto final
Una vez obtenido el cDNA se amplificaron las secuencias de las tres moléculas

mediante PCR punto final, para lo cual se empled 10 ul de master mix, el cual es un kit
de promega que contiene la enzima Taq polimerasa (M7822), asi como 1 ul de Forware
(Fw) y Reverse (Rv) de cada uno de los oligos, 1 yl de cDNA y H,O DEPC necesaria
para completar a 20 pl en total, ya que todo se pipetea en el tubo para microcentrifuga,
este se metié al termociclador con las siguientes especificaciones del programa de
corrida:
e Desnaturalizacion inicial a 94°C por dos minutos, 35 ciclos comprendiendo una
desnaturalizacion a 94°C por treinta segundos, seguido de 30 segundos a 60 °C
y 30 segundos a 72°C. C) Extension final a 72°C 5 minutos.
Para registrar la correcta sintesis de cDNA y la amplificacion de las moléculas se
realizé una electroforesis en gel de agarosa al 1.5 % utilizando la escalera molecular de
1kb, el acomodo de los pocillos se dispuso de la siguiente manera:
e pocillo 1- la escalera de 100 pb.
e pocillo 2 control (-).

e pocillo 3 control (+) con cdna.

PCR de tiempo real

Posteriormente, se realizaron las pruebas de PCR en tiempo real por triplicado para
cada gen tanto para cada tejido con grasa y tejido control, ademas de realizar los
controles negativos correspondientes, en todas las reacciones se empled el kit de
Applied Biosystems que contiene un Master Mix 2x con Sybr Green (4309155), ademas
de los Fw y Rv de cada oligo disefiado, cDNA y H,O DEPC. El gen utilizado para
control interno fue Beta actina.
Las condiciones de amplificacion fueron iguales en todos para las tres moléculas:

e Paso inicial de 15 min a 95°C, después 40 ciclos a 95°C por 15 segundos

seguidos por 1 min a 60°C.

El analisis de la expresion génica relativa se realizo con los valores de Ct obtenidos de
cada uno de los genes mas las del control interno Beta actina, mediante el método de
27A8Ct (J. Livak y D. Schmittgen, 2001).






Resultados

Estandarizacion de los oligonucleétidos por RT-PCR punto final

Una vez que se completd el disefio in vitro de los oligos correspondientes a nuestros
genes de interés, se procedid a evaluarlos de manera experimental. Para este
propdésito, nos apoyamos en un modelo de inflamacion aguda que se logré a través de
la inoculacién de una dosis de lipopolisacarido (LPS) en el higado del conejo utilizado.
Se sabe que el LPS es el principal componente de la membrana externa de las
bacterias gramnegativas y, cuando se libera de la membrana, interactua con las
proteinas y los receptores CD14, TLR4 y MD-2 del sistema inmunitario, lo que

desencadena una respuesta inflamatoria (Hurtado e Iregui, 2010).

Tras finalizar este modelo animal, se utilizo el RNA extraido del higado de estos
animales para obtener cDNA vy, posteriormente, realizar pruebas PCR con los tres pares
de oligos disefiados. A continuacién, se presentan las migraciones electroforéticas en

gel para las tres moléculas, lo que confirma su correcta amplificacion (Figura 3).

1 2 3 1 2 3 1 2 3

Figura 3. Amplificacion de geles (agarosa 1.5%) correspondientes a IL-33, ADA 'Y XOR, en ese orden
respectivamente, el carril 1 corresponde al marcador de peso molecular de 100pb, el carril 2 el control (-),
y el carril 3 la amplificacién de las 3 moléculas, correspondiente a lo esperado.

Estandarizacion de los oligos mediante RT-PCR tiempo real
Después de confirmar que los oligos disefiados generaban productos unicos y del
tamano adecuado segun el disefo, se procedio a la amplificacion mediante RT-PCR en

tiempo real. Se realiz6 una curva de disociacion con el fin de identificar un solo pico



para cada par de oligos, utilizando la temperatura referida en la PCR convencional. En
la Figura 4 se muestran ejemplos de las curvas de disociacion para los oligos
disefiados para el gen IL-33 (Figura 4A), ADA (Figura 4B) y XOR (Figura 4C).

Analisis de expresion de IL-33, ADA y XOR

Una vez estandarizados los oligonucledtidos tanto por RT-PCR convencional como en
tiempo real, se extrajo el RNA de los higados de los organismos experimentales y
controles. A partir de estas muestras, se sintetizd cDNA utilizando 1 mg de RNA de
excelente calidad. Este cDNA se utilizé para realizar un analisis semicuantitativo de la
concentracion de mRNA para cada uno de los genes de interés y el gen de control

mediante RT-PCR en tiempo real.
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Figura 4. Curvas de melting de las moléculas de estudio en el modelo de 20% de AP adicionado,
obtenidas a partir de reacciones qPCR.

Los resultados obtenidos fueron analizados mediante un andlisis de delta CT
comparando la expresién del gen blanco en relacion con el gen housekeeping (Beta
actina) en la muestra de los conejos sobrealimentados contra la del conejo control
(Livak y Schmittgen, 2001).



El analisis mostré que los conejos sobrealimentados con 20% de acido palmitico (AP)
expresaron en promedio 50 veces mas IL-33 en sus higados en comparacion con los

conejos no sobrealimentados (Figura 5).
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Figura 5. Expresion relativa de IL-33 en los dos tratamientos, donde se puede observar que IL-33 se

expresa 40 veces mas en comparacion del tratamiento con grasa.

En el caso de las enzimas relacionadas con la produccidon de acido urico (AU)
encontramos que ADA se expresa .5% mas en el higado de los conejos
sobrealimentados en comparacion a los animales con una dieta estandar (Figura 6),
mientras que XOR incrementa su expresion 20 veces en los animales sobrealimentados

en comparacion a los individuos control.
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Figura 6. Expresion relativa de ADA aumentada .5 veces mas en el tratamiento (+) con AP.
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Figura 7. Expresion relativa de XOR, siendo la molécula relacionada con AU, mas aumentada en el
tratamiento con AP (+).



Discusion
Los estudios de investigacion actuales han demostrado el papel importante de la
sobrealimentaciéon en el desarrollo de enfermedades cronico-degenerativas. En
particular, se ha evidenciado que el acido palmitico (AP) aumenta los triglicéridos vy el
colesterol en la sangre de pacientes con obesidad, lo cual genera resistencia a la
insulina (RI). La Rl se asocia estrechamente con la diabetes mellitus tipo 2 y el
sindrome metabdlico. Ademas, el aumento del AP en la sangre también induce una

respuesta inflamatoria (Joshi-Barve et al., 2007).

Un estudio realizado por Sigrist-Flores y colaboradores en 2019, reveld que la ingesta
cronica de AP (3%) propiciaba su acumulacion en las células del higado, ademas del
desarrollo de inflamacion de bajo grado caracterizada por la regulacion ascendente de
TNF-a, IL-13 e IL-18. Sin embargo, hasta ahora, los informes sobre el efecto del acido
palmitico en la respuesta inflamatoria no han abarcado todo el espectro de la respuesta
inmunitaria, incluyendo el posible mecanismo de accion de la IL-33, una interleucina
perteneciente a la familia de las IL-1 (citocinas proinflamatorias). Ademas, no se ha
informado hasta ahora de modificaciones en el metabolismo del acido urico asociadas
con el consumo de acido palmitico, a pesar de la relacién clinica existente entre la
alteracion en dicho metabolismo, el sindrome metabdlico y la sobrealimentacion
(Lancina et al., 2013).

Nuestro estudio es uno de los primeros en investigar la relacion entre la
sobrealimentacion con acidos grasos saturados como el acido palmitico y la actividad
inmunitaria asociada a la IL-33. Especificamente, analizamos l|a expresion
transcripcional del mARN de esta interleucina en el higado de conejos sometidos a

sobrealimentacién cronica con un 20% de acido palmitico.

Nuestros resultados muestran un claro aumento de hasta 40 veces en la concentracion
de mARN de IL-33 en el higado de los conejos sometidos al tratamiento con un 20% de

AP en comparacion con la dieta regular (Figura 5). Esto nos indica que hay un proceso



inflamatorio en el higado debido a la ingesta de AP, ya que IL-33 pertenece a la familia
de las interleucinas 1, y estas son reconocidas por estimular la respuesta inflamatoria la
cual al verse modificada pueden alterar la respuesta del huésped a un desafio

inflamatorio (Dinarello, 1994)

IL-33 es una citocina que se expresa de manera constitutiva en el nucleo de varias
células, incluyendo las células endoteliales de los vasos sanguineos, las células
epiteliales y las células del sistema inmunitario. Se libera como una alarmina en
respuesta a la lesién o necrosis de las células de barrera, y promueve la activacion del
sistema inmunitario innato, lo que permite combatir patégenos a través de la
inflamacion. Sin embargo, cuando se libera de manera excesiva, esta inflamacién

puede volverse cronica y provocar dafio tisular (Liew et al., 2016).

La activacion de la sefalizacion inflamatoria intracelular, conlleva la actividad de
complejos enzimaticos que permiten la translocacién al nucleo de factores de
transcripcion como el factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las
células B activadas (NF-kB), lo que promueve la expresion génica de citocinas
proinflamatorias, quimiocinas y factores de adhesion (Dunne y O’Neill,2003)

Otros factores de transcripcidn que intervienen son la quinasa c-Jun N-terminal 1
(JNK-1) e IKK (imagen3), estos interrumpen en la sefalizacion de la insulina y
promueve su resistencia (Jorquera et al., 2021). Es importante mencionar que los
elementos de la respuesta inmune ademas de inducir inflamacion también generan un
aumento en la produccidén de especies reactivas de oxigeno (EROs), lo que a su vez

prolonga la inflamacion (Yang et al., 2013).

Tanto IL-33 como el resto de citocinas requieren unirse a receptores para ejercer sus
funciones, un ejemplo son los tipo Toll (TLR), los cuales son proteinas transmembrana
que se encuentran en las células del sistema inmunitario asi como en las células
endoteliales y epiteliales de los tejidos. En el caso de los acidos grasos saturados como
el AP, se ha demostrado que su mecanismo de accidon esta mediado por el receptor

TLR4, lo cual promueve una respuesta inflamatoria que esta relacionada con problemas



en la absorcion de glucosa y el metabolismo de los acidos grasos. Se ha observado
que la eliminacién del gen TLR4 en ratones tiene un efecto protector contra la
inflamacion del tejido adiposo y la resistencia a la insulina inducida por una dieta alta en
grasas, lo que indica el papel causal desempefiado por TLR4 en los cambios
metabdlicos asociados con el consumo excesivo de alimentos y la obesidad (Rogero y
Calder, 2018).

Otra serie de receptores que también actian como sensores y mediadores de la
inflamacion son los tipo NOD, estos conforman un conjunto de proteinas intracelulares
conocido como inflamasomas, que responden a sefiales exdgenas mediadas por
PAMPs 6 a sefiales endogenas mediadas por DAMPs. El inflamasoma NLRP3, que es
el inflamasoma mejor caracterizado, se ha implicado en el desarrollo de enfermedades
cronicas como la diabetes mellitus 2, su activacion permite el ensamblaje de un
complejo que activa a la caspasa-1 que a su vez activa a los precursores de IL-1b,
IL-18 e IL-33, favoreciendo la secrecion de estas citocinas (proinflamatorias) hacia el
espacio extracelular (Jorquera et al., 2021). Uno de los estimulos que activan este
inflamasoma son las EROs, por lo que su relacion con la obesidad es ampliamente
estudiada, esto debido a que en estados de sobre alimentacidn, los adipocitos sufren
hipoxia lo que libera EROs, provocando a su vez una polarizacion en el fenotipo de los
macrofagos circundantes, pasando de un estado antiinflamatorio M2, que predomina en
condiciones de equilibrio energético negativo, a un estado mas proinflamatorio M1

(imagen 4) (Lumeng et al., 2007)

Es debido a este ciclo de inflamacion qué la obesidad puede considerarse una forma de
inflamacion epidémica que predispone a otras formas de inflamacién (Nathan C., 2008).
La inflamacién crénica es caracterizada por la presencia en plasma tanto de linfocitos T
CD8 +, linfocitos T CD4 + asi como macréfagos, lo cual esta criticamente involucrado
en el inicio y mantenimiento de esta inflamacién, debido a la constante produccion de
citocinas proinflamatorias, quimioquinas y leptina en la TA (Kiran et al., 2021). Esta
inflamacioén puede durar periodos prolongados de varios meses a afios, y se considera

de bajo grado ya que no causa disfuncion en el tejido que la presenta (Pahwa R.,



2022). Y aunque la respuesta inflamatoria cronica o sistémica se origina principalmente
en el tejido adiposo, se ha descubierto que otros tejidos, como el higado, el pancreas,
el hipotalamo y el musculo esquelético, también estan involucrados en la inflamacion
sistémica. Se cree que la inflamacién crénica de bajo grado que se desarrolla en el
tejido adiposo en la obesidad, se transfiere a estos otros tejidos a través de la presencia

de mediadores inflamatorios activos en la sangre (Cai et al., 2005).

En el caso del higado, este cuenta con células especializadas llamadas células de
Kupffer, que son sus propios macrofagos. Estas células desempefian un papel
importante en la produccion de EROs, ademas de ser las principales productoras de
citocinas en el higado. Cuando se acumulan grasas y se produce dano en los
hepatocitos, se intensifica la inflamacion y se genera estrés oxidativo debido a la
liberacion de EROs, lo cual en este caso puede llevar a la disfuncion mitocondrial
(Lagunes et al., 2019). Estos procesos son posibles causantes de enfermedades
hepaticas como la enfermedad de higado graso no alcohdlico, la esteatosis, la fibrosis y

la cirrosis hepatica (Quimis-Cantos, 2020).
a Activation of IL-33 signalling

ST2 | a3 ST2  _ IL-1RAcP

TIR
domain

= Proliferation

= Cell survival

* Cytokine secretion
(IL-4, IL-5, IL-13)

= AREG expression

' Imagen 3. Sefializacion de IL-33 (Liew et al., 2016).
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Imagen 4. Se observa el tejido adiposo sano con un bajo porcentaje de macréfagos M2 mayormente
antiinflamatorios, pero diversos factores como la genética y el estilo de vida mas 1 en el consumo de
grasas resulta 17 en la cantidad y el tamafio de los adipocitos causando hipoxia, 1 asi la cantidad de
macréfagos M1 (proinflamatorios), lo cual termina modificando el metabolismo de la persona | la
saciedad y desencadenando diversos padecimientos como diabetes 2, higado graso o alguna afeccion
cardiaca (lzaola et al., 2015).

Sin embargo, el papel de IL-33 en la obesidad parece ser distinto al de otras
interleucinas inflamatorias. Mientras que estas ultimas estimulan la inflamacién, 1L-33
podria ser una respuesta del cuerpo al dafio causado por la acumulacién de grasa en el
higado. De hecho, IL-33 se considera una citocina de doble funcion, ya que sus efectos
dependen del entorno tisular. Puede actuar como una citocina antiinflamatoria (Yang et
al., 2011).

Un estudio realizado por Hasan et al., en 2014 determind los niveles séricos de IL-33 en
sujetos diabéticos y no diabéticos, y correlaciond estos niveles con parametros clinicos
y metabdlicos. Se encontré que los niveles bajos de IL-33 estan relacionados con un
alto indice de masa corporal, ya que IL-33 disminuye la expresion de resistina (un
mediador responsable del desarrollo de resistencia a la insulina y diabetes mellitus tipo
2). También conduce a la acumulacion de células Th2 protectoras y sus citocinas
antiinflamatorias, promueve la polarizacion de los macréfagos residentes hacia un
fenotipo protector alternativamente activado M2, y reduce el almacenamiento de lipidos
y la expresion de genes asociados con la lipogénesis y la adipogénesis. Como

resultado, los niveles bajos de IL-33 pueden aumentar el riesgo de desarrollar



aterosclerosis y resistencia a la insulina. Ademas, otros estudios han demostrado que el
tratamiento de cultivos de tejido adiposo con IL-33 induce la produccion de citocinas
Th2 y reduce la expresion de genes involucrados en la adipogénesis y la lipogénesis
(Miller et al., 2008).

Estos trabajos, junto con nuestro estudio, revelan que la inflamacion es un proceso
complejo y en constante descubrimiento. El papel de IL-33 en la regulacion de la
inflamacion y su relacién con el metabolismo del cuerpo son fundamentales para
comprender los multiples trastornos asociados. En nuestro estudio, observamos una
modificacion en el metabolismo del higado de los conejos tratados con 20% de AP, ya
que se encontré una sobreexpresion de IL-33, que podria servir como marcador para
predecir el estado inflamatorio en etapas tempranas del sindrome metabdlico o como

un regulador en la resolucién de la inflamacién.

En cuanto a las enzimas ADA y XOR, nuestro estudio report6 un aumento
estadisticamente significativo en el tratamiento con 20% de AP, como se observa en las
figuras 7 y 8. Esto indica que existe una modificacion en la sintesis de AU debido a la
ingesta de grasas. Estudios anteriores ya han relacionado los niveles de AU con la
obesidad, y es importante tener en cuenta el papel del exceso de consumo energético
(grasas y carbohidratos) en la inflamacion y el estrés oxidativo, que a su vez aumenta la
produccion de AU. Esto convierte a uno de los principales antioxidantes del cuerpo en

prooxidante, lo que puede llevar a disfuncién endotelial (Kuzkaya et al., 2005).

El higado desempenfia un papel fundamental en la sintesis del acido urico (AU) debido a
la actividad de la enzima fosforribosil pirofosfato (PRPP) sintetasa. Esta enzima es
responsable de afnadir fosfato y nitrdgeno a una molécula de ribosa, formando el
compuesto precursor de purinas conocido como PRPP. A partir del PRPP, se produce el
inosinmonofosfato (IMP), que puede convertirse tanto en Guanosin Monofosfato (GMP)
como en Adenosin Monofosfato (AMP), dependiendo de las necesidades metabdlicas.

Alternativamente, el IMP puede seguir la via de degradacién de las purinas,



transformandose en inosina, hipoxantina, xantina y finalmente en acido urico. El acido

urico se ioniza rapidamente a urato (imagen 6) (Marulanda et al., 2016).
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Imagen 6. Fuente enddgena de bases purinas y sintesis a partir de estas de AU.

La capacidad prooxidante del acido urico (AU) se debe a la liberacion de radicales
libres (RL) por parte de la enzima XOR durante su sintesis. Estos RL son moléculas
que tienen la capacidad de unirse a otras moléculas y aumentar su estado oxidativo.
Por lo tanto, el aumento en la sintesis de AU conlleva un incremento en la oxidacion
celular. Algunas moléculas, como los acidos nucleicos, las proteinas y los fosfolipidos
presentes en las membranas celulares, son mas susceptibles a la acciéon de los
antioxidantes, lo que resulta en modificaciones estructurales y funcionales de las
células, conocidas como estrés oxidativo (Paredes y Roca, 2002). Este estrés oxidativo
puede provocar disfuncién endotelial e inflamacién vascular crénica de bajo grado
(Ming Jin et al., 2012).



Entonces, ¢por qué el consumo de grasas aumenta la sintesis de AU? Segun un
estudio realizado en 2013 en adipocitos de ratones obesos, los cambios que ocurren en
las células debido a la acumulacion de grasa (hiperplasia e hipertrofia) resultan en un
estado de hipoxia, donde la célula no recibe suficiente oxigeno. Esto lleva a un
aumento en la produccién de XOR, lo que genera estrés oxidativo, inflamacién y, a su
vez, un incremento en la sintesis de AU (Tsushima et al., 2013), como se observo en
este estudio donde XOR fue la molécula mas aumentada en la dieta con un 20% de AP

agregado.

Otra posible razén esta relacionada con la lipogénesis y/o la lipdlisis. En el caso de la
lipogénesis, se ha descrito que el tejido adiposo obeso se caracteriza por una sintesis
activa de acidos grasos, la cual esta estrechamente vinculada a la sintesis de purinas a
través de la activacion de la via de las pentosas fosfato (Leyva et al., 1998). La
presencia abundante de XOR resulta en un aumento en la sintesis de AU (Matsuura et
al., 1989). Ademas, la evidencia sugiere que la activacion de la lipdlisis en los
adipocitos, estimulada hormonalmente, puede estar relacionada con el recambio de
AMPc. La hidrdlisis del AMPc produce AMP, que es el primer sustrato en la reaccién
catabdlica de producciéon de purinas. Por lo tanto, la lipdlisis también podria estar
asociada con la producciéon de AU en los tejidos adiposos obesos. Sin embargo, se

requieren mas estudios para confirmar todos estos posibles mecanismos descritos.

Aunque la relacién entre el consumo de grasas y el metabolismo del AU aun no esta
completamente clara, este estudio proporciona evidencia utilizando el conejo como
modelo de que una dieta con un 20% de AP afiadido aumenta la sintesis de AU en el
higado. Esto puede conducir a un aumento en el estrés oxidativo en las células
hepaticas, asi como a un incremento en la inflamacion, lo cual puede dar lugar a dafio

en los 6rganos y al desarrollo de diversas enfermedades.



Conclusiones

El consumo de una dieta enriquecida con un 20% de acido palmitico en conejos
induce un aumento en la expresion de IL-33 en el higado, lo cual podria estar
implicado en la inflamacion crénica caracteristica de enfermedades metabdlicas.
Estos hallazgos sugieren que IL-33 puede desempefiar un papel importante en la
respuesta inflamatoria hepatica asociada con la sobrealimentacion de acido
palmitico.

La expresion transcripcional de las enzimas ADA y XOR se encontré aumentada
en el higado de conejos alimentados con una dieta adicionada con un 20% de
acido palmitico. Este aumento en la expresion de ADA y XOR puede estar
relacionado con el incremento del estrés oxidativo en el higado, lo cual sugiere
una posible asociacion a largo plazo entre el consumo de acido palmitico y la
sintesis de acido urico.

Estos hallazgos proporcionan evidencia de los efectos perjudiciales de la dieta
enriquecida con acido palmitico en el higado, incluyendo la posible participacion
de IL-33 en la inflamacion crénica y el aumento de la expresion de ADA y XOR
asociados al estrés oxidativo y la sintesis de acido urico. Estos resultados
respaldan la importancia de considerar los efectos metabdlicos y la calidad de la
dieta en la prevencion y el manejo de enfermedades crénicas relacionadas con
el metabolismo. Sin embargo, se requieren investigaciones adicionales para
comprender completamente los mecanismos subyacentes y las implicaciones

clinicas de estos hallazgos.



Perspectivas

Los resultados de este estudio resaltan la importancia de continuar investigando
el papel de IL-33 en la inflamacién hepatica asociada con la sobrealimentacion
de acido palmitico. Se necesitan estudios adicionales para comprender los
mecanismos exactos por los cuales IL-33 interviene en la respuesta inflamatoria
y cdmo se relaciona con otras citocinas proinflamatorias en el contexto de
enfermedades metabdlicas.

Es fundamental profundizar en la comprension de los mecanismos que regulan
la expresion de ADA y XOR en el higado en respuesta a la dieta rica en acido
palmitico. Investigaciones futuras podrian explorar los mediadores y vias de
sefalizacion involucrados en la modulacion de estas enzimas y su relacion con
el estrés oxidativo y el metabolismo de acido urico.

Ademas, se requieren estudios longitudinales para evaluar los efectos a largo
plazo de la dieta enriquecida con acido palmitico en la funcién hepatica y el
desarrollo de enfermedades hepaticas cronicas. Esto ayudaria a comprender
mejor las implicaciones clinicas de los cambios observados en la expresion de
IL-33, ADA y XOR, y su relacién con la inflamacion cronica y el estrés oxidativo.
Por ultimo, considerando la relevancia de la dieta en el desarrollo de
enfermedades metabdlicas, es fundamental promover intervenciones
nutricionales y estrategias de estilo de vida saludable para prevenir y manejar
estas enfermedades. Estos hallazgos resaltan la importancia de limitar la ingesta
de acido palmitico y fomentar una alimentacion equilibrada y rica en nutrientes
para preservar la funcién hepatica y prevenir la inflamacién crénica asociada con

enfermedades metabdlicas.
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Anexo 1 de técnicas
Extraccion de RNA por fenol acido

Materiales Sustancias Equipo
Cajas Petri Buffer AE Vértex
bisturi DEPC Calentador
Tubos Eppendorf de 6yl SDS al 20% Centrifuga de 13000 rpm
Micropipetas Fenol acido
de 2, 200 y 1000ul Cloroformo isoamilico
Gradilla Acetato de magnesio 3M
alcoholes
Agua inmaculada

Tabla 2. Material y equipo utilizado en la extracciéon de RNA

Una vez descongelada la muestra de higado se lavd para quitar el exceso de sangre
con 500 ul de Buffer AE y se procedié a picar la muestra con ayuda de un bisturi,
posteriormente se transfirio a un tubo eppendorf con 500 pl de Buffer AE mas 5 ul de
DEPC.

En un segundo tubo limpio se coloco 400 pl de fenol acido y 20 ul SDS al 20%, este se
colocé a 65°C durante 5 minutos y posterior a esto se vertio la muestra del primer tubo
al contenido del segundo tubo, ya mezclado se colocé en el vortex por 30 segundos y
una vez mas se puso a 65°C por 5 minutos (este paso se repitid dos veces).
Posteriormente, se colocé el tubo a -70°C durante 5 minutos y una vez pasados los 5
minutos se procedid a su centrifugacion a 13000 rpm por 5 minutos, una vez terminada
la centrifugacién se obtuvieron 2 fases en el tubo de las cuales se recuperd en un tubo
nuevo la fase acuosa, tras recupera la fase acuosa se le agregd al mismo tubo 500 l
de cloroformo isoamilico y se puso 30 segundos en vértex, esto se volvioé a centrifugar
por 5 minutos a 130000 rpm.

Terminada la centrifugacion se recuperd una vez mas la fase acuosa en un nuevo tubo,
esta vez se cuantificé el volumen obtenido y se precipitd agregando acetato de
magnesio al 3M (.1 volumenes) y etanol al 75% (2.5 volumenes), una vez agregados se
dejé por 30 minutos a -70°C.

Transcurridos los 30 minutos en frio se centrifugd por 15 minutos a 130000 rpm, una
vez pasada la centrifugacion se deseché el sobrenadante y se lavé con etanol al 100%,
se dej6 sacar y por ultimo la pastilla de RNA obtenido se suspendié con 30 ul de agua

DEPC y se conservé a -70°C.



Anexo 2
Pasos para la obtencién de cDNA

e Desnaturalizacion del RNA a 65 °C por 5 minutos en un tubo para

microcentrifuga con:

1 ug de RNA

1 uyg Random hexamers

5 ug dNTPs

5 ug H,O DEPC
e Amplificacion a 50°C por 90 minutos agregando al tubo:

4 ul 5X First-Strand Buffer

1 ug DDT’s

1 ug Rnasa OUT

1 Mg enzima reverso transcriptasa

Completar 20 pl con H,O DEPC



