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Resumen

Antecedentes. La obesidad es una enfermedad caracterizada por un desequilibrio
entre un aumento en el consumo calérico y una disminucion de la actividad fisica.
Este padecimiento ha incrementado de manera importante en nuestro pais
afectando cada vez con mayor prevalencia a adolescentes entre 11 y 19 afios.
Durante el desarrollo de este estado patoldgico, el tejido adiposo blanco aumenta
en tamafo y niumero por lo que comienza a reclutar macréfagos y monocitos en el
sitio de inflamacién. Esta condicién se conoce como inflamacién crénica de grado
leve en la cual los macréfagos participan secretando citocinas proinflamatorias
(IL1, TNF-a, IL6). Dado que la obesidad es un estado de inflamacion que
predispone al desarrollo de diferentes enfermedades, existe una condicién previa
a éstas, entre las que se incluyen la resistencia a la insulina. La resistencia a la
insulina puede desarrollarse debido a la accion de moléculas inflamatorias como
son las citocinas proinflamatorias. Un tratamiento viable para contrarrestar el
estado inflamatorio es el uso de agentes con actividad anti-inflamatoria como los
acidos grasos poli-insaturados de cadena larga omega 3, ya que regulan la
expresion de factores de transcripcion maestros de los procesos inflamatorios

como NFkB.

Objetivo: Determinar el efecto de la suplementacion con &cidos grasos poli-
insaturados omega 3 sobre la expresion de genes inflamatorios en adolescentes

obesos con resistencia a la insulina.



Metodologia: Se estudiaron 30 adolescentes obesos (percentila >95 del IMC)
entre 11 y 18 afios de edad con resistencia a la insulina (HOMA>3.18). Los sujetos
se suplementaron con 1.2 g/d de acidos grasos omega 3 (16 sujetos) o aceite de
girasol/dia como placebo (14 sujetos) durante 3 meses. Se analizo la expresion de
genes de inflamacion IL-1, TNF-a, IL-6, CCR2 y MMD mediante PCR en tiempo
real en el RNA total de leucocitos de sangre periférica a los 0 y 3 meses de
suplementacién. Los valores de expresion se compararon entre los tiempos

intergrupo con una t-Student e intragrupo con t-Pareada, (P<0.05).

Resultados: Se observd una menor expresion de CCR2 y MMD (P<0.05) en el
grupo suplementado con acidos grasos omega 3, respecto al placebo a los 3
meses de suplementacién. En el grupo placebo, la expresién de CCR2 incrementé
(P<0.05) y MMD mostré una tendencia a aumentar (P=0.07) a los 3 meses de
suplementacion. La expresion de IL-1 y MMD disminuyo (P<0.05) a los 3 meses
de suplementacion respecto al inicio del tratamiento en el grupo suplementado con
acidos grasos omega 3. No se observaron cambios en la expresion del RNAm de

CCR2, IL-6 y TNF-a.

Conclusion: Los acidos grasos omega 3 (1.2g/d) disminuyen la inflamacion a
través de reducir la expresion de los genes inflamatorios IL-1, MMD y CCR2 de
leucocitos de adolescentes obesos con resistencia a la insulina a los 3 meses de

suplementacion.



Capitulo 1

e Funcion y fisiologia del Tejido Adiposo
e Obesidad.

Tejido Adiposo

El tejido adiposo es un tejido conectivo que estd compuesto principalmente de
adipocitos que constituyen mas del 90% del volumen del tejido, el resto lo
constituyen diferentes tipos de células como fibroblastos, macréfagos, células del
estroma vascular, monocitos y preadipocitos’ (Figura 1). Los capilares se
distribuyen ampliamente en el tejido adiposo y cada célula adiposa se encuentra
en contacto con al menos un capilar para realizar el intercambio con metabolitos y
hormonas.? Entre el nacimiento y la pubertad, el tejido adiposo crece rapidamente
en tamafio y numero, pero es hasta después de la pubertad que el nimero de

adipocitos se mantiene constante.?

Los adipocitos son diferenciados a partir de células mesenquimales. Una
caracteristica de los adipocitos es la presencia de gotas grandes de lipidos en el
citosol, donde el exceso de energia es almacenado en forma de triacilgliceroles
(TG). Durante las etapas tempranas de diferenciacion del adipocito, sus células
precursoras (preadipocitos) experimentan cambios morfolégicos que incluyen un
aumento en el volumen citoplasmatico, biogénesis mitocondrial, formacion de

gotas de lipidos y aparicion de abundante reticulo endoplasmico. En un adipocito



maduro, las gotas de lipidos ocupan mayoritariamente gran parte del espacio
intracelular y el reticulo endopldsmico desaparece. Estos cambios subcelulares

requieren remodelacion citoplasmatica durante la adipogénesis.?

El tejido adiposo se clasifica en dos categorias, tejido adiposo blanco y tejido

adiposo café, los cuales tienen diferentes funciones.

Macrofago >
Célula Capllar

inmune

Célula
progenitora

Fibroblasto

Adipocito

Pre adipocito

Figura 1: Composicion celular del tejido adiposo blanco. El tejido adiposo esta formado por el
sistema vascular, preadipocitos, adipocitos, fibroblastos, macréfagos y células progenitoras.3



e Tipos de Tejido Adiposo Blanco

Durante mucho tiempo se consideré al tejido adiposo simplemente como un
depoésito de grasa, para el suministro de energia que permite mantener cierta
autonomia energética en situaciones de falta prolongada de alimento. El
conocimiento de esta funcién pasiva fue cambiando en los ultimos afios al
descubrirse que el tejido adiposo no es uniforme. Diversos estudios han
comprobado que el tejido adiposo participa de modo muy activo y trascendental en

el control del balance energético e incluso como érgano endocrino.*

El tejido adiposo blanco contiene la mayor parte de las reservas grasas del
organismo, tiene un aspecto blanco-amarillento y se distribuye esencialmente en

dos regiones” a) tejido adiposo subcutaneo y b) tejido adiposo visceral.

La localizacion y distribucion del tejido adiposo puede explicar sus diferentes
funciones. El tejido adiposo subcutaneo esta localizado por debajo de la piel y es
responsable de la distinta composicién corporal de hombres y mujeres. Este tipo
de tejido adiposo contribuye a la regulacién de temperatura.* El tejido adiposo
visceral llena los espacios entre los érganos y los protege manteniéndolos en la
posicion apropiada. La distribucion de la masa grasa esta relacionada a las
diferencias regionales y al proceso lipolitico’. La grasa visceral y el tamafio del
adipocito se han asociado positivamente con resistencia a la insulina periférica y
hepatica. Se ha demostrado que cuando se remueve la masa grasa visceral, pero
no la subcutanea, la sensibilidad a la insulina mejora, lo que sugiere que el tejido

adiposo subcutdneo no contribuye a las anormalidades metabdlicas,



particularmente cuando éste tipo de tejido graso aumenta. Asi, un incremento en
la masa grasa abdominal, de tipo visceral, parece ser importante para la
patogénesis no solo para la resistencia a la insulina, sino también de dislipidemia,
intolerancia a la glucosa, hipertension y riesgos cardiovasculares.” La mayor parte
del tejido adiposo visceral esta localizado en la cavidad abdominal en forma de
depositos lipidicos, los cuales rodean 6rganos como el reproductivo, el rifion, o el

intestino.*

e Funcién adiposa

El tejido adiposo aisla al cuerpo y protege a los 6rganos internos. Sin embargo, la
funcion méas importante del tejido adiposo blanco es mantener el balance de
energia.? Esto se debe a que la grasa del tejido adiposo proporciona una manera
mas eficiente de energia (9 kcal/g) comparado con la energia que proporcionan

las proteinas y los hidratos de carbono (4 kcal/g).

Cuando el consumo de energia a partir de alimentos, excede la demanda de
energia por el cuerpo, el exceso de energia se convierte en lipidos en el higado,
gue luego son transportados en forma de quilomicrones o lipoproteinas de muy
baja densidad (VLDL) a los adipocitos. Estos lipidos son hidrolizados por la
lipoproteina lipasa a acidos grasos libres (FFA) para ser incorporados vy
almacenados en los adipocitos. Estos FFA junto con los acidos grasos sintetizados
en los adipocitos, son esterificados con glicerol para formar triacilgliceroles (TG),

los cuales después son almacenados dentro de los depésitos de grasa.?
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Tejido Adiposo como organo endocrino

El tejido adiposo blanco también tiene una importante funcién como célula
secretora, es por ello que expresa y secreta una variedad de moléculas llamadas
adipocinas, involucradas en regular la homeostasis de energia en todo el cuerpo.?
Las adipocinas pueden tener actividad de manera local (autdcrina y/o paracrina) y

a nivel sistémico (endocrina).’

La fisiologia normal del tejido adiposo implica su expansiébn como un proceso
adaptativo pasivo. Sin embargo, existen limites de capacidad de expansién y en la
capacidad de acumular cualquier exceso de nutrientes, el cual puede ser un factor
determinante en el comienzo de comorbilidades asociadas con la obesidad.
Cuando el tejido adiposo llega a un limite maximo de expansion, los adipocitos
pierden cierta funcionalidad y comienzan a expresar de manera anormal algunas
moléculas.® (Figura 2). El tamafio de un adipocito puede ampliar su diametro de 30
um a 230 um, siendo la expansion del tejido adiposo el resultado del incremento
en el volumen del adipocito, tal y como se observa en la obesidad.? De manera
que la hipertrofia de los adipocitos observada en la obesidad esta asociada con un

funcionamiento anormal de la funcién endocrina.’

Desde que se reconoce al tejido adiposo como un 6érgano endocrino, ha
incrementado el interés por estudiar las moléculas que secreta y que puedan
contribuir a las alteraciones metabdlicas y hemodindmicas observadas en la

obesidad y la resistencia a la insulina.’
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Figura 2: Secrecién de adipocinas por el tejido adiposo.®

Obesidad

La obesidad se define como una enfermedad crénica, epidémica y prevenible,

caracterizada por un incremento crénico en el consumo cal6rico y una disminucion

en la actividad fisica, provocando un desequilibrio a favor del almacenamiento de

energia (Figura 3).° Este excedente de energia se acumula en forma de

triacilgliceroles (TG) en el tejido adiposo blanco, dando paso a un incremento en

tamarfio (hipertrofia) y nimero de adipocitos (hiperplasia).®
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Figura 3. El tejido adiposo blanco y sus complicaciones metabdlicas en la obesidad. Ademas de funcionar
como almacén de energia, también tiene funcibn como drgano endocrino, produciendo moléculas
circulantes, incluyendo mediadores inflamatorios (TNF-a, IL-6, IL-1B) y lipidos bioactivos (FFA), los cuales
tienen un impacto importante en mantener la homeostasis metabdlica. La inadaptacién de los adipocitos
en respuesta a un balance positivo de energia conduce a una mayor produccién de citocinas
proinflamatorias y la liberacion de &cidos grasos libres no esterificados. Adaptada de: Jacobi D, Adipose
tissue signaling by nuclear receptors in metabolic complications of obesity, vol.1, num.1, pags: 4-12°

En la actualidad, la obesidad ha alcanzado proporciones epidémicas alrededor del

mundo ya que es el trastorno metabdlico mas frecuente en los paises

desarrollados y en vias de desarrollo, su prevalencia se ha duplicado de manera

importante en la Ultima década en todos los grupos de edad, incluyendo a nifios y

adolescentes.’® En los Gltimos 20 afios se ha expandido en América a una

velocidad muy alta. Aproximadamente el 34.1% de los hombres y el 35.8% de las

mujeres entre 12 y 19 afos presentan problemas de sobrepeso u obesidad, siendo

obesos el 14.5% de los hombres y el 12.1% de las mujeres en este grupo de

edad.'! Esta condicion fisica es un problema serio de salud ya que representa un
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factor de riesgo importante para desarrollar otros padecimientos como diabetes
tipo 2, enfermedades cardiacas coronarias, hipertension y sindrome metabdlico,

ente otras.?

Previo a la presencia de estos padecimientos, se ha demostrado que el
incremento en el tejido adiposo representa el primer paso para desencadenar
anormalidades iniciales en el metabolismo de glucosa y el desarrollo de
resistencia a la insulina asociado a la obesidad.'? En especifico la acumulacién de
grasa visceral conduce a tener obesidad central (lamada también “obesidad

abdominal”).?

Diversos estudios han demostrado que el tejido adiposo de individuos obesos
muestra un incremento en la secrecion de adipocinas, algunas de ellas con
funcion proinflamatoria como el factor de necrosis tumoral-o (TNF-a), la
interleucina 6 (IL-6), interleucina 1B (IL1)y la sintetasa de Oxido nitrico inducible
(iNOS).° Ademas de adiponectina, resistina, adipsina, leptina, y componentes del
sistema renina-angiotensina.” (Figura 2). El tejido adiposo también secreta otras
proteinas involucradas en el proceso inflamatorio como la proteina quimiotactica
de monocitos (MCP-1) y la quimiocina del receptor tipo 2 (CCR2) importante en la
diferenciacion de monocitos a macrofagos. Debido a esto se ha considerado que

la obesidad es un estado crénico de inflamacion leve.
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Capitulo 2

e Inflamacion

El tejido adiposo también es un participante activo en la respuesta inmune y en la

inflamacion debido a la presencia de un componente celular, los macréfagos.

Las primeras evidencias del estado inflamatorio en el tejido adiposo fueron la
presencia de macrofagos (algunos de ellos provenientes de la diferenciacién de
monocitos) en el tejido adiposo de sujetos obesos. Ademas, la expresion de
ciertos genes en macrofagos y otras células del tejido adiposo ha mostrado que
los primeros son la fuente principal de sintesis de TNF-a y otras citocinas
proinflamatorias. También se ha observado que la cantidad de macréfagos en
tejido adiposo blanco correlaciona positivamente con el indice de masa corporal y

el tamafio de los adipocitos.®

Para explicar la patogénesis de la obesidad asociada a la inflamacién, se han
propuesto varias vias de sefalizacion. La mas estudiada es la que establece una
relacion entre el tejido adiposo y el sistema inmune. En esta via, la activacion de
receptores tipo Toll 4 (TLR4) por sus ligandos acidos grasos saturados estimula al
factor de transcripcion NF-kp, permitiendo un incremento en la produccion de
citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-6, IL-1) en los adipocitos. En condiciones
inflamatorias se ha observado que estas citocinas y la leptina, aumentan la

diapédesis de monocitos en sangre, también estimulan la proliferacion y la

15



actividad fagocitica de monocitos/macrofagos, la quimiotaxis de neutréfilos y el

aumento en la sintesis de radicales de oxigeno.™®

Todas estas evidencias indican que existe infiltracion de células inflamatorias en el
tejido adiposo (principalmente de macrofagos) y la secrecion de moléculas
proinflamatorias incrementa en el plasma circulante.” Sin embargo, este tipo de
inflamacion, es wuna respuesta inmunologica anormal indicativa del mal
funcionamiento del tejido adiposo que también depende de la infiltracion de

macréfagos en este tejido.®

El mecanismo de infiltracibn de macréfagos en el tejido adiposo aun no esta
totalmente dilucidado. Pero se ha aceptado que la proteina quimioatrayente de
monocitos 1 (MCP-1) que también se conoce como quimiocina del ligando 2 del
motivo C-C (CCL2), pertenece a las citocinas proinflamatorias que atraen
macrofagos al tejido adiposo. La MCP-1 es sintetizada predominantemente por
macrofagos y células endoteliales y es un potente factor quimiotactico para
monocitos (precursor de macréfagos), siendo esta proteina y sus receptores
(CCR?2) importantes en el desarrollo de la respuesta inflamatoria.’* Las células
endoteliales estimulan la produccion de MCP-1 por lo tanto participan en el
reclutamiento de macréfgos en el tejido adiposo tal y como lo han sugerido varios
estudios.’> Ademas, se ha observado que el producto proteico del gen CCR2
controla la conducta alimentaria, estimula el desarrollo de obesidad y de
inflamacion asociada con obesidad en tejido adiposo, es el principal inductor de la
acumulacion de macrofagos en el tejido adiposo e influye negativamente en la

sensibilidad a la insulina.*® Estos hallazgos han surgido de estudios en donde se
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ha agregado un antagonista de CCR2, los hallazgos muestran que la presencia
del antagonista reduce la acumulacién de macréfagos en el tejido adiposo y
mejora la sensibilidad a la insulina. De manera que cualquier tratamiento que
disminuya la infiltracién de macréfagos en el tejido adiposo en obesos, tendra
efectos benéficos en la respuesta inflamatoria ya que los macrofagos producen
citocinas proinflamatorias y estas interrumpen la union de la insulina con su

receptor.™®

Por otro lado, los monocitos se diferencian a macrofagos en donde el gen de
diferenciacion de monocitos a macrofagos (MMD) estd altamente expresado en
macréfagos maduros y ausente en monocitos. Este gen codifica para una proteina
que se considera un miembro de la familia de receptores adipoQ (PAQR),
involucrada en la activacion de macrofagos. Se sabe que la sobreexpresion de
MMD en macrofagos incrementa la produccion de TNF-a, esto sugiere que MMD

modula la expresién de TNF-a en macréfagos.*®

Citocinas Proinflamatorias

Las citocinas originalmente fueron llamadas linfocinas y monocinas para indicar la
fuente celular de la cual provienen, ahora se sabe que el termino citocina es la
mejor descripcion desde que casi todas las células nucleadas son capaces de

sintetizar estas proteinas y, a su vez, de responder a ellas.’

Durante la obesidad el sistema inmune experimenta cambios que incluyen un
incremento gradual en la produccion y circulacion de citocinas proinflamatorias

17



como IL-6, TNF-a e IL-1.*® Esto es de particular interés dado que dichos cambios

contribuyen a una mayor gravedad en enfermedades inflamatorias.
TNF-a

El TNF-a es una citocina clave por su papel mediador en la respuesta inflamatoria
dada por la invasion de microorganismos. Normalmente esta citocina actia sobre
diferentes tipos celulares como los adipocitos, asimismo, tiene efectos sobre el
sistema enddcrino y hematopoyético.™® Aunque también relacionado con estado de
caquexia, hoy se reconoce al TNF-a como un mediador importante de resistencia
a la insulina en la obesidad. Se expresa principalmente en macréfagos vy linfocitos,
aunque los adipocitos también lo expresan junto con sus receptores. En la
obesidad, la expresién del RNAm de TNF-a estd aumentada en tejido adiposo.?
La unidon de TNF-o a su receptor activa las cinasas de la familia IKK (cinasa
inhibidora de NF-kB), que produce la fosforilacién del inhibidor del factor nuclear
kB (IxB), activando el factor nuclear kB (NF-xB), principal mediador de las
acciones de TNF-0.?° En células del tejido adiposo, TNF-a estimula y disminuye la
expresion de genes a través de NF-«kB. Los genes estimulados incluyen al propio
NF-«xB, citocinas (TNF-a, IL-1 e IL-1) factores de crecimiento, enzimas y moléculas

de sefializacion.?

Las acciones bioldégicas del TNF-a incluyen la induccion de resistencia a insulina.
Se ha observado que la cantidad de RNAm de TNF-o se correlaciona
positivamente con la adiposidad, es por ello que tras una disminucion en el peso,

disminuye la expresion de esta citocina. La expresion del RNAm de TNF-o esta
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también correlacionada con la hiperinsulinemia, mostrando asociaciones positivas
con las concentraciones de insulina y triglicéridos en ayuno.*" ?* La exposicion de
las células a TNF-o estimula la fosforilacion inhibitoria de serina del IRS-1. De
manera que se considera a TNF-a como un mediador proinflamatorio que

introduce un vinculo entre inflamacién, obesidad y resistencia a la insulina.

IL-6

La IL-6 es una citocina secretada por células del sistema inmune
(monocitos/macrofagos) fibroblastos, células endoteliales, musculo esquelético,
ndcleos hipotalamicos y tejido adiposo.’® Ademas, tiene la caracteristica de
expresarse en leucocitos ya que estos contribuyen e interactian con el
metabolismo del tejido adiposo®, asi que sus niveles se encuentran elevados en
la obesidad. La expresion de IL-6 por el tejido adiposo esta aumentada en los
estados de resistencia a la insulina. Ademas, sus niveles séricos se relacionan
bien con la hiperinsulinemia, y son predictores del desarrollo de diabetes mellitus
tipo 2 (DM2) y disminuyen con la reduccién de peso.?° Asimismo, IL-6 estimula la
produccion de proteina C reactiva, esto puede explicar parte del estado de

inflamacion asociado con la obesidad.?

La IL-6 puede actuar a varios niveles, tanto de forma paracrina y autécrina en el
tejido adiposo, como de manera enddcrina en los tejidos periféricos, alterando el
peso corporal, la homeostasis energética y la sensibilidad a la insulina.?® Se ha
propuesto que la IL-6 participa en la resistencia a la insulina alterando la

sefalizacion en los hepatocitos por la induccion del supresor de la sefalizacion de
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citocinas 3 (SOCS-3), inhibiendo la autofosforilacion del receptor de la insulina
dependiente de insulina, en adipocitos disminuye la activacién del IRS-1 y la PI-3

cinasa.?®

IL-1p

Esta citocina proinflamatoria es producida y secretada cuando se incrementa el
dolor y cuando se presenta inflamacién. En tales condiciones, IL-1B se secreta en
varios tipos celulares como las células mononucleares, fibroblastos, adipocitos y
células endoteliales.?® Las citocinas proinflamatorias producidas en tejido adiposo
por monocitos y macréfagos en sitios de inflamacién pueden entrar a circulacién.?’
Se conocen dos tipos de IL-1 denominadas; IL-1a e IL-1B, codificados por genes
diferentes, de escasa homologia en la secuencia de aminoacidos. La diferencia
radica en que la IL-1o es mayormente intracelular y la IL-1p es secretada a la
circulacion, pero son los macréfagos las células que expresan IL-13.%% La IL-1
favorece la activacion de los linfocitos T cooperadores (Th) por parte de las células
presentadoras de antigenos (APC). La IL-1, al igual que el TNF- o, aumenta la
eficacia con la que una APC puede unir células Th. Ademas de TNF-q, la IL-1,
también actia de manera paracrina sobre las células Th, dando lugar a la
expresion de otras citocinas. Asi, la IL-1, actua de forma sinérgica con otras

interleucinas como la IL-6 y el TNF- a, influyendo sobre la respuesta inmune.?
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Capitulo 3

e Resistencia a la Insulina

La resistencia a la insulina se caracteriza por un descenso en la habilidad de la
insulina para estimular el uso y transporte de glucosa por los musculos y el tejido
adiposo, también suprime la produccion y salida de glucosa hepética. Ademas,
esta alteracion indica una resistencia a la accion de la insulina sobre el
metabolismo de lipidos y proteinas, en la funcion vascular endotelial y la expresion

de genes relacionados con el metabolismo de la glucosa y de la insulina.*

Se ha propuesto que la resistencia a la insulina se debe a factores genéticos y
ambientales. El componente genético parece ser de naturaleza poligénica y se
han sugerido a varios genes como posibles candidatos. Sin embargo, existen
otros factores que pueden influir en la sensibilidad a la insulina, como la obesidad,

género, origen étnico, pubertad, estilo de vida sedentaria y la dieta.?*

Vias moleculares proinflamatorias generadoras de
resistencia a la insulina en la obesidad

Varios estudios han implicado a la activacion cronica de la via proinflamatoria del
factor nuclear kp (NF-xB) y de la cinasa aminoterminal c-Jun-1 (JNK1), como los

mecanismos subyacentes. La mayoria de estos estudios se han enfocado al
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estudio de la activacién de estas vias en los tejidos blanco de la insulina (tejido
adiposo, higado y masculo) como un mecanismo celular etioldgico. Varias cinasas
de serina/treonina son activadas por estimulos inflamatorios o de estrés y
contribuyen a la inhibicion de la sefalizacion de insulina, siendo las mas

relevantes la JNK, cinasa B (IKKp) y PKCH. (Figura 4)*°

Actividad del receptor de insulina

En la dltima década se ha definido que la inflamacion de grado leve esta asociada
con resistencia a la insulina, y por lo tanto se asume que la inflamacion contribuye
de una manera importante al desarrollo de esta condicion que es clave para el
desarrollo de otras enfermedades.? Diversos estudios han propuesto que la
resistencia a la insulina se debe a la inhibiciébn de un postreceptor de transduccion
de sefiales, tal es el caso del sustrato del receptor de insulina (IRS).* Sin
embargo, se han identificado varios defectos en la sefalizaciéon de la insulina
implicados en la patogénesis de resistencia a la insulina por ejemplo, una
reduccion en la sintesis o un incremento en la degradacion de los componentes
del sistema receptor-IRS, inhibicién de la fosforilaciébn de serina del receptor de
insulina, la interaccidon de los componentes del sistema receptor -IRS con

proteinas inhibitorias.?*

El receptor de insulina pertenece a la clase de receptores de tipo tirosina cinasa.
Este receptor es de tipo transmembranal que es activado por insulina. El receptor

de insulina es una proteina heterotetramérica constituida por dos subunidades
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extracelulares o y dos subunidades transmembranales B, unidos por puentes
disulfuro.?® La unién insulina-receptor activa la fosforilacién de varios substratos
enddgenos en tirosina. El primer sustrato es la subunidad transmembranal  del
propio receptor de insulina por un mecanismo de autofosforilacion en tirosina que
proporcionara sitios blanco de proteinas para iniciar distintas vias de sefalizacion,
conocidas como cascada de fosforilacion de proteinas. La inhibicion de la
sefalizacion del receptor de insulina es un mecanismo fundamental a través del
cual la sefial inflamatoria conduce a la resistencia a la insulina. La exposicion de
las células a TNF-a o0 niveles elevados de &cidos grasos libres inhibe la
fosforilacién de serina IRS-1.%° La unién extracelular de la insulina, induce una
union intracitoplasmatica de IRS-1 al receptor. Posteriormente, varias tirosinas en
el IRS-1 son fosforilados, esto permite que IRS-1 active otras proteinas cinasas.”
Esta fosforilacion reduce tanto la fosforilacion de la tirosina IRS-1 en respuesta a
la insulina y la capacidad de IRS-1 para asociar con el receptor de la insulina y por
lo tanto inhibe la sefializacién corriente abajo y la accién de la insulina.*

Las citocinas impiden la sefalizacion del receptor de insulina a través de la
activacion de otras cinasas de serina/treonina. Un ejemplo de esto es IKKB que
afecta la sefializacion de la insulina a través de al menos dos vias: la primera es la
fosforilacion del IRS1 en serina, y en segundo lugar activa el potente factor de
transcripcion proinflamatorio NF-xB, que estimula la expresidon de multiples
mediadores inflamatorios involucrados en la regulacion de citocinas inflamatorias.
Especificamente, NF-xB controla varias citocinas (IL-1, IL-2, IL-6, TNF-a),

guimosinas (IL-8, MCP-1, MIP-1%), moléculas de adhesion (ICAM, VCAM vy E-
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selectina), y enzimas efectoras inducibles (iNOS y COX-2) **332 incluyendo a

TNF-a e IL-6.2°

IL-6 insulin TNF-a IL-1, adiponectin
IL-18

(9
(] 0 0 \
gp130 D 2 |
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Figura 4: Mecanismos generadores de resistencia a la insulina a través de diferentes vias de
sefializacion y mediadores. La exposicion de las células a sefiales inflamatorias estimula la
fosforilacion inhibitoria en residuos de serina del IRS-1. Después de que la sefial inflamatoria
ha impedido la unién del receptor con la insulina se activan varias cinasas de serina/treonina
que conducen a resistencia a la insulina. %
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Debido a que la resistencia a la insulina est4 asociada con un grado leve de
inflamacion causada por la obesidad, diversas investigaciones se han enfocado a
disminuir el estado inflamatorio. El uso de agentes anti-inflamatorios en individuos
obesos y con resistencia a la insulina podria ser de gran beneficio. Entre éstos

tenemos a los &cidos grasos poli-insaturados de cadena larga omega 3.7

Capitulo4

e Acidos grasos poli-insaturados de
cadena larga omega 3

Los acidos grasos son acidos monocarboxilicos que generalmente contienen un
namero par de atomos de carbono, entre 8 y 22. Los &cidos grasos consisten de
una cadena hidrocarbonada con un grupo metilo hidrofébico y un grupo carboxilico
hidrofilico. La longitud de la cadena y la presencia de insaturaciones determinan
las propiedades de los diferentes acidos grasos. Los acidos grasos presentes en
el organismo se encuentran en forma saturada o insaturada debido a la presencia
de dobles ligaduras. Los acidos grasos insaturados pueden ser monoinsaturados o

poli-insaturados.*

Dentro de los acidos grasos poli-insaturados denominados PUFAs (Long Chain-
Poly Unsaturated Fatty Acids por sus siglas en inglés), se encuentran los acidos
grasos linoléico (dos dobles enlaces) y a-linolénico (tres dobles enlaces). Estos

acidos grasos son precursores de dos familias importantes, los acidos grasos
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omega-6 y omega-3 respectivamente. Estas dos familias se diferencian por la

posicion del primer doble enlace, contando a partir del extremo metilo de la

molécula del 4cido graso.®**

Acido linoleico (C18:2)
W
HiC et N SN AN AN
6 COOH
Acido Qllinolénico (C18:3)
W

HC W\W
COOH

Figura 5: Estructura quimica de los acidos grasos esenciales: acido linoléico y a-linolenico
indican que ambos éacidos grasos contienen 18 carbonos con dos y tres dobles enlaces
respectivamente.32

Los acidos grasos a-linolénico y linoléico son &cidos grasos esenciales que el
organismo no sintetiza y por tanto los debe recibir de la dieta, pues en las células
del organismo sélo se producen dobles enlaces en los acidos grasos, después del

carbono 9y no entre el grupo metilo y el carbono-9. 334

El &cido graso a-linolénico (¢ALN) de la familia omega-3, es una molécula se 18
atomos de carbono vy tiene tres dobles ligaduras, la primera se encuentra en el
tercer carbono, su nomenclatura es 18:3 »3.* Es precursor de los &cidos grasos
de cadena muy larga y dentro del organismo, los PUFAs se pueden transformar en
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estos 4cidos grasos con un mayor numero de insaturaciones (LC-PUFAs, long
chain-PUFAs), estos son el acido eicosapentaenoico (EPA) y el &cido

docosahexaenoico (DHA).*®

Fuentes alimenticias de los acidos grasos poli-insaturados omega 3

Los &cidos grasos omega 3 se encuentran principalmente en los aceites vegetales
y en el pescado. El pescado es una fuente importante de EPA y DHA, el cALN se
encuentra principalmente en los cloroplastos de los vegetales de hoja verde, en
los aceites de soya, canola, nueces, lino, grosella, soja, linaza, en algunos aceites
de pescado como la sardina, salmén y bacalao. Los alimentos que contienen mas

aALN es el aceite de canola, de soya y la linaza.*

Mecanismos de accion anti-inflamatoria de los acidos grasos poli-
insaturados omega 3

El papel funcional de los PUFAs a nivel celular incluye formar parte de los lipidos
de membrana, ligandos de receptores nucleares o la regulacion de factores de
transcripcion en el nlcleo para controlar la expresiéon de una gran variedad de
genes, incluyendo los que regulan el proceso inflamatorio.*” Tomando en cuenta la
funcionalidad a nivel celular de los PUFAs omega 3, estos representan una

evidencia sobre los efectos benéficos en la inflamacién.*®

En general, la regulacion de las funciones de la célula por los PUFAs puede ocurrir

a tres niveles:
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1) Modulacién de la transduccion de sefiales a traves del efecto de la
bioactividad sobre las membranas celulares. La incorporacion del DHA en
los fosfolipidos de la membrana plasmatica y su retencion de dominios en
los cuales el colesterol esta ausente, es el origen molecular responsable de
aumentar la fluidez de las membranas celulares. Se asume que la
presencia de dobles enlaces en la cadena acilo incrementa la fluidez, de

manera que una membrana rica en DHA es mas fluida. 32337

2) Regulacién de la transcripcibn de genes que controlan la respuesta
inflamatoria. EPA y DHA disminuyen la activacion de NF-xB en respuesta a
estimulos inflamatorios, por lo tanto inhibe la transcripcion de citocinas
proinflamatorias. Se ha propuesto que el mecanismo de inhibicién de la
activacion de NF-xB por el DHA, es a través de inhibir significativamente la
fosforilacion de IkBa (inhibidor de NF-xB), y como resultado evitar la
migracibn de NF-xB al nucleo donde se une al DNA y asi inhibir la
transcripcion de secuencias especificas de las citocinas proinflamatorias.®
%2 (Figura 7). Ademas los LC-PUFAS disminuyen la expresién de receptores
guimiotacticos en leucocitos, disminuye la migracibn de células
inflamatorias, asi como también disminuye la quimiotaxis de neutréfilos y
monocitos hacia varios quimioatrayentes de suero. También disminuyen la

expresion de moléculas de adhesién en monocitos y macréfagos. 3%

3) Regulacion a través de mediadores activos implicados en procesos

inflamatorios. Disminuye la produccion de eicosanoides proinflamatorios y
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aumenta la produccion de eicosanoides anti-inflamatorios (resolvinas y

protectina) derivados del EPA y DHA. 343°

Activadores

_| transcripcion de genes

inflamatorios

Figura 7: Mecanismo de accién de los omega 3.La sefial inflamatoria activa a NF-xB y la
accion de los acidos grasos omega 3 es inhibir la fosforilacién del inhibidor de NF-xB y como
resultado evita la migracion de NF-xB al ndcleo donde se une al DNA y asi inhibir la
transcripcion de genes proinflamatorios.

Tomando en cuenta las propiedades de los acidos grasos omega 3, es posible
utilizarlos como terapia para disminuir la resistencia a la insulina. Esta propuesta
surge porque existe suficiente evidencia cientifica observada en humanos, para

emplearlos como agentes que regulan los procesos inflamatorios.
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Antecedentes

La obesidad es una condicidn que se presenta cada vez mas frecuente en edades
pediatricas, desencadenando alteraciones metabdlicas como la resistencia a la
insulina en edades tempranas. Existen evidencias que muestran que la obesidad y
la resistencia a la insulina coexisten con inflamacion, sugiriendo que dicho estado
inflamatorio es el vinculo entre estas dos condiciones patoldgicas. Sin embargo,
podemos pensar que si la inflamacion tiene una estrecha relacién con la obesidad
y la resistencia a la insulina, tratar a individuos obesos con agentes anti-
inflamatorios, el resultado probablemente sea una reduccion de la inflamacién,
resistencia a la insulina y por ende otras alteraciones metabdlicas. Una alternativa
para disminuir esta condicién es el uso de &cidos grasos poli-insaturados de
cadena larga omega 3, como el EPA y el DHA, cuyas propiedades anti-
inflamatorias son ampliamente reconocidas. Aunque existen varios estudios
realizados en humanos, en los cuales se ha suplementado con acidos grasos
omega 3 para disminuir la concentracion de marcadores inflamatorios, a nuestro
conocimiento solo se han publicado a la fecha dos estudios realizados en

adolescentes.

El primero de ellos se realiz6 en Suiza en el 2010%, en el cual participaron 25
adolescentes obesos sin resistencia a la insulina (14 mujeres y 11 hombres) entre
14 y 17 aios en un estudio doble ciego, cruzado con un periodo de lavado de 6
semanas. La suplementacion fue por 3 meses recibiendo 1.2 g/dia de omega 3

(930 mg EPA + 290 mg DHA) o bien, recibieron como placebo aceite de coco o
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palma. Cabe mencionar que durante todo el estudio los pacientes fueron instruidos
para mantener su dieta habitual y no realizar ninguna modificacion de la actividad
fisica durante todo el tratamiento. Los resultados de este estudio mostraron una
disminucién de los marcadores de inflamacion (TNF-a, IL-1B, IL-6) en suero
mediante inmunoensayos (ELISA) comparado con el grupo placebo. El nUmero de
linfocitos y monocitos circulantes disminuyé después del tratamiento. Estos
resultados sugieren que el aumento en los niveles de omega 3 en los fosfolipidos
séricos incrementa su incorporacion en las membranas de células circulantes.
Ademas, se observé un aumento en la concentracion de omega 3 en el masculo y
en los fosfolipidos del tejido adiposo, lo que hace posible que el omega 3 se
incorpore en las membranas de las células e influya en la adhesion de leucocitos y
el estado inflamatorio. También se encontré que la suplementacién con omega 3
disminuye el reclutamiento de macréfagos, lo que sugiere un menor grado de

actividad inflamatoria.

Posteriormente, Lépez Alarcon y col., (2011)*° evaluaron el efecto de la
suplementacién con acidos grasos omega 3 sobre las concentraciones séricas de
adipocinas y sobre la resistencia a la insulina en 76 adolescentes obesos entre los
9 y 18 con resistencia a la insulina. Los participantes recibieron aleatoriamente
900 mg/dia de omega 3 (540 mg EPA+360 mg DHA) o placebo (aceite de maiz)
durante 1 mes y se les pidié no hacer modificaciones en su dieta ni en la actividad
fisica. Los resultados mostraron que el grupo que recibié la suplementacion con
omega 3, aumento la concentracion sérica de adiponectina y disminuyo la de TNF-

a Yy leptina. Pero, no se observaron cambios en la concentracion sérica de IL-6
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entre grupos ni por tratamiento. Esto puede atribuirse a que el tiempo del estudio
fue corto (1 mes) y la incorporacién de los acidos grasos dentro de las células se
puede observar a partir de 3 0 4 semanas después de suplementar con alguna
fuente de omega 3. Pero aun asi es posible determinar que el EPA y el DHA son
una herramienta benéfica para los adolescentes obesos con resistencia a la
insulina, ya que uno de los efectos positivos que se encontraron fue que aumento
la concentracion sérica de adiponectina y por lo tanto mejoro la sensibilidad a la

insulina.

Otros estudios similares con resultados contradictorios acerca del efecto de los
acidos grasos omega 3 se han realizado en adultos**. Uno de ellos se realizé en
sujetos entre 20 y 65 afos sin diabetes u otro padecimiento, excepto obesidad.
Los pacientes se suplementaron durante 8 semanas con 4 cdpsulas (3.36 g/dia de
omega 3,460 mg EPA+ 380 mg DHA) o placebo (acido butirico, presente en la
mantequilla) y no hubo restriccion en el consumo de alimento durante el estudio en
ninguno de los dos grupos. El objetivo principal era observar la expresion de
genes inflamatorios en muestras de tejido adiposo visceral y subcutaneo, como
objetivo secundario determinar las concentraciones plasmaticas de marcadores
inflamatorios (IL-6 y proteina C reactiva de alta sensibilidad (hsCRP)). Los
resultados de IL-6 indican que su concentracion plasmatica disminuye después del
tratamiento con acidos grasos omega 3. Ademas, se observd que disminuyé la
expresion de genes relacionados con el proceso inflamatorio expresados por los
monocitos y macréfagos (CCL2, CCL-3, HIF1A, TGFB e IL-6). Dado que los

pacientes con obesidad presentan un estado inflamatorio, la disminucion en la
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expresion de CCL2 y CCL3 por efecto de la suplementaciéon con acidos grasos
omega 3 indica que tienen menor riesgo de presentar desérdenes metabdlicos y
cardiovasculares que los sujetos que consumieron el placebo. Existen otro tipo de
marcadores que también disminuyeron y que estan implicados en procesos de
diferenciacion de monocitos a macréfagos (CD68 y CD163). Pero los marcadores
responsables de indicar la presencia de macrofagos no cambiaron su expresion,
esto puede atribuirse a que los omega 3 no disminuyen la expresién de dichos
marcadores y por lo tanto disminuye la secrecién de citocinas proinflamatorias.
Los macréfagos siguen elevados debido a que éstos habitan el tejido de manera

habitual pero no necesariamente indican una inflamacién activa.

Ademas, existe otro estudio realizado en adultos* entre 18 y 60 afios con IMC
entre 30 y 40 kg/m? sin diabetes mellitus o alguna condicién en la que presenten
inflamacion crénica. Los sujetos se dividieron en dos grupos, el primero fue
suplementado con aceite de pescado y el segundo fue el grupo placebo. Ambos
grupos consumieron 2.04 g de acidos grasos omega 3 (DHA + EPA) o placebo
durante 3 meses. Los resultados no mostraron diferencias significativas en las
citocinas proinflamatorias circulantes (IL-6 y TNF-a) entre los dos grupos de
estudio. Tampoco se observaron diferencias antes y después de recibir el

tratamiento con los 4cidos graso omega 3.

Diversos estudios demuestran que después de suplementar con acidos grasos
omega 3 la concentracion sérica de estos acidos grasos incrementa, por tal motivo
los marcadores inflamatorios disminuyen. También se ha observado Ila

disminucién en la expresién de citocinas en tejido adiposo de sujetos adultos. Sin
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embargo, es necesario obtener una biopsia de este tejido lo cual disminuye la
factibilidad del estudio, principalmente si los sujetos de estudio son adolescentes.
El estudio de la expresion de las moléculas inflamatorias en células del sistema
inmune circulantes, podrian darnos informacién del estado de inflamacion del
individuo, principalmente para determinar el efecto que podrian tener los &cidos

grasos omega 3 sobre dichas moléculas.

Hasta el momento sb6lo se ha determinado la concentracion de citocinas
proinflamatorias en suero y la expresién de algunas citocinas (IL-6) en el tejido
adiposo. Se sabe que al consumir acidos grasos omega 3 la concentracion de
éstos incrementa en suero, pero no esta totalmente claro si disminuye la expresion
de genes inflamatorios (IL-6, IL-1, TNF-a, etc.) en células circulantes. La
disminucion de dicha expresion, influird positivamente en la sensibilidad a la
insulina, lo que implicaria una terapia oportuna para tratar a los pacientes con

obesidad.
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Planteamiento del Problema

La obesidad es un problema de salud que ha incrementado de manera importante
en los dltimos afos. Es por ello que al conocer el origen inflamatorio de esta
condicion se busca evaluar si el tratamiento con acidos grasos omega 3 disminuye
la expresion de genes inflamatorios y de esta manera contrarrestar el riesgo de
presentar enfermedades relacionadas con la obesidad como es el caso de la

resistencia a la insulina en adolescentes.
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Justificacion

La obesidad se caracteriza por un estado de inflamacion cronico, debido a esto el
uso de anti-inflamatorio como los LC-PUFAs n-3 podria ser un tratamiento eficaz.
El estado inflamatorio esta dado por la produccion de citocinas (IL-1, 1I-6 y TNF-a)
secretadas por el adipocito. Ademas, existen otras moléculas indicadoras del
estado inflamatorio como CCR2 y MMD expresadas en células mononucleares
circulantes y que se infiltran en el tejido adiposo y también secretan dichas
citocinas. Por lo que, la expresion de citocinas y moléculas inflamatorias (CCR2 y
MMD) en células sanguineas podria reflejar en parte la inflamacion producida en

el tejido adiposo.*?

Hasta el momento se ha determinado el efecto de la suplementacién con &cidos
grasos omega 3 sobre la concentracion de citocinas proinflamatorias en suero y la
expresion de algunas citocinas (IL-6) en el tejido adiposo. Sin embargo, realizar un
andlisis de expresion a partir de tejido adiposo es un método invasivo y por

tratarse de adolescentes es poco factible obtener una muestra de este tejido.
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Objetivo

Determinar el efecto de la suplementacion con &cidos grasos omega 3 sobre la
expresion génica de moléculas involucradas en procesos inflamatorios en

adolescentes obesos con resistencia a la insulina.

Objetivo particular

- Determinar si la suplementacion con acidos grasos omega 3 disminuye la
expresion de IL-1, IL-6, TNF-a, MMD y CCR2 en leucocitos de adolescentes

obesos con resistencia a la insulina.
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Hipotesis

La suplementacion con acidos grasos omega 3 disminuye la expresion génica de
las moléculas IL-1, IL-6, TNF-a, MMD y CCR2 involucradas en procesos

inflamatorios en adolescentes obesos con resistencia a la insulina.
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Material y métodos
Poblacién de estudio

La presente tesis forma parte del proyecto titulado “Impacto de la utilizacién de LC-
PUFAs en la pérdida de peso y resistencia a la insulina en adolescentes obesos”
en el que se incluyen adolescentes con resistencia a la insulina mediante el indice
de HOMA (HOMA = [glucosa] x [insulina]/405) tomando como punto de corte 3.16
del valor de HOMA* y con obesidad (mayor o igual al percentil de IMC 95)
(CDC)*. De este estudio, por factibilidad, se incluyeron 30 adolescentes
provenientes de la Unidad Médico Familiar numero 4, 10 y 26 del Instituto

Mexicano del Seguro Social en la Ciudad de México, D.F.

Tipo de estudio

1.- Ensayo clinico controlado, es un estudio experimental en el que los pacientes
fueron suplementados con acidos grasos omega 3 o placebo y se manipul6 una de

las variables.

2.- Longitudinal, porque se estudio el cambio a través del tiempo de determinadas

variables y permite hacer inferencias respecto a los cambios realizados.

3.- Aleatorizado, debido a que el tratamiento fue distribuido al azar, ya sea

suplementado con el tratamiento o con el placebo.

4.- Doble Ciego, ni los individuos del estudio ni los investigadores conocen quién

pertenece al grupo placebo y quién al grupo de tratamiento.
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Ubicacion del estudio

El presente estudio se realizo en el Laboratorio de Biologia Molecular de la Unidad
de Investigacion Médica en Nutricion del Hospital de Pediatria del Centro Médico

Nacional SIGLO XXI, IMSS.

Criterios de inclusion

1. Edad entre 11 y 18 afios

2. Obesidad (mayor o igual al percentil de IMC 95)

3. Sin ningln otro padecimiento excepto obesidad.

4. Acepten firmar la carta de consentimiento.

Criterios de eliminacién

1. Alergia al pescado.

2. Presenten diabetes mellitus tipo 1 o 2.

3. Tratamiento de tipo anti-inflamatorio.

4. Presentar alguna enfermedad con inflamacion cronica.

5. Soliciten salir del protocolo.
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Consideraciones éticas

El presente estudio fue evaluado y aprobado por la Comision Nacional de
Investigacion Cientifica del Instituto Mexicano del Seguro Social, cumpliendo con
las normas propuestas por la ley general de salud y con las normas éticas

institucionales.
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Diagrama de flujo

Adolescentes obesos de 11 a 18 afios

Cuantificar glucosa l Cuantificar glucosa

e insulina en suero e insulina en suero

Carta consentimiento informado

Grupo con Tratamiento (acidos grasos omega 3) _
n=16

Toma de muestra de sangre periférica (basal y 3 meses)

}

Extraccidon de RNA total a partir de

leucocitos (Chomczynski)

}

Cuantificacion e Integridad del RNA

}

Sintesis de cDNA

}

Anadlisis de Expresién por gRT-PCR de los genes
IL-1, IL-6, TNF-a, MMD y CCR2, utilizando como
genes de referencia p-actina y p2-
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Procedimientos

En el presente estudio se incluyeron 30 adolescentes obesos entre 11 y 18 afos
de edad provenientes de la Unidad Médico Familiar nimero 4, 10 y 26 del Instituto

Mexicano del Seguro Social.

Después de haber sido invitados a participar en el estudio se les solicité a los
padres que firmaran la carta de consentimiento informado. A los pacientes se les
tom6 una muestra de sangre periférica con anticoagulante la cual se considero
como basal para la determinacién de los genes que se estudiaron. La misma
muestra de sangre se utiliza para cuantificar glucosa e insulina en suero. Ambas
determinaciones se realizan en el laboratorio clinico, la glucosa se determina
mediante métodos enzimaticos (glucosa oxidasa), la insulina por medio de

radioinmunoensayo (RIA).

Los pacientes fueron distribuidos de manera aleatoria utilizando un software para
aleatorizacion tomado del documento Mahmood Aaghaui Rabdom Allocation
(Software for parallel group randomized trials, BMC Medical Research
Methodology 2004) en dos grupos, el primer grupo fue suplementado con 1.2 g/dia
de omega 3 (aceite de pescado), el segundo fue el grupo placebo o control y
recibieron 1 g/dia (aceite de girasol). Tomando 2 capsulas diarias para cubrir la

dosis de omega 3 requerida.

Desde el momento en que los pacientes fueron distribuidos en los dos diferentes
grupos, tuvieron que consumir la cantidad indicada del suplemento o placebo por 3

meses.
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Como parte del tratamiento, los pacientes de ambos grupos recibieron una dieta
para llevar un control de sus héabitos alimenticios y se les pidié no incluir algun
suplemento que pueda ser otra fuente de &cidos poli-insaturados, asi como
también mantener la misma rutina de actividad fisica a la que estan

acostumbrados.

El apego al tratamiento ya sea del suplemento o del placebo se realizé6 mediante el

conteo de capsulas.

A partir de la sangre periférica obtenida en la primera visita (muestra basal) y
después de haber recibido la suplementacion por 3 meses se realizé extraccion de
RNA total a partir de leucocitos. EI RNA total se utilizé para realizar los estudios de

expresion de los diferentes transcritos.

Composicion del Suplemento

El suplemento proporcionado a los pacientes tiene el nombre de PULSE 600 de la
marca MERCK, el cual se distribuye de manera comercial. La dosis diaria que
recibieron los participantes es de 800 mg EPA y 400 mg DHA, por lo que deben
tomar 2 cépsulas diarias de este suplemento. La informacion nutricional que

contiene el producto se encuentra en la siguiente tabla:
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Tabla 1: Informacién nutrimental del suplemento PULSE 600 (Merck).

Ingrediente Por capsula (mg)
Grasas (lipidos) del cual: 1000
Grasa saturada 150,00
Grasa poli-insaturada del cual: 800,00
Acido eicosapentaenoico 400,00
Acido docosahexaenoico 200,00
Grasa mono-insaturada 50,00
Acidos grasos trans 0,00
Colesterol 0,24
Proteinas 250
Hidratos de carbono de los cuales: 0,00
Fibra dietética 0,00
Sodio 0,00

Expresion de RNAm de citocinas proinflamatorias y de marcadores de
inflamacion CCR2 y MMD

Extraccion del RNA total

A partir de leucocitos presentes en sangre periférica se extrajo RNA total usando

el método Chomczynski.*® (ANEXO 1)

El fundamento del método consiste en la utilizacién de tiocianato de guanidina, el
cual es uno de los desnaturalizantes de proteinas mas efectivos y facilita el
aislamiento intacto y funcional del RNA. Para precipitar el boton de RNA se utiliza
isopropanol a -20°C. Para purificarlo se utiliza DNAsa para eliminar el exceso de
DNA que pueda contener la muestra y Unicamente obtener el RNA total. El botén
de RNA se disuelve en agua grado biologia molecular en un volumen de 30 pL. El

RNA total purificado se cuantificd y se determiné su pureza e integridad.*®
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Pureza y Cuantificacion del RNA total

Se realizaron lecturas de absorbancia en un espectrofotometro (Nanodrop 1000) a
diferentes longitudes de onda (230 nm, 260 nm y 280 nm), tomando 2 uL de agua
inyectable para ajustar a cero la lectura y posteriormente se tomé 1 uL de muestra.
La lectura a 260 nm es el valor maximo de absorcion de los acidos nucléicos
debido a las bases nitrogenadas que los forman. Las proteinas, fenol y algunos
contaminantes tienen un maximo de absorbancia a alrededor de 280 nm, por lo
gue la relacion 260/280 nos permite conocer la pureza del RNA. El valor de esta
relacion debe ser lo mas cercano a 2.0 entre 1.7 y 2.0. Si el valor es menor a 1.7
significa que existe contaminacion significativa con fenol o proteinas. A 230 nm es
el pico de absorcion de algunos disolventes organicos y algunos carbohidratos. La
relacion 260/230 asegura que no hay contaminacién y el valor debe ser mayor a

1.8. (Nanodrop Spectrophotometer V3.7)

Para calcular la concentracion de RNA total se realiza la lectura a 260 nm que

permite calcular la concentracion del acido nucléico de la siguiente manera:

En donde: 1DO20nm= 40 pg/ml de RNA

[RNA]ug/ml = (40pug/ml)(Absorbancia a 260nm)
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Integridad del RNA

Para evaluar la integridad del RNA total, 1 ug/ml se sometié a electroforesis en un
gel de agarosa al 1% (Invitrogen, Ultra Pure ™ Agarose car. No. 15510-019) tefiido
con bromuro de etidio (0.5 ug/ml), a 90 volts por 90 minutos en una camara
horizontal con una fuente de poder BIO RAD (PowerPac Basic). Los diferentes
RNAr 18s, 28s se visualizaron mediante un analizador de imagenes Alpha
Innotech. Se considera que el RNA esta integro si se observan estos tipos de
RNAs mediante bandas bien definidas. Una vez comprobada la calidad del RNA

total se procedio a la sintesis de cDNA.

Figura 6: Se muestra la integridad del RNA. La subunidad mayor corresponde ala28 Sy la
menor ala 18 S.

Sintesis de cDNA

La sintesis de la primera cadena de cDNA se realiz6 usando el estuche TagMan®
de la marca Applied Biosystems (No. 808-0234) de acuerdo a las indicaciones del

fabricante (Roche) ver ANEXO II.

El cDNA se sintetizo a partir del RNA total por medio de la transcripcion reversa

(TagPolimerasa), utilizando oligo dT. Las moléculas de RNAm funcionan como
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molde y el oligo dT como cebador. Ademas, se requiere la presencia de dNTP’s
gue funcionan como sustrato para la transcriptasa reversa, de lo que resulta una
hebra de DNA complementario. EI cDNA sintetizado se utiliz6 posteriormente

como molde para su amplificacion mediante PCR.

PCR punto final

Con la finalidad de corroborar la adecuada sintesis del cDNA se realizé6 un PCR de
punto final para una region de los genes control, beta actina y beta 2

microglobulina. (ANEXO Il1).

Los productos de amplificacién se sometieron a una electroforesis en un gel de
agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio (0.5 pg/ml). Se determiné el tamafio
de estos productos, utilizando un marcador de pares de bases visualizandolos en

un analizador de imagenes Alpha Innotech.

Una vez confirmada la correcta sintesis de los cDNA se procedié a cuantificar el
transcrito de los diferentes genes mediante PCR en tiempo real cuantitativo (QRT-

PCR).
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Figura 7: PCR punto final

Cuantificacion del RNAm por gRT-PCR

Se cuantifico el RNAm de la IL-1, IL-6, TNF-a, MMD y CCR2 utilizando gRT-PCR.
Los genes de referencia utilizados fueron p-actina y B- 2 microglobulina. Estos
genes son de expresion constitutiva puesto que son transcripcional y

47,48

traduccionalmente activos en leucocitos circulantes. (La secuencia de primers

utilizados para la cuantificacion de RNAm se describe en la tabla 2)

El célculo de la expresion relativa de cada gen se realiz6 mediante el método de
AACp en el que la proporcion de la expresion relativa de un gen blanco (R) es
calculada en base a la eficiencia de la reaccion de PCR en tiempo real y a la
diferencia del Cp de una muestra desconocida contra un control y expresada en

comparacion a un gen de referencia.**>°
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R-2 -AAcp

ACD g
(Ebianco) Potanco

- ﬁcpré' erenclia
PROPORCION= (Ereferencia)

Donde:
E= la eficiencia amplificacion

ACp para cada gen (referencia o blanco) se obtiene de:

ACPoame= CPiance CPirates
ACDwternsis™ Cheoonor GDiraadas

La gRT-PCR es un método semi-cuantitativo para la deteccion y medida de

productos generados durante cada ciclo de PCR. (ANEXO 1V).

La generacion de los productos de PCR se cuantifica en base a la medicion de la
sefal fluorescente del SYBER Green, este compuesto cromégeno se intercala en
la doble hélice del DNA. Cuando el cromdgeno no se encuentra unido al material
genético, emite muy poca fluorescencia. Sin embargo, la fluorescencia (a una
longitud de onda de 530-548 nm) aumenta importantemente cuando se une al
DNA. Asi que, durante el PCR el incremento de la fluorescencia del SYBR Green

es directamente proporcional a la cantidad generada de DNA de doble cadena.
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Tabla 2: Secuencia de primers utilizados para la cuantificacion de RNAm

Gen Forward Reverse Tm
Genes de referencia

B- actina CTggAACggTgAAggTgACA AAgggACTTCCTgTAACAATgCA 62°C
p-dos TgCTgTCTCCATYTTTgATgTATCT| TCTCTgCTCCCCACCTCTAAQGT 62°C

microglobulina

Genes de estudio

TNF-a TCCTTCAgACACCCTCAACC CAgggATCAAAQCTgTAggC 60°C
MMD CAggggAAgTCTCAAAQCAg AggCCCAAgCCACTCTATTT 60°C
CCR2 CAggggAAgTCTCAAAQCAg AggCCCAAgCCACTCTATTT 60°C
IL-1B CCATQTCCACCCAAQTCTCT ATCgCTCCAgCACTCTTGTT 60°C
IL-6 ggACAACTCAQggATgCAAT gCAgAAgAgAgCCAACCAAC 60°C

Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), diferenciacién asociada de monocitos a macréfagos (MMD), C-C
quimiocinas de receptor tipo 2 (CCR2), interleucina 1-beta (IL-1B), interleucina 6 (IL-6)

NOTA: El disefio de los primers se realiz6 con el programa Primer3 Plus (v. 0.4.0)

Anélisis Estadistico

Los valores de expresidn se presentan como promedio * error estandar. Se
analizé la diferencia en la expresion entre el tiempo basal y 3 meses de
suplementacién de los grupos placebo y con tratamiento. También se compararon
los tiempos basales y 3 meses de suplementacion de ambos grupos. Los valores
que tuvieron distribucibn no normal se analizaron mediante la prueba no
paramétrica U de Mann-Whitney. Los valores de expresion se compararon entre los
tiempos intergrupo con una t-Student e intragrupo con t-Pareada. Los valores se

consideraron significativamente diferentes con una P< 0.05.
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Resultados

En este estudio se analizo el efecto de la suplementacion diaria (1.2 g) con acidos
grasos omega 3 sobre la expresion de citocinas proinflamatorias (IL-1, IL-6, TNF-
a) y marcadores de diferenciacion de macréfagos y monocitos (MMD y CCR2) en

RNA total de leucocitos de adolescentes obesos durante 3 meses.

La tabla 3 muestra los datos demograficos, antropométricos y bioquimicos de los
dos grupos de estudio, antes y 3 meses después de la suplementacion. Con
respecto a la edad, el peso y la talla, los dos grupos no muestran diferencias
significativas entre ellos ni al momento de iniciar el estudio ni después de 3 meses.
Dado que en el peso no hubo cambios significativos, el IMC tampoco se modifico y
en todos los casos el IMC corresponde al de sujetos obesos, por lo tanto el
percentil IMC se encuentra por arriba de 95 en los dos grupos durante los 3 meses
de suplementacion. La glucosa de todos los sujetos se encuentra dentro del
intervalo normal (70 — 100 mg/dL) a lo largo del estudio. Sin embargo, la
concentracion de insulina indica hiperinsulinemia en cualquier momento del
tratamiento en ambos grupos. Aunque, en el grupo placebo disminuyd la
concentracion de insulina significativamente (P= 0.01) a los 3 meses. Respecto al
valor de HOMA, los resultados muestran que esta por arriba del punto de corte
para adolescentes antes y después de la suplementacion. Por lo tanto los sujetos
de estudio son resistentes a la insulina desde el inicio de la suplementacion y

hasta los 3 meses de ésta.
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Tabla 3: Datos demograficos, antropométricos y bioquimicos de adolescentes suplementados con

acidos grasos omega 3 o placebo.

Placebo Tratamiento

Basal 3 meses post-suplementaciéon  Basal 3 meses post-suplementacion

(n=14) (n=14) (n=16) (n=16)
edad 12.8+.97 13.1+1.54
género H=9,M=5 H=6,M=10
peso (kg) 82.9+11.60 82.7+12.56 76.9+12.13 77 £11.98
talla (m) 1.63+.067 1.64 +.066 1.59+.073 1.60 +.072
IMC (kg/m?) 31.0+3.35 30.4 £3.83 30.2+2.95 29.8 £ 3.05
percentil IMC 99.5 98.9 98.9 98.6
glucosa (mg/dL) 91.4+7.46 89+7.76 90.7 £9.80 91+7.65
Insulina (pg/dL) 38.5+12.52 33.2+8.70* 34.2+12.97 34.7 +£14.49
HOMA 6.2 +4.87 5.4+£3.90 6.91t4.12 6.9+4.14

Todos los pardmetros tuvieron distribucién normal por lo que se compararon con una t-Student
excepto por los niveles de insulina que presentaron distribucion no normal y se analizaron con la
prueba U de Mann Whitney. *P < .05
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Expresiéon del RNAm de las moléculas inflamatorias en leucocitos de
adolescentes obesos.

La expresion relativa de los genes estudiados involucrados en la inflamacién
durante la obesidad se normaliz6 con los genes enddgenos B-actina y p2-
microglobulina. El primer analisis que se realiz6 fue tomando en cuenta la
expresion en los niveles basales de los dos grupos de estudio y asi conocer la
expresion de las moléculas implicadas en la obesidad antes de iniciar alguin
tratamiento. En la grafica 1 se muestra los niveles de expresion normalizados con
B-actina de los cinco genes en estudio. Los resultados indican que la expresion en
ambos grupos no presenta diferencia entre ellos. Cuando los valores de expresién
se normalizaron con el gen de referencia B2-microglobulina, los niveles de
expresion de los genes muestran niveles de expresion similar entre el grupo con
tratamiento comparado con el grupo placebo a excepcion de TNF-a que esta
mayormente expresada en el grupo placebo (P<0.05) al inicio del estudio (gréafica

2).
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Expresion RNAm (unidades relativas)

IL-1 CCR2 MMD TNF-a IL-6

Grafica 1: Expresion basal (Tiempo 0) de moléculas que participan en procesos inflamatorios del grupo placebo
(n = 14) y con tratamiento (n = 16). Los valores de expresion se normalizaron con el gen de referencia B-actina.
La comparacion entre ambos grupos se determindé mediante una t-student. Interleucina 1 (IL-1), quimiocina del
receptor 2 del motif C-C (CCR2), diferenciacién asociada de monocitos a macroéfagos (MMD), factor de necrosis
tumoral-o (TNF-a), interleucina 6 (IL-6). Los resultados se presentan como promedio + error estandar.
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Expresion RNAm (unidades relativas)

L

IL-1 CCR2 MMD TNF-a IL-6

Gréfica 2: Expresion basal (Tiempo 0) de moléculas que participan en procesos inflamatorios del
grupo placebo (n = 14) y con tratamiento (n = 16). Los valores de expresion se normalizaron con
el gen de referencia 2-microglobulina. La comparacién entre ambos grupos se determind
mediante una t-Student. Interleucina 1 (IL-1), quimiocina del receptor 2 del motif C-C (CCR2),
diferenciacion asociada de monocitos a macrofagos (MMD), factor de necrosis tumoral-a (TNF-
a), interleucina 6 (IL-6). * P <0.05 Los resultados se presentan como promedio + error estandar.
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Después de comparar la expresion basal de ambos grupos, el siguiente analisis
fue comparar la expresion a los de 3 meses de suplementacion para determinar el
efecto de los omega 3 con el placebo. Los resultados indican que cuando los
datos de expresion se normalizaron con B-actina (grafica 3) o f2- microglobulina
(grafica 4), la comparaciéon entre ambos grupos no presentd diferencias
significativas en la expresion de citocinas proinflamatorias. Sin embargo, la
expresion de los marcadores de diferenciacion de macréfagos y monocitos MMD y
CCR2 disminuy0 significativamente (P<0.05) a los 3 meses de tratamiento con

acidos grasos omega 3.
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Gréfica 3: Expresion de moléculas que participan en procesos inflamatorios a los 3 meses de
suplementacion del grupo placebo (n = 14) y con tratamiento (n = 16) con acidos grasos omega 3.
Los valores de expresiéon se normalizaron con el gen de referencia B-actina. La comparacion entre
ambos grupos se determind mediante una t-Student. Interleucina 1 (IL-1), quimiocina del receptor 2
del motif C-C (CCR2), diferenciacion asociada de monocitos a macréfagos (MMD), factor de
necrosis tumoral-a (TNF-c), interleucina 6 (IL-6).*P < 0.05 Los resultados se presentan como
promedio * error estandar.
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Expresion RNAm (unidades relativas)

4.5
3.5 -
2.5

{

IL-1 CCR2 MMD TNF-a IL-6

M placebo

4 tratamiento

Gréfica 4: Expresién de moléculas que participan en procesos inflamatorios a los 3 meses de
suplementacion del grupo placebo (n = 14) y con tratamiento (n = 16) con acidos grasos omega
3. Los valores de expresion se normalizaron con el gen de referencia p2-microglobulina. La
comparacion entre ambos grupos se determind mediante una t-Student. Interleucina 1 (IL-1),
qguimiocina del receptor 2 del motif C-C (CCR2), diferenciacion asociada de monocitos a
macréfagos (MMD), factor de necrosis tumoral-a (TNF-a), interleucina 6 (IL-6).*P < 0.05 Los
resultados se presentan como promedio + error estandar.
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Con respecto al grupo placebo, se compard la expresiéon al tiempo O y a los 3
meses de la suplementacion para determinar si hubo algun efecto del placebo
dentro de este grupo. Los resultados de la grafica 5 indican que en este caso la
expresion de las citocinas IL-1, IL-6 y TNF-o permanecié igual. Sin embargo, el
RNAmM del marcador CCR2 aumentd significativamente (P<0.05) a los 3 meses de
consumir el placebo. En este caso, los valores de expresion se normalizaron con
el gen de referencia B-actina. Ademas, el marcador de diferenciacion de
macréfagos (MMD) tiene tendencia significativa (P=0.07) a aumentar al final de la
suplementacion. Este efecto no se observé cuando los datos de expresion se
normalizaron con el gen de referencia p2-microglobulina, probablemente a una

mayor variacidn que muestra este gen de referencia (gréfica 6).
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Expresion RNAm (unidades relativas)
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IL-1 CCR2 MMD TNF-a IL-6

Gréfica 5: Expresion de moléculas que participan en procesos inflamatorios al tiempo basal y a los 3
meses de recibir el placebo (N = 14), los valores de expresion se normalizaron con el gen de
referencia B-actina. La comparaciéon entre ambos grupos se determind mediante una t-Pareada
Interleucina 1 (IL-1), quimiocina del receptor 2 del motif C-C (CCR2), diferenciacion asociada de
monocitos a macréfagos (MMD), factor de necrosis tumoral-a (TNF-a), interleucina 6 (IL-6).*P < 0.05
**p = 0.07 tendencia. Los resultados se presentan como promedio + error estandar.
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Expresion RNAm (unidades relativas)
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Gréfica 6: Expresion de moléculas que participan en procesos inflamatorios al tiempo basal y
a los 3 meses de recibir el placebo (N = 14), los valores de expresion se normalizaron con el
gen de referencia B--microglobulina. La comparaciéon entre ambos grupos se determiné
mediante una t-Pareada. Interleucina 1 (IL-1), quimiocina del receptor 2 del motif C-C
(CCR2), diferenciacion asociada de monocitos a macréfagos (MMD), factor de necrosis
tumoral-a (TNF-a), interleucina 6 (IL-6). Los resultados se presentan como promedio  error
estandar.
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El ultimo andlisis corresponde a lo ocurrido en el grupo con tratamiento. En la
grafica 7, se observa la expresion basal (tiempo 0) y a los 3 meses de la
suplementacion con acidos grasos omega 3. Para determinar el efecto de estos
acidos grasos se comparo la expresion al final del tratamiento con la basal, los
valores se normalizaron con B-actina y los resultados muestran tendencia en la
disminucién de la expresion del gen IL-1. Sin embargo, al normalizar con el
segundo gen de referencia B2-microglobulina (grafica 8), se observa que la
expresion tanto de IL-1 como del marcador de macrofagos (MMD) presenté una
disminucién significativa (P<0.05), 3 meses después del tratamiento con &cidos

grasos omega 3.
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Expresion RNAm (unidades relativas)

H tratamiento basal

i tratamiento 3 meses

IL-1 CCR2 MMD TNF-a IL-6

Gréfica 7: Expresion de moléculas inflamatorias antes y después del tratamiento con acidos
grasos omega 3 (N = 16). Todos los sujetos recibieron 1.2 g/dia de omega 3. La comparacion
entre ambos grupos se determind mediante una t-Pareada. Los valores de expresion se
normalizaron con el gen de referencia p-actina. Interleucina 1 (IL-1), quimiocina del receptor 2 del
motif C-C (CCR2), diferenciacién asociada de monocitos a macréfagos (MMD), factor de necrosis
tumoral-o (TNF-0), interleucina 6 (IL-6). **P = 0.08 tendencia. Los resultados se presentan como
promedio * error estandar.
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Expresion RNAm (unidades relativas)

2 - M tratamiento basal
1 tratamiento 3 meses

1.5 4

0.5 -

IL-1 CCR2 MMD TNF-a IL-6

Gréfica 8: Expresion de moléculas inflamatorias antes y después del tratamiento con 4cidos grasos
omega 3 (N = 16). Todos los sujetos recibieron 1.2g/dia de omega 3. La comparacién entre ambos
grupos se determiné mediante una t-Pareada. los valores de expresion se normalizaron con el gen
de referencia B--microglobulina Interleucina 1 (IL-1), quimiocina del receptor 2 del motif C-C
(CCR2), diferenciacién asociada de monocitos a macréfagos (MMD), factor de necrosis tumoral-o
(TNF-0), interleucina 6 (IL-6).*P < 0.05. Los resultados se presentan como promedio * error
estandar.
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Discusion de Resultados

El presente estudio se realizdé para evaluar el efecto de la suplementacion con
acidos grasos omega 3 sobre la expresion de moléculas involucradas en un
estado de inflamacion crénica de grado leve como es la obesidad. El tejido
adiposo secreta citocinas proinflamatorias (IL-1, IL-6 y TNF-a). Ademas, se infiltran
a este tejido monocitos y macréfagos, los cuales tienen marcadores especificos
como CCR2 y MMD que pueden indicar el estado de inflamacién.'? La expresion
de estas citocinas tienen una funcion importante para desencadenar alteraciones

metabdlicas como es la diabetes mellitus.®

Dado el estado inflamatorio de la obesidad, la suplementacion con anti-
inflamatorios como los &cidos grasos omega 3 resulta una estrategia Util para
disminuir dicho estado, principalmente en sujetos jovenes con la finalidad de

disminuir complicaciones en edades adultas.

En general ambos grupos (placebo y tratamiento con acidos grasos omega 3)
presentan un estado inflamatorio similar al inicio del estudio, resultando en
resistencia a la insulina. En algunos casos, los niveles del RNAm de las moléculas
inflamatorias fueron significativos solo cuando se normalizé con uno de los genes
de referencia (B2 microglobulina y pB-actina). Esta discrepancia podria deberse a la

8 esto demuestra

variabilidad propia de los genes de referencia que se utilizaron,*
la necesidad de utilizar mas de uno de estos*’ para tener una mejor certeza de los

resultados. A pesar de tener diferentes niveles de estabilidad, con los resultados
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obtenidos se puede determinar que ambos genes de referencia muestran en
general la misma tendencia en la expresion de los genes estudiados. Esto se
observa claramente en la concordancia de la expresion significativa de los genes
CCR2 y MMD después de haber recibido el tratamiento con &cidos grasos omega
3 durante 3 meses en comparacion con el placebo, cuando los datos se

normalizaron con ambos genes de referencia.

Nuestros resultados muestran el efecto anti-inflamatorio de los &cidos grasos
omega 3, tal y como se observo en la disminucion de la expresion del marcador de
diferenciacion asociado de monocitos a macréfagos (MMD) y CCR2 a los 3 meses
de su suplementacion con respecto a los que recibieron placebo. Estos hallazgos
son consistentes con la disminucion en la cantidad del RNAm de las moléculas
inflamatorias IL-1 y MMD en el grupo con tratamiento a los 3 meses, respecto al
inicio de éste. En el tejido adiposo, la inflamacién no solo es producida por
macrofagos maduros, sino que también participan monocitos. El gen CCR2 esta
encargado de reclutar mas monocitos y macréfagos y es responsable del
desarrollo de la obesidad, inflamacion de tejido adiposo, resistencia a la insulina y
controlar la conducta alimentaria.?® CCR2 también participa de manera importante
reclutando macrofagos asi que la accién de los acidos grasos omega 3 podria
también disminuir la expresion de receptores quimioatrayentes. Asi que, la
disminucién en la expresién de CCR2 podria disminuir la cantidad de monocitos
en el tejido adiposo y por ende habra una menor cantidad de macréfagos que

secreten moléculas proinflamatorias (IL-1).
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El marcador de inflamacion CCR2 se expresa en monocitos y macréfagos, MMD
se expresa Unicamente en macréfagos maduros™® cuando se produce una
respuesta inflamatoria. El tejido adiposo tiene macrofagos residentes de manera
habitual, pero cuando se presenta un estado inflamatorio el reclutamiento de
células del sistema inmune incrementa. En estas condiciones el niamero de
macréfagos presentes en el tejido adiposo correlaciona positivamente con el
indice de masa corporal.® Los marcadores inflamatorios encontrados en
circulacién pueden proporcionar un reflejo de lo que ocurre en el tejido adiposo, ya
que cuando se produce inflamacion existe migracion de moléculas presentes en el
sistema vascular y esto resulta en un dafio endotelial.*® La célula vascular dafiada
inicia una reaccion inflamatoria liberando factores vasoactivos (como 6xido nitrico).
Estos factores junto con un cambio de moléculas de adhesion presentes en la
superficie celular atrae leucocitos (incluyendo a los monocitos) circulantes que se
unen al endotelio atravesando la pared vascular, y particularmente en la
interaccién leucocito-endotelio se produce en distintas etapas incluyendo la
migracion y liberacion de factores solubles (citocinas inflamatorias). La
consecuencia de este proceso vascular es caracterizada por la acumulacion de
macréfagos tisulares en el tejido adiposo.”> De manera que la presencia de
leucocitos en circulacion podria ser un reflejo del estado inflamatorio del
individuo.>® Las proteinas inflamatorias pueden ser liberadas a la circulacién y es
este factor el que contribuye a una inflamacion crénica de grado leve asociada con

resistencia a la insulina.®*
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Existen evidencias en las que se ha medido la concentracion de citocinas (TNF-a e
IL-6) circulantes y su expresion en tejido adiposo después de una intervencion
(entrenamiento fisico, dietaria o suplementacion con acidos grasos omega 3) que
muestran resultados controversiales respecto al efecto sobre estas moléculas
proinflamatorias.®® Sin embargo, no se ha evaluado la expresién a nivel de RNAm

de las citocinas en células circulantes que participan en procesos inflamatorios.

Diversos estudios han demostrado cambios en la expresién de las citocinas a nivel
proteico en tejido adiposo, pero no en circulaciéon suplementando con distintas
dosis de &cidos grasos omega 3 y en diferentes periodos de tiempo (de 1 a 3
meses). Los resultados son controversiales, ya que algunos de ellos observan un
efecto positivo y otros estudios reportan que este tipo de acidos grasos no tienen
ningun efecto sobre las citocinas.** Nuestros resultados muestran que a nivel de
expresion, el transcrito de las citocinas IL-6 y TNF-a expresados en células
circulantes no se modificé después del tratamiento con los &cidos grasos omega 3.
En otro estudio, se ha encontrado que en adolescentes la suplementacién con 1.2
g/d por 3 meses disminuye la concentracion de citocinas proinflamatorias
circulantes.®® Por otro lado, estudios realizados en adultos con dosis mayores
(3.36 g/d) durante 2 meses han mostrado una disminucion en la concentracion y
en la expresion de las proteinas proinflamatorias provenientes de tejido adiposo.
Esto sugiere que deben considerarse tanto la dosis y el tiempo de suplementacion
para inhibir la transcripcién de las moléculas inflamatorias.** Probablemente para
observar un mayor cambio en la expresion de estas citocinas se deberia de

suplementar con acidos grasos omega 3 a una dosis mayor y durante un tiempo
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mas amplio y de esta manera disminuya la inflamacién del tejido adiposo y por lo

tanto una disminucién en la expresion de los marcadores inflamatorios.

También debe considerarse que la controversia de los distintos resultados en
cuanto a las moléculas inflamatorias circulantes, posiblemente se debe a que
éstas ademas de provenir del tejido adiposo, entre un 15 a un 35% son producidas
por otros tejidos.>* Ademas, el tejido adiposo y los macréfagos tienen funciones
similares, destacando la mas importante la secrecion de proteinas, por lo tanto es
posible que la dosis de acidos grasos omega 3 suplementados no fuera suficiente,
ni tampoco el tiempo adecuado para observar una disminucion en la expresion de
los marcadores inflamatorios.>* Es decir, ademas de la secrecién de citocinas por
el tejido adiposo, los macréfagos presentes también pueden llegar a secretar las
citocinas, por lo tanto el gen de estos marcadores proinflamatorios siempre se

encontrara en niveles de expresion elevados.

Por lo tanto, se propone que para futuras investigaciones convendria hacer un
estudio en el que se evalle la expresion del RNAm vy la cuantificacion de las
proteinas proinflamatorias en suero para hacer una asociacion entre la secrecién
de la proteina y la expresiéon de su gen. Esto permitird explorar a qué nivel podrian
estar actuando los acidos grasos omega 3, ya sea a nivel transcripcional,

traduccional o post-traduccional.

Nuestra propuesta del papel de los acidos grasos omega 3 en la disminucion de la
expresion de los genes relacionados con inflamacion en células circulantes, se

basa también en los resultados observados en el grupo placebo. En este grupo, la
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expresion de las citocinas proinflamatorias al tiempo 0 y a los 3 fue similar. Sin
embargo, en el caso de los marcadores CCR2 y MMD se observé un aumento en
dicha expresion al finalizar el tiempo de suplementacién con el placebo, sugiriendo
que el placebo no tiene ningun efecto en la disminucién de las moléculas

inflamatorias.

Para determinar si los &cidos grasos omega 3 ejercieron algun efecto en valores
antropomeétricos y bioquimicos, éstos se registraron al tiempo 0 y a los 3 meses de
suplementacion de cada grupo de estudio. Respecto al peso no existen diferencias
entre los tiempos, consecuentemente el IMC continud indicando valores de
obesidad y superando la percentila 95 al final de la suplementacion. Estos
resultados son similares a los obtenidos por Lépez Alarcén y col.”°, en donde no
observan diferencia en el peso corporal antes y un mes después de la
suplementaciéon con 900 mg/d de aceite de pescado en nifios y adolescentes. La
concentracion de glucosa se encuentra dentro de valores normales, pero en todos
los casos, los sujetos presentan hiperinsulinemia. La hiperinsulinemia podria
provocar la resistencia a la insulina (HOMA > 3.16). La concentracion elevada de
insulina en ayuno indican una inadecuada captacion de glucosa, por lo tanto no
pueden contrarrestar la resistencia a la insulina que presentan, y tienen un riesgo
elevado de desarrollar alteraciones metabdlicas irreversibles de no intervenir
oportunamente.®® Estos resultados concuerdan con el hecho de que los niveles de
expresion de las citocinas proinflamatorias sigan elevados, porque la condicion

inflamatoria de tejido adiposo sigue presente de manera importante.
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Es importante resaltar, que a pesar de que no encontramos diferencia significativa
en la expresion de genes inflamatorios con la dosis de 1.2 g/d de &cidos grasos
omega 3, si disminuyo la expresion de los genes MMD y CCR2, los cuales son

importantes para la diferenciacién y maduracién del macréfago.*®

Como se mencion6 anteriormente, éste estudio forma parte de un protocolo de
investigacibn muy ambicioso, por lo que nuestros resultados tienen un aporte
importante en la exploracion de otros genes diferentes a las citocinas como MMD
y CCR2 que también son blanco del efecto de los &cidos grasos omega 3. Es
trascendental mencionar que el andlisis de estas moléculas fue posible en células
circulantes, las cuales nos reflejan el estado inflamatorio general del individuo.
Aunque éstas no indican con precision el estado inflamatorio del tejido adiposo.
Este tipo de estudios es necesario para explorar nuevos mecanismos de accion de
acidos grasos omega 3, en el que se consideren otras moléculas que regulen la

proliferacion de células circulantes secretoras de citocinas.
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Conclusiones

La suplementacion (1.2g/d) con acidos grasos omega 3 durante 3 meses,
no disminuye la expresion del RNAm de las citocinas proinflamatorias, IL-6
y TNF-a de leucocitos de adolescentes obesos con resistencia a la insulina.
La suplementacion (1.2g/d) con acidos grasos omega 3 durante 3 meses,
disminuye la expresion de los genes IL-1, CCR2 y MMD de leucocitos de

adolescentes obesos con resistencia a la insulina.
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Anexos

|. Extraccion de RNA total a partir de leucocitos (Método Chomczynski)*

1. Centrifugar tubo con sangre aproximadamente 5 mL, a 3500 rpm, 10 min y
4°C.

2. Quitar el suero y extraer 500 pL de leucocitos y colocarlos en un microtubo
(sin importar que vayan acompafiados de eritrocitos).

3. Agregar 1 mL de Trizol, agitar en el vortex de 4 6 5 veces. Dejar incubar 5

min en hielo.

Centrifugar a 10 000 rpm por 15 min a 4°C.

Separar el sobrenadante y agregar 200 pL de cloroformo frio, agitar 15 seg

vigorosamente. Dejar incubar 2-3 min en hielo.

6. Centrifugar a 10 000 rpm por 10 min a 4°C. Separar la fase acuosa en otro

microtubo y agregar 500 pL de isopropanol frio para precipitar el RNA.

Incubar a -70°C por 24 horas.

Centrifugar a 10 000 rpm por 10 min a 4°C, quitar el sobrenadante dejando

solo el boton, esperar a que se seque.

9. Al boton seco se le agrega 50 uL de la siguiente mezcla que contiene

o s

© N

DNasa:
Reactivo Volumen
H,O grado biologia molecular 43 UL
Buffer de incubacion 5.0 uL
DNAsa 1.5 pL
Inhibidor de RNasa 0.5 uL

10.Incubar de 30-37°C por 20 minutos.

11.Agregar 750 puL de Trizol, agitar en el vortex.

12.Agregar 150 puL de cloroformo frio, agitar 15 segundos vigorosamente. Dejar
incubar 2-3 minutos en hielo.

13.Centrifugar a 10 000 rpm por 10 minutos a 4°C. Separar la fase acuosa y
pasarla a un microtubo, agregar 500 uL de isopropanol frio.

14.Dejar precipitar el RNA a -70°C por 24 horas.

15.Centrifugar a 10 000 rpm por 10 minutos a 4°C, quitar el sobrenadante
dejando solo el botdn.

16.Agregar 500 pL de etanol al 75% para lavar el RNA, desprendiendo el boton
(no se disuelve), agitar levemente con la mano.

17.Centrifugar a 7500 rpm por 5 minutos a 4°C, quitar el sobrenadante dejando
solo el boton.

18.Disolver el boton en agua grado biologia molecular (aproximadamente 30
pL)

19. Cuantificar y determinar la integridad del RNA.
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Il Sintesis de la primera cadena de cDNA

La sintesis de cDNA se realizé a partir de 1ug de RNA total en un volumen final de
reaccion de 50 puL. La reaccion se llevo a cabo en un microtubo de 0.2 ml (marca
Axygen) libre de nucleasas manteniéndolo en bafio de hielo. Se preparé una
mezcla con los siguientes reactivos:

5 uL de Buffer 10X RT

11 pl de MgCl; 25 mM

10 uL de la mezcla de dNTP’s (10 Mm de cada uno: dATP, dGTP, dCTP y
dTTP en pH neutro)

2.5 uL de oligo dT primer 50 nm

1 uL de inhibidor de ribonucleasas 5 nm

Afadir 1.25 uL de la transcriptasa reversa (Tagman®) y mezclar con la
micropipeta

Agregar 18.25 mL de agua libre de nucleasas.

Para preparar cada reaccion se colocé en cada tubo los siguientes reactivos:
1. RNA total

2. La mezcla de reaccion contiene la cantidad de agua suficiente para completar
un volumen final de 50 uL. En cada tubo fue diferente el volumen que se agregé
de esta mezcla, ya que para ajustar la concentracion de la reaccion a 1 pg/ml
indica que cada tubo tiene proporciones diferentes pero el volumen final y la
concentracion es la misma en todos los casos.

Finalmente, todos los tubos se colocan en el termociclador (Biometra,
Thermocycler) y se programaron a las siguientes temperaturas:

65°C 5 minutos
37°C 2 minutos
25°C 10 minutos
37°C 50 minutos

70°C 15 minutos
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I1l PCR Punto Final

La PCR se realizé en microtubos de 0.2 ml (marca Axigen) nuevos Yy libres de
nucleasas. La amplificacion se lleva a cabo en presencia de los siguientes
componentes (Invitrogen™ life Technologies):

1. Amortiguador para PCR 10x 2.5uL
2. Mezcla de dNTPs 1.0 uL
3. MgCl; 50 nM 0.75 puL
4. Forward primer F 20 pM/uL 1.0 uL
5. Reverse primer R 20 pM/uL 1.0 puL
6. cDNA 2.0 uL
7. Taq DNA polimerasa (5U/ulL) 0.2 uL
8. Agua grado Biologia Molecular 16.55 puL

Tapar los tubos y centrifugar brevemente para colectar toda la mezcla en el fondo.
Incubar los tubos en un termociclardor (Biometra, Thermocycler) bajo las
siguientes condiciones de reaccion:

1. 95°C por 5 minutos para desnaturalizar completamente el cDNA.
2. 64°C por 1 minuto para alinear los primers del gen en estudio.
3. 72° C por 90 segundos para la extension del amplicon.
Realizar 33 ciclos de amplificacion de las siguientes temperaturas como sigue:
95° C por 1 minuto
64° C por 1 minuto
72° C por 90 segundos

Y un ciclo final de:
95° C por 1 minuto

64° C por 1 minuto

72° C por 7 minutos

Nota: Durante la preparacion de la mezcla de reaccion, los reactivos y las
muestras se deben mantener en hielo.
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IV PCR EN TIEMPO REAL

La PCR en tiempo real cuantitativo es un método util para la deteccion y medida
de productos generados durante cada ciclo de PCR que son directamente
proporcionales a la cantidad de templado antes de iniciar el proceso de PCR.

MATERIAL

EquipoLight Cycler Nano

Software Light Cycler® Nano Software 1.0
Tubos Light Cycler Tube Strips

Centrifuga Beckman Coulter

REACTIVOS

e SYBR Green Fast Start Essential DNA green master
e Agua grado biologia molecular
e Primers

PROTOCOLO DE LA REACCION DE gPCR

Preparar la mezcla de reaccién para la PCR (para una reaccién estandar de 10
pL) en un microtubo de 1.5 ml colocado en hielo, al cual se le agregan los
siguientes componentes:

Componente Volumen (uL)
Agua grado PCR 1.5uL
Forward gen blanco F 20 pM/uL 0.5 uL
Reverse gen blanco R 20 pM/uL 0.5 uL
Master Mix concentracion 5X 5 puL
Mix cDNA 2.5uL

e Cerrar los tubos con su tapa.
e Colocar los adaptadores con los tubos y centrifugar menos de un minuto.

Para el andlisis de la cuantificacion relativa se utilizd el método AACp, en el cual,
la expresién de un gen blanco se normaliza contra un gen de referencia no
regulado, este gen deberd estar presente en todas las células nucleadas y la
sintesis del RNAmM se considera estable y segura en el tejido a estudiar, aun bajo
el tratamiento experimental.***° Los genes endégenos o de referencia utilizado
fueron B -actina y B-2 microglobulina y los genes blanco (IL-1, IL-6, TNF-a, MMD y
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CCR?2). Este método es derivado del modelo de eficiencia calibrada cuya formula
es la siguiente:

ACp
(Eblcmco) planco

‘ﬂc‘preferencm

PROPORCION= (Ereferencia)
Donde:
E= la eficiencia amplificacion
ACp para cada gen (referencia o blanco) se obtiene de:
ACPpianco= CPianco~ CPrratadas

ACpreferencia: Cpcontrol' Cptratadas

En el método AACp se considera que la eficiencia del gen blanco (Epjance) COMo del gen
control (Ereerencia) SON iguales a 2, obtenemos la siguiente férmula:

PROPORCION= 244¢P

AACp: ACpreferencia_ ACblanco

83



	Portada

	Contenido

	Resumen

	Capítulo 1. Función y Fisiología del Tejido Adiposo 
	Capítulo 2. Inflamación 
	Capítulo 3. Resistencia a la Insulina 
	Capítulo 4. Ácidos Grasos Poli-Insaturados de Cadena Larga Omega 3
	Antecedentes

	Planteamiento del Problema

	Justificación

	Objetivo

	Hipótesis

	Material y Métodos

	Consideraciones Éticas

	Expresión de RNAm de Citocinas Proinflamatorias y de Marcadores de Inflamación CCR2 y MMD 

	Resultados 

	Expresión del RNAm de las Moléculas Inflamatorias en Leucocitos de Adolescentes Obesos

	Discusión de Resultados

	Conclusiones

	Bibliografía

	Anexos


