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ABREVIATURAS

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

IMC: indice de Masa Corporal

TAB: Tejido Adiposo Blanco

TAP: Tejido Adiposo Pardo

VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular

FA: Fuentes de acidos grasos acidos grasos libres
FFA: Acidos grasos libres

HIF: Factores principales inducibles de hipoxia

SCFA: Acidos grasos de cadena corta

MAMPs: Patrones moleculares asociado a microorganismo
LPS: Lipopolisacarido

LBP: Proteina de unién a LPS

PRR: Receptores de reconocimiento de patrones
PAMPs: Patrones moleculares asociados a patdgenos
DAMPs: Patrones moleculares asociado a dafio

TLR: Receptores tipo Toll

SN: Sistema Nervioso

SNC: Sistema Nervioso Central

SNP: Sistema Nervioso Periférico

BDNF: Factor neurotrofico derivado de cerebro
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1. ANTECEDENTES

1.1 OBESIDAD

La obesidad hoy en dia se ha convertido en un problema de salud publica, ya que ha
alcanzado niveles pandémicos. En el aiio 2016 mas de 1.9 mil millones de adultos mayores
de 18 afios tenian sobrepeso y obesidad, y de éstos mas de 650 millones eran obesos [1].
Si la incidencia sigue aumentando con la misma rapidez, se estima que para el afo 2030 la

mitad de la poblacion del planeta Tierra seran obesos [2].

En México de acuerdo a la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion en 2016, la prevalencia
de sobrepeso y obesidad fue de 72.5% [3], colocando a México en el segundo lugar a nivel
mundial con obesidad y sobrepeso en el adulto. Esto representa un gran problema para el
sector de la salud, ya que los gastos publicos para esta enfermedad y sus complicaciones
son elevados; por ejemplo, en el afio 2008 tuvo un costo de alrededor de 67,000 millones
de pesos [3]. La obesidad es la responsable de 2.8 millones de muertes anuales a nivel

mundial, esto corresponde al 5% de las muertes globales [4].

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) define a la obesidad como la acumulacion
excesiva de grasa corporal que perjudica a la salud [1]. Esta patologia tradicionalmente se
ha asociado a una ingesta excesiva de calorias e inactividad fisica. Sin embargo, esta
enfermedad es mas compleja de lo que se pensaba y tiene gran impacto en la mayoria de

las enfermedades metabdlicas cronicas.

Para el diagnostico del sobrepeso y obesidad se utiliza el indice de masa corporal (IMC),
el cual se obtiene dividiendo el peso de una persona en kilos entre el cuadrado de su talla
en metros. Esta féormula permite clasificar la obesidad y el sobrepeso (Tabla 1), siendo una

herramienta practica para la monitorizacién de la obesidad [1].

Clasificacion IMC (Kg/m?) Riesgo de comorbilidades

Bajo Peso <18.5 Baja




Normopeso 18.5-24.9 Promedio

Sobrepeso 25.0-29.9 Medio
Obesidad > 30.0
Grado | 30.0-34.9 Moderada
Grado |l 35.0-39.9 Severa
Grado lll >40.0 Muy severa

Tabla 1. Clasificacion del peso corporal de acuerdo al IMC segun la OMS.

La obesidad se considera una enfermedad sistémica, multiorganica, metabdlica,
inflamatoria, cronica y multifactorial determinada por la interaccién entre los factores
genomicos y ambientales, que fenotipicamente se expresa por un exceso de grasa corporal,

que conlleva a un mayor riesgo de comorbilidades [5].

La obesidad tenemos que entenderla como una enfermedad crénica multifactorial que se

desarrolla por una alteracion de la funcién correcta del tejido adiposo [5].

1.2 TIPOS DE TEJIDO ADIPOSO

El tejido adiposo es complejo y heterogéneo compuesto por distintas células y con diversas
funciones por lo que se clasifica en dos subtipos: tejido adiposo blanco (TAB) y tejido
adiposo pardo (TAP) [5]. Algunas de las funciones del tejido adiposo de forma general son:
el almacenamiento de energia en forma de lipidos y la liberaciéon de los mismos en
situaciones de necesidad energética, también participa de forma indirecta en la regulacion
del catabolismo de lipidos en diferentes tejidos por la liberaciéon de adipocinas, regulacion
de la temperatura corporal, en la regulacion del metabolismo del colesterol y presenta

funciones endocrinas como la liberacion de la leptina que participa en regular la saciedad



[6]. En otras palabras, el tejido adiposo se encarga de almacenar triglicéridos como fuente

de energia y regular procesos metabdlicos [5].

1.2.1 Tejido adiposo blanco

El TAB almacena la energia del organismo, ademas también se le atribuye la proteccion
mecanica para algunos organos vitales [7]. Los adipocitos maduros presentan una
morfologia unilocular, redondeada, poseen una sola gota de grasa que abarca
practicamente todo el citoplasma. Los adipocitos muestran un perfil de expresion para la
sintesis de triglicéridos, captacion de glucosa, lipogénesis y lipdlisis, esto permite que
cuando el aporte de energia es excesivo se deposite dentro de los adipocitos [7]. Por estas
caracteristicas el TAB esta asociado a un mayor riesgo de generar obesidad y desérdenes
metabdlicos [8]. Por otro lado, en una situacion de escasez de ingesta energética el TAB
moviliza los depdsitos de lipidos liberando acidos grasos a la sangre para que sean

transportados a los tejidos, donde seran oxidados para obtener energia [7].

El TAB se habia considerado como un tejido de poca actividad, sin embargo, hoy esto ha
cambiado, ya que se ha descrito que libera numerosos factores, no solo lipidicos, sino
también proteicos que participan en el metabolismo del organismo y también presenta una
funcion endocrina [7]. Los componentes proteicos secretados presentan funciones vy
estructuras distintas; varias de estas moléculas estan relacionadas con el sistema
inmunoldgico como las citocinas TNF-a, IL-13, IL-6, IL-4, IL-13, IL-10, TGF-B y MCP-1, esto
ha permitido establecer una relacion entre la inflamacion y la obesidad [7]. Otras proteinas
liberadas por el TAB son las adipocinas que incluyen a la leptina, que participa en la
regulacion de la ingesta y balance energético; la adiponectina, resistina y visfatina que
participan en la homeostasis de la glucosa, las cuales juegan un papel de suma importancia
en el metabolismo, y el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) que participa en la

angiogénesis [7].

En humanos, el TAB se encuentra en diferentes localizaciones, pero en la zona intra-
abdominal hay mayores depédsitos de grasa en el omento, mesenterio y areas
retroperitoneales; a nivel subcutaneo se localiza en gluteos, muslos y abdomen. También
hay otras areas en donde existe el TAB como el pericardio, periarticular, retro-orbital,

médula 6sea y cara [7]. Las distintas localizaciones del TAB presentan caracteristicas
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endocrinas y metabdlicas diferentes, ademas de que pueden ser mas sensibles a diversos
estimulos por el microambiente que les rodea. Por ejemplo, el TAB presente en la espalda
y cuello es mas sensible a glucorticoides, el visceral es mas propenso a la secrecion de
adipocinas relacionadas con un proceso inflamatorio, mientras que el tejido subcutaneo

muestra un menor perfil secretorio de adipocinas pro-inflamatorias [7].

En condiciones fisiologicas el TAB tiene dos actividades metabdlicas primordiales que son
la lipdégenesis, que involucra el almacenamiento y la sintesis de acidos grasos, y la segunda
es la lipdlisis que es la movilizacion y la ruptura de triglicéridos. Estas dos actividades se
encuentran reguladas por mecanismos endocrinos y neurales para mantener la cantidad de

grasa corporal en condiciones normales [9-10].

El almacenamiento de acidos grasos o lipogénesis se da como se describe a continuacion.
Las fuentes de acidos grasos (FA) pueden obtenersecomo acidos grasos libres (FFA)
transportados en circulacion a través de la albumina o de la hidrdlisis de lipoproteinas o de
quilomicrones por lipasas presentes en los endotelios vasculares [9]. Los adipocitos
presentan transportadores de acidos grasos para introducir los acidos grasos dentro de los
adipocitos. Una vez adentro los acidos grasos se esterifican con acetil coenzima A (CoA)
para formar acil-CoA y posteriormente se transportan a sitios para la esterificacién con
glicerol-3-fosfato en el reticulo endoplasmico para formar triglicéridos o triacilgliceroles [9-
10]. La sintesis de acidos grasos puede ocurrir tanto en higado como en el tejido adiposo.
Esta lipogénesis ocurre cuando el acetil-CoA se carboxila en malonil-CoA. La molécula de
malonil-CoA y acetil-CoA permite que la cadena hidrocarbonada de acidos grasos se
alargue formando acido grasos [10]. En otro sitio de la célula se lleva acabo la produccion
de glicerol-3-fosfato mediante la via metabdlica llamada gliceroneogénesis, ya que el
glicerol-3-fosfato y los acidos grasos sintetizados se esterifican para formar triacilgliceroles
mediante una serie de reacciones enzimaticas y con esto favorecer el alamacenamiento de
los acidos grasos. La lipogénesis esta regulada de forma nutricional y endocrina [9-10]. La
regulacion nutricional consiste en que el consumo excesivo de carbohidratos estimula la
lipogénesis tanto en higado como en el TAB, y durante el ayuno la capacidad de formar
acetil-CoA se ve limitada por la falta de glucosa. Por otro lado, la regulacion de la
lipogénesis endocrina se ve favorecida por la insulina, ya que permite la captaciéon de
glucosa y la activaciéon de enzima lipogénicas y glucoliticas favoreciendo la lipogénesis. La

hormona del crecimiento disminuye la lipogénesis, lo que resulta en la pérdida de grasa y



finalmente la leptina también participa en la inhibicién de la lipogénesis, ademas de que

tiene interaccién a nivel cerebral para el control de la saciedad [9]. El proceso de lipogénesis

se muestra en la Imagen 1.
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Figura 1. Resumen de la lipogénesis en hepatocitos y adipocitos. La imagen fue tomada de Palou
A, Bonet M L, 2007.

En las circunstancias de privacion de nutrientes, como cuando hacemos ejercicio fisico, se
favorece la lipdlisis de los triglicéridos que fueron almacenados en el TAB [9]. La lipdlisis es
el proceso por el cual se van a liberar acidos grasos libres a circulacién sanguinea para que
los diferentes tejidos u 6rganos los usen como fuente de energia, pero para que suceda
esto se requiere una serie de eventos extracelulares e intracelulares mediada por

mensajeros quimicos [11].

1.2.2 Tejido adiposo pardo

El TAP es la parte antagénica del TAB, ya que se encarga de metabolizar los acidos grasos
a energia en forma de calor. Sus células se caracterizan por ser multiloculares, es decir,
contienen numerosas pequefias gotas de lipidos en su citoplasma y presentan multiples
mitocondrias. EI TAP cumple la funcién de metabolizar los acidos grasos produciendo calor,

esto se debe a su elevada cantidad de proteina desacopladora-1 (UCP-1), la cual se ubica



en las crestas mitocondriales, y cuya funcion es desacoplar la respiracion mitocondrial de
la sintesis de ATP permitiendo asi la generacion de calor [7]. Este tejido por lo general solo
se encuentra en los mamiferos, ya que participa en el procesos de termorregulacion. En el
humano, hay una gran cantidad de TAP en fetos y en recién nacidos, sin embargo, su
expresion disminuye con la edad [8]. EI TAP se ha asociado a un menor riesgo de generar
obesidad y desordenes metabdlicos, por lo que actualmente es un blanco molecular para

el tratamiento de la obesidad [7, 8].

1.2.3 El tejido adiposo blanco en la obesidad

El TAB no solo se conforma de adipocitos aunque éstas sean las células mas abundantes,
entre el 60 y 80% en el tejido adiposo subcutaneo y visceral, respectivamente, son células
del estroma vascular [7,12]. Las células que conforman al estroma vascular son:
preadipocitos, macréfagos, linfocitos T, células madre y células endoteliales. Los
macroéfagos asi como linfocitos T han generado un gran interés por su participacién durante

el proceso inflamatorio crénico de bajo grado que esta presente en la obesidad [13].

En condiciones fisioldgicas del TAB, la sensibilidad que presenta hacia la insulina se
mantiene a través de macrofagos residentes de clase M2, o activados alternativamente, ya
que liberan citocinas anti-iflamatorias como TGF-3 e IL-10 favoreciendo la captacion de
glucosa mediada por la insulina [14]. Esto es de gran importancia ya que en la obesidad
existe un mayor numero de macrofagos M1, activados clasicamente, infiltrados, lo cual se
asocia con una mayor resistencia a la insulina por la secrecion de TNF-a [15]. Es importante
recalcar que esta liberacion de citocinas anti-inflamatorias es principalmente mediada por
la liberacion de IL-4 e IL-13 por los adipocitos y puede promover la polarizacion de
macréfagos M2, favoreciendo el metabolismo de los lipidos al reducir la inflamacion y la

resistencia a la insulina [16].

En ratones C57/BI6 se encontré que en el tejido adiposo abdominal al menos el 10% de
todas la células de la fraccion del estroma vascular fueron linfocitos T, en una proporcién
3:1de T CD4+ y T CD8+ respectivamente. La mitad de la poblacién de T CD4+ expresaba
el factor transcripcional FoxP3, lo que sugiere una participacion de linfocitos T reguladores
(T reg) liberando citocinas anti-inflamatorias en condiciones fisioldgicas, sin embargo, la

cantidad de T reg disminuye durante la obesidad [17]. En este mismo estudio se analizo el



tejido adiposo humano y encontraron niveles altos del factor de transcripcion FoxP3,

corroborando los hallazgos en ratéon [17].

Como ya se menciond previamente la obesidad es una acumulacion excesiva de grasa
acompafiada de una inflamacion sistémica cronica de bajo grado [1, 13].

El exceso energético por el tipo de dieta y la falta de actividad fisica se almacena en los
adipocitos [9], sin embargo, si el exceso energético es constante los adipocitos aumentan
de tamafio, a este fendbmeno se le conoce como hipertrofia. Otro fendmeno que sucede es
la hiperplasia, que es un aumento del numero de células, esto solo sucede después de la
hipertrofia, los preadipocitos se diferencian a adipocitos para compensar la alteraciéon de
los adipocitos hipertrofiados y poder mantener un equilibrio homeostatico, es decir para

aumentar la capacidad de almacenamiento de energia [21].

La hipertrofia no solo es el agrandamiento del adipocito, sino que también es un mecanismo
de proteccion del organismo para defenderlo de la lipotoxicidad [18]. Sin embargo, el exceso
de energia sobrepasara la capacidad del adipocito de almacenamiento de los acidos grasos
y esto conducira a depésitos de éstos en distintos 6rganos periféricos provocando
lipotoxicidad [18]. Los adipocitos hipertrofiados van a provocar que la irrigacion sanguinea
se vea afectada y con esto la concentracion de oxigeno, lo que generara hipoxia tisular [18].
Un ambiente celular con una tension baja en oxigeno provoca la expresion de genes
sensibles a hipoxia que seran regulados con factores transcripcionales como el factor NF-
KB, que es un factor clave en las respuestas inflamatorias, o también de los factores
principales inducibles de hipoxia (HIF), que se han descrito como reguladores maestros
para la homeostasis del oxigeno [19]. Esto causara que el adipocito cambie su perfil de
secrecién de adipocinas, asi como de citocinas y que entren en estrés celular tanto
mitocondrial como a nivel del reticulo endoplasmico [63]. Este primer cambio va alterar el
microambiente local, ya que el cambio de citocinas como la disminucién de IL-4 proveniente
de adipocitos provocara [20] que los macrofagos residentes cambien a un fenotipo M1 y
produzcan TNF-a, IL-1B, IL-6 y MCP-1, culminando en un proceso inflamatorio local con la

llegada de un mayor nimero de macréfagos infiltrantes [20].

El estado inflamatorio deja de ser local en el TAB y se vuelve sistémico afectando a los
diferentes 6rganos del individuo. En ratas obesas inducidas con una dieta alta en lipidos se

observé que entre la semana 12 y 48 desarrollaron esteatosis hepatica no alcohdlica y



posteriormente fibrosis por la acumulacion de lipidos e infiliracion de macrofagos
inflamatorios. Este estado puede llevar a una insuficiencia hepatica [22] como consecuencia
de un ambiente inflamatorio sistémico que se originé en el TAB.

La inflamacion sistémica cronica de bajo grado afecta todo el organismo del individuo obeso
y también puede afectar estructuras del sistema nerviosos central (SNC) como la barrera
hematoencefalica (BHE), lo que facilita el desarrollo de procesos neuroinflamatorios que

pueden culminar en una neurodegeneracion [23]. Este punto se tocara mas adelante.

2. MICROBIOTA

La microbiota es el conjunto de microorganismos que habitan en todo el cuerpo,
dependiendo del sitio anatdomico se hablara de distintos microorganismos y funciones. En
el intestino humano hay una inmensidad de microorganismos que colectivamente se les
conoce como microbiota intestinal, la cual participa en diversas funciones [24]. Una
microbiota intestinal “saludable” esta constituida por las especies Firmicutes, Bacteroidetes
principalmente y en menor cantidad por las especies Proteobacteria y Actinobacteria, sin

embargo, esta proporcion puede cambiar con la dieta [24].

Las funciones que se han descrito de la microbiota son principalmente metabolismo de
nutrientes, farmacos y xenobibticos, proteccién antimicrobiana, inmunomodulacion y

mantenimiento de la integridad de la barrera intestinal [24].

La microbiota adquiere sus nutrientes de la dieta. Los carbohidratos que se escaparon de
la digestion y los oligosacaridos no digeribles seran fermentados por distintas bacterias
como Bacteroides, Bifidobacterium o Enterobacteria, dando lugar a la sintesis de acidos
grasos de cadena corta (SCFA) como butirato, propionato y acetato [24]. La principal
funcion del acetato es participar en la sintesis de colesterol hepatico y en la lipogénesis de
novo [25]. El papel de propionato es un sustrato neoglucogénico en el higado y favorece la
adipogénesis e inhibe la lipdlisis, también se ha observado que inhibe la sintesis de
colesterol y la lipogénesis de novo promovida por el acetato [25]. El butirato provee de
energia a las células intestinales y la falta de éste puede alterar la estructura del epitelio

intestinal conduciendo a un aumento de la permeabilidad intestinal [25].



Es importante mencionar que la microbiota ocupa receptores que pueden usar las bacterias
patdgenas para la adhesion y provocar posteriormente dafo, funcionando como una barrera

microbioldgica [24].

En el intestino delgado la microbiota intestinal induce la sintesis de proteinas
antimicrobianas como catelicidinas, lectinas de tipo C, entre otros, asi como la secrecion de
moco [24]. Esta liberacion de péptidos antimicrobianos se lleva a cabo por el reconocimiento
de patrones moleculares asociado a microorganismo (PAMPs) mediado por los receptores
de reconocimiento de patrones esto da lugar a la activacion de vias de sefalizacién que

promueven la secrecién de moco y de la produccion de los péptidos antimicrobianos [24].

Los Lactobacillus también participan en proporcionar actividad antimicrobiana, ya que la
produccion de acido lactico ademas de disminuir el pH para inhibir el crecimiento microbiano

y también aumenta la actividad de la lisozima [24].

Otra funcion de la microbiota intestinal, en particular de los microrganismos gram negativos
como Bacteroides, es activar células dendriticas que liberan citocinas para que la células
plasmaticas secreten anticuerpos de clase IgA que es resistente a la degradacién por

proteasas bacterianas, controlando asi el crecimiento de microorganismo patégenos [24].

Otra de las funciones de la microbiota intestinal es su participacion en el mantenimiento
del tracto gastrointestinal. Bacteroides thetaiotaomicron favorecen la expresion de la prolina
2A para el mantenimiento de los desmosomas en las células epiteliales y con esto la
integridad de la barrera intestinal. Tambien la microbiota intestinal favorece Ila
microvasculatura intestinal, ya que induce el factor de transcripcion angiogenina 3 [26]. En
ratones libres de gérmenes se observo que la red capilar estaba reducida, esto quiere decir
que la microbiota intestinal juega un papel de gran importancia en el microambiente quimico
y estructural del intestino para mantenerlo en las condiciones adecuadas para su

funcionamiento [26].
La microbiota del tracto digestivo es de gran importancia para mantener un funcionamiento

optimo de este sistema, sin embargo, una microbiota saludable constituida principalmente

por Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacterias y Proteobacterias puede sufrir cambios por
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distintos factores como la edad, el estrés, el cigarro, o los habitos alimenticios y esto puede

repercutir en problemas digestivos.

2.1 MICROBIOTA EN LA OBESIDAD

Muchos estudios han relacionado el consumo prolongado de una dieta alta en grasas con

los cambios en la microbiota intestinal o la disbiosis intestinal.

Hay mucha evidencia que propone una asociacién entre la microbiota intestinal y la
regulacion del peso corporal, ademas estos cambios observados en la microbiota intestinal
altera las funciones metabdlicas de la misma [27]. En un modelo de obesidad en ratones
C57BC/6 se comprobd que la dieta alta en grasas primero altera la microbiota intestinal y
luego favorece la inflamacion [26]. Este estudio demostré que la alteracion de la microbiota
intestinal fue por un aumento en la proporcion de Firmicutes con respecto a los
Bacteroidetes y esta alteracion sucedio antes de que existiera un aumento de las citocinas

inflamatorias circulantes secretadas por el tejido adiposo [26].

Los cambios en la microbiota intestinal asociados a la dieta alta en lipidos también conduce
a un incremento en el peso corporal. Estos cambios fueron acompafados por una elevacion
de los niveles circulantes de lipopolisacarido (LPS) proveniente de bacterias gram
negativas. El aumento de LPS en sangre se denomina "endotoxemia metabdlica" [28]. En
este mismo estudio se observo que la infusion continua de LPS durante 4 semanas inducia
un cuadro similar a la obesidad inducida con una dieta alta en lipidos [28]. Esto ha sugerido
que el receptor tipo Toll 4 (TLR-4) tiene un papel en la relacién entre la endotoxemia

metabdlica y el aumento de peso [28].

También se ha demostrado que la dietas altas en lipidos aumentan la permeabilidad de la
barrera intestinal, ya que las proteinas encargas de mantener las uniones estrechas se
encuentran alteradas por el cambio del microbiota intestinal [29]. Esto favorece que el LPS
proveniente de la microbiota intestinal pueda ingresar a través de la barrera intestinal e
interactue con macrofagos residentes de la mucosa intestinal para que produzcan citocinas
generando inflamacion local y disminuyendo asi la expresion de proteinas presentes en la

barrera intestinal [26].
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Los mecanismos de como el lipopolisacarido atraviesa la barrera intestinal siguen en
investigacion, pero es posible que el LPS por sus caracteristicas anfipaticas se pudiera
asociar a los lipidos provenientes de la dieta, formando quilomicrones y de esta manera ser
transportado a través del enterocito a la via linfatica mesentérica y asi a la circulacién
sistémica [30]. EI LPS pudiera interactuar con lipasas ancladas al endotelio favoreciendo su
liberacién de los quilomicrones a la circulacion sanguinea, favoreciendo la endotoxemia

metabdlica y con esto una respuesta inflamatoria sistémica [31].

Ademas el LPS libre se asocia a proteinas como la proteina de unién a LPS (LBP), CD14
soluble (sCD14) o receptores de membrana como mCD14, lo que puede favorecer la
interaccion con el TLR-4 [31] presente en el tejido adiposo y en otros drganos, facilitando el
desarrollo de una inflamacion crénica de bajo grado que fenotipicamente se expresaria en
obesidad [26].

3. INFLAMACION SISTEMICA

La inflamacion sistémica se caracteriza por el aumento de citocinas pro-inflamatorias en la
circulacion sanguinea, asi como infiltracion de macréfagos en tejidos periféricos [32]. Esta
inflamacién sistémica se ha relacionado con el desarrollo de enfermedades metabdlicas
como la diabetes, la obesidad y el sindrome metabdlico [32]. El sistema inmunoldgico innato
reconoce a los patégenos mediante receptores [33]. Estos receptores se les conocen como
receptores de reconocimiento de patrones (PRR) y lo que reconoce son patrones
moleculares asociados a patdgenos (PAMPs) y patrones moleculares asociados a dafio
(DAMPs). Los PRR mas conocidos son los receptores tipo Toll (TLR), en humanos se han
descrito 10 tipos y que se ubican tanto en la membrana celular como en el citoplasma. Los
TLR al interaccionar con el patron que reconocen desencanden sefnales intracelulares que
culminan la activacion del factor nuclear kappa B (NF-kB) y otros factores facilitando la
transcripcion de citocinas pro-inflamatorias como TNFa entre otras y con esto el inicio de

una respuesta inflamatoria (Figura 2) [32-33].
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Figura 2. Los TLR son receptores que detectan patrones molecular de patégenos (PAMPs), asi
como componentes intracelulares (DAMPs). Cuando los TLR reconocen su patron molecular se
activan vias de sefalizacion intracelular que culminaran en la translocacion de factores
transcripcionales favoreciendo la sintesis de citocinas.

Sin embargo, estos TLRs, en particular los TLR-1, 2, 4 y 6, pueden detectar también acidos
grasos libres y productos avanzados de glicosicilacion, por lo tanto las alteraciones
metabdlicas como las dislipidemias y la diabetes también pueden inducir una respuesta

inflamatoria a través de estos receptores [32].

En la obesidad el desarrollo de la inflamacién sistémica inicia cuando por el desbalance
entre la energia que se consume respecto a la que se gasta provoca hipertrofia e hiperplasia
de los adipocitos, aumentando de la expresion de citocinas pro-inflamatorias y la
disminucién de citocinas anti-inflamatorias, favoreciendo la activacion clasica de
macroéfagos residentes de tejido a un perfil M1, con la liberacion de mas componentes
inflamatorios que facilitan la infiltracion de mas macrofagos [32-34]. El tejido adiposo
también libera acidos grasos libres, ya que no puede almacenar mayor cantidad. Ambos
componentes llegan a distintos tejidos en donde ocasionaran la activacién de macrofagos
tisulares a un perfil pro-inflamatorio y con esto el fendmeno de resistencia a la insulina,
enfermedad intestinal, higado graso, ateroesclerosis y neurodegeneracion. La acumulacion

de acidos grasos libres también provoca lipotoxicidad [32, 23].
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Como se menciono anteriormente, el LPS es otro factor que participa en el desarrollo de la
inflamacion sistémica, ya que al interactuar con el TLR-4 favorece un perfil inflamatorio en

macroéfagos [28].

En resumen hay tres factores que pueden desencadenar una inflamacion sistémica en la
obesidad: 1) los acidos grasos libres provenientes de la dieta que pueden interactuar con
los TLR-4 de macrofagos y adipocitos favoreciendo una respuesta inflamatoria [32]; 2) las
citocinas pro-inflamatorias como TNFa, IL-6, IL-12, IL-23, MIF-1, MCP-1 e IL-1B que estan
asociadas a la polarizacion de macrofagos M1, resistencia a la insulina, y una mayor
infiltracion de células inmunes inflamatorias en tejido [32-33]; y 3) el LPS circulante que
puede ser reconocido mediante el TLR-4 cuando existe una endotoxemia metabdlica
[28,31].

4. SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

El sistema nervioso (SN) se encarga de recibir informacién proveniente del entorno y
responde ante estos cambios para mantener un equilibrio. Desde el punto anatémico el SN
se divide en dos grandes regiones que son: 1) el sistema nervioso central (SNC) que se
compone de médula espinal y cerebro; y 2) el sistema nervioso periférico que se caracteriza
por la presencia de nervios sensitivos y motores que permiten la comunicacién con el
ambiente al SNC.

En el parénquima del SNC existen neuronas y células de la glia (astrocitos,
oligodendrocitos, microglia y ependimocitos). Cada célula cumple una funcién importante

para mantener la homeostasis en el SNC.

4.1 Neuronas

Las neuronas son células que en condiciones fisioldgicas permiten responder a estimulos
provenientes del ambiente, asi como propios del organismo. Son importantes para el
aprendizaje y la memoria, controlan el musculo y la funcién glandular, ademas de que son
blanco en las enfermedades neurodegenerativas [35]. También se ha demostrado que las

neuronas presentan un papel relevante en la regulacion de las células gliales en particular
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la microglia y los linfocitos T que se infiltran al parénquima cerebral, mediante mecanismos

dependientes e independientes de contacto [36].

4.2 Astrocitos

Los astrocitos son células de la glia que constituyen el 30% de todas las células del SNC
que se orgininan del ectodermo neuroepitelial. La funcion principal de los astrocitos es
mantener la homeostasis del SNC ayudando al desarrollo de las neuronas [37]. Los
astrocitos son células de gran adaptibilidad plastica, ya que presentan una gama amplia de
transportadores, receptores y canales utiles para el reconocimiento del microambiente
cerebral. También aportan los precursores necesarios a las neuronas para la sintesis de
neurotransmisores y ayuda en la recaptura de los mismos, brindan factores neurotréficos y
nutrientes para el desarrollo de las neuronas. Asimismo, regulan la vasculatura cerebral, el
pH y ayudan a mantener el equilibrio 6xido reduccion y estan implicados en el aclaramiento
del parénquima cerebral [37]. Los astrocitos también se han visto implicados en procesos

neuroinflamatorios y neurodegenerativos [37].

4.3 Microglia
La microglia representa el 10% de todas las células del SNC. La microglia son células de

origen mieloide que se originan en el saco vitelino y que se infiltran al tubo neural durante
el desarrollo embrionario, donde proliferan, colonizan todo el parénquima y subsisten a lo
largo de la vida del organismo [38]. La microglia en condiciones homeostaticas participa en
varios procesos como la poda sinaptica, en la defensa del SNC, ya que tiene practicamente
el panel de receptores de reconocimiento de patrones (PRR) como las células de la
respuesta inmunologica innata. También presenta receptores para neurotransmisores para
entablar comunicacién microglia-neurona, libera factores neurotréficos y citocinas anti-

inflamatorias para propiciar un ambiente de neurogénesis [38].

En el funcionamiento normal del SNC la microglia se encuentra en un estado quiescente,
es decir se encuentra censando el ambiente y ante una lesion responden rapidamente.
Cuando la microglia es expuesta a un estimulo pro-inflamatorio se activa, libera citocinas
pro-inflamatorias y posteriormente se convierte en una célula ameboide similar al
macroéfago. Por su perfil de secrecidon de moléculas se ha podido clasificar a la microglia en

M1/M2 de forma similar a los macrofagos [41]. Actualmente la microglia esta implicada en

15



las enfermedades crénicas neurodegenerativas como actor principal y neurotdxico en el

desarrollo de estas patologias [38, 40].

4.4 Oligodendrocitos

Los oligodendrocitos son las células de la glia encargadas de formar la mielina en los
axones de las neuronas del SNC. Se originan de células precursoras de oligodendrocitos
[35].

4.5 Ependimocitos
Los ependimocitos son células que recubren los ventriculos cerebrales y los plexos

coroideos. Presentan una morfologia cuboidal con cilios, los cuales estan implicados en el
flujo del liquido cefaloraquideo (LCR), y microvellosidades. Los ependimocitos secretan el
LCR a los ventriculos cerebrales, regulan la presion osmaética mediante transportadores y
poseen las caracteristicas estructurales y enzimaticas necesarias para eliminar una gran
variedad de sustancias que circulan en el LCR que pueden ser potencilamente dafiinas para
el cerebro [61-62].

5. NEUROINFLAMACION ASOCIADA A LA OBESIDAD

La neuroinflamacion se define como una respuesta inflamatoria en el cerebro o médula
espinal que es mediada por la produccion de citocinas, quimiocinas, especies reactivas de
oxigeno y nitrégeno. Estos mediadores de la inflamacion son producidos por la microglia y

astrocitos principalmente [39].

La microglia y los astrocitos expresan los diferentes TLRs por lo que pueden detectar LPS,
DAMPs, B-amiloide y a-sinucleina, entre otros. Otro potente activador de la microglia es el
INFy [40]. La activacion se caracteriza por un cambio en la morfologia ramificada a una
forma ameboide, y con la producciéon de una gran cantidad de mediadores inflamatorios y

especies reactivas de oxigeno y nitrégeno asemejandose a un perfil M1 [40].

La microglia libera una gran cantidad de citocinas inflamatorias en las cuales destacan
TNFa, IL-1B, IL-6 y IL1-a. También secreta proteinas del complemento como C3 y C1q, y
genera especies reactivas de oxigeno para el estallido respiratorio, todo esto para la

eliminacion del estimulo de dafio [40, 41]. Sin embargo, un exceso de estos componentes
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inflamatorios puede ocasionar la activacion cronica de la microglia y con esto dafio neuronal

y el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas [40,42].

Existe amplia evidencia clinica y experimental que demuestra que la obesidad o la dieta
alta en grasas se asocia a un déficit en el aprendizaje, la memoria y en la ejecuciéon de
funciones [43]. Los datos del estudio de cohorte Whitehall Il donde la poblacién de estudio
consistia en personal de una oficina del departamento de servicio civil con sede en Londres,
con edades entre 35-61 afios. Se tomo el indice de masa corporal y también se realizaron
pruebas cognitivas como: el examen de estado mental minimo para evaluar la cognicion
global evaluando aspectos de orientacién, registro, atencion, calculo, recuperacion,
lenguaje y praxis. Sus resultados indicaron que la obesidad se relacioné con puntuaciones
mas bajas en el examen de estado mental minimo y en la funcion ejecutiva, ademas de que
el aumento en el IMC se relaciéoné con una disminucion del rendimiento en las pruebas de
funciones ejecutivas [44]. En otro estudio también llegaron a la conclusién de que un IMC

elevado esta asociado con una funcidn cognitiva reducida [45].

En los estudios en humanos se ha evidenciado el efecto de la obesidad en las funciones
cognitivas. También en los modelos murinos de obesidad inducidos con dietas altas en
grasa se ha observado que las habilidades de memoria y aprendizaje estdn comprometidas.
En un estudio donde utilizaron una dieta alta en grasas observaron que genera muerte
celular de neuronas hipotalamicas, esto es secundario a que la dieta activa la expresion y
la actividad de proteinas que participan en el desarrollo de la inflamacién como SOCS3,
IKK, JNK y PTP1B, desencadenando un ambiente pro-apoptotico neuronal [46]. También
se ha observado que en el hipocampo y corteza cerebral de roedores con una dieta alta en
grasas disminuye la plasticidad sinaptica, por la disminucion del factor neurotréfico derivado
del cerebro (BDNF) [47].

Otro punto importante es que la alimentacion alta en grasas altera la permeabilidad de la
BHE ya que la expresion de vimentina, tubulina y de ocludinas en particular la ZO-1

disminuyeron en los ratones obesos con respecto a los controles [48].

En otro estudio evaluaron si la dieta alta en grasas afecta el acoplamiento neurovascular, y
la disfuncién cerebrovascular, y si esto empeora el curso de la isquemia cerebral, incluso

en ausencia de obesidad en ratas. Lo que los autores encontraron fue que la dieta alta en
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grasas provoca cambios en la funcidon cerebrovascular, es decir, entre la comunicacién
neuronal y de las arteriolas, incluso en ausencia de cambios metabdlicos evidentes o de un

evento isquémico [49].

La relacion de la obesidad con el déficit de cognicion, alteracion de la BHE y con la
neuroinflamacion se puede explicar por la inflamacion cronica de bajo grado que inicia en

la periferia [43].

El estado inflamatorio crénico de bajo grado asociado a la obesidad aumenta la
permeabilidad de la BHE, facilitando el acceso de las moléculas pro-inflamatorias al

parénquima cerebral y asi interactuando con la microglia [48].

Tras la estimulacion con estos factores inflamatorios la microglia se activa a un perfil
inflamatorio M1, induciendo a la microglia a un estado “priming o pre-activacion” [50]. El
priming microglial es un estado en el que la microglia es mas sensible a estimulos
inflamatorios [50]. El priming microglial ocurre durante el envejecimiento, en las
enfermedades neurodegenerativas y en la lesion cerebral traumatica [50,51]. Sin embargo,
ha comenzado a surgir evidencia de que la inflamacion sistémica ya sea inducida con LPS
periférico o la administracion de una o mas de las citocinas pro-inflamatorias como TNFa,
IL-1B e IL-6, IL-33 esta involucrada en el priming microglial [50,51,52]. También se ha
observado el priming microglial tanto en hipocampo e hipotalamo de neonatos de ratas

sobre-alimentados [53].

6. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La obesidad se asocia principalmente al consumo excesivo de calorias provocando un
desbalance energético que conlleva a un estado inflamatorio crénico de bajo grado. Los
acidos grasos libres son reconocidos por el TLR-4 de adipocitos y macrofagos periféricos
induciendo la liberacién de citocinas pro-inflamatorias, favoreciendo la generacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS), lo que causa alteraciones en la barrera
hematoencefalica, con esto la activacién de la microglia y el desarrollo de procesos
neuroinflamatorios. Adicionalmente se ha demostrado la presencia de LPS en circulacion
sanguinea lo que pudiera favorecer aun mas el proceso neuroinflamatorio y con esto

facilitar el proceso neurodegenerativo asociadao a la obesidad. Por este motivo la obesidad
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no solo es un factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades metabdlicas sino también

para enfermedades neurodegenerativas.

7. JUSTIFICACION

La prevalencia de la obesidad ha aumentado en las ultimas décadas de manera
impresionante, siendo actualmente México el segundo pais con mayor nimero personas
con sobrepeso y obesidad. La fisiopatologia aun no es lo suficientemente clara por la
cantidad de los factores involucrados. Entender como el aumento del LPS sistémico
participa en los procesos inflamatorio sistémico y neuroinflamatorio nos permitira entender

mejor el papel de la inflamacion sistémica en la neurodegeneracion asociada a la obesidad.

8. HIPOTESIS
Las ratas con las diferentes dietas presentan una mayor absorbcion de LPS, por lo tanto

mas LPS circulante que coadyuva el incremento de citocinas pro-inflamtorias favoreciendo
procesos neuroinflamatorios que podran facilitar el desarrollo de procesos

neurodegenerativos.

9. OBJETIVOS

9.1 GENERAL
e Evaluar el efecto del LPS circulante en la inflamacion sistémica y en el proceso de

aprendizaje y memoria en ratas obesas inducidas con una dieta rica en lipidos y
ratas obesas inducidas con agua azucarada.

9.2 PARTICULARES

e FEvaluacion del aprendizaje y la memoria
e Determinacién de los niveles de TNF( sérico

e Determinacién de lipopolisacarido sérico

10.METODOLOGIA

Animales
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Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar (210-250 g), las cuales fueron mantenidas con
un fotoperiodo 12:12 hrs con agua y alimento ad libitum. Se siguieron las disposiciones
planteadas por la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999) en el manejo de los
animales. Todos los procedimientos experimentales fueron aprobados por las Comisiones

de Investigacion y Etica de la Facultad de Medicina.

Grupos experimental

La obesidad fue inducida por 16 semanas con una dieta alta en lipidos (AL) con 58% de
calorias provenientes de grasa (manteca de cerdo y manteca vegetal), o con el consumo
de agua con sacarosa al 20% ad libitum (AZ). Las ratas controles solo recibieron la dieta

chow (5010, Lab Diet) y agua natural.

Las ratas fueron distribuidas aleatoriamente en los siguientes grupos experimentales (n =
15 por grupo experimental): 1) control, 2) con dieta alta en lipidos (AL) y 3) con agua al 20%

de sacarosa (AZ).
Determinacion de peso

La determinacion del peso fue semanalmente a las 8:00 hrs.

Glucosa en Ayuno

La glucosa en ayuno se determin6é después de 12:00 hrs de ayuno con un glucémetro
estandar de la marca Freestyle Optium Neo H Abbott Diabetes Care a las 8:00 hrs antes

de iniciar la dieta y a la semana 13 de la dieta del tiempo de induccion de obesidad.

Curva de tolerancia a la glucosa intraperitoneal

La curva de tolerancia a la glucosa se realiz6 al finalizar la semana 13 de la dieta. Para ello
se pusieron a los animales en ayuno de 12 hrs, posteriormente recibieron un bolo
intraperitoneal de glucosa de 2 gramos por kilogramo de peso corporal y se midio la
respuesta glicémica a los 15, 30, 60 y 120 minutos con un glucometro Freestyle Optium
Neo H Abbott Diabetes Care.
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Muestras sanguineas

Las muestras sanguineas se obtuvieron por puncion cardiaca después de la eutanasia del
animal con una sobredosis de pentobarbital sédico (150 mg/kg de peso corporal). La sangre
recolectada se coloco en tubos Eppendorf de 2.5 ml con heparina para evitar la coagulacion.
Se centrifugaron a 2500 rpm 15 minutos para separar los componentes sanguineos. Se
recupero el plasma y se colocd en tubos Eppendorf de 1.0 mL, y se almacenaron a -40 °C,

para su posterior analisis.

Histologia
Tejido Adiposo e Higado

Durante la eutanasia se recolecté y se peso el tejido adiposo visceral y retroperioneal.
Posteriormente se tomd6 una muestra para realizar la tincion de hematoxilina-eosina (HE).
Se determino el area de los adipocitos mediante el software ImageJ. También se recolectd

el higado de las ratas, se peso6 y se tomo6 una muestra para realizar la tincion HE.

Determinaciéon de TNF( sistémico
La medicién de TNF( se realizé mediante la técnica del ensayo por inmunoabsorbcion ligado

a enzimas (ELISA) con el kit Rat TNF-alpha DuoSet de R and D Systems (DY510-05
ELISA).

Determinacion de LPS sistémico

La medicion de LPS se hizo con el kit Instant ELISA Kit for Lipopolysaccharide (LPS) de

Cloud-Clone-Corp (IEB526Ge) para el cual se siguieron las instrucciones del proveedor.

Prueba de reconocimiento de objeto novedoso

Para la evaluacion del aprendizaje y la memoria se utilizoé la prueba de reconocimiento de
objeto novedoso o también conocida como la prueba de reconocimiento de objetos, que fue
descrita por primera vez en 1988 en ratas [54]. Esta prueba se basa en tan solo en tres
sesiones: una sesion de habituacion, una sesién de entrenamiento y una sesion de prueba
(Figura 3) [54].
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La fase de habituacion consistié en colocar al roedor en una caja para que conozca el

ambiente durante un periodo de tiempo de 5 minutos.

La sesion de entrenamiento se baso en una exploracion visual de dos objetos de la misma
complejidad y el roedor tuvo 10 minutos para explorarlos. Cabe destacar que estos dos

objetos se encuentran equidistantes.

La tercer sesion o el dia de la prueba consiste en reemplazar uno de los objetos explorados
previamente por un nuevo objeto y al roedor se le dejé explorar los dos objetos durante 10

minutos.

Debido a que los roedores tienen una preferencia innata por la novedad, un roedor explorara
el objeto familiar menos tiempo y pasara mas tiempo explorando el objeto nuevo [54]. Esta
prueba presenta varias ventajas como: menor estrés para el roedor, requiere poco tiempo
para hacer la prueba, se emplea en distintas especies, permite evaluar diferentes aspectos
de la memoria y se puede modificar para poder evaluar diferentes fases de aprendizaje y

memoria [54].

DialT, Dia2T, Dia3T,

24 Hrs 24 Hrs

Habituacién Entrenamiento Test
5 minutos 10 minutos 10 minutos

Figura 3. Esquema de la prueba de reconocimiento de objeto novedoso

Para la medicién de si existe alguna alteracién se determina el indice de reconocimiento. El

indice de reconocimiento se calculd con la siguiente ecuacion:

RI = (TEBN)/(TEBF+TEBN)
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TEBN: Tiempo de exploracion objeto nuevo
TEB: Tiempo de exploracion del objeto familiar

Analisis estadistico

Los datos experimentales se presentan como promedios * SEM. Los resultados se
analizaron en GraphPad Prism 7. Las diferencias estadisticas entre los grupos
experimentales se determinaron mediante una prueba de analisis de varianza (ANOVA) de
una via seguida de la prueba post hoc de Tuckey para el area bajo la curva de la curva de
tolerancia a la glucosa. La glicemia en ayuno, cantidad de tejido adiposo, porcentaje de

tejido adiposo se analizaron con Kruskal-Wallis seguido de la prueba de Dunn, ANOVA de

dos vias seguida de la prueba post hoc de Tuckey para el peso corporal, la ganancia de
peso y la curva de tolerancia a la glucosa. El analisis de varianza (ANOVA) de una via
seguida de la prueba post hoc de Dunnet para el area de los adipocitos y el reconocimiento

de objeto novedoso. P < 0.05 se consider¢ significativa.

11. RESULTADOS

Aumento de peso corporal y ganancia de peso

Tanto la dieta rica en lipidos (AL) como la dieta rica en agua azucarada (AZ) mostraron
incremento de peso a lo largo de las 16 semanas (Figura 4). Los animales que recibieron
la dieta AL aumentaron significativamente mas de peso desde la semana 6 que el grupo
control, mientras que el AZ adquirid un mayor peso a partir de la semana 11 (Figura 4 A).
Asimismo, el grupo AL presento significativamente mayor peso corporal de la semana 8 a
la 13 con respecto al grupo AZ (Figura 4 A).

La ganancia de peso mostré un cormportamiento similar a los observado en el peso. El
grupo AL gand mas peso que el grupo control a partir de la semana 6 hasta la semana 16
(Figura 1 B). El grupo de AZ sélo se distinguio significativamente del grupo control en la

semana 16 (Figura 1 B).
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Figura 4. Peso corporal (A) y ganancia de peso (B) de los tres grupos experimentales. El grupo
control esta representado en negro (CNT, n=14), el grupo con dieta alta en lipidos en verde (AL,
n=13), y el grupo con agua azucarada en rojo (AZ, n=15). Los datos representan los promedios +
error estandard y se analizaron con la prueba de ANOVA de dos vias seguida por el post hoc de

Tuckey. * Representa las diferencias significativas entre el grupo CNT y AL (p < 0.05), # entre el
grupo CNT y AZ (p < 0.05), y & entre el grupo AL y AZ (p < 0.05).

Glucosa en ayuno

La determinacion de la glucosa se realizé antes y a la semana 13 de la induccion de los
modelos de obesidad (Figura 5). En ambos tiempos experimentales se observa que los dos
grupos experimentales AL y AZ tuvieron glicemias en ayuno similares al grupo control
(Figura 5).

A B
100~ 100+
[ )
~ 80+ ° o. ~ 80+ ° o
E ? .| E [ )
<)) —.-J—'— o)) o ot Dol
E 60 . S oce | E 604 [eee b e
3 . 3
g 40- Q  40-
3 3
O 20- O 20-
c L] 1 L c L] L L]
CNT AL AZ CNT AL AZ
Semana 0 Semana 13

Figura 5. Glicemia en ayuno al inicio (A) y a la semana 13 de la induccién del modelo
experimental) (B). El grupo control esta representado en negro (CNT, n=7), el grupo con dieta alta
en lipidos en verde (AL, n=5), y el grupo con agua azucarada en rojo (AZ, n=7). Los datos
representan los promedios * error estandard y se analizaron con la prueba de Kruskal-Wallis seguida
por el post hoc de Dunn.
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Curva de Tolerancia a la glucosa intraperitoneal

La curva de tolerancia a la glucosa intraperitoneal se realizé en la semana 13 y la respuesta
glicémica se midi6 a los 15, 30, 60 y 120 minutos (Figura 6 A). A los 60 minutos se observé
una diferencia significativa de los grupos AZ y AL con respecto al grupo control. Ademas se
visualiza que el grupo control regresa mas rapido a sus niveles de glicemia normales,
mientras que los grupos AL y AZ no regresan igual a sus niveles basales. El area bajo la
curva de la curva de la tolerancia a la glucosa muestra una diferencia significativa de los
grupos AL y AZ con respecto al control indicandonos que hay una posible alteracion en el

metabolismo de la glucosa (Figura 6 B).
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Figura 6. Curva de tolerancia a la glucosa intraperitoneal de los diferentes grupos
experimentales. A Respuesta de la glucosa plasmatica después de una administracion
intraperitoneal de glucosa (2 g/kg de pesos corporal). B Area bajo la curva (AUC) de cada grupo.
u.a.- unidades arbitrarias. El grupo control esta representado en negro (CNT, n = 7), el grupo con
dieta alta en lipidos en verde (AL, n = 5), y el grupo con agua azucarada en rojo (AZ, n = 7). Los
datos representan los promedios + error estandard y se analizaron con la prueba de ANOVA de una
via seguida por el post hoc de Tuckey. * Representa las diferencias significativas entre el grupo CNT

y AL (p < 0.05) y entre el grupo CNT y AZ (p < 0.05), # entre el grupo CNT y AZ (p < 0.05), y & entre
el grupo CNT y AL (p < 0.05).

Tejido Adiposo Blanco

La cantidad de tejido adiposo y porcentaje de tejido adiposo se muestra en la Figura 7. Los
grupos AZ y AL tuvieron una mayor cantidad de tejido adiposo, el grupo AL fue el que
presenté una diferencia siginificativa con respecto al grupo control mostrada en la (Figura
7 A), sin embargo, el grupo AL y AZ presentaron significativamente mayor porcentaje de
tejido adiposo (Figura 7 B).
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Figura 7. Cantidad de tejido adiposo (A) y porcentaje de tejido adiposo (B) de los tres grupos
experimentales. El grupo control esta representado en negro (CNT, n = 14), el grupo con dieta alta
en lipidos en verde (AL, n = 12), y el grupo con agua azucarada en rojo (AZ, n = 15). Los datos
representan los promedios * error estandard y se analizaron con la prueba de Kruskal-Wallis seguida

por el post hoc de Dunn. * Representa las diferencias significativas entre el grupo CNT y AL (p <
0.05) y entre el grupo CNT y AZ (p < 0.05).

Las tinciones de hematoxilina-eosina del tejido adiposo blanco y el area de adipocitos de
los tres grupos experimentales se observan en la Figura 8. El grupo AL presenta una mayor
cantidad de adipocitos hipertrofiados con respecto al grupo control y al grupo AZ (Figura 8
A).

Para complementar el resultado anterior se realizd un analisis de imagen con el software
ImagedJ para determinar el area de los adipocitos. El grupo que presentd un mayor
agrandamiento de sus adipocitos fue el grupo AL, confirmando que se encontraban en un

estado de hipertrofia, siendo este grupo diferente al grupo control (Figura 8 B).

26



CNT AZ AL
B
100004

£ *
2 i o
3 8000
3 6000
2
< 4000 S LA
8 T NI
g 20000 podeg [0
< . o0 d

3 1} ’ L

CNT AZ AL

Figura 8. Imagenes representativas de tejido adiposo blanco de los tres grupos (A) . La imagen
del lado izquierdo es el grupo CNT, la imagen central es el grupo AZ y la imagen a la derecha es el
grupo AL. Area de adipocitos (B) El grupo control esta representado en negro (CNT, n = 20), grupo
con agua azucarada en rojo (AZ, n = 20) y el grupo con dieta alta en lipidos en verde (AL, n = 17).
Los datos representan los promedios + error estandard y se analizaron con la prueba de ANOVA de
una via seguida por el post hoc de Dunnets. * Representa las diferencias significativas entre el grupo

CNTy AL (p < 0.05).

Tejido Hepatico

En las tincibnes de hematoxilina-eosina del higado del grupo control se observan los
sinoides hepaticos y los hepatocitos sin cambios (Figura 9). El grupo AZ presentd multipes
pequefias gotas lipidicas en los hepatocitos gotas lipidicas con respecto al grupo control.
Pareciera que el grupo AZ presentara cambios estructurales en los sinoides hepaticos.

Por otro lado el grupo AL presentd grandes gotas lipidicas, sin grandes cambios a nivel
sinuoidal. Pareciera que este grupo presenta una esteatosis no alcohdlica [22]. Es
interesante observar que las dos distintas dietas inducen alteraciones histologicas

diferentes en el tejido hepatico y adiposo blanco.
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Figura 9. Imagen representativa de tinciones de tejido hepatico de los tres grupos
experimentales. La imagen del lado izquierdo es el grupo CNT, la imagen central es el grupo AZ y
la imagen a la derecha es el grupo AL.

TNFa sérico

La concentracion de TNFa sérico (Figura 10) de los grupos AZ y AL fue distinta al grupo
control, ya que ambos grupos experimentales presentaron mayores niveles de TNFa
circulante. El promedio para cada uno de los grupos fue CNT=30.52 pg/ml, AZ=56.62 pg/ml
y AL=66.80 pg/ml.
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Figura 10. Concentracion de TNFa en suero de los tres grupos experimentales. EIl grupo control
esta representado en negro (CNT, n = 7), grupo con agua azucarada en rojo (AZ, n = 15) y el grupo
con dieta alta en lipidos en verde (AL, n = 8). Los datos representan los promedios * error estandard
y se analizaron con la prueba de Kruskal-Wallis seguida por el post hoc de Dunn.

* Representa las diferencias significativas entre el grupo CNT y AL (p < 0.05) y entre el grupo CNT
y AZ (p < 0.05).
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Lipopolisacarido sérico

La concentracion de LPS circulante (Figura 11) del grupo CNT fue de 94.57 ng/ml.Solo se
pudieron analizar tres animales del grupo control y un animal sali6 muy elevado en la
concentracion de LPS, posiblemente se debié a una contaminacion de endotoxina del
ambiente, por lo que es necesario analizar mas individuos de este grupo. Para el grupo AL
se obtuvo el valor de 280.17 ng/ml y para el grupo AZ165 ng/ml de endotoxina. No se
encontré diferencia significativa, pero es probable que se deba al niumero pequefio de
muestras que se utilizd. Es por eso que sera necesario analizar un mayor numero de
muestras para tener una poblacion mejor representativa, aunque claramente se visualiza
una tendencia a que la AL favorece mas la circulacién de LPS, posiblemente secundario a

una mayor absorcién intestinal por el tipo de dieta rica en lipidos.
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Figura 11. LPS sérico. El grupo control esta representado en negro (CNT, n = 2), grupo con agua
azucarada en rojo (AZ, n = 6) y el grupo con dieta alta en lipidos en verde (AL, n = 6). Los datos
representan los promedios * error estandard y se analizaron con la prueba de Kruskal-Wallis seguida
por el post hoc de Dunn.

Reconocimiento de objeto novedoso

Los grupos tratados con las diferentes dietas (AZ y AL) presentaron un indice de
reconocimiento menor que el grupo control (Figura 12), indicando alguna alteracion a nivel
cerebral, ya que estuvieron mayor tiempo reconociendo el objeto conocido que el nuevo,
ambos grupos mostraron una diferencia estadisticamente significativa con respecto al
control. Cabe destacar que el grupo AL presentd el menor indice de reconocimiento (Figura
12).
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Figura 12. Reconocimiento de objetos novedosos. El grupo control estd representado en negro
(CNT, n = 14), grupo con agua azucarada en rojo (AZ, n = 15) y el grupo con dieta alta en lipidos en
verde (AL, n = 12).Los datos representan los promedios * error estandard y se analizaron con la
prueba de ANOVA de una via seguida por el post hoc de Dunnets. * Representa las diferencias

significativas entre el grupo CNT y AL (p < 0.05) y entre el grupo CNT y AZ (p < 0.05).

12. DISCUSION

La obesidad es una enfermedad sistémica que afecta a multiples 6rganos y es resultado de
la interaccién entre los componentes gendmicos y ambientales. Hoy en dia la obesidad es
un factor de riesgo importante para el desarrollo de comorbilidades como las enfermedades
cardiovasculares, diabetes, cancer y enfermedades neurodegenerativas [5-6]. Uno de los
factores ambientales que es de gran importancia es la dieta. La gran mayoria de los
modelos para el estudio de la obesidad se realizan en animales inducidos con dietas altas
en carbohidratos o en lipidos, sin embargo, los modelos que conducen a un mejor cuadro
de obesidad son las dietas ricas en lipidos [55]. Nuestras observaciones estan en
congruencia con estos estudios previos, las ratas alimentadas crénicamente con una dieta

alta en grasas mostraron un mayor aumento de peso y cantidad de tejido adiposo.

La determinacion de parametros bioquimicos en sangre como la cantidad de glucosa,
trigliceridos, colesterol total, insulina, curva de tolerancia a la glucosa y curva de tolerancia
a la insulina nos brinda una idea de la regulacion del metabolismo del organismo [66]. En
nuestras observaciones al medir glucosa en sangre durante la induccién del modelo se
encontr6 que no existia ningun cambio en el metabolismo de la misma, llegando a
resultados no congruentes con otros estudios previos [66,67,68]. Sin embargo, la curva de
tolerancia a la glucosa mostré que hay cambios en el metabolismo de la glucosa tal vez no

tan pronunciados. Es decir, ya existia una alteracién dado que el area bajo la curva fue
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significativamente mayor en los dos grupos experimentales con dieta, lo que sugiere que
los cambios de la glucosa son aun discretos y que la determinacion de la glucosa en ayuno
no las muestran, pero la prueba de tolerancia a la glucosa si. Idealmente habria que realizar

la determinacion de trigliceridos, colesterol total y la insulina para complementar el estudio.

El porcentaje y la cantidad de tejido adiposo incrementé en ambas dietas, sin embargo, la
de mayor aumento fue la dieta AL, lo cual coincide con otros estudios previos [66]. El
aumento en la cantidad de tejido adiposo se ve reflejada por la acumulacién excesiva de
trigliceridos y acidos grasos libres que fueron captados por los adipocitos, induciendo los
fendmenos de hipertrofia e hiperplasia en los adipocitos [9]. Este fenomeno se ve reflejado
en el diametro de los adipocitos hipertrofiados de nuestro estudio llegando a resultados
similares a otros estudios [66]. Este agrandamiento provoca que la irrigacién sanguinea se
vea afectada y con esto la concentracion de oxigeno, lo que generara hipoxia tisular [18].
Esto favorece la expresion de genes sensibles a hipoxia que seran regulados con factores
transcripcionales como el factor NF-kB, que es un factor clave en las respuestas
inflamatorias favoreciendo la secrecion de acidos grasos y citocinas pro-inflamatorios como
el TNFa, IL1B e IL6 principalmente. Esto lleva a que los macrofagos presentes en el tejido
adiposo cambien a un perfil M1 favoreciendo la secrecion de mas citocinas pro-
inflamatorias y una mayor llegada de macréfagos dando lugar a una inflamacion local
[20,32].

Estas citocinas ingresaran a la circulacion sanguinea y sefializaran en distintas zonas del
cuerpo como higado, musculo, cerebro, pancreas, intestinos, entre otros [32]. El TNFa
juega un rol en respuestas a dafios, infecciones, angiogénesis, apoptosis, asi como en otros
procesos fisiologicos, sin embargo, también esta implicado en multiples patologias como
las enfermedades autoinmunes y la resistencia a la insulina [57]. La resistencia a la insulina
se ve interrumpida por la via de sefalizacion PI3K por el TNFa, lo que provoca una
inhibiciéon en la funciéon de la insulina y que aumente la misma en sangre. Esta via de
sefializacion que se ve interferida por el TNFa podria explicar que la curva intraperitoneal
de tolerancia a la glucosa de los dos grupos experimentales mostrara niveles mas elevados
de glucosa en sangre y una mayor area bajo la curva, sugerente de que nuestro modelo

animal ya presentan alteraciones en el metabolismo de la glucosa [64].
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El higado también se ve afectado por la presencia excesiva de acidos grasos y citocinas
pro-inflamatorias circulantes favoreciendo cambios histoldgicos como la esteatosis hepatica
no alcohdlica [65]. Nuestros grupos experimentales con dieta mostraron cambios

histolégicos que apoyan estas observaciones previas.

Ademas en el intestino delgado, las citocinas pro-inflamatorias como el TNFa, IL13 e IL6
son responsables de alterar la permeabilidad intestinal como se ha identificado en estudios
previos [69,70]. Nuestros datos mostraron por un lado un incremento en TNFa, el cual
pudiera modificar la permeabilidad intestinal en nuestros grupos experimentales con dieta,
y que por este motivo estuviera mas elevado el LPS circulante en estos dos grupos

experimentales.

Por otro lado la dieta influye en el cambio de la microbiota intestinal normal y con esto una
desregulacion en las poblaciones de la microbiota intestinal, favoreciendo un mayor
incremento de bacterias Gram negativas que continuamente recambian su LPS de la
membrana externa y liberandolo a lumen del intestino [25,29,31,48]. Es probable que
nuestros grupos experimentales ya presentes una microbiota intestinal modificada, sin

embargo, habria que confirmar con otros estudios esta posibilidad.

ElI LPS puede ser transportado a circulacion sanguinea por dos vias principalmente una es
mediante el metabolismo de los lipidos a través de los quilomicrones y la via linfatica
mesentérica [26,29,30], asi como con el transporte paracelular. Es posible que en nuestros
modelos con dieta ya exista un incremento de la permeabilidad intestinal por el ambiente
las citocinas pro-inflamatorias provenientes del tejido adiposo y macréfagos M1, el cual
afecta las uniones estrechas facilitando el transporte paracelular del LPS [29,69,70], lo cual

se veria reflejado en niveles mas elevados de LPS en circulacion sanguinea.

El incremento de los niveles circulantes de LPS a su vez favorece una endotoxemia
metabdlica, que se ha relacionado causalmente con la adiposidad y la resistencia a la
insulina asociada a la obesidad y la inflamacion enfermedades del higado, tales como
higado graso y esteatosis no alcohdlica, lo que se explicaria también el desarrollo de
esteatosis no alcohdlica en nuestros grupos experiementales y el incremento de LPS en las

dietas, sin embargo, falta analizar mas muestras [71].
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El LPS estimula los receptores tipo toll, principalmente el TLR-4 de macréfagos y de
adipocitos, favoreciendo la secrecion de una mayor cantidad de citocinas pro-inflamatorias
y perpetuando la inflamacion sistémica de bajo grado [18-21]. Esto conduce a un ciclo, ya
que a mayor cantidad de citocinas pro-inflamtorias aumentara mas la permeabilidad
intestinal permitiiendo una mayor entrada de LPS, el cual finalmente terminara estimulando
al TLR-4 para secretar a su vez una mayor cantidad de citocinas pro-inflamatorias,
asemejando a un sistema de retroalimetacion positiva. Por otro lado se ha demostrado que
la administracion de antibidticos en dos modelos diferentes de resistencia a la insulina en
ratones, condujo al agotamiento de la microbiota intestinal y a una reduccion de los niveles

séricos de LPS, la inflamacion de bajo grado, obesidad y diabetes tipo 2 [71].

El ambiente inflamatorio generado por esta interacciéon LPS-TLR-4 y citocinas pro-
inflamatorias pueden afectar al SNC, ya que la BHE aumentara su permeabilidad al
disminuir las uniones estrechas y adherentes presentes con lo que facilitaria la sefializacion
de estas moléculas en el SNC [72]. Otra via es que las citocinas pro-inflamatorias alcancen
el LCR, es a través de los plexos coroideos o BHE [74]. En ambas vias se favorecera la
activacion de macréfagos residentes del SNC como la microglia, y los macréfagos
meningeos, perivasculares, macrofagos de los 6rganos circunventriculares y de los plexos
coroideos [73]. Por la localizacion de los macréfagos perivasculares y meningeos en la
interfaz entre el parénquima y el torrente sanguineo, se les ha asociado funciones de
monitoreo, filtrado del LCR y en captacion de antigenos, metabolitos y otras moléculas
derivadas de este fluido o provenientes de la sangre periférica [74]. Cuando las citocinas
pro-inflamatorias estimulan a los macréfagos perivasculares y meningeos causan una
activacion hacia un perfii M1 [14], provocando la liberacion de mas citocinas pro-
inflamatorias que viajaran a través del flujo del LCR a distintas zonas del cerebro ingresando
al parénquima cerebral, posiblemente por un sistema de difusion facilitado y su interaccion

con la microglia [74].

La microglia participa en varios procesos como la poda sinaptica, la defensa inmune del
SNC, liberacién de factores neurotréficos, citocinas anti-inflamatorias para propiciar la
neurogénesis y citocinas pro-inflamatorias [38]. Cuando las citocinas pro-inflamatorias
provenientes de la periferia y de macrofagos perivasculares, meningeos o de plexos
coroideos, ingresan al parénquima cerebral actian sobre la microglia en reposo

favoreciendo la transicion a un estado de preactivacion (priming), lo que a su vez la
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secrecion de citocinas pro-inflamatorias, sin alterar el perfil de secreciéon de factores
neuroprotectores para el desarrollo y supervivencia adecuada de las neuronas de las

distintas zonas del cerebro como en el hipocampo [50,58].

Sin embargo, cuando el estimulo es persitente y cronico genera un ambiente
neuroinflamatorio que puede conducir a una mayor pérdida neuronal y a una progresion
acelerada de alguna enfermedad neurodegenerativa o alteraciones cognitivas [50]. Por
ejemplo, en el hipocampo este ambiente provoca que sufra cambios celulares y moleculares
que repercutiran en las funciones coginitivas que a largo plazo culminara en una
enfermedad neurodegenerativa como la enfermedad de Alzheimer [58]. Lo anterior permite
explicar como las ratas con agua azucarada y dieta alta en grasa reconocieran menos los
objetos nuevos como nuevos, indicando una alteracion a nivel del hipocampo [59-60]. Seria
interesante a futuro medir los niveles de TNFa e IL-1B en el hipocampo y el estado de
activacion de la microglia, asi como cambios en la densidad neuronal en hipocampo vy

sustancia nigra.

13. CONCLUSIONES

La dieta alta en grasas y la dieta rica en agua azucarada favorecen un ambiente inflamatorio
de bajo grado y una mayor cantidad de LPS circulante, induciendo una endotoxemia
metabdlica que facilita la inflamacion sistémica, que a su vez repercute en el desarrollo de
la neuroinflamacion que finalmente puede llevar a una neurodegeneracion si la obesidad

persiste.
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