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INTRODUCCION

En la actualidad, las enfermedades cronicas degenerativas no transmisibles,
ocupan el primer lugar en mortalidad a nivel mundial. Aunque los datos no son
precisos; la federacion internacional de diabetes indica que aproximadamente el
8.2 % de las muertes mundiales en 2011 fueron por complicaciones de
enfermedades como la diabetes especificamente. A su vez, la OMS predice, que
para 2030 la diabetes se convertira en la séptima causa de muerte a nivel mundial.
Dichos indices obligan a que los enfoques de terapéutica, farmacoldgica y
asociada a distintos parametros, cambie permanentemente. Esta disciplina de la
ciencia ha sentado bases especificas para los tratamientos de alteraciones
asociadas a obesidad, sindrome metabdlico, diabetes, por mencionar las mas
conocidas, teniendo grupos de farmacos que promueven la regulacion especifica
de cada uno de ellos. Sin embargo, esto no evita los efectos colaterales de los
farmacos, situacion generada en su mayoria por la falta de estudios a distintos
niveles sistémicos en los sujetos a los cuales se les administra. De tal modo que la
importancia resultante de este hecho, es la necesidad de nuevas terapias y un
conocimiento mas preciso sobre sus efectos y mecanismo de accion sean
obligatorios. En este proyecto, se obtuvo de un modelo animal experimental, cuyas
caracteristica metabdlica constante es un cuadro hiperglicémico, desarrollado a
partir del incremento de lipidos en su dieta y por ende del aporte calorico. Una vez
obtenido el modelo, las ratas fueron sometidas a la combinacion de la dieta
hipercaloricas de origen lipidico con aporte glucido, a distintos tiempos, para
conocer los efectos proporcionados por la ingesta de semilla de cilantro
(Coriandrum sativum), mismo que se emplea a nivel de etnofarmacologia
tradicional mexicana como hipoglucemiante. El efecto de la ingesta fue evaluado a
3 niveles: el primero perfil sérico y zoométrico (glucosa, triglicéridos, colesterol
total, fraccion c-HDL, talla, peso y perimetro abdominal), el segundo a nivel
histoldgico del tejido adiposo (Morfologia y expresion de proteina GLUT-4) y a un
tercer nivel de expresion genética de los mediadores de respuesta metabdlica de
el tejido adiposo blanco (IRS-2, Akt, GLUT-4, Shcy PPAR-y).



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la actualidad, las desregulaciones metabdlicas provocadas por dietas
hipercaloricas representan una de las causas principales en las alteraciones fisio-
metabdlicas tales como SM, resistencia a la insulina, enfermedad cardiovascular y
DM. De hecho la federacién internacional de diabetes informa que hasta el 2013
existen 387 millones de personas con DM2 y esta es considerada una pandemia.
En la poblacion mexicana son un grave problema de salud con mas de 10 millones
de pacientes diagnosticados, aunque la OMS presume gque al menos el doble

permanece sin diagnostico.

El estudio de dichas patologias se ha enfocado a los signos y sintomas, dandole
importancia a los condicionamientos metabdlicos, dentro de los cuales el tejido
adipocitario es uno de los de mayor relevancia, sin embargo, las vias de
sefalizacion involucradas no estan del todo esclarecidas y por lo tanto se complica
el tratamiento farmacolégico y/o alternativo, pues se encuentra totalmente dirigido

ademas de ser mas complicado para el control de la patologia.

Pregunta central

¢Laingesta de semilla de cilantro ejerce cambios en los niveles de mRNA de
(IRS-2, Akt, GLUT-4, Shc y PPAR-y) y la proteina GLUT-4 cuando existe una

desregulacién metabdlica?



JUSTIFICACION

El dilucidar la alteracion de rutas metabdlicas por un alto consumo calérico dentro
de las dietas, asi como, las proteinas involucradas en las vias de sefializacion es
imprescindible para desarrollar tratamientos para el control de la patologia. Del
mismo modo, el encontrar tratamientos alternativos que tengan un impacto
positivo es preponderante; los polifenoles y aceites esenciales han mostrado un
efecto benéfico en el control y tratamiento de enfermedades metabdlicas, asi
como de DM2.

La semilla de cilandro contiene cantidades considerables de los metabolitos
anteriormente mencionados por lo que se vislumbra como un potencial tratamiento

ortomolecular contra las complicaciones metabdlicas.



OBJETIVOS

Objetivo General:

Determinar el comportamiento de la expresiéon de IRS-2, Akt, GLUT-4, Shc y
PPAR-y en tejido adiposo de ratas de la cepa Long-Evans con desregulacion
metabdlica, tras la exposicion a dietas en distintas condiciones, como se explicara

mas adelante.

Objetivos Particulares:

» Evaluar el estado zoométrico y metabdlico de lipidos y glucidos de
relevancia, en los distintos grupos de trabajo, sometidos a distintas dietas.

» Cuantificar el contenido de triglicéridos en tejido adiposo, en los distintos
grupos de trabajo con su respectiva dieta.

» Analizar los cambios en los RNAmM de IRS-2, Akt, GLUT-4, Shc y PPAR-y
en los distintos grupos de trabajo, sometidos a distintas dietas.

» Evaluar el comportamiento de los transportadores de GLUT-4 en tejido

adiposo en los distintos grupos de trabajo, sometidos a distintas dietas.



HIPOTESIS

Hipodtesis nula

La ingestion de semilla de cilantro molida en la dieta no produce cambios en la
expresion de IRS-2, Akt, GLUT-4, Shcy PPAR-y sobre tejido adiposo en ratas de

la cepa Long-evans con desregulacion metabdlica.

Hipotesis alternativa

La ingestion de semilla de cilantro molida en la dieta produce cambios en la
expresion de IRS-2, Akt, GLUT-4, Shcy PPAR-y sobre tejido adiposo en ratas de

la cepa Long-evans con desregulacion metabdlica



DIAGRAMA DE TRABAJO

Adquisicion de sujetos de

Protocolo experimental 1

experimentacion.

Administracién de dieta
inductora (hipercalorica).

5008.
(n=36)

Monitoreo de peso, talla,
IMC, perimetro de
abdomen, % de grasa
corporal, glucosa,
trigliceridos, colesterol total
y
c-HDL.

Administracion de dieta
Normocalorica.

2018s.
(n=9)

Punto de corte: Glucosa
2200 mg/dL

Monitoreo de peso, talla,
IMC, perimetro de
abdomen, % de grasa
corporal, glucosa,
trigliceridos, colesterol total
y
c-HDL.




Protocolo

experimental 2

Conformacién de
grupos de trabajo

Grupo control Eintfe ()

Normocalérico 2018

(n=9)

5008 y agua ad
libitum

(n=9)

Grupo (L+S)

5008/semillay agua
ad libitum

(n=9)

Grupo (L+G)

5008 y Glucosa 25%
ad libitum

(n=9)

rupo ([+G+

5008/semillay
Glucosa 25% ad
libitum
(n=9)

Monitoreo de peso

glucosa, trigliceridos,

colesterol total, c-
HDL.

30, 60, 90 dias

sacrificio y obtencién
de tejido adiposo.

Histologia

(PAS), Rojo Oleoso e
Inmufluorescencia
para Glut-4

Determinacion del
contenido de
trigliceridos.

Muestra para PCR

(IRS-2, Akt, GLUT-4,
Shcy PPAR-y)




MATERIAL Y METODOS

Sujetos de experimentacion, induccién del modelo y caracterizacion.

Se obtuvieron y emplearon ratas macho de la cepa Long-Evans provenientes del
bioterio Claude Bernard de la BUAP. Los animales se mantuvieron dentro del
mismo en condiciones de temperatura de 24° + 2° y un porcentaje de humedad de
50%. Con ciclos de obscuridad 12/12 horas. La dieta inicial de los animales
consistié en alimento normocalérico Harlan 2018 hasta alcanzar los 130 g de peso
aproximadamente. Posterior a este tiempo, se realizé la separacién del grupo
control normocaldrica (9 sujetos) y los restantes para inducir el estado
hiperglicémico mediante una dieta hipercalérica de origen lipidico (5008 LabDiet),

cuya exposicion se efectud durante 60 dias.

Posterior a este lapso de tiempo, se mantuvo la dieta normocaldrica el grupo
control 2018 denominado C y la dieta 5008 en los grupos expuestos a la dieta
hipercaldrica, se subdividié en 4 grupos de 9 individuos cada uno: el primero de
ellos fue el grupo de trabajo denominado L que continudé expuesto a la dieta
hipercalorica hiperlipidica. El grupo 2: L + S, baso su alimentacién en la ingesta
del alimento 5008 mezclado con semilla de cilantro en polvo y reconstituido. El
tercer grupo L + G, ingiri6é alimento 5008 LabDiet y como bebida, agua glucosada
al 25% ad libitum. Por dltimo, el cuarto grupo: L + G + S, cuya alimentacion se
basé en la ingesta de alimento 5008 mezclado con la semilla de cilantro en polvo
mas agua glucosada al 25% ad libitum. De esta forma, (C) fungié como control
negativo, y a los grupos (L) y (L+G) como controles positivos sin tratamiento, para
los grupos (L+S) y (L+G+S) respectivamente, con tratamiento basado en el
consumo de semilla de cilantro. Este acondicionamiento persistié durante 90 dias
(con cohortes cada 30 dias), tiempo durante el cual se realizé la medicion de peso,
perimetro de abdomen, talla (medicidon de la punta de la nariz a la punta de la cola)

como medidas zoométricas.



Determinacion de parametros séricos

Para la obtencion de las muestras sanguineas correspondientes, se suspendi6 la
alimentacion de los animales, asi como su consumo de agua entre 4 y 5 horas
previas a la toma del espécimen. Los animales fueron anestesiados con
ketamina/xilazina en concentracion de 0.2 mL/100 g via intraperitoneal. Una vez
que se produce el efecto de sedacion, se obtienen las muestras mediante puncién
cardiaca, extrayendo entre 600 y 800 pL de sangre, colocandola en tubos sin
anticoagulante para su posterior centrifugacion y separacion del suero. Cada uno
de los tubos eppendorf se centrifugd a 9000 r.p.m. durante 10 minutos,
congelando las muestras hasta el momento de realizar las determinaciones
correspondientes. A cada muestra obtenida se determind glucosa, colesterol total,
triglicéridos y colesterol HDL; mediante las reacciones de kits comerciales en un

espectrofotometro semiautomatizado BTS-350 de Bio Systems.

Determinaciones tisulares

Las muestras de tejido adiposo se obtuvieron después de realizar la puncién
cardiaca a los animales. Se procedié a realizar el sacrificio de los animales y se
realizé la perfusion de los tejidos utilizando SSI fria. Rapidamente se obtuvieron 4
muestras de tejido adiposo de aproximadamente 300 pg. La primera de ellas se
colocé en formalina bufferada al 10% (para obtencién de cortes histolégicos a tefir
usando la tincion de &cido peryddico de Schiff (PAS) e inmunofluorescencia para
Glut-4), la segunda se coloc6 en un tubo eppendorf (para corte en criotomo y
tincion de Rojo oleoso) y la tercera se llevd a inmersion en nitrégeno liquido, para
colocarla en tubos eppendorff previamente esterilizados (utilizacion de muestra
para amplificacion aislamiento de RNA total). La ultima muestra se utilizé para
realizar de determinacién de triglicéridos en tejido, efectuada solamente en el
punto de cohorte de 90 dias, para los cinco grupos de trabajo. La determinacién de
triglicéridos en tejido se realizé con 100 mg de tejido adiposo homogenado en 900
UL de SSI. Posteriormente se realiz0 una dilucionl:2 para proseguir con el

protocolo descrito del fabricante para determinacion de triglicéridos.



Histologia del tejido adiposo

Después de realizar el protocolo de deshidratacion y parafinado los tejidos
correspondientes, se realizaron cohortes en el micr6tomo correspondientes a 7
micras que fueron colocados en laminillas con aplicacion de poli-lisina. Para
realizar la tincion de PAS, se siguié una modificacion a la técnica de PAS del
manual de las fuerzas armadas norteamericanas; al igual que la técnica de tincién
de rojo oleoso, la cual tuvo como finalidad evidenciar los lipidos contenidos en
cada de célula, asi como apreciacion de morfologia y tamafo, la técnica se
desarroll6 como se describe a fondo en los anexos. Se procedié a tomar foto
micrografias de las muestras procesadas mediante tincion de PAS, a 10x
(delimitado un area de 1250 x 750 p) para realizar el conteo de células y a 40x
para realizar la medicion del perimetro celular. El conteo celular se realizo
mediante el programa ImageJ y la medicion del perimetro celular con el software
Motic 2.0.

Inmunohistoquimica del tejido adiposo

Después de realizar el protocolo de deshidratacion y parafinado los tejidos
correspondientes, se realizaron cohortes en el micr6tomo correspondientes a 7
micras que fueron colocados en laminillas con aplicacion de poli-lisina. Se siguié
con el protocolo sugerido y estandarizado para inmunoflourescensia (ver anexo
correspondiente) y las microfotografias fueron tomadas con un microscopio LED
Leica SFL-7000. Para el andlisis densitométrico de las microfotografias en la
técnica de inmunofluoresencia con el anticuerpo dirigido a GLUT-4, se tomaron

imagenes a 40x y el analisis se realiz6 mediante el programa ImageJ.
Determinacion de los cambios de expresion en mRNA

La obtencion de tejido adiposo se realiz6 de inmediato y se procedioé a su almacén
en nitrégeno liquido y a -70°C hasta el momento de los andlisis. Se pesaron 200

mg de tejido adiposo por cada muestra trabajada.



Se realiz6 el homogenado en frio con reactivo de TRIzol (Life Technologies) y se

prosiguid con la técnica descrita por el fabricante.

Se efectud la medicion de concentracion total material genético obtenida por su la
relacion de absorbancia a 260/280 nm. Posteriormente se corrié un gel de agarosa
al 0.8% durante 60 minutos y 70 volts, para verificar la integridad del RNA. Luego
de este paso se procede a realizar la digestion de DNA en la muestra utilizando
RNA total, 10x DNasa | Reaction Buffer, DNasa | AmpGrade 1 “/uL y Agua libre
de nucleasas para cada una de las muestras, segun el protocolo establecido por el
fabricante (life technologies). Posterior a la digestion, se realiza la RT-PCR y su
acoplamiento a PCR con los componentes Random Hexamer Primer 5x, Reaction
Buffer, RiboLock™ Ribonuclease Inhibitor (20u/ul), 10mM dNTP Mix, RevertAid™
M-MuLV Reverse Transcriptase (200u/pl), segun el protocolo del kit RevertAid
First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific).

Las distintas secuencias de codificantes para los genes a analizar fueron

obtenidas del NCBI (National Center for Biotechnology Information). Los “primers”

se disefiaron con ayuda del programa PerlPrimer y fueron solicitados en
Invitrogen para su resuspension y uso posterior, utilizando a la proteina ribosomal
29 (Rsp29) como gen expresion constitutivo. Los protocolos de reaccion de PCR
(concentracion, ciclos y temperatura de alineamiento) dependen de cada uno de
los genes para analizar. Los productos de IRS-2, Akt, GLUT-4 y Shc fueron
corridos en gel de agarosa al 1.5% durante 80 minutos a 65 volts. El producto de
PPARy y Rps29 se corrié en un gel a 3% durante el mismo tiempo a 70 volts.
Posteriormente se tomaron las fotografias y se realizé un andlisis densitométrico
de las bandas resultantes, con el programa ImageJ y todos los genes se

normalizaron con el producto de Rsp29, para su posterior analisis estadistico.

Analisis Estadisticos

Los resultados son expresados como la media poblacional + el error estandar de
la media (EEM) y fueron evaluados e interpretados a través de una prueba

estadistica t de student a un nivel de significancia de p<0.05.


http://www.google.com.mx/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CB4QFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2F&ei=gxOHVLuoI8u1yAShnoDgBg&usg=AFQjCNEtxijk1bbk_J3zghYe8TRBijQ4rw&bvm=bv.81449611,d.aWw

MARCO TEORICO

APORTE CALORICO DE LA DIETA

Todos los sistemas biologicos, requieren de la ingesta de diversos nutrientes, para
satisfacer los requerimientos energéticos minimos y mantener la homeostasis,
para que de esta forma realicen las funciones bésicas para cualquier organismo
vivo. El aporte energético esta dado por un conjunto de macromoléculas bien
definidas y ampliamente estudiadas: carbohidratos, lipidos, proteinas y acidos
nucleicos (asi como vitaminas, minerales y agua indispensables para el
catabolismo de las mismas); dichas macromoléculas provienen de los distintos
tipos de alimentos que el organismo es capaz de metabolizar y asimilar. Cada
macromolécula provee una cantidad especifica de energia. Para el hombre, la
ingesta de estas macromoléculas es variable, ya que depende de los alimentos
que ingiera, por el tipo, origen, procesos de refinamiento, aditivos, entre otros,
promoviéndose asi, un desbalance en los niveles que se consideran “ideales”,
desencadenando alteraciones metabdlicas que aparecen cuando van
acompafados de distintos factores ambientales y aunado a factores ambientales y
genéticos que pueden alterar aun mas el balance sistémico (NAM, National
Academie Of Science, 2005; Rosenheck, 2008; Bray & Popkin, 1998; Lazar, 2005;
Permutt et al., 2005).

Existe una amplia gama de alteraciones con origen en desequilibrios caloricos.
Dentro de las cuales podemos identificar a la baja sensibilidad y resistencia a la
insulina, sindrome metabdlico (SM), Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) entre otros;
siendo el SM, la antesala de diferentes complicaciones progresivas e irreversibles
gue condiciona irremediablemente el desarrollo de DM2, es por tal razén que se
convierte en un punto de estudio para muchas organizaciones encargadas de tal
efecto. EI SM, como enfermedad, esta definido por diversas organizaciones de
salud en todo el mundo, siendo las mas importantes la Asociacion Americana de
Diabetes (ADA), la Federacion Internacional de Diabetes (FID), el Instituto
Nacional de Salud (INH) en su guia ATPIII, y por ultimo, la Organizacién Mundial

de la Salud (OMS), cuyas definiciones coinciden en designarlo como una entidad



multifactorial que se caracteriza por factores como dislipidemia, disglucemias en
diferentes grados, caida en la sensibilidad a la insulina, resistencia a la insulina,
incremento de la presion arterial, sobrepeso y obesidad entre otros (FID,
Federacion Internacional de Diabetes, 2006; Barroso, 2003;Chakravarthy & Booth,
2004; Kassi et al., 2011; Booth et al., 2000).

Triglicéridos Tension Glucosa
Circunferencia HDL-c arterial
abdominal (cm) (mg/dL) (mg/dL) eh ayunas
(mmHg) (mg/dL)
(1) 2102 cm &, <40end = 130/85
>88cm §. 2150 y > 100
NCEP:ATPIII <50 en 9.
)
>94 cm J, 280cm <40end =100
2150 y > 130/85
AHA/NHLBI Q. <50 en ¢
3) *>94 3y>8079
>
(IDF) >150 <40;/3n d >130/85 =100t
<50 en 9.

**>90 3 y>80 .

Tabla 1. Criterios diagndsticos de sindrome metabdlico. El impacto del sindrome metabdlico
(SM) a nivel mundial esta reconocido ampliamente; en ultimos afios se ha intentado unificar los
criterios diagnésticos. Para el diagnostico del SM se considera tener tres 0 mas de los parametros
descritos. * Europeos y Africanos; ** Asiaticos y Centroamérica. (1) National Cholesterol Education
Program Adult Treatment Panel Ill; (2) American Heart Association/National Heart, Lung, and Blood

Institute, (3) International Diabetes Federation.

En este contexto, las cantidades de metabolitos y el consumo deficiente o
clasicamente excesivo, condicionan el desarrollo de dicha enfermedad, las dietas

con alto contenido de lipidos, originan un desequilibrio dado que el gasto



energético del individuo es desigual al integrado al sistema y las consecuencias
que trae consigo son variadas, pues las vias metabdlicas implicadas sufren
cambios, de saturacién y desviacion del comportamiento normal, debido a la
concentracion y naturaleza quimica de las moléculas implicadas, alterando las
vias correspondientes, en diversos organos involucrados. En términos generales,
se destacan los incrementos de lipidos y lipoproteinas circulantes, desregulacion
en tejidos hepético, muscular y adipocitario respecto al manejo de carbohidratos y
lipidos, ademas de alteraciones hormonales siendo una de las de mayor
relevancia la del tejido adiposo y pancreatico, que ademas de las consecuencias
histol6gicas presenta alteraciones epigenéticas (McDevitt,et al., 2001; Buettner et
al., 2006; Mensink et al., 2003; Schwarz et al., 2003).

Las consecuencias finales determinan los perfiles fenotipicos y genotipicos
clasicos del SM (y progresivamente DM2): el desarrollo de sobrepeso, obesidad,
fendbmenos troficos celulares y cambios en la expresién génica en los tejidos
hepético, muscular y adiposo, siendo este ultimo el blanco de numerosos estudios,
encaminados a elucidar los mecanismos moleculares de su funcionamiento, pues
se trata de un tejido con impacto decisivo para la regulacion de lipidos vy
carbohidratos a nivel sistémico (Gallou-Kabani & Junien, 2006; Buettner et al.,
2007).



TEJIDO ADIPOSO

El tejido adiposo tradicionalmente visto como reservorio energético y responsable
de proveer sustratos energéticos al organismo durante los periodos de ayuno, es
en realidad un tejido que va modificandose respecto a su distribucion/acumulacion
(recambio) en cada fase del desarrollo, siendo en etapas adultas cuando la
acumulacion de tejido adiposo se ubica en zonas donde antes no existia, con lo
cual se modifica la imagen fisica y comportamiento bioquimico (Reyes, 2011;
Ferris & Crowther, 2011; Halberg et al; 2009). De estos ultimos, el comportamiento
bioquimico lleva a la acumulacién de grasa, situacion que se torna grave cuando
cobra importancia clinica-patologica impactando negativamente la homeostasis.
La relacion entre el sobrepeso-obesidad y el desarrollo de las enfermedades
cronico-degenerativas no transmisibles ha evidenciado que las células que
constituyen este tejido; adipocitos y otras que las acompafian, presentan una gran
variedad de funciones que estan relacionadas con la regulacion de la homeostasis
corporal. Fisicamente, representa entre el 15 al 25% del peso corporal de una
persona adulta (hombres 15%-20%, > 25% se considera obesidad; mujeres 20%-
25%, > 33% se considera obesidad) esté representado por el tejido adiposo (Cinti
et al., 2005, Cinti, 2006).

Respecto a la composicion histolégica, se observan diferentes tipos celulares
mayoritarios: el adipocito, que constituyen entre un 60% - 70% de su estructura y
el resto de formas celulares constituido de células endoteliales, macrofagos y
precursores adipocitarios en distintos grados de diferenciacibn ya sean
fibroblastos como precursores primarios y/o preadipocitos que son células
intersticiales sin depadsitos lipidicos y preparadas para transformarse ante sefiales

de maduracion (Poissonnet et al., 1984; Hausman & Hausman, 1987).

El tamafio de los adipocitos varia considerablemente desde 20 a 200 micrémetros
de diametro, lo que significa que pueden en ciertas circunstancias aumentar hasta
1000 veces su volumen. Esta caracteristica depende de diversas condiciones,
entre las que destacan: diferenciacion, ubicacion anatdbmica, etapa de desarrollo,

estado energético sistémico, entre otras. Aunque el origen embrionario de las



células grasas no es del todo conocido, las investigaciones realizadas sugieren
que la linea adipocitaria deriva de un precursor embrionario multipotencial de
estructura fusiforme que posee la capacidad para diferenciarse en distintas células
especializadas (adipocitos, condrocitos, osteoblastos) las que finalmente forman
parte de la estructura de diferentes tejidos (Geloen et al., 1989; Hausman &
Hausman, 1987).

Los procesos celulares que llevan a la conversion de las células multipotentes en
adipoblastos y posteriormente en pre-adipocitos y adipocitos, continan siendo
investigados, aunque se reconocen mecanismos que permiten aproximarnos con
mayor certeza sobre lo que ocurre en la formacion del tejido adiposo. Las
principales funciones del tejido adiposo son: reserva energética, amortiguacion-
proteccion dsea y aislamiento térmico ademas de conocerse funciones enddécrinas

y paracrinas (Gesta et. al; 2007; Gregoire, 1998; Vazquez-Vela et al., 2008).

Dentro del estudio del adipocito, esta bien descrito el comportamiento de sus dos
subtipos: el blanco y el café (también denominado marrén o pardo; ademas de que
estudios recientes hacen mencidén de un tercer tipo denominado “beige”, aunque
no esta totalmente aceptado); con una citologia fenotipica y genotipica claramente
separada. El tejido adiposo esta altamente vascularizado, a tal punto que muchos
adipocitos se encuentran en contacto directo con uno o mas capilares. Estos
permiten la entrada - salida de hormonas y metabolitos, fundamentales en la
regulacion de la diferenciacion y el crecimiento celular. Normalmente la expansion
del tejido adiposo se debe principalmente a hipertrofia de las células ya presentes
(aumento del tamafio celular), sin un aumento en el numero de células
(hiperplasia). Generalmente el tejido adiposo se deposita en areas con abundante
tejido conectivo laxo, como por ejemplo las capas subcutaneas entre el musculo y
la dermis. Sin embargo, también se localiza en forma tipica, alrededor de las
visceras, rifiones, corazon y otros 6rganos internos. A diferencia de otros tejidos,
gue tienen un crecimiento sincronico, el tejido adiposo no es un 6érgano
homogéneo, sino de crecimiento asincronico que depende de los estimulos

hormonales y necesidades. Mas aun, se plantea que la ubicacion topografica del



tejido adiposo hace que tenga perfiles metabdlicos distintos dependiendo de la
ubicacion anatomica, lo cual lo hace susceptible de participar en el desarrollo de
ciertas patologias. Por ejemplo, la localizacion intra-abdominal visceral tiene mas

efectos patolégicos que la localizacion subcutanea (Garaulet et al., 2006)
TIPOS DE TEJIDO ADIPOSO

La clasificacion del tejido adiposo es una de las mas antiguas y tiene como
fundamento, tinciones histolégicas clasicas. Los tipos distintos de tejido adiposo se
diferencian por su distribucién, color, vascularizacion y actividad metabdlica. El
tejido adiposo blanco, estd ampliamente distribuido y constituye la mayor parte de
la grasa corporal; mientras que el tejido adiposo pardo, es mucho menos
abundante que el blanco y limitado a ciertas areas corporales especificas.

(Fawwcett, Tratado de histologia).
Tejido adiposo blanco

Estructuralmente es unilocular (de estructura intracelular uniforme) y el color
aunque no es exactamente de color blanco, sino variantes de color amarillo que
dependen principalmente de la dieta del individuo; mientras mayor es el contenido
de carotenoides dietarios, mas intenso es el color amarillo del tejido.
Estructuralmente cada adipocito contiene una gota central grande de
triacilgliceroles. El nucleo, de estructura oval, desplazado hacia la zona periférica,
contiene cromatina de grano fino y no presenta un nucléolo visible, sin que esto
implique que la maquinaria biosintética del tejido adiposo sea condicionante de
una baja actividad metabdlica. Posee ademas pocas mitocondrias, reticulo
endoplasmico rugoso Yy liso de baja densidad membranosa y un aparato de Golgi
de pequefio tamafo. La gota de lipido esta limitada por pequefios filamentos
proteicos denominados perilipinas cuya sintesis dependera de la demanda
metabdlica de resguardo. Dadas las funciones del tejido, cada célula esta en
contacto con al menos un capilar. Se encuentra organizado en pequefios lobulillos
por tabiques de tejido conectivo no muy definidos. (Fawwcett, Tratado de

histologia; Subramanian et al., 2004).



En periodos de ayuno, las células adiposas blancas liberan gradualmente los
lipidos almacenados, catabolizando los triglicéridos almacenados, razon por la que
la vacuola central disminuye su tamafio. El tejido adiposo blanco se encuentra
distribuido como grasa subcutanea (tejido adiposo subcutaneo) y como paniculo
adiposo en el mesenterio y en la zona retroperitoneal (tejido adiposo visceral). En
los dltimos dos casos el tejido adiposo cumple una funcion basicamente de tipo
mecanico como elemento de sostén y amortiguacion (Mauriege et al., 1999; Kuk &
Ross, 2009).

Tejido adiposo subcutaneo

Representa la fraccion mayoritaria, constituyendo alrededor de un 80% del total
corporal. EI metabolismo bioquimico (lipogénesis y lipdlisis) es dependiente de la
ubicacion anatémica, aunque genéricamente se considera de baja actividad
comparado con el tejido adiposo visceral. El tejido adiposo subcutaneo de la
regiébn abdominal tiene un comportamiento mixto en términos metabdlicos ya que
puede ser tan activo como el visceral; Aunque su principal funcion es la de aislante

térmico y de amortiguacion mecanica. (Fawwcett, Tratado de histologia).
Tejido adiposo visceral

De ubicacion perimetral a los 6rganos de la cavidad abdominal, se le subdivide en
omental y mesentérico, el cual se ubica en las regiones profundas de la cavidad,
también es conocido como tejido adiposo intraperitoneal. Esta bien descrito que
metabdlicamente es mas activo que el tejido adiposo subcutaneo en relacion a los
procesos de lipogénesis y de lipdlisis. Resalta la presencia de receptores de
distintos tipos, teniendo entre ellos: receptores adrenérgicos lipoliticos y anti-
lipoliticos tipo a, B y B2, receptores para glucocorticoides, receptores de
proliferacion y de sefalizacion hormonal diversa (Kuk & Ross, 2009; Freedland,
2004; lbrahim, 2010).

Debido a su ubicacién y distribucién, se encuentra en contacto con los tejidos
metabdlicamente activos mas importantes del cuerpo, ademas, la vascularidad

estd sujeta a irrigacion portal, con lo cual los acidos grasos liberados llegan



facilmente al higado, constituyendo asi un aporte directo de energia para el
metabolismo general. Diversos estudios indican el papel decisivo que juega la
liberacion incrementada y desregulada de acidos grasos desde el tejido adiposo
visceral a nivel sistémico, promoviendo el desarrollo de insulinorresistencia

hepatica, hiperinsulinemia, asociandose a su vez con la mayor prevalencia de

patologias cardiovasculares, dislipidemias, disglucemias e hipertension arterial
(Bakker et al., 2004; Ibrahim, 2010).

Depésito lipidico

Mitocondria
Reticulo Aparato i ;

Adipocito Cafe Adipocito Blanco

Figura 1. Tipos de adipocito. En la figura se observan los principales elementos citolégicos de los
dos tipos de tejido, ademas de una representacion morfolégica de los mismos. (Adaptado de

Fawcett D. W.; Tratado de Histologia).
Tejido adiposo pardo

Anatomicamente, el tejido se localiza alrededor del cuello y los vasos sanguineos
del térax en su mayoria, aunque no solo se limita a estas zonas. De las diversas
funciones que posee, se encuentra una de vital importancia: la termogénesis, esto
es, la capacidad del organismo a responder al frio. Es de estructura multilocular, y
las multiples acumulaciones de triacilglicéridos en el citoplasma son de distintos



tamanos, pero independiente de esto, las gotas, y la célula en si misma, son mas
pequefias que las del tejido adiposo blanco. Otra de las diferencias primordiales, y
que le otorgan tanto su coloracion a la tincién (color marrén, café, rojizo) como la
actividad metabdlica propia, es el considerable nimero de mitocondrias, cuyos
numerosos citocromos otorgan ambas caracteristicas (Cannon & Nedergaard,
2004).

La forma cldsica es poligonal, con un citoplasma abundante y en su mayoria
granuloso. El nucleo posee forma redonda, no picnética, de ubicacion ligeramente
excéntrico y contiene granulos de cromatina gruesos y con un nucléolo visible. En
el citoplasma se observan mitocondrias grandes y redondas que presentan crestas
juntas. La irrigacidon sanguinea es mas abundante que en tejido blanco, ademéas
de una cantidad considerable de terminaciones nerviosas entre sus células. Otra
caracteristica importante, es que con la edad, el tejido adiposo pardo se va
transformando en tejido adiposo blanco (Fawwcett, Tratado de histologia; Cannon
& Nedergaard, 2004).

Como ya se habia mencionado brevemente, una de las funciones mas
importantes, es la de termogénesis pues todos los animales superiores deben
mantener la temperatura corporal dentro de un margen muy estrecho. El tejido
adiposo cumple con la funcion de regulacion, mediante diversos mecanismos, uno
de ellos, por la via de la noradrenalina, neurotransmisor secretado por el sistema
nervioso auténomo, que realiza la activacion de la lipasa sensible a hormonas
(LHS), que a su vez aumenta la hidrdlisis de triacilglicéridos de los adipocitos cuyo
producto; los acidos grasos ingresan a la ruta de la beta oxidacion mitocondrial. La
activacion de esta via tiene como producto, el consumo de oxigeno y la
produccion de calor durante este proceso. En este sentido, otra via por la que se
llega a la hidrdlisis de los triglicéridos, la cual es mayoritaria y bien descrita, es la
del conjunto de proteinas conocidas genéricamente como “desacoplantes” e
identificadas por las siglas UCP (UnCoupling Protein). Esta familia de proteinas se
compone de 5 subgrupos, designadas en orden numeérico por distribucion y

accion, teniendo asi que la UCP-1 se encuentra solo en el tejido adiposo pardo, la



UCP-2 se distribuye en varios tejidos (musculo, rifidn, visceras), la UCP-3 solo se
encuentra en el musculo esquelético, y las UCP-4 y UCP-5 se ubican en el
cerebro. Como su nombre lo indica, actuan en forma de factor desacoplante entre
la respiracion mitocondrial y la fosforilacion oxidativa, de modo que se forma
menos ATP y se disipa mayor cantidad de calor (Bhakoo, 1974; Stephenson, et.
al., 2001; Erlanson-Albertsson, 2003; Rousset et. al.,, 2004; Dulloo & Samec,
2001).

Dentro de su estructura, el tejido adiposo pardo posee ademas, tres tipos de
receptores adrenérgicos 1) tipo beta: Su activacion estimula la liberacién de acidos
grasos libres 2) tipo alfa 1: de accién es complementaria a la activacion de los
receptores beta adrenérgicos. Receptores tipo alfa 2: Su activacién disminuye las
vias de metabolismo de acidos grasos, teniendo por esta razon, efectos anti-
termogénicos. La gran cantidad de mitocondrias con crestas largas y apiladas,
otorga a este tejido la posibilidad de realizar una oxidacion activa donde la energia
liberada no esta ligada a la fosforilacion oxidativa sino que es empleada en la
produccion de calor. La evidencia del comportamiento del tejido pardo, indica que
una vez efectuado el desarrollo energético, se produce una evolucion hacia el
resguardo de lipidos en forma de una vacuola, dandole un aspecto unilocular a la
célula, caracteristico de las células adiposas blancas, aunque no hay certeza que
se trate de una transformacion total (Cannon & Nedergaard, 2004; Argyropoulos &
Harper, 2002).



ORIGEN Y DESARROLLO DEL TEJIDO ADIPOSO

El desarrollo, origen, expansion y metabolismo del tejido adiposo se encuentran
dirigidos por una serie de acciones coordinadas de factores variados, que integran
una red finamente regulada y disefiada primordialmente para el mantenimiento del
equilibrio energético en el organismo. Los factores que impactan estos procesos,
son de origen genético y epigenético (ambientales y farmacologicos). El uso de
tecnologias in silico, lineas celulares y modelos animales, es cada vez mayor, para
poder conocer mas a fondo las vias y sefiales que involucran la comunicacion y
regulacion entre los érganos en cada uno de los aspectos antes mencionados. Es
sabido que la adipogénesis resulta ser un fendbmeno vital en la regulacion
bioquimica y susceptible también de efectos sistémicos. Respecto a estos
procesos, se tiene ya un conocimiento definido acerca de los mecanismos que
regulan la diferenciacién a adipocito; que en general, es una cascada de eventos

transcripcionales (Farmer, 2007; Rosen et al, 2001; Sarjeant & Stephens, 2012).
Diferenciacién del adipocito

El proceso de diferenciacion es un proceso que involucra la expresion y represion
de varios genes, para adquirir las caracteristicas propias del adipocito maduro; los
mecanismos moleculares implicados, se encuentran ampliamente descritos,
aungque no son conocidos en su totalidad. En general, la serie de eventos que
conforman el proceso se describen de manera breve a continuacion (Cannon &
Nedergaard, 2004):

Los pre-adipocitos que se encuentran definidos respecto a otras células que se
integran en el tejido adiposo y con caracteristicas propias de si. Se inicia la
expresion de marcadores tempranos, cesando el crecimiento y de esta forma
suceden variantes en el ciclo celular. Los cambios de expresion condicionan un
paro de crecimiento, sin que esto repercuta en el comportamiento bioguimico, de
hecho la estimulacién de varios ciclos de replicacion de DNA y la duplicacion
celular subsecuente obliga a la célula a continuar con el ciclo celular. Es bajo

estas circunstancias que se condiciona a la proliferacion del tejido. Esta expansion



mitética es esencial para la transformacion final a un adipocito maduro. Una de las
sefiales tempranas aceptadas comunmente para el cese de crecimiento, es la
expresion de la enzima lipoproteina lipasa (LPL), la cual ocurre de manera
espontanea independiente de los inductores de diferenciacion, aunque algunas
evidencias sugieren a insulina como uno de sus principales reguladores. Una vez
que estos fenémenos han ocurrido, el comportamiento activo bien definido
produce la activacion de 2 familias de factores de transcripcion: las C/EBPs
(CCAAT/Enhancer Binding Proteins) y el PPARy (Peroxisome Proliferator
Activated Receptor gamma), ambas caracterizadas como reguladores de
transcripcion de genes de adipogénicos/diferenciacién. Se ha descrito que las
variantes de transcripcion C/EBP® y C/EBPB podrian inducir al propio PPARYy
(Rosen et. al, 2006; Hausman & Hausman, 2006; Lekstrom-Himes &
Xanthopoulos, 1998; Shao & Lazar, 1997).

Los eventos mas importantes tienen lugar posterior a los efectos de transcripcion
de esta familia, que regulan sefiales concatenadas para la diferenciacion terminal.
Al final de la diferenciacion, el adipocito incrementa la expresion y actividad de las
enzimas implicadas en la lipogénesis, destacando la sintasa de acidos grasos, la
enzima malica y la enzima glicerol-3-fosfato deshidrogenasa. Esta actividad se
encuentra potenciada por otro elemento caracteristico del adipocito maduro: el
incremento de sensibilidad a la insulina, pues la sintesis de receptores de insulina
(Rl) y de sus respectivos transportadores receptores de insulina; el GLUT-4
(Glucose transporter type 4) se presenta exacerbada, hechos de vital importancia,
pues el funcionamiento correcto es responsable de la homeostasis de la glucosa y
vinculado estrechamente con los lipidos. El incremento de sintesis proteica,
también incluye a los receptores adrenérgicos previamente mencionados y
aumento de la proteina aP2, que es responsable de fijar 4cidos grasos (especifica
de los adipocitos), y por ultimo, el incremento en la sintesis proteica de perilipina,
proteina asociada en forma periférica promotora de la formacion y estabilizacion
de la gota lipidica. Toda la maquinaria biosintética madura, produce, ademas de
los elementos ya mencionados, la secrecibn de moduladores conocidos

genéricamente como adipocinas, tales como la leptina, adiponectina, resistina y



angiotensina (Morrison & Farmer, 2000; Tchkonia et. al.,2002; Cannon &
Nedergaard, 2004):
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Figura 2. Diferenciacién de preadipocitos a adipocitos. Esquema del proceso de transicion de
preadipocito a adipocito maduro en sus diferentes estadios, junto al control transcripcional

promovido durante la adipogénesis. (Adaptado de: Rafols, 2013; Sethi & Vidal; 2007).



EL TEJIDO ADIPOSO COMO ORGANO
Resguardo y liberacion

El enfoque clasico sobre el estudio del tejido adiposo lo ubica como depdsito y
dispensador de sustratos energéticos, eventos que ocurren mediante dos
procesos bioquimicos definidos: la lipogénesis y lipdlisis, respectivamente
(Ibrahim, 2010).

Lipogénesis

Dentro del tejido adiposo, el adipocito blanco funge como mayor reservorio, el cual
se encuentra distribuido como triacilglicéridos en grandes gotas lipidicas. Estos
lipidos provienen de los quilomicrones nacientes y las lipoproteinas de muy baja
densidad circulantes (VLDL por sus siglas en inglés Very Low Density Lipoprotein).
Los triglicéridos son obtenidos de dichas lipoproteinas, por un mecanismo que
involucra la accién de la lipoproteina lipasa (LPL) ubicada en endotelio y en
general en los capilares que irrigan al tejido adiposo, que actua hidrolizando los
triglicéridos hasta acidos grasos libres y monoacilglicéridos. Estos acidos grasos
son captados mediante transporte activo mediado por proteinas. (Errico et. al.,
2010; Schaefer et. al., 1978; Grummer & Carroll, 1988).

Hasta el momento, se han caracterizado al menos tres grupos de receptores
proteicos y transportadores de acidos grasos en membranas: Las proteinas que
unen &cidos grasos de membrana plasméatica (PM-FABP), las translocasas de
acidos grasos (FAT/CD36) y las proteinas transportadoras de acidos grasos
(FATP). Una vez que los acidos grasos han sido internalizados, son re-
esterificados como triglicéridos y depositados en las gotas grasas del adipocito.
Este proceso es complementado con la formaciéon de &cidos grasos a partir de
otros precursores, de los cuales, el mayoritario es la glucosa, de hecho se ha
observado que los individuos con deficiencias de lipoprotein lipasa (LPL) son
capaces de acumular trigliceridos de forma notoria (Stremmel et. al., 1985;
Abumrad et. al., 1981; Schaffer et. al., 1994; Ranganathan et. al., 2006).



Lipdlisis

Es el proceso mediante el que los triglicéridos almacenados se hidrolizan hasta
glicerol y acidos grasos, efecto dirigido y limitado por lipasa sensible a hormonas
(LHS). Esta enzima se encarga de catalizar la hidrolisis a triacilglicéridos a
monoacilglicéridos, para que posteriormente la enzima monoacilglicerol lipasa
produzca el ultimo &cido graso libre. La LHS se encuentra regulada por una cinasa
dependiente de adenosi-monofosfato ciclico (AMPc), razén por la que, todos los
agentes que estimulen a la enzima adenilato-cinasa y aumenten la formacion de
AMPc, estimulan la lipdlisis. Por parte de la inhibicion lipolitica, tenemos a la
insulina, cuyo mecanismo de accién se describirA mas adelante (Hailiwell et. al.,
1996; Maurieg et. al; 1999; Errico et. al., 2010).

TEJIDO ADIPOSO: FUNCION ENDOCRINA

Como ya se documentd, los estudios realizados en los ultimos afios sobre el tejido
adiposo, han permitido identificar y caracterizar la estructura, funcién y distribucién
de los agentes producidos por el tejido adiposo. Dentro de los multiples factores
secretados por este tejido, los efectos logrados son de accién paracrinas y
autdcrina; figurando la regulacion del metabolismo lipido-glacido, control del
apetito, fendmenos termo-reguladores, angiogénesis y modulacion del sistema
inmune. Varios de los efectos del tejido, como 6rgano endocrino, se refieren tanto
al adipocito propiamente, como a las células inmersas en el tejido, pre-adipocitos,

linfocitos y macréfagos en general. (Ronti et. al., 2006; Sethi & Vidal-Puig, 2007).

Una de las caracteristicas mas importantes del tejido es la capacidad de respuesta
a los aportes energéticos excesivos, mediante la alteracion en la produccién de los
agentes genéricamente llamados adipocinas (se entiende por adipocina a
cualquier proteina secretada por el tejido adiposo). Estas alteraciones de la
produccion se encuentran alteradas en el sobrepeso y obesidad, afectando aun
mas las complicaciones metabdlicas asociadas. El tejido adiposo sintetiza una
variada gama de adipocinas, entre las que destacan la leptina, adiponectina, factor

de necrosis tumoral alfa (TNF-a), interleucina 6 (IL-6), resistina, proteina 4



trasportadora de acido retinoico (RBP-4), visfatina, omentina, serpina, lipocalina-2,
apelina, entre otras. Es todo un conjunto de proteinas el que se encarga de
integrar las funciones de ingesta alimentaria, distribucion, acumulacion y liberacion
de sustratos energéticos y por lo tanto su capacidad de expansion. (Sethi & Vidal-
Puig, 2007; Halberg et. al., 2008).
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Figura 3. El tejido adiposo como 6rgano endocrino. Hasta el momento, mas de cien elementos
de secrecién por parte del tejido adiposo han sido evidenciados. Estos elementos (de origen
proteico en su mayoria), reciben el nombre de adipocinas. Durante la diferenciacién y maduracion
del tejido adiposo, en sus formas celulares (tanto el tejido café como el blanco) realizan la sintesis
segun sea los requerimientos del medio celular. A manera de esquema, se muestran algunas de
las adipocinas mas conocidas, en referencia a los efectos metabdlicos que desarrollan. Se destaca
que todos los factores pueden actuar a nivel local de sistémicos o localizados en el metabolismo de
lipidos, carbohidratos, sistema inmune, endocrino y vascular. Abreviaturas: LPL, lipoproteinlipasa;
HSL, lipasa sensible a hormona; aP2, proteina transportadora de lipidos adipocitaria; RBP,
proteina transportadora de retinol, CETP, proteina transportadora de esteres de colesterol, PPAR-
y, receptor activado por proliferadores de peroxisomas gama; IL-6, interleucina 6; TNF-a, factor de
necrosis tumoral alfa, IGF-1, factor de crecimiento similar a la insulina 1; PAI-1, Inhibidor del
activador del plasmindégeno 1. Adaptado de: The endocrine function of adipose tissue: an update.
Ronti et. al.; (2006).



INSULINA Y REGULACION SOBRE TEJIDO ADIPOSO

En el tejido adiposo ademas del ingreso mediante transportadores de acidos
grasos, ocurre el almacenamiento de energia mediante la recaptura de glucosa.
Este mecanismo depende de las acciones moduladas por una hormona clave: la
insulina. La insulina es un péptido de 5.8 KDa secretada por la células B en los
islotes pancreaticos de Langerhans. La secrecidn se presenta en respuesta a
niveles elevados de glucidos en la sangre, en concreto, da respuesta a la
concentracion de glucosa plasmética. Estos y otros efectos involucran una
compleja red de sefializacibn que condiciona efectos de proliferacion y
diferenciacion celular (Pessin & Saltiel, 2000; Lee & Pilch, 1994; Kahn & White,
1989).

La principal funcién de esta hormona consiste en mantener niveles de glucosa en
un rango que va desde los 70 a los 100 mg/dL (rango aceptado comunmente para
definir el comportamiento normal de la glicemia) y hasta 140 mg/dL en el
postprandio, mediante la promocién de diversos mecanismos segun sea el tejido
favoreciendo la entrada de glucosa y almacenamiento en higado, musculo y tejido
adiposo, inhibiendo a su vez rutas gluconeogénicas y glucogenoliticas. Ademas de
estos efectos, regula el metabolismo de lipidos y proteinas, en conjunto a la
estimulacién de division y crecimiento celular, con efectos mitbgenos que se han
descrito desde hace tiempo (OMS, 2003; Pessin & Saltiel, 2000; Lee & Pilch,
1994).

Las acciones que esta hormona realiza, son a través de cascadas de sefializacion,
que involucran eventos de fosforilacion en diversas proteinas, con lo que se

transmite la sefial y regulacién de sucesos metabdlicos (Saini, 2010).
Receptor de insulina.

Para que la insulina realice sus efectos, es necesario que se produzca la union a
los receptores presentes en la membrana celular. El receptor de insulina (RI)
pertenece a la familia de los receptores para factores de crecimiento con actividad

intrinseca de cinasa de tirosinas (RTK’s), los cuales tienen como caracteristica



qgue al unirse a su ligando, auto-fosforilandose en residuos de tirosina. El receptor
se encuentra conformado como un heterotetramero: los componen dos
subunidades a y dos subunidades 3 que se unen mediante un puente disulfuro. Al
igual que muchos receptores de su tipo, las subunidades a se encuentran
localizadas al exterior de la célula, exponiendo los tipos de union a la insulina;
mientras que las subunidades [, se distribuyen en la zonas extracelular,
transmembranal y el dominio intracelular; es donde se localiza la actividad tirosin-
cinasa (Ebina et. al.; 1985; Pessin & Saltiel, 2000; Lee & Pilch, 1994; Kahn &
White, 1989).

En condiciones basales las subunidades a tiene un papel regulador sobre las
subunidades B, inhibiendo la capacidad de receptor para autofosforilarse. Este
mecanismo se ve modificado, una vez que la insulina de une al receptor, pues se
generan cambios conformacionales en las subunidades a, que permiten que las
subunidades B se active y puedan autofosforilarse en los residuos adecuados.
Estos residuos, son variados y ubicados en distintas zonas de la porcion
intracelular del receptor (que a su vez se divide en tres regiones: yuxtamembranal
intracelular, intracelular, reguladora y region con sitios de fosforilacion en el
extremo carboxilo terminal), y se sabe que son necesario al menos 7 sitios de
fosforilacién y de la actividad enzimética de la cinasa de tirosina para el apropiado
funcionamiento del receptor (Avruch, 1998; Ebina et. al.; 1985; Pessin & Saltiel,
2000).

Una vez que el receptor se activa durante la propia fosforilacion se inicia la
cascada de sefalizacion, cuyos efectos seran definidos por distintas condiciones y
necesidades celulares. Dos vias de transduccién son principalmente estimuladas
por la interaccion insulina — receptor: la primera asociada a la fosfatidil inositol-3-
cinasa (PI-3-K) y la segunda que evoca la via de las cinasas activadas por
mitégenos (MAPK’s). Aunque las vias activadas por la insulina son varias, éstas
Gltimas son las mas relevantes a nivel metabdlico. Ambas regulan la mayoria de
los efectos de metabolismo energético, expresion genética y efectos mitogénicos
receptor (Avruch, 1998; Ebina et. al.; 1985; Pessin & Saltiel, 2000).
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Figura 4. Receptor de Insulina. El heterotetrémero consiste de dos subunidades a extracelulares
unidas a dos subunidades 8 por puentes disulfuro. Las subunidades a contienen las regiones de
unién a insulina a1lR y a2IR en adicién a una regién rica en cisteinas (Cys). La subunidad
contiene una porcidn extracelular, una transmembranal y una intracelular. Se describen ademas los
sitios de unién y efectos (funcion) mas conocidos del receptor. (Adaptado de Cheng et. al., 2002;
Saini, 2010).

Via de sefalizaciéon de las MAPK's

A nivel de tejido adiposo, la sintesis proteica esta regulada por la insulina
mediante la activacion de la via de las MAPK’s, que involucran una amplia gama
de sustratos de expresion genética y estimulacion proteica sensible a la insulina,
sin embargo, es importante mencionar que no influyen directamente en la
regulacion de transporte de glucosa. Las MAPK’s son proteinas que constituyen

una superfamilia de serina/treonina-cinasas implicadas en la regulaciéon de la



proliferacion, diferenciacion y muerte celular programada. La activacion de las
MAPK’s se pueden producir por numerosos factores de crecimiento, y mitdgenos
que promueven diversos sucesos de fosforilacion catalizados por la activacion
secuencial de una cascada de proteinas cinasas (MAPKKK — MAPKK — MAPK)
gue en ultima instancia, induce la translocacion hacia el nucleo donde activan a
varios factores de transcripcion diana mediante su fosforilacion. Dentro de las
MAPK’s se distinguen tres subfamilias de proteinas: cinasas reguladas
extracelularmente (ERK’s) cinasas amino terminal c-Jun (JNK's) y proteinas-
cinasas p38 (p38-MAPK) (Johnson & Lapadat, 2002; Seger & Krebs, 1995;
McCubrey, 2007; Peyssonnaux & Eychene, 2001; Saini, 2010).

La activacion de las vias MAPK; como ya se ha mencionado brevemente, parte de
la fosforilacion en residuos de tirosina del dominio citoplasmético del receptor a
insulina. El producto de esta fosforilacibn es la asociacion de una proteina
denominada Shc, la cual tiene como funcién unir al complejo Grb2/SOS. SOS es
un factor intercambiador de nucle6tidos de guanina capaz de activar a Ras, paso
decisivo en la cascada de sefializacion debido a que la unién GTP-Ras, promueve
la unién y activacion de Raf-1, que a su vez tiene como productos finales el
reclutamiento y activacion de MEK y las ERK1 y ERK2. La estimulacién de las
ERK 1/2 se relaciona principalmente con los procesos de supervivencia y
proliferacion celular, la activacion de factores de transcripcion (AP-1) y de la
cinasa S6 ribosomal, que promueve la supervivencia a través de la fosforilacién de
moléculas como la proteina de union al elemento de respuesta de AMPc, (CREB)
(Johnson & Lapadat, 2002; McCubrey, 2007; Peyssonnaux & Eychéne, 2001,
Virkamaki, 1999).

Cabe sefalar que la insulina, es capaz de activar a las MAPK’s por una via
independiente de la activacion de la activacion de Shc. Pero a diferencia de la
activacion del RI, la activacion obedece a la accion de sustrato del receptor de
insulina (Insulin Receptor Substract, IRS, por sus siglas en inglés). Una vez que el
sustrato se encuentra activo, recluta al complejo Grb2-SOS, el proceso de

activacion sigue la misma secuencia que la via descrita para Shc, lo cual concluye



con la hipertrofia de tejido adiposo y por lo tanto el aumento del resguardo a
triglicéridos (Virkamaki, 1999; Gual et. al., 2005).
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Figura 5. Activacion de la via de las MAPK por accion de la insulina. Los efectos producios por
esta via es a través de dos mecanismos. El primero de ellos requiere la activacion del IR, que
promueve la asociacion de la proteina Shc, quien a su vez une al complejo Grb2/SOS; SOS activa
a Ras y se da inicio al encendido de la cascada de las MAPK. GTP-Ras une y activa a Raf-1 que
subsecuentemente lleva a la fosforilacion y activacion de MEK y de las ERK1/2 (ilustrada como
MAPK). El segundo mecanismo es una independiente de Shc, pero dependiente de la activacién
del IRS; raz6n por la que la insulina es capaz de activar a las MAPKSs. En esta, una vez activo IRS,
une al complejo Grb2/SOS y a partir de este punto la secuencia de activacion de proteinas es la
misma que se describié para Shc. (Adaptado de: Cheng et. al., 2002; Saini, 2010; Zick, 2002).

Via de sefalizacién de PI3K

Dentro de las vias de sefalizacion concernientes al transporte y metabolismo de
glucosa, esta la cascada de activacion de PI3K que cumple con tales efectos. El
mecanismo a través del que se produce la interaccion es mediado nuevamente



por el receptor que una vez activo, interactia y fosforila a las proteinas del
complejo IRS. Las proteinas IRS son una familia de proteinas que corresponden y
sirven como mediador; como su nombre lo indica, entre el receptor de la insulina y
la cascada de activacion del PI3K. Se conocen al menos cuatro isoformas del
receptor (IRS-1 al IRS-4), y de esto dependen los sitios de fosforilacion. La
fosforilacion del IRS en los dominios de union a tirosinas (PTB) en conjunto con
los dominios amino-terminales de homologia de plecstrina (denominados PH)
permite el acoplamiento correcto que se produce entre el ISR y el IR (Pessin &
Saltiel, 2000; Virkamaki, 1999; Backer, 1992; Saini, 2010).

Una vez que esta fosforilacion-acoplamiento se ha efectuado de modo correcto, se
convierten en sitios de unidon a proteinas que contiene dominios SH2 (de
homologia al dominio 2 de la proteina Src), muchas de estas funcionan como
proteinas adaptadoras, como es el caso de la propia PI3K, Grb2 (proteina 2 unida
al receptor del factor de crecimiento), SHP-2 (proteina tirosina fosfatasa con
homologia a Src), entre muchas otras. Las fosfatidil-inositol-3-cinasas (PI3K’s)
constituyen una familia conservada de lipido-cinasas que catalizan la fosforilacién
de los fosfatidil inositoles de membrana en la posicion D3 del anillo inositol, siendo
el fosfatidilinositol-(3,4,5)-trifosfato (PIP3) el mas comuan. Estas cinasas con
heterodimeros formados por una subunidad catalitica, p110 (p110 a, p110 B o
p110 &) y la subunidad reguladora (p85 a, p55 a, p50 a, p85 B, o p55PIK) siendo
p85 la mas comun (Engelman et. al., 2006; Virkamaki, 1999; Saini, 2010; Zick;
2002).

La subunidades reguladoras son proteinas adaptadoras que contienen dos
dominios SH2, los cuales permiten su unién a las proteinas IRS, las isoformas 1y
2 estan presentes en el caso del tejido adiposo. La interaccion de estas proteinas,
induce un cambio alostérico en la conformacion de la subunidad reguladora (que
para el caso de la sefalizacion efectora de recaptura de glucosa es p85) lo que
produce una inhibicion de su actividad restrictiva sobre la subunidad catalitica
(p110) y a consecuencia de esto la activacion de la misma promueve su

movilizacion a nivel de membrana plasmatica, lugar donde tiene acceso a diversos



sustratos de la familia de los inositosidos. Siendo los principales, el Pl4-P
(fostidilinositol 4 fosfato) y Pl4, 5-P2 (fosfatidilinositol 4,5-bifosfato), los cuales son
fosforilados en la posicion 3 del inositol, generando los productos del PIP2 (P13, 4-
bifosfato) y PIP3 (PI3, 4, 5 —trifosfato), respectivamente (Cheng et. al., 2003;
Pessin & Saltiel, 2000; Virkamaki, 1999).

Es concretamente la formacion del PI3P la que resulta decisiva, pues funge como
sitio de unidn para las cinasas de serina como PDK1 (cinasa dependiente de
fosfoinositodiso-1) y Akt. La serina/treonina cinasa Akt (también denominada
PKB), es una de las principales diana de PI3P, y en humanos se han descrito 3
isoformas diferentes (Aktl, Akt2, Akt3). La union de Akt a PI3P provoca un cambio
conformacional en Akt que hace que sea fosforilada y por lo tanto activada por las
cinasas dependientes de fostidilinositol (PDK’s) (Bhattacharya et. al, 2007;
Virkamaki, 1999; McCarthy & Elmendorf, 2006).

En el caso de la sefalizacion por insulina, la cinasa Akt que ha sido reclutada en la
membrana plasmaética, es fosforilada en los residuos Ser473 y la Thr308. Estos
eventos de fosforilacion son eventos importantes que ocurren en primera instancia
por la accion del complejo proteico mTor/Rictor (también conocido como PDK2)
sobre la fosforilacion en el residuo Ser473. Esta primera fosforilacién parece
promover la interaccidén entre el motivo hidrofébico del carboxilo terminal de Akt y
concatenadamente la interaccién con la cinasa PDK1 que la fosforila en la Thr308.
De esta forma se producen las dos fosforilaciones necesarias para completar la
actividad de Akt (Bhattacharya et. al., 2007; McCarthy & Elmendorf, 2006; Saini,
2010).

Akt es la responsable de la mayor parte de los efectos metabdlicos de la insulina.
Las vias que se promueven posteriores a su activacion son diversas e incluyen a
la enzima glucogeno sintasa (GS), a la glucogeno sintasa cinasa 3 (GSK3), a la
sintasa de Oxido nitrico inducible (INOS), a la fosfofructocinasa 2 (PFK2), a la
proteina de union al elemento de respuesta a AMPc (factor de transcripcion

CREB), a la molécula blanco de la rapamicina en mamiferos (MTOR), a la



caspasa 9 y a la proteina antiapoptotica antagonista de Bcl-2 (BAD). (Engelman,
2006; McCarthy & Elmendorf, 2006; Myers & White, 2002)
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Figura 6. Activacion de la via de la PI3K/Akt por la insulina. Esta via es conocida
fundamentalmente por representar el principal mecanismo por el que la insulina ejerce sus
funciones en el metabolismo. Cuando el IR se une a la insulina, la activacién y autofosforilacion
posterior activa a IRS, realizando la fosforilacién en residuos de Tyr (Y, convirtiéndose de esta
forma en sitios de unidon y activacion de proteinas que contienen dominios SH2 como PI3K. La
PI3K consta de una subunidad reguladora (p85) y de una subunidad catalitica (p110). La
interaccion entre p85/IRS-1 da por resultado la inhibicidon de la actividad restrictiva de p85 sobre
pl110 y a consecuencia de ello, p110 se recluta a membrana intertando con su sustrato PI(4,5)P2,
el cual es fosforilado en la posicién 3 del inositol, generando PI(3,4,5)P3, que sirve como sitio de
unién para cinasas de Ser como PDK1 y Akt. EI complejo proteico PDK2 activa a Akt, induciendo
una primera fosforilacion en la Ser473 que es seguida por una fosforilacién en la Thr308, esta
Gltima inducida por PDK1. Akt regula varios de los efectos metabdlicos de la insulina a través de
regular la activacion de diferentes sustratos que propagan la respuesta, como mTor, FOXO, GSK3
y caspasa 9. (Adaptado de: Cheng et. al., 2002; Saini, 2010; Zick, 2002).

De estos efectos, la fosforilacion e inactivacion de la enzima GSK3, una cinasa

gue en condiciones de no estimulo inhibe a la glucégeno sintasa; y la inhibicién de



GSK3 por acciéon de Akt favorece la activacion de la glucogeno sintasa, generando
un aumento en la sintesis de glucdégeno. Paralelo a estas acciones, se promueve
la movilizacién de las vesiculas internas hacia la periferia mediante la activacion
de PCK, la subsecuente exposicion del trasportador de glucosa dependiente de
insulina, el GLUT-4, que una vez expuesto, introduce a la glucosa del medio
extracelular (siempre que exista la concentracion adecuada, ya que su Km
depende de ello), para seguir la via glucolitica normal, y su posterior almacén

como gota lipidica en tejido adiposo (Engelman, 2006).

En el tejido adiposo, se ha identificado el trasportador GLUT-4 como el mayor
promotor de la via de resguardo de glucosa. Los trasportadores de glucosa son
proteinas encargadas del trasporte de monosacéridos al interior de las células del
organismo. Se han identificado 14 transportadores nombradas sencillamente del 1
al 14. Clasificandose en tres subfamilias de acuerdo a las similitudes en su
secuencia y a sus caracteristicas funcionales, como su especificidad al sustrato
(glucosa, fructosa y/o galactosa), sus valores de Km, o su respuesta a los
blogueadores especificos citocalasinasa B y forskolina. A la familia de genes que
codifican para estos trasportadores se le denomina acarreadores de soluto del

grupo 2A (SLC2A, por sus siglas en ingles) (Castrejon et. al., 2007).

De estas vias de actividad metabdlica, tanto MAPK’s como PI3K, la activacion,
conservacion y correcto funcionamiento, dependen del estimulo al tejido adiposo
segun las condiciones del sistema. La principal alteracion en ambas vias, asi
como su activacién depende del aporte cal6rico en directo, mediante fendmenos
complejos que involucran el sobreestimulo, fallo, activacion de dafio local y
sistémico media por hormonas y metabolitos. Condiciones clasicas de la obesidad,

SM y patologias como la diabetes mellitus tipo 2 (DM2).



SOBREALIMENTACION Y DESREGULACION METABOLICA

De la forma clasica, la obesidad se ha explicado como un aumento de la masa
adipocitaria, consecuencia légica de una sobreingesta alimenticia asociada a la
baja actividad fisica. Estas observaciones no son del todo erréneas, pero es
importante destacar que aun con cargas nutricionales normales, el tejido adiposo
cuenta con una serie de mecanismos de control de suma importancia. Ante un
excesivo ingreso energético, el tejido adiposo tiene la capacidad de cambiar su
namero y tamafio celular (hiperplasia e hipertrofia, procesos que dependen del
comportamiento hormonal y energético) provocando sobrepeso, obesidad y
complicaciones metabdlicas clinicas bien descritas, alteraciones que se
desprenden de este fendmeno, corresponden a la caida de sensibilidad a la
insulina y la resistencia a la misma, mismas que progresivamente condicionan al

desarrollo de patologias cardiovasculares importantes (Trayhurn, 2005).

Resulta importante partir de estos hechos, pues se ha observado que la capacidad
de expansiéon y almacenamiento por parte del adipocito esta limitada y del mismo
modo el incremento de masa grasa, por lo que no explica del todo los cambios
metabolicos sistémicos, ni la resistencia a la insulina asociada a la obesidad.
Algunos modelos experimentales murinos utilizados para conocer estos
fendbmenos, han demostrado que existe resistencia a la insulina periférica, incluso
en ausencia del tejido adiposo, de hecho, la insulinoresistencia asociada a la
obesidad es de mayor prevalencia a nivel mundial. Existen, dos importantes
hip6tesis que explican este fendmeno, una referente a la deficiencia en el almacén
de sustratos en tejido adiposos, y una mas que complementa, obedeciendo a los
cambios de la adiponectinas producidas y los efectos sistémicos de las mismas.
Estos son fendmenos tardios, y que se suceden al mismo tiempo que otros dafios
sistémicos, producidos generalmente por cambios bioquimicos de lipotoxicidad
(FID, 2006; Sethi & Vidal-Puig, 2007; Kim et al., 2000; Tschop & Heiman, 2001)



Inicialmente dieta alta en carbohidratos implica una mayor absorcion intestinal de
los mismos, al tiempo en que la eficiencia de la absorcion intestinal de glucosa
ocurre a través de un coordinado complejo proteico mediado por diferentes
transportadores, dentro de los que destacan los co-transportadores glucosa/sodio
(SGLT, por sus siglas en ingles) y el transportador GLUT-2. El ingreso elevado de
glucosa que entra al flujo sanguineo esplénico irriga simultaneamente pancreas e
higado, el primero secreta insulina en cantidades correctamente censadas por las
células beta pancreaticas, mientras el segundo comienza la reabsorcion del
carbohidrato que simultdneamente cumple con la funcién de la rutas glucoliticas -
ciclo de Krebs - cadena respiratoria, para incrementar flujos de ATP vy la
biosintesis de glucégeno como respaldo energético del carbohidratos. Sin
embargo, cuando estas rutas saturan se presentan incrementos importantes de
acetil-CoA que disparan sefiales lipogénicas, se deriva entonces hacia un
incremento de la sintesis de triglicéridos empaquetados en VLDL (Very-Low-
Density Lipoprotien; VLDL por sus siglas en inglés) y llevados para su quema y
resguardo en musculo y tejido adiposo blanco respectivamente. Cuando el
consumo supera al gasto energético, la absorcidbn de carbohidratos en tan
eficiente que termina por incrementar el flujo de formacion de triacilgliceroles y por
lo tanto su resguardo, lo que conlleva al incremento de peso y obesidad (Shi &
Cheng, 2009; Meegalla, 2002; Parks, 2002).

Ademas de estos fendmenos desregulatorios de carbohidratos; los cambios a nivel
del metabolismo lipidico son de gran impacto. La distribucién de los &cidos grasos
provenientes de la hidrélisis de los triglicéridos y del colesterol de la dieta, sufren
una reesterificacion a nivel intestinal, principalmente en el reticulo endoplasmico
del enterocito, produciéndose nuevamente triglicéridos y colesterol esterificado.
Dentro de los enterocitos, estos lipidos se ensamblan con las apoproteinas B-48,
A-l, A-1l, A-IV y A-V. Una vez que estos eventos catabdlicos suceden, se forma la
lipoproteina denominada quilomicron naciente (Qm), la cual es secretada a
circulacion linfatica y sigue su curso hasta que mediante circulacion portal llega al
torrente sanguineo. Durante este transito, se produce un intercambio de

apoproteinas por parte de otro grupo de lipoproteinas circulantes: las HDL (por sus



siglas en ingles; High Density Lipoprotein); las cuales ceden C-I, C-ll, C-lll y E
necesarias para que mediante la interaccién con sus receptores, se realice el
“anclaje” y accion de la Lipoproteinlipasa (LPL) ubicada en el endotelio capilar. De
esta forma, el quilomicron (ahora “maduro”) realiza el depdsito de lipidos. La
accion de la LPL, tiene como consecuencia la remocion de colesterol, fosfolipidos
y las apoproteinas A y C, al tiempo en que las HDL realizan la esterificacion de
colesterol con &cidos grasoso de lecitina (Bioquimica. Un enfoque basico aplicado

a las ciencias de la vida; Bioguimica de Harper).

Estos cambios constitutivos, asi como la llegada por circulacién al tejido hepatico,
provocan que los quilomicrones sean catabolizados y degradados hasta lipidos
una vez mas, mediante el reconocimiento de su apolipoproteina B-48, de sintesis
intestinal. Es asi como el tejido hepatico realiza un empaquetamiento, se da origen
a las VLDL (por sus siglas en inglés: Very-Low-Density Lipoprotien), que en su
constitucién, incluyen a la lipoproteina Apo-B100, molécula que sera responsable
de su catabolismo final. En el plasma, las VLDL realizan un intercambio de apo C-
Il procedente de las HDL y con esta accion se convierten en sustrato para la
accion de la LPL de ubicacion adipocitaria y muscular principalmente. El
intercambio de lipidos en estas lipoproteinas origina remanentes catabdlicos
denominados IDL (por sus siglas en inglés: Intermediate-density Liporpotein).
Estas IDL carecen de apo C, pero conservan la apo E y B necesarias para ligarse
a los receptores E y B:E e internalizarse para su degradacion (a nivel hepético).
En los estados metabdlicos, donde la ingesta de lipidos es excesiva, se produce
un incremento de la salida de VLDL hacia la circulacion, ademas de un
almacenaje de lipidos provocando esteatosis, razon porque las lipoproteinas
incrementan, de forma constante a nivel sérico. (Bioquimica. Un enfoque basico
aplicado a las ciencias de la vida. Bioguimica (Mathews); Lehningher. Principios

de Bioquimica).

El catabolismo de esta lipoproteina puede continuar hasta terminar con la hidroélisis
completa de triglicéridos, produciendo finalmente LDL (por sus siglas en inglés:
Low-Density Lipoprotein). Las LDL, tienen la funcion de distribuir el colesterol a los



tejidos, accion que realizan mediante la interaccion con su receptor revestido de
clatrina de ubicacion membranal. Este mecanismo es fundamental, ya que sirve
como mediador de sintesis y exposicidbn de mas (0 menos, seguin sea el caso)
receptores de LDL. Estos almacenamientos excesivos, generan cambios celulares
a nivel del tejido endotelial, promoviendo la migracion de macréfagos, quien a su
vez, generan un estado inflamatorio a través de diversas citocinas. El catabolismo
de las LDL continla hasta que pierde por completo su apo C-Il, fenédmeno con el
gue se pierde el reconocimiento de la LPL. Al mismo tiempo, la Lipasa Hepatica
(LH) comienza a actuar cuando esas lipoproteinas perdieron toda su apo C.
(Bioguimica, Mathews, Van Holde, Apling, Cabhill, 2013).

Los excedentes o remantes de colesterol (plasmaticos y de tejidos periféricos) son
llevados al higado para su “redistribucion-reciclaje” y “eliminacion” mediante la
formacion de sales biliares. Este proceso se denomina con frecuencia “transporte
inverso y/o reverso del colesterol” y esta mediado por las HDL, que son las
lipoproteinas encargadas de llevar a cabo esta via de efectos antiaterogénicos. El
“redistribucidn-reciclaje” se produce mediante la incorporacion de ese colesterol a
las lipoproteinas de sintesis hepatica (VLDL), mientras que su “eliminacion” se
lleva a cabo mediante la sintesis de acidos biliares. El transporte “reverso” del
colesterol se sucede en diversas etapas concomitantes (Bioquimica. Un enfoque

bésico aplicado a las ciencias de la vida; Bioquimica (Mathews)).
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Figura 7. Metabolismo exdgeno y enddgeno de las lipoproteinas. El transporte de lipidos y
colesterol se realiza desde la ingesta y su absorcion a través del enterocito asi como la formacion y
recambio del quilomicrén hasta su llegada y catabolismo hepético, fenébnmeno conocido como
metabolismo exdgeno de los lipidos. Posterior a esto el empaquetamiento y redistribuciéon a cargo
de las VLDL y su respectivo catabolismo (asi como la interacciéon con las HDL, que juegan un
papel fundamental en el recambio y devolucién al higado del colesterol) hacia lipoproteinas de
mayor densidad, generan deposicién lipidica y de colesterol en los distintos tejidos diana. Este
proceso se denomina, metabolismo enddgeno. Abreviaturas: VLDL, lipoproteina de muy baja
densidad; IDL, lipoproteina de densidad intermedia; LDL, lipoproteina de baja densidad; HDL,
lipoproteina de alta densidad; Apo, apoproteina; LPL, lipoproteina lipasa; LRP, proteina

relacionada al receptor de LDL; LH, lipasa hepatica.

La primera etapa del transporte consiste en la salida del colesterol libre desde las
células periféricas hacia el espacio extracelular, proceso que comienza con la
hidrélisis del colesterol esterificado que estd almacenado en el citoplasma celular
para su posterior translocacion hacia la membrana plasmatica. El colesterol libre

es entonces captado por una fraccion naciente de las HDL y considerado el primer



aceptor del colesterol libre. Esta fraccion de forma discoidal, denominada prep1-
HDL, se carga de colesterol libre hasta transformarse en una particula de mayor
tamano, denominada ahora preB2-HDL, que conserva la forma discoidal.

(Bioguimica. Un enfoque basico aplicado a las ciencias de la vida)

Un segundo evento consiste en la esterificacion del colesterol libre llevada a cabo
por la lecitin colesterol acil transferasa (LCAT), enzima que a su vez es activada
por la apo A-l. La LCAT interactua inicialmente con la fraccion prepf2-HDL y de
esta forma esterifica el colesterol libre presente en su superficie. El colesterol
recién esterificado migra hacia el interior de las particulas lipoproteicas debido a
su cardacter hidrofébico y asi inicia la transformacién de la lipoproteina y el
complejo resultante se le denomina pref3-HDL. Estos cambios continuos
provocan que la estructura discoidal se modifique a otra esférica con movilidad a
(en la electroforesis), caracteristica de las particulas de HDL maduras. El aumento
progresivo del tamafio conduce primero a la formacion de la fraccion HDL3 y luego
a la de HDL2. Ademéas de estos fendmenos, se incorporan colesterol libre,
fosfolipidos y apoproteinas que provienen de la lipdlisis de los Qm y VLDL ya que
durante la accion de la lipoproteina lipasa se van liberando componentes de
superficie a la circulacion plasmaética. (Bioguimica. Un enfoque basico aplicado a

las ciencias de la vida).

Otro evento que repercute en el metabolismo inverso es la transferencia del
colesterol esterificado desde las HDL hacia las lipoproteinas con apo B
intercambiandolo por triglicéridos. Esta accion es llevada a cabo por la proteina
transportadora de esteres de colesterol (CETP). Como consecuencia de este
proceso, se origina una HDL con mayor contenido en triglicéridos, la cual es
susceptible a la accion de la lipasa hepatica, cuya accion la convierte en particulas
mas pequeias y densas, mientras que ciertos componentes de la superficie, como
la apo A-1y los fosfolipidos, se liberan al medio, el incremento de VLDL, por los
aportes excesivos, y su incremento, condiciona a que el funcionamiento normal
de estas HDL se vea modificado, volviéndolas susceptibles al catabolismo (como

se explica en seguida) y un ataque mediado por macréfagos nuevamente, que



depositan a la lipoproteina en su medio y posteriormente son llevados al endotelio

(Bioguimica. Un enfoque bésico aplicado a las ciencias de la vida).

La ultima etapa del transporte inverso de colesterol es la fase terminal en la cual el
colesterol esterificado es conducido hasta el higado. E involucra la interaccion de
las lipoproteinas con apo B, aceptoras del colesterol esterificado proveniente de
las HDL, las HDL ricas en colesterol esterificado y que contienen apo E (por los
receptores (B:E) hepaticos y la captacion selectiva del colesterol esterificado
mediado por el receptor SRBI, cuando dicha interaccién proteina-receptor se
produce a través de la apo A-l.(Bioquimica. Un enfoque basico aplicado a las

ciencias de la vida).

Todos estos eventos y sus desregulaciones conllevan a un dafio sistémico
progresivo e irreversible, que se ve reflejado en los niveles séricos de
lipoproteinas circulantes, acidos grasos libres, glucosa y mediadores inflamatorios
diversos. Las principales vias de actividad metabdlica se ven desreguladas y/o
saturadas en diversos Organos: la via glucolitica fomenta la sintesis de gliceroles a
nivel hepatico, creando mediante el sustrato de esterificacién para acidos grasos
libres (provenientes del depdsito de VLDL, por accién de LPL) y formacion de
triglicéridos de resguardo. Cuando el tejido adiposo se satura de lipidos por la via
antes mencionada o por los transportadores de acidos grasos propiamente,
incrementa su actividad lipolitica y redistribuye su AGL a otros tejidos. Los tejidos
que sufren este impacto son principalmente el hepatico y muscular, aunque
también se ha observado este fendbmeno en rifion corazén y pancreas; todos ellos
comienzan a desarrollar distrofia originada por al aumento de lipogénesis, evento
conocido como estatosis. Los efectos finales de estos cambios, son diversos y
adversos, dependiendo la célula en cuestion. Para el adipocito, los efectos
concluyen en la caida de transposicion vesicular de GLUT-4, liberacion continua
de acidos grasos, paro de la regulacion/emisién de adipocinas, y a cambios en los
residuos de fosforilacion de IR, IRS y activacibn de los proliferadores
transcripcionales PPAR-gamma y MAPKK (Poitout & Robertson, 2002).



La falta de translocacion de GLUT-4 conduce a la deficiencia para resguardar los
sustratos energéticos, provenientes de la dieta. El tejido adiposo blanco, realiza
esta funcion mediante la convergencia del almacén de lipidos por la via de los
transportadores de acidos grasos y el efecto concomitante con la glucosa, donde
la esterificacion y acumulacion de lipidos tendria un limite, condicion asociada a la
hipertrofia o atrofia celular caracteristica de este tejido. Estos sucesos
condicionaran a una respuesta metabdlica anormal, alterando el uso de glucosa
para fines energéticos primordialmente y posterior a esto, el de lipidos (Herman &
Kahn, 2006).

La hipétesis complementaria para explicar los eventos que ocurren en el desarrollo
de la resistencia la insulina, se representaria mediante la alteraciébn en la
produccion de adipocinas. Estos cambios serian de naturaleza cuantitativa y
cualitativa. Esta bien descrito que ciertas adipocinas, regulan la magnitud de
efectos insulinicos, por tal razén, se desencadena resistencia a la insulina a nivel

local y sistémico (Trayhurn, 2005).

Diversos estudios conforman dichas hipétesis, y de manera global, cuando las
rutas metabdlicas se saturan en el tejido adiposo, no se distribuyen los
metabolitos, de modo efectivo, por lo que se acumulan en los tejidos antes
mencionados. Debido a que la funcién normal de estos tejidos no es la de
almacén, y mucho menos de lipidos, se presentan efectos téxicos por la
acumulacion (lipotoxicosis). La respuesta de los 6rganos anexos a la lipotoxicidad,
es diversa. El dafo lipotéxico depende de varios factores: 1) la magnitud y
duracion del exceso de nutrientes, 2) capacidad de respuesta por parte de las
rutas metabdlicas de transporte y almacenamiento de acidos grasos (ademas de
la diferenciacion y maduracion de nuevos adipocitos) y 3) disminucion de la
capacidad oxidativa de cada oOrgano. La convergencia de estos tres factores
determina el dafio y progresion que sufrirh cada 6rgano en el que se presente el
fendbmeno (Unguer, 1995; Unger & Zhou, 2001; Maury & Brichard, 2010; Poitout &
Robertson 2002).



Para comprender el mecanismo de toxicidad y dafios promovidos por los acidos
grasos, es necesario tener presente que son fendmenos tardios y posteriores a la
alteracion de la sefializaciéon interna del adipocito. Una vez que la recaptura de
glucosa, ya no se presenta de modo eficaz y se promueve a lipolisis de tejido
adiposo, se presenta la liberacion de acidos grasos en periodo de postprandio.
Este incremento obedece también, a un incremento sérico de lipoproteinas de
sintesis enddgena. Estos incrementos de &cidos grasos libres, producto de
lipdlisis, se han descrito, como inductores directo de insulinoresistencia y DM2 de
aparicion clasica, en pacientes obesos y cursando al mismo tiempo con
dislipidemias. Un fendmeno crucial que se presenta al mismo tiempo, es la
diminucion de la secrecion de insulina por parte de las células beta del pancreas a
causa del incremento de AGL. (Unguer, 1995; Bergman & Ader, 2000).

Por otra parte, en el tejido muscular (al igual que en el tejido adiposo) el aumento
de los acidos grasos, disminuye la sensibilidad a la insulina y por lo tanto la
captacion de glucosa por el transporte a través de GLUT-4, la hipétesis
comunmente aceptada establece que esto ocurre por un competencia con los
acidos grasos, evitando de esta forma la union correcta con el receptor de insulina
en los sitios de union lipidicos, alterando la funcién normal. Cabe destacar, que
actualmente se han propuesto mecanismos que involucran cambios en la
composicién lipidica de la membrana, con un aumento importante en la
concentracion intracelular de lipidos como el diacilglicerol (DAG) y las ceramidas.
Estos lipidos se presume son los responsables de la activaciéon de sustratos del
receptores de insulina (IRS) de la subclase | por PKC principalmente, en residuos
de serina, alterando la funcion normal y promoviendo la vias alternas de efectos
mixtos, (fosforilacion a niveles de tirosina y treonina), por lo que se ha propuesto a
las ceramidas como moléculas clave en la alteracion metabolica celular (Aerts et.
a.l, 2007; Straczkowski et. al., 2007).

El descubrimiento y comprension de dichas vias metabdlicas, asi como sus
alteraciones, promueve la aplicacion de tratamientos y nueva terapéutica para

controlar e intentar revertir los efectos adversos. Los enfoques de tal actividad,



dependeran del estado metabdlico del afectado, considerando los perfiles

bioquimicos y antropométricos.



ENFOQUES TERAPEUTICOS

El primer paso en el tratamiento de las alteraciones sistémicas, producto de los
cambios en las vias mencionadas previamente, es de caracter no farmacolégico.
Ya que generalmente las causas de las mismas son la sobrealimentacion,
sedentarismo, y en menor porcentaje, los caracteres genéticos, edad, sexo, etc.
En particular, se enfoca a la reduccion del peso en sujetos obesos, pero impacta
de forma simultanea en la disminucion los niveles de glucosa y triglicéridos
séricos, resistencia a la insulina y la hipertension arterial. Dicho tratamiento incluye
tres grandes factores: alimentacion balanceada, ejercicio fisico y habitos
saludables. Estos factores siempre son personalizados acorde al estilo de vida,
recordando que estos procesos deben ser constantes y progresivos (American
Hearth Association, 2005; Panamerican health organization, 2006; Federacion

internacional de diabetes; 2006).

Cuando el sistema posee un grado de dafio mayor, debe determinarse si la
remision con tratamiento no farmacol6gico sera mas lenta que el avance del dafio,
de ser asi, sera necesario recurrir a farmacos con el fin de acelerar el proceso, sin
dejar de lado el cambio de alimentacion y actividad fisica. Es en esta instancia,
cuando la terapia farmacoldgica es utilizada y acondicionada a cada paciente. La
gama de agentes terapéuticos es variada y para el caso de SM y DM2; que son
las alteraciones mayoritarias, la terapia se inicia con antidiabéticos orales. Estos
farmacos tienen efectos diversos y podemos identificarlos como antidiabéticos
promotores de secrecion de insulina (sulfonilureas y meglitinidas), sensibilizantes
tisulares a la accién de la misma (biguanidas, tiazolidinedionas e inhibidores de la
a-glucosidasa) y analogos proteicos (inhibidores de las dipeptidil-peptidasa IV e
incretinas (Asociacion latinoamericana de diabetes, 2006; Inzzuchi, 2002;
DeFronzo, 1999).

Dependiendo del grado de alteracion y cuando se ha evaluado y confirmado la
necesidad de terapia farmacolégica, los primero farmacos de eleccién son los
sensibilizantes, cuyo uso puede ser individual o en combinacién de los mismos,

siendo la combinacion mas recurrente a nivel mundial es entre metformina (que



provoca una disminucion de la produccion hepatica de glucosa, ademas de
aumentar la sensibilidad a la insulina en el muasculo) y tiazolidenidonas (que
generan un descenso en la resistencia a la insulina en musculo y tejido adiposo,
ademas de la inhibicién de la gluconeogénesis hepatica, mediante la activacion de
receptores de la familia de los PPAR); dichos farmacos fueron los primeros
sensibilizadores de insulina directos a ser aprobado para su comercializacion
(DeFronzo, 1999; Afzaal & Wahab, 2002; Asociacion latinoamericana de diabetes,
2006)

Este ultimo grupo de farmacos han ganado terreno como tratamiento individual y
combinado, pues aporta una reduccién de la hiperglucemia ademéas de haber
demostrado tener una eficacia comparable o superior a la de metformina,
sulfonilureas o inhibidores de la dipeptidil-peptidasa-4 (DPP-4) en este sentido;
ademéas, a diferencia de las sulfonilureas, estos farmacos no inducen
hipoglucemia, permiten un control metabodlico sostenible a mas largo plazo, y no
se asocian con un deterioro precoz de la funcién beta pancreéatica, ademas de
mejorar la resistencia a la insulina (Kahn et. al., 2006; Maedler et. al., 2005;
Bolen, 2007; Gavin & Bohannon, 2012).

Estos farmacos representan a nuevos antidiabéticos orales que mejoran el control
metabdlico en pacientes con DM2, teniendo un mecanismo de accién distinto. Este
efecto reductor en los niveles de glucosa sérica, es a través de la mejora en la
sensibilidad a la insulina. Estos efectos ocurren a nivel de tejido adiposo musculo
e higado (Oakes et. al., 1997; Smith et. al., 2002).

Hasta el momento, se han aprobado tres TZD para el tratamiento de la diabetes: la
troglitazona, rosiglitazona y pioglitazona. Mientras que la rosiglitazona vy
pioglitazona estan ampliamente disponibles, troglitazona ha sido asociada
asociado con hepatotoxicidad grave y ahora se ha eliminado de algunos
mercados. Estos eventos han sido aislados y de hecho existe evidencia creciente
en estudios clinicos que las TZD tienen efectos hipoglucemiantes en pacientes
con DM2, en combinacion con la reduccion en la hiperinsulinemia (Aronoff et. al.,
2000; Lebovitz et. al., 2000; Grunberger, 2001).



Ademas, otros parametros del sindrome metabdlico también han mejorado
significativamente, incluyendo alteraciones de lipidos, presion arterial
alta,problemas fibrinoliticos asi como anomalias del sistema reproductor femenino,
como el sindrome de ovario poliquistico (Day, 1998; Gottschling et. al., 1997;
Ehrmann et al., 1999).
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Figura 8. Esquema sencillo de activacion de PPAR-y. La interaccién de los depositos de LDL,
ligandos como el acido retinoico oxidado y algunos farmacos como las tiazolidinedionas, generan
la activacion de la transcripcién de genes mediante PPAR-y, que en el nucleo celular, induce la
accion del promotor de sintesis y la liberacion de dos porciones restrictivas, iniciando la
transcripcion de RNA. Los efectos en la homeostasis de lipidos y glucosa se dan mediante efectos

proliferativos. (Adaptado de Hauner, 2002; Morrison & Farmer 2000).



Uno de los primeros resultados para la identificacién de la accion molecular de las
TZD, fue la presencia de efectos de diferenciacion adipocitaria en cultivos de
preadipocitos. Posteriormente, se obtuvo evidencia de que las TZD fungian como
ligandos directos y de alta afinidad de la isoforma del PPAR-y, miembro de la
superfamilia de receptores nucleares de factores de transcripcion. En las células
precursoras de adipocitos humanos, la activacion de PPAR-y es un paso critico
para la induccién del proceso de diferenciacion. Los datos experimentales
demuestran claramente que las TZD son los desencadenantes mas potentes para
la diferenciacion adiposo conocidos hasta ahora, tanto en roedores y seres
humanos (Lehmann, 1995; Adams et. al., 1997; Birgel et. al., 1999).

Estos datos sugerentes, condujeron a tratar de elucidar el posible mecanismo de
accion de las TSD, que hasta ahora, se entienden parcialmente. En la célula,
PPAR-y forma un heterodimero con el receptor retinoide X (RXR). Cuando se
produce la interaccibn con TZD, ocurre un cambio conformacional en el
heterodimero y los complejos de co-represores son desplazados. Esto promueve
la union del complejo PPAR-y-RXR a los elementos de respuesta de PPAR
(PPRE) en los genes diana y la alteracion de la transcripcion de estos genes Los
PPREs se encuentran en un namero de genes implicados en el metabolismo de
lipidos y balance de energia, incluyendo los que codifican para la lipoproteina
lipasa, proteinas de transporte de &cidos grasos y el transportador de glucosa
Glut-4; entre otros (Rosen & Spiegelman, 2000; Forman et. al. 1997; Reginato &.
Lazar, 1999).



La ausencia de estudios de farmacovigilancia, asi como el estudio de efectos
anexos a las terapias convencionales, a los niveles in silico, in vitro e in vivo hacen
necesaria la promocion de nuevos estudios y terapéuticas que conlleven a la
busqueda de nuevos moduladores selectivos de PPARy para buscar ventajas
sobre las actuales TZD y farmacos en general, con el objetivo de elucidar y
conocer las aplicaciones potenciales. Dentro estas diferentes vertientes de estudio
encontramos a la etnobiologia, que de manera tradicional emplea alternativas
terapéuticas naturales, sin embargo no se cuenta con investigacion cientifica que
avale su efecto y posible mecanismo de accion para su uso a nivel de prevencion,
como agentes de enmienda y restablecimiento biol6gico del sistema. Tal es el
caso, de las semillas de cilantro.



SEMILLA DE CILANTRO. USOS Y EFECTOS.

El cilantro; o Coriandrum sativum L. (familia apiaceaea) es una planta de uso
antiguo, nativa de la region mediterrdnea. El nombre genérico de la planta tiene su
origen en el vocablo griego Koriannon, que es la combinacién de dos vocablos
Koris (insecto-chinche maloliente) Annon (fragante anis), hecho alusivo al olor
desagradable que producen sus frutos aun verdes, el cual se vuelve agradable al
madurarse, y su nombre especifico sativum que implica que es una planta
cultivada. (Argueta & Cano, 1994).

Dentro de los usos no culinarios que se le da a esta planta, destacan las
aplicaciones en la medicina tradicional. El cilantro; tanto la semilla como el tallo y
flor, se emplea en el tratamiento de afecciones gastrointestinales y se le indica
como antibidtico, antiespasmadico, antipirético, analgésico, eupéptico vy
carminativo. Ademéas de estos efectos, existen reportes que evidencian la
actividad hipotensora, diurética, hipolipidémica, antibacterial, antioxidante y
hipoglicémica. Ademas, trabajos previos en el laboratorio han reportado que el
cilantro disminuye los niveles de glucosa séricos en voluntarios hiperglicémios.
(Lozoya et. al. 1992; Argueta & Cano, 1994; Nadeem et. al., 2013; Kubo et. al.,
2004; Chithra & Leelamma, 1997; Naquuvi et. al., 2011; Durga et. al., 2013).

De estos efectos las evidencias muestran efectos positivos en la regulacién sobre
el colesterol generando incremento en la actividad de enzima hepaticas,
principalmente la hidroxi-metil-grultaril-CoA-reductasa, hecho que provee la
informacién necesaria para plantear nuevas estrategias y puntos de estudio en los
efectos de la administracion de cilantro, independientemente de los efectos
concernientes a la proteccion cardiovascular. (Chithra & Leelamma, 1997; Kubo et.
al., 2004).

Composicion y propiedades de la semilla

La composicion de la semilla es mayoritariamente de aceites esenciales y
compuestos polifendlicos, y ambos constituyen uno de los grupos de moléculas

mas numerosos en las plantas. Componen una parte importante de la dieta



humana por su ubicuidad en los alimento de origen vegetal. Dado que los reportes
varian con respecto a cada una de las técnicas utilizadas para determinar dichos
elementos. Independientemente de las técnicas, se ha identificada una gama de
compuestos predominantes de naturaleza oleosa y polifenélica (Paarakh, 2009;
Bhuiyan et. al., 2009; Bakkali et. al, 2007).

El principal componente de la semilla de cilantro en cuanto a sus aceites
esenciales es el linalol. Diversos estudios indican que el aceite contiene linalol
(entre 60 y 70%) y en promedio 18% de &cidos grasos (entre los que se incluyen
oleicos, petroselinico y linolénico). Ademas de estos componentes, los polifenoles,
apigenina, sitosteroles y quercetina han sido identificados como los compuestos
aromaticos mayoritarios (Nadeem et. al., 2013; Paarakh, 2009; Bhuiyan et. al.,
2009; Bakkali et. al., 2007).

Como se ha mencionado anteriormente, se han descrito diversos efectos
compuestos en modelos animales y humanos, ha sido poco estudiado y por lo
tanto se desconoce en gran parte, respecto al componente linalol, los efectos
estudiados solo comprenden efectos sobre actividad antimicrobiana vy
antimutagénica. Por otra parte, la mayoria los estudios actuales sobre los efectos
biol6gicos de los compuestos fendlicos se orientan en los mecanismos de
absorcion, metabolismo y biodisponibilidad pero no en la funcién fisiolégica de los
mismos. Este hecho promueve la realizacion de estudios moleculares para
comprenderlos y conocer sus potenciales aplicaciones, permitiendo que los
resultados provean informacion sobre la eficacia de los tratamientos y prevencion
de ciertas enfermedades, junto con eventual los riesgos derivados de su utilizacién
(Bakkali et. al., 2007; Tarko et. al., 2013).

Dentro de las propiedades mas importantes de los compuestos fendlicos, figuran
los efectos antioxidantes y quelantes, pues inactivan especies reactivas de
oxigeno (ROS) y de esta forma disminuyen la oxidacion de LDL circulantes y
ayudan a disminuir la inflamacion endotelial de los vasos sanguineos
principalmente. Ademas de estos efectos los flavonoides disminuyen la actividad

de enzimas como xantina oxidasa, NADPH oxidasa y lipoxigenasa es decir,



enzimas que incrementan la produccion de ROS. Los fendmenos inflamatorios
también disminuyen por efectos de dichos compuestos, pues inhiben a enzimas
como la ciclooxigenasa 2 (COX-2), que participa en la sintesis de prostaglandinas
y leucotrienos a partir del acido araquiddnico. Esta inhibicion de la actividad
enzimatica tiene como resultado la disminucion del leucotrieno B4 y el tromboxano
A2, lo que a su vez conduce a la disminucion de la inflamacién y la agregacién

plaquetaria (Gross et. al., 2004).

Estudios in vitro han demostrado el potencial anti-obesidad mediante el uso de
cultivos de la linea celular adipocitaria, indicando una reduccién del contenido de
triglicéridos, inhibiendo algunos genes de las vias metabdlica claves tales como
las Proteinas de Union a los reguladores del colesterol tipo 1 (SREBP)-1 y Acido
graso sintasa (FAS) , y por el aumento de fosforilacion de acetil - CoA carboxilasa
(ACC), ademés de la generacion de apoptosis y la inhibicién de adipogénesis,
causadas por disminucion en los niveles de expresion de la proteina potenciadora
de union/CAATT (C/EBPa) (Anh et. al., 2008).

Ademas de estos avances, se sabe que algunos compuestos derivados de la
guercetina y que pueden ser encontrados en diversos frutos, han sido probados en
cultivos celulares como mioblastos esqueléticos murinos C2C12 y la linea celular
de hepatocitos H4IIE. Ellos encontraron que la quercetin-3-O-glucésido y la
quercetina aglicona eran los dos mas compuestos activos en la captacion de
glucosa. Este efecto fue la insulina independiente y parece estar mediada por la
las MAPK, que facilita la translocacion de los transportadores GLUT-4. Ademas se
sabe que la quercetina genera un aumento en la expresion de adiponectina en el
tejido adiposo blanco y a nivel sérico, hecho independiente de la expresion
PPARYy, hecho que los autores sefialan como una mejora de la sensibilidad a la

insulina inducida por la quercetina (Wein et. al., 2010; Eid et. al., 2010).

Es el conjunto de estos hechos que le otorgan a la semilla del cilantro un potencial
al uso de nuevas alternativas terapéuticas, y a su vez la promocioén y estudio de

los efectos a fondo para comprender los mecanismos y puntos de inflexion de los



mismos, obteniendo de esta forma, informacion veraz y segura para adaptar las

formas terapéuticas a las distintas patologias conocidas.



RESULTADOS

Obtencion del modelo metabdlico hiperglicémico

Tabla 2. Proceso de induccién del modelo animal

15 dias
1 MES 2 MESES
post-destete
Inicial 2018 5008 2018 5008
Glucosa 146.00+4.1 | 154.9+45 | 1743+3.6* | 144.1+6.8 | 206.3 +4.5*

Triglicéridos 58.4 + 3.37 135.0+6.5 1447 £ 6.7 70.0+8.2 91.6 + 5.5*

Colesterol Total 86.8 +1.9 75.2+1.9 725+ 1.4 78.0+2.3 70.0 £ 2.5*

c-HDL 457+1.2 49117 41.3+1.0* 451+2.0 385+ 1.0*

Tabla 2. Los resultados mostrados son el promedio de 10 y 30 experimentos independientes + EEM para
la dietas 2018 y 5008, respectivamente. (*) Indica diferencia significativa con respecto al grupo control
con dieta normocalérica (en adelante designado C) 2018 a una p < 0.05 por el estadistico t de Student.
La dieta 5008 corresponde a una dieta hipercaldrica — hiperlipidica, con la cual se indujo alteracién en el
metabolismo de carbohidratos hasta obtener un valor de glicemia basal = 200 mg/dL; dicha
concentracion fue obtenido tras los 60 dias de exposicion.

Se obtuvieron ratas macho de la cepa Long-Evans provenientes del bioterio
Claude Bernard de la BUAP de 15 dias post-destete, las cuales fueron
monitoreadas de sus niveles séricos de glucosa, triglicéridos, colesterol total y la
fraccion lipoproteica de alta densidad de colesterol (Tabla 2), con la finalidad de
conocer el estado metabdlico de los animales. Los sujetos de estudio fueron
acondicionados por 15 dias con alimento normocal6rico 2018. Posteriormente, se
conformaron aleatoriamente los grupos de trabajo, conformandose los grupos
control y experimental; El grupo control fue alimentado con la dieta 2018 y el grupo
experimenta con la dieta 5008 “ad libitum”. Se realizd el seguimiento sérico de las
condiciones metabdlicas a uno y dos meses, hasta observar la desregulacion de la
glucosa por valores <200 mg/dL, condicion considerada la ideal para el protocolo 2

en donde se tratd a los grupos con la semilla de cilantro.

Los resultados mostraron que para el tiempo corte del primer mes, tanto con la

dieta 2018 como con la 5008, los animales presentan cambios bioquimicos



interesantes de abordar. Como primer punto existe una tendencia a elevar los
niveles de glucosa plasmatica en ambos condiciones dietéticas, hecho
caracteristico de esta cepa ya que genéticamente presenta una disposicion al
desarrollo de obesidad y diabetes por lo que se le puede considerar ob(+)/db(+); el
analisis estadistico muestra que de manera significativa una dieta hipercalo6rica —
hiperlipidica impact6 sobre el valor de glucosa sérica en ayuno incrementando en
12.5% a los 30 dias, y lograndose el objetivo de rebasar los 200 mg/dL a los 60
dias, al presentar un incremento del 43.2% respecto al control normocaldrico
2018. Asi mismo, existi6 un incremento de triglicéridos circulantes desde el
destete hasta los tiempos cohorte, en los cuales el primer mes no presentd
diferencias significativas entre dietas, sin embargo, el segundo mes existié un
incremento del 31% entre el control normocaldrico y el grupo expuesto a la dieta
5008. Otro parametro importante para el diagnéstico de problemas metabdlicos es
la concentracién de colesterol total, en la que el tiempo de destete presenta un
descenso importante respecto a la alimentacion por alimento 2018 y 5008, en el
punto de analisis de un mes no se presentaron diferencias significativas entre los
animales expuestos a las dietas, sin embargo a los 60 dias existié una diferencia
significativa con p<0.05 entre grupos de trabajo, en los que la dieta 5008 indujo un
descenso del 10.3% del metabolito, hecho asociado primordialmente a un
descenso de la fraccion HDL, ya que a los 30 dias se presentd un decremento
significativo del 15.9% y a los 60 dias se mantuvo dicha condicién en un 14.6%.
Por lo que con estos datos el modelo inducido por la dieta 5008, se caracteriz6 por
hiperglicemias de tipo diabético, con dislipidemias asociadas a hipertrigliceridemia

con descenso marcado de la fraccion de colesterol HDL.

Una vez obtenido el modelo experimental con caracteristicas de hiperglucemia
basal, se continué con el segundo esquema de trabajo propuesto. Los animales
fueron subdivididos en 5 grupos, de 9 individuos cada uno: el primero de ellos fue
el grupo control (designado, C), de dieta normocaldrica (2018). El segundo grupo
de trabajo (designado, L), que continuo expuesto a la dieta hipercalorica
hiperlipidica (5008). En tercer grupo (designado, L+S) se basé su alimentacién en

la ingesta del alimento 5008 mezclado con semilla de cilantro en polvo y



reconstituido. El cuarto grupo (designado, L+G), ingiri6 alimento 5008 LabDiet y
como bebida, agua glucosada al 25% ad libitum. Por ultimo, el quinto grupo
(designado, L+G+S) cuya alimentacion se baso6 en la ingesta de alimento 5008
mezclado con la semilla de cilantro en polvo y reconstituido mas agua glucosada
al 25% ad libitum. De esta forma, el experimento contempla la dieta normocaldrica
(grupo C) como control negativo, y a los grupos (L) y (L+G) como controles
positivos sin tratamiento, para los grupo (L+S) y (L+G+S) respectivamente, con

tratamiento basado en el consumo de semilla de cilantro.



Efecto de las dietas sobre el perfil bioquimico y zoométrico al tiempo de
cohorte de 30 dias.

En el primer punto de cohorte en la exposicion a los diferentes retos dietéticos, se
obtuvieron cambios importantes en los parametros zoométricos y séricos (Tabla
3). En los pesos de los animales no existieron diferencias significativas en
comparados con el grupo control; pero si se presentd una disminucion del 7.46%
en los grupos L+G y L+G+S. La medicidon de la talla en los distintos grupos se
mantuvo sin cambios; sin embargo, la medicién del perimetro abdominal exhibio
un incremento respecto al grupo (C) del 5.7% por parte de los grupos L y L+G, sin
que los grupos L+S y L+G+S presentaran este cambio, ademas se aprecio una
disminucion del 7.27% del grupo L+S respecto al L. Estos cambios indican que el
depdsito de los sustratos energético se realizaria de forma prioritaria en el tejido
graso abdominal, cuya naturaleza obedece en su mayoria a adipocitos de tipo
blanco (principalmente en forma de triglicéridos). Bajo estas condiciones de
respuesta celular, los resultados evocan una regulacion en el depodsito de
triglicéridos por parte de la semilla, cuando el aporte calérico esta dado por lipidos.
Para tener un mejor acercamiento al panorama de la distribucion de los
metabolitos se determiné el indice de Lee; que corresponde al porcentaje de grasa
corporal, el cual indicé que solo el grupo L+G presento un incremento de 3.1%
respecto grupo (C). A su vez, el grupo L+S+G exhibié una disminucién del 2% con
respecto a este mismo grupo L+G. Esta informacién sugiere que el aporte de
glucosa al sistema, estimula mecanismos distintos y/o complementarios para
distribucion y resguardo energético. Observando que la ingesta de semilla, ejerce
un efecto regulador sistémico en condiciones de aporte mixto. La medicién del
indice de masa corporal no registro cambios estadisticamente significativos

respecto al control normocalorico, ni entre los grupos Ly L+S 0 L+G y L+G+S.



Tabla 3. Resultados bioquimicos a 30 dias de exposicion con diferentes

condiciones dietéticas con y sin consumo de Coriandrum sativum.

© (L) (L+S) (L+G) (L+G+S)
Determinacién
n=9 n=9 n=9 n=9 n=9
Peso 377.3+9.6 383.2+13.8 363.3+6.4 398.0+7.7 368.3+35%
Talla 246+ 0.2 2412 + 0.12 24.16 + 0.16 2425+ 0.14 24.16 + 0.16
Perimetro
) 15.6 + 0.2 165+ 0.20* 153+ 0.16 16.6 £ 0.14 * 16.3+ 0.44
Abdominal
indice de Lee 28.8+ 0.2 29.50+ 0.3 28.9+ 0.1 29.7+ 0.1* 29.1+ 0.0 £
IMC 0.62+0.01 0.66 £ 0.02 0.61+0.01 0.67 £ 0.02 0.63+0.01
Glucosa 104.7+1.0 117.0+34 * 127 +3.4 * 154 +55* 131.7+48*
TriinCéridOS 59.3+2.9 64.8 +6.2 624 +1.2 128 +4.2 * 135.7+7.8*
Colesterol
65.75+2.2 50+2.2 60.6 + 2.0 50+ 2.6 58.7+20 *
Total
c-HDL 32.8+0.3 31.2+0.8 30.1+08 * 285+09 * 27.4 +1.2*%

Tabla 3. Los resultados mostrados son el promedio de 9 experimentos independientes + EEM para los
grupos C = control; 5008 = L; 5008 + semilla = L+S; 5008 + glucosa = L+G; y 5008 + glucosa + semilla =
L+G+S. (*) Indica diferencia significativa con respecto al grupo control (C) a una p < 0.05 por el
estadistico t de Student. () Indica diferencia significativa con respecto al grupo control positivo sin
consumo de semilla a una p < 0.05 por el estadistico t de Student.

Respecto de los niveles de glucosa sérica basal, los grupos L y L+S presentaron
incrementos significativos de 11.7 % y 21.3% respecto al grupo (C); sin embargo,
no se presentaron cambios entre ellos. Para los grupos L+G y L+G+S la tendencia
fue a la alza con un 47.1% y 25.8 % respectivamente, existiendo a su vez una
diferencia significativa entre ambos grupos correspondiente a un 14.8 % menor
por parte del grupo L+G+S respecto a su control sin semilla, por lo que el consumo

de semilla no logra mantener la glicemia. Por su parte, los valores de triglicéridos



registraron diferencias respecto al grupo (C) con incrementos de 115.8 % para el

grupo L+G y de 128.8 % para el grupo L+G+S; sin diferencias entre si.

Los grupos L y L+S no mostraron diferencias entre si, ni respecto al grupo (C).
Estos cambios muestran que la semilla no ejerce efectos regulatorios en el
comportamiento de triglicéridos, independiente de si el estimulo calérico es de
origen lipidico, o lipidico-glacido. En la medicién de la fraccion HDL-c; comparando
con el grupo (C), los grupos L+S, L+G y L+G+S evidenciaron caidas del 8.2%,
13.1% y 16.5% respectivamente, destacando que entre L y L+S asi como L+G y
L+G+S no se presentaron diferencias. Sugiriendo que es la misma dieta que
condiciona al resguardo lipidico, probablemente sobre tejido adiposo, por lo que

fue necesario abordar dicho aspecto mediante histologia.



Figura 9. Histologia de tejido adiposo retroventral (TARV) al tiempo de

cohorte de 30 dias.
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Figura 9. A) Indica la media del area celular determinada a 500 células, a su vez A’) presenta las
correspondientes imagenes de la tincion de PAS. B) Muestra los resultados del promedio de 70
microfotografias contabilizadas (en un area correspondiente a 1250 p x 750 p) y B’) muestra las
imagenes que pertenecen a este analisis. Se muestra + EEM para los grupos C = control; 5008 = L;
5008 + semilla = L+S; 5008 + glucosa = L+G; y 5008 + glucosa + semilla = L+G+S. (*) Indica diferencia
significativa con respecto al grupo (C) a una p < 0.05 por el estadistico t de Student. () Indica diferencia
significativa con respecto al grupo control positivo sin consumo de semilla a una p < 0.05 por el
estadistico t de Student.



Efecto de las dietas sobre la histologia adipocitaria al tiempo de cohorte de
30 dias.

Los cambios histologicos evidenciados mediante los cortes y tincion de PAS, se
presentan con los gréaficos de niumeros de células por area y el area promedio de
cada célula. En el grafico 9A) solo los grupos L y L+G presentaron diferencias
significativas con respecto al grupo control, en un incremento del 22% y 21%
respectivamente. A su vez, el grupo L+S registro un descenso del 16% comprado
con el grupo L, mientras que el grupo L+G+S presento una media celular promedio
inferior del 20.9% comparado con el grupo L+G. Es notorio que los sujetos que no
complementaron su alimentacion con semilla de cilantro, registraron un incremento
de tamafo, hecho conocido como hipertrofia celular. Sin embargo, cabe de
resaltar que los grupos complementados con la semilla no muestran diferencias
significativas en relacién al control normocalérico. Asi mismo, el efecto inhibidor
del desarrollo hipertrofico se presenta aun en condiciones de ingesta hipercaldrica

lipidico y lipidica-glucida.

En relacion a los cambios troficos, el grafico 9B), muestra los descensos en el
namero de células respecto al grupo (C) por parte de todos los grupos de trabajo,
que obedecen a 14% para el grupo L, 11.8 % del grupo L+S (sin presentarse
diferencia entre ellos), 18.9% para el grupo L+G y por ultimo una descenso de
27.9% por parte del grupo L+G+S; existiendo una diferencia estadistica
significativa entre estos dos ultimos grupos correspondiente a 11.1%. Este hecho
corrobora el efecto hipertréfico generado por las dietas estimulantes; no obstante,
el estudio permite conocer ademas; de manera indirecta, si existe una correlacion
con un posible desarrollo hiperplasico del tejido. Los cambios observados
sugieren, que la ingesta de semilla no genera cambios en el niumero celular
cuando el aporte calorico es solo lipidico, sin embargo el inductor glicido sugiriere
un estimulo hipertréfico e hiperplasico. Los fendmenos observados por la dinamica
morfométrica, podrian causar cambios en la translocacién del transportador de
glucosa tipo 4 (GLUT-4). Por lo que se realiz6 una inmunofluorescencia para la
proteina y poner de manifiesto su comportamiento en los diferentes grupos de

trabajo.



Figura 10. Inmunoreactividad para GLUT-4 en TARV al tiempo de cohorte de

30 dias.
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Figura 10. Inmunoreactividad para GLUT-4. La expresién de
la proteina se determina mediante la intensidad de marca
fluorescente de color verde, como se muestra en las
microfotografias correspondientes a cada grupo de trabajo.
Los resultados mostrados son el promedio de 3 pruebas
independientes expresando + EEM para los grupos C = control;
5008 = L; 5008 + semilla = L+S; 5008 + glucosa = L+G; y 5008
+ glucosa + semilla = L+G+S. (*) Indica diferencia significativa
con respecto al grupo control (C) a una p < 0.05 por el
estadistico t de Student. (1) Indica diferencia significativa con
respecto al grupo control positivo sin consumo de semilla a una
p < 0.05 por el estadistico t de Student.

Los resultados obtenidos del inmunomarcaje de la
proteina GLUT-4 indicaron que el grupo L, L+S asi
como el grupo L+G no presentaron cambios
significativos respecto al grupo C. Sin embargo, el
grupo L+G+S presento un descenso del 37%
repecto al transportador, considerando que este
evento podria condicionar al sistema a matener
niveles séricos de glucosa (y subsecuentemente de
triglicéridos) por mas tiempo en circulacién, lo que
incide sobre rutas de biotransformacion a

triglicéridos, y conduciendo al tejido adiposo a un



Mientras que el grupo L+S mostro diferencia significativa respecto al grupo L
elevando la expresion un 9%, en contraste, el grupo L+G+S exhibio una
disminucién del 34% con respecto a su control positivo L+G, lo que pone en
evidencia que ante un sobre estimulo dado por los carbohidratos la ingesta de
semilla esta asociada a una deplecion en la captura de glucosa, probablemente

asociada a condiciones celulares hiperplasicos.

En este sentido, fueron cuantificados los triglicéridos directamente del TARV, el
grafico 11A evidencia la cantidad de triglicéridos por cada 100 miligramos de
tejido. Asi mismo, se presenta los cortes histolégicos tefiidos con la técnica de rojo
oleoso, evidenciando que el contenido celular se encuentra en forma de

triglicéridos.



Figura 11. Triglicéridos en TARV al tiempo de cohorte de 30 dias.
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Figura 11. Los resultados del grafico muestran el contenido de
triglicéridos por cada 100 mg de tejido. A su vez, se muestran
los cortes de tejido realizados a -40° C (permitiendo conservar
su contenido en integridad celular) y tefiidos con rojo O,
tincién destinada a evidenciar el enlace estérico de los
triglicéridos. Los resultados son el promedio de 3 pruebas
independientes expresando + EEM para los grupos C = control;
5008 = L; 5008 + semilla = L+S; 5008 + glucosa = L+G; y 5008 +
glucosa + semilla = L+G+S. (*) Indica diferencia significativa con
respecto al grupo (C) a una p < 0.05 por el estadistico t de Student.
(1) Indica diferencia significativa con respecto al grupo control
positivo sin consumo de semilla a una p < 0.05 por el estadistico t
de Student.

La cuantificacion de triglicéridos en TARV se
muestra en la Figura 11, en donde se pudo observar
una diferencia estadisticamente significativa solo en
el grupo L+G, conrrespondiente al 18.63%, con
respecto al grupo (C). Mientras el resto de los grupos
permanecen sin cambio. Este efecto confirma la
presencia de un resguardo lipidico mayor en
condiciones de aporte calorico por lipidos vy

carbohidratos. Asi mismo el consumo de semilla de

cilantro confirmé que a pesar del aporte lipidico y
adicionalmente de glucidos a este tiempo de cohorte, en los grupos de trabajo
(L+S y L+G+S) no se observaron diferencias respecto al control, por lo que se

realizé el analisis de los genes que regulan las vias metabolicas asociadas



Figura 12. Panel de Resultados de RT-PCR a 30 dias de exposicion.
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Figura 12. Efecto de los distintos retos
dietéticos a los 30 dias de exposicion; en los
niveles de RNAm de IRS-2, Akt, Glut-4, Shc y
PPAR-y. Los niveles de RNAm fue determinado
por RT-PCR realizando un analisis
densitométrico de los productos. Los valores del
grupo problema fueron normalizados con el gen
de expresion constitutiva Rps29 (VER ANEXOS).
Cada barra representa la media + SEM de 3
experimentos  independientes.  (*)  Indica
diferencia significativa con respecto al grupo (C)
a una p < 0.05 por el estadistico t de Student. (1)
Indica diferencia significativa con respecto al
grupo control positivo sin consumo de semilla a
una p < 0.05 por el estadistico t de Student.



A los 30 dias de haber iniciado el tratamiento los cambios en las dietas son los
siguientes. Los grupos L y L+S no registraron cambios en la expresion de los
RNAmM de los codificantes analizados (IRS-2, Akt, GLUT-4, Shc y PPAR-y)
respecto al grupo (C); asi mismo, entre ellos no se obsevaron diferencias
significativas. Esta evidencia refiere a que el estimulo lipidico no impacta de forma
importante en la respuesta genética celular (cuya regulacion es mas precisa) y los
mecanismos celulares de funcionamiento normal son suficientes para compensar
las exigencias metabolicas de este reto dietético, independiente a la ingesta de

semilla.

En contraste, los grupos L+G y L+G+S presentaron cambios importantes respecto
al grupo (C). El grupo L+G mostré una tendencia no significativa a incrementarse
en cuanto a la expresion de IRS-2, la regulacion positiva “rio abajo”
correspondiente a un incremento del 370% para Akt y 179% para GLUT-4 sobre la
via de sefializacion normal. Sobre la activacion de la via proliferativa, se presenté

un incremento de 245% para el codificante de Shc y 34% para el RNAm de PPAR-
Y.

La respuesta del grupo L+G+S presentd una regulacion positiva en todos los
RNAmM estudiados. El primer incremento corresponde al 323% en IRS-2, aumento
del 530% en el consecutivo Akt y por ultimo un aumento de 190% para GLUT-4. El
complemento de los genes analizados muestra una elevacion del 336% para Shc
y 28% para el PPAR-y. De esta forma se observa que el consumo exdégeno de
glucosa es un fuerte estimulante a nivel génico de vias compensatorias en el
tejido adiposo. Concerniente al efecto producido por la semilla con respecto a la
dieta L+G; el grupo L+G+S demuestra que la respuesta celular se amplifica a nivel
de RNAm, iniciando con el aumento del IRS-2 correspondiente a 261%. Los
codificantes  sucesivos muestran una condicion de sobre-expresion
correspondiente a 45% en Akt (sin impacatar posteriromente en el mensajero de
GLUT-4 que corresponde al codificante final de esta via de sefializaciéon) y un

aumento de 27% para Shc, cuyo incremento tampoco impacta sobre el RNAm del



efector final PPAR-y. Estos cambios muestran un efecto de regulacion positiva
sobre los mensajeros de las vias de respuesta por parte de la semilla de cilantro
(Unicamente estimulos de glucosa exdgena), y se observa que a pesar del
incremento en el mensajero de GLUT-4, la hiperplasia asociada impide la
expresion de la proteina manteniendo una tendencia negativa con respecto al
grupo L+G. Por otro lado, el incremento en el mensajero de Shc confirma cambios
en los requerimientos celulares ante la hipertrofia celular causado por la ingesta de

la semilla de cilantro.



Efecto de las dietas sobre el perfil bioguimico, histolégico y de
expresion de RNAm atiempo de cohorte de 60 dias.

Tabla 4. Resultados bioquimicos a 60 dias de exposiciéon con diferentes

condiciones dietéticas con y sin consumo de Coriandrum sativum.

©) L) (L+S) (L+G) (L+G+S)
Determinacion
n=6 n=6 n=6 n=6 n=6
Peso 3995+7.2 419.0+3.2* 396.0+2.3 486 .0+ 19* 380+11.0%F
Talla 25.1+ 0.1 25.2+ 0.2 25.0+ 0.2 25.2+ 0.2 245+ 0.2
Perimetro
) 15.7+ 0.2 170+ 0.3* 16.2+ 0.3 185+ 0.3* 165+ 0.2
Abdominal
indice de Lee 28.7 + 0.09 29.1+ 0.16 288+ 0.29 | 30.6+ 0.45* | 29.0% 0.1*%
IMC 0.63 +0.01 0.66 £0.01* | 0.63 +0.01 % 0.73 +£0.02* 0.64 £0.0 t
Glucosa 1125+35 | 1423 +6.9% | 121.0 +53 | 162.7 +7.3* | 146.0%6.2*
Triglicéridos 68.8+4.4 104.3 £ 7.5* 58.7+3.0 t 58.0 +4.2 81.0 +7.8%
Colesterol
68.0 +1.5 60.7 +4.1 64.7 +3.7 60.0 +3.6 62.3 +3.2
Total
c-HDL 32.6+0.2 27.0 +£0.8* 28.0 + 1.0* 23.6 +0.8* 242 +10*

Tabla 4. Los resultados mostrados son el promedio de 6 experimentos independientes + EEM para los
grupos C = control; 5008 = L; 5008 + semilla = L+S; 5008 + glucosa = L+G; y 5008 + glucosa + semilla =
L+G+S. (*) Indica diferencia significativa con respecto al grupo (C) a una p < 0.05 por el estadistico t de
Student. (1) Indica diferencia significativa con respecto al grupo control positivo sin consumo de semilla a

una p < 0.05 por el estadistico t de Student.

Tras 60 dias de exposicion a las dietas, los resultados de las determinaciones
fueron los siguientes. El peso medio de los animales incremento en 5% y 21.6%
en los grupos L y L+G respectivamente comparados con el grupo (C). Mientras
gue entre los grupos L y L+S no se presentaron cambios, el grupo L+G+S registro
un descenso en comparacion al grupo L+G proporcional al 21.8%. A este punto de

cohorte, la talla promedio de los animales permanecio sin cambios respecto el



grupo (C). Entre los grupos L y L+S asi como L+G y L+G+S, no se presentaron

diferencias.

En relacion al perimetro abdominal, los cambios significativos respecto al grupo
(C) fueron evidentes en el grupo L mostrando un incremento del 8.2%, asi como el
grupo L+G del 17.8%. A su vez, el grupo L+G+S indico un nivel del 10.8% menos
respecto al grupo L+G; entre los grupo L y L+S no se presentaron cambios
significativos. La modificacion del perimetro abdominal muestra que el aporte
lipidico genera un resguardo y desarrollo del tejido adiposo blanco principalmente,
sin embargo, esta acumulacion es mayor si el estimulo proviene de lipidos vy
glucosa. De igual manera, se observa que a pesar del estimulo crénico, el
complemento de la dieta con semilla de cilantro permite mantener sin cambios

esta determinacion en comparacion con el grupo (C).

Posteriormente se realizd la determinacién del indice de Lee, en la que solo se
observé un incremento del 6.62% en el grupo L+G, al igual que un incremento del
1% en el grupo L+G+S comparados con el grupo (C) al tiempo en que entre el
grupo L y L+S no se presentaron cambios; sin embargo, entre L+G y L+G+S se
presentd un descenso de 5.26%. Las mediciones correspondientes al IMC
reportaron incremento significativo respecto al grupo (C), en los grupos L y L+G
con 4.7% y 15.7% respectivamente. Respecto al grupo L, el grupo L+S registro
una baja del 4.5%, asi mismo entre el grupo L+G y L+G+S, se present6 un 13.5%
menos del parametro. De esta forma, los resultados apoyan la hipétesis del
resguardo energético a nivel localizado y sistémico en forma de lipidos por parte
del tejido adiposo. Y a su vez, que la semilla de cilantro promueve un estado de

mayor dinamismo en el intercambio lipidico y glacido.

Los valores de glucosa séricos expuestos respecto al grupo (C) muestran un
incremento significativo del 26.4% en el grupo L, mientras el grupo L+S no
presento cambios significativos. El grupo L+G indica una elevacion del 44.6% al
tiempo que el grupo L+G+S mostrd incremento significativo del 29.8%. Estos
incrementos indican directamente que el estado desregulatorio permanece en

presencia de estimulo lipidico y lipidico-glacido. Por otra parte, los grupos L y L+S,



al igual que los grupos L+G y L+G+S no reportaron diferencias significativas entre
si, aunque se aprecia una tendencia a disminuir el nivel de glucosa por parte de os

grupos que complementan la dieta con semilla de cilantro.

En cuanto a la determinacion de triglicéridos séricos, solo el grupo L arrojo un
incremento significativo del 51.6% respecto al grupo (C), el resto de los grupos se
mantuvo sin diferencias significativas. Entre los grupos L y L+S se presentd una
diferencia de 43.7% menor por parte del grupo L. No obstante los grupos L+G y
L+G+S presentaron un incremento por parte de este Ultimo correspondiente al
39%. El comportamiento de los triglicéridos circulantes sélo se modifica de forma
importante en el grupo de ingesta lipidica, lo que evidencia un mecanismo celular
gue compensa con resguardo y que presenta una amplitud en su dinamismo ya
que no actla de la misma manera con la adicién de glucosa, independiente a la

ingesta de semilla.

Otro parametro determinado fue el colesterol total cuyos resultados no tuvieron
diferencias significativas. Sin embargo, en la evaluaciéon de los niveles de c-HDL
mostré un descenso en la concentracién sérica de la lipoproteina. ElI grupo L
reporto una caida del 17.2%, al igual que el grupo L+S que refiri6 un decremento
significativo del 14.1%. Entre estos dos Ultimos grupos no se encontraron
diferencias. El grupo L+G reportd una caida significativa del 27.6% y el ultimo
grupo L+G+S indico una baja de 25.8%; aunque ambos grupos permanecieron sin
diferencias entre ellos. Este comportamiento indica el cambio que se produce por
la exposicién calorica excesiva, modificando el metabolismo, sintesis y transporte
del colesterol, sin que exista una mejora significativa en la regulacién metabdlica

por parte de la semilla de cilantro.



Figura 13. Histologia de TARV en los distintos grupos al tiempo de cohorte
de 60 dias
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Figura 13. A) Indica la media del area celular determinada a 500 células, a su vez A’) presenta las
correspondientes imagenes de la tincion de PAS. B) Muestra los resultados del promedio de 70
microfotografias contabilizadas (en un area correspondiente a 1250 p x 750 W) y B’) muestra las
imagenes que pertenecen a este analisis. Se muestra + EEM para los grupos C = control; 5008 = L;
5008 + semilla = L+S; 5008 + glucosa = L+G; y 5008 + glucosa + semilla = L+G+S. (*) Indica diferencia
significativa con respecto al grupo (C) a una p < 0.05 por el estadistico t de Student. (1) Indica diferencia
significativa con respecto al grupo control positivo sin consumo de semilla a una p < 0.05 por el
estadistico t de Student.



El impacto metabdlico reflejado en la histologia después de 60 dias de exposicion
a las dietas experimentales, se muestra en el grafico 14B) el cual se observa la
tendencia a la baja en los niveles del nimero de células con respecto al grupo (C),
qgue corresponden a 21.8%, 32.4%, 38.6% y 27.6%; para los grupo L, L+S, L+G y
L+G+S respectivamente. Entre los grupos L y L+S, éste Ultimo presentd un
descenso del 13.5%; al tiempo en que el grupo L+G+S indicé un nivel mayor del
17.8% respecto a su grupo control L+G. El comportamiento tisular presente en
este andlisis, indica un crecimiento celular provocado por las dietas estimulantes,
qgue es independiente del origen de la misma y del consumo de la semilla de

cilantro.

Dicho crecimiento es uniforme vy significativo respecto al grupo (C). Sin embargo,
es interesante que para el grupo L+S el numero de células resulte ser inferior
respecto al grupo L, pues la sugerencia de un estimulo hipertréfico debido a la
ingesta de semilla no se observd con anterioridad. Si bien este efecto es
importante; el mayor impacto de la dietas se refleja entre los grupos L+G y L+G+S,
donde éste ultimo demostré mantener un conteo celular elevado; un cambio que
no se habia registrado anteriormente. Este cambio evoca la aparicion de dos

posibles situaciones adaptativas y/o compensadoras: desarrollo de hiperplasia.

En el grafico 14A) se aprecia que solo los grupos L y L+G tuvieron incrementos
significativos respecto al grupo (C) correspondientes al 21.7 y 118.4%
respectivamente. A su vez, el area celular promedio del grupo L+S presenta un
tamafo 16% inferior respecto al grupo L; mientras el grupo L+G+S muestra una
media celular inferior en un 50.1%, respecto a su grupo control positivo. La
hipertrofia presentada en este punto de los tratamientos evidencia el resguardo
lipidico (Qque se demuestra posteriormente con la tincion de rojo oleoso y la
cuantificacion de lipidos) generado por la ingesta lipidica y potenciada aun mas
cuando se acompafa de la carga glucida. No obstante este comportamiento se ve
modificado y se evita el desarrollo de hipertrofia en los grupos que ingieren la
semilla de cilantro, siendo el efecto mas evidente el producido en la dieta L+G+S,

disminuyendo el impacto hasta condiciones similares a las normales.



Figura 14. Inmunoreactividad de GLUT-4 en TARV al tiempo de cohorte de 60

dias.

(L+G+S) ™

»

0.35- *
0.30-
0.25-
0.20-
0.15-
0.10-
0.05-

Densidad Opticaf Célula

0.00ll—

Grupos de trabajo

Figura 14. Inmunoreactividad para GLUT-4. La expresién de
la proteina se determina mediante la intensidad de marca
fluorescente de color verde, como se muestra en las
microfotografias correspondientes a cada grupo de trabajo.
Los resultados mostrados son el promedio de 3 pruebas
independientes expresando + EEM para los grupos C = control;
5008 = L; 5008 + semilla = L+S; 5008 + glucosa = L+G; y 5008
+ glucosa + semilla = L+G+S. (*) Indica diferencia significativa
con respecto al grupo (C) a una p < 0.05 por el estadistico t de
Student. (1) Indica diferencia significativa con respecto al grupo
control positivo sin consumo de semilla a una p < 0.05 por el
estadistico t de Student.

El analisis de los resultados obtenidos en el
inmunomarcaje de la proteina GLUT-4 indicaron una
elevacion en los niveles de expresion proteica para
todos los grupos de trabajo; de la siguiente manera:
300% del grupo L, 156% para el grupo L+S, 188%
en el grupo L+G y por ultimo 77% para el grupo
L+G+S. Este comportamiento, aunado a los
cambios troficos sugiere mecanismos
compensadores por parte de la célula, que pueden
ser originados ante la identificacion del incremento
sérico de glucosa. En contraste, El grupo L+S

muestra una expresion inferior en 36% respecto al

grupo L; mientras el grupo L+G+S indico un declive del 38% respecto al grupo



L+G, situacion que invita a considerar efectos parcialmente reguladores por el

consumo de la semilla de cilantro.



Figura 15. Triglicéridos en TARV al tiempo de cohorte de 60 dias.
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Figura 15. Los resultados del grafico muestran el contenido
de triglicéridos por cada 100 mg de tejido. A su vez, en la
columna de la izquierda se presentan los cortes de tejido
realizados a -40° C (permitiendo conservar su contenido en
integridad celular) y tefiidos con rojo O, tincién destinada a
evidenciar el enlace estérico de los triglicéridos. Los
resultados mostrados son el promedio de 3 pruebas
independientes expresando + EEM para los grupos C = control;
5008 = L; 5008 + semilla = L+S; 5008 + glucosa = L+G; y 5008
+ glucosa + semilla = L+G+S. (*) Indica diferencia significativa
con respecto al grupo (C) a una p < 0.05 por el estadistico t de
Student. (1) Indica diferencia significativa con respecto al grupo
control positivo sin consumo de semilla a una p < 0.05 por el
estadistico t de Student.

Los resultados obtenidos de la cuantificacion de
trigicéridos (grafico 15), expresan una diferencia
estadisticamente significativa con respecto al grupo
(C), por parte de los grupos L, L+G y L+S+G, que
correspondieron al 13.5%, 30.6% vy 13.2%
respectivamente. Situacion que apoya la teoria de
resguardo lipidico y glucido, esto ultimo evidenciada

por el comportamiento de GLUT-4.Sin embargo, es

de resaltar que los grupos de consumo de semilla de
cilantro presentan mejoras respecto de sus controles positivos, siendo el grupo

L+G+S el de mejor comportamiento.



Figura 16. Panel de Resultados de RT-PCR a 60 dias de exposicion.
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Figura 16. Efecto de los distintos retos
dietéticos a los 30 dias de exposicién; en los
niveles de RNAm de IRS-2, Akt, Glut-4, Shc y
PPAR-y. Los niveles de RNAm fue determinado
por RT-PCR realizando un analisis
densitométrico de los productos. Los valores del
grupo problema fueron normalizados con el gen
de expresioén constitutiva Rps29 (VER ANEXOS).
Cada barra representa la media + SEM de 3
experimentos  independientes.  (*)  Indica
diferencia significativa con respecto al grupo (C)
a una p < 0.05 por el estadistico t de Student. (1)
Indica diferencia significativa con respecto al
grupo control positivo sin consumo de semilla a
una p < 0.05 por el estadistico t de Student.



Por su parte, a los 60 dias de tratamiento los cambios en las dietas fueron los
siguientes. Con respecto al grupo (C), el grupo L no registro cambios significativos
en los genes analizados, mismo comportamiento observado en el primer cohorte
del estudio. De manera similar, el grupo L+S permanece estable en los niveles de
RNAm; siendo el gen de GLUT-4 el inico mensajero que se modifica, presentando
regulacion positiva correspondiente al 380%, concordante con el analisis de la
proteina por inmunoflourescencia. Este cambio celular podria ser el primero de los
eventos de respuesta al exceso caldrico, que tengan como efecto ulterior el
incremento en GLUT-4 respecto al grupo control. Asi mismo, la evidencia muestra
que la capacidad de respuesta de L + S se incrementa en 382% respecto al grupo
L, sugiriendo que el incremento en el gen es por el tipo de dieta y el consumo de la

semilla de cilantro.

En contraste, los grupos L+G y L+G+S mantienen cambios importantes respecto
al grupo (C). Para el grupo L+G se presenta una regulacion positiva en el
codificante de IRS-2 que corresponde al 39%, con un incremento consecutivo en
los RNAmM que codifican para las proteinas de la esta via obteniendo un 59% para
Akt y la mayor elevacion observada entre los grupos: un 404% para el mensajero
de GLUT-4. Es destacable que en la via de transduccion proteica responsable de
proliferacion, el mensajero de Shc permanece elevado en un 85%, siendo el Unico
de los grupos que presenta este comportamiento, al tiempo que estos cambios no
se presentan para la expresion de PPAR-y, cuyo nivel de expresion se mantuvo

sin cambios significativos.

Por otra parte, el grupo L+G+S no muestra cambios en el gen de IRS-2, ni en Akt.
En cambio el codificante de la proteina GLUT-4 presenta una regulacion positiva
que corresponde a 274%, respecto al grupo C. En complemento a estos genes
analizados, Shc y PPAR-y no muestran cambios significativos en estas
condiciones alimenticias. No obstante, cuando la dieta se acompafa con semilla
de cilantro se aprecia la disminucion en los niveles de expresién de IRS-2, Akt,
Glut-4, Shc, pero no en PPAR-y.



Efecto de las dietas sobre el perfil bioquimico y zoométrico al
tiempo de cohorte de 90 dias.

Tabla 5. Resultados bioquimicos a 90 dias de exposicion con diferentes
condiciones dietéticas con y sin consumo de Coriandrum sativum

© (L) (L+S) (L+G) (L+G+S)
Determinacién
n=3 n=3 n=3 n=3 n=3
Peso 422.3+10.3 446.0 £ 8.5 425.3+£10.2 527.3+£17.0* | 429.0+115 £
Talla 255+ 0.2 25.3+ 0.2 25.2+ 0.2 25.3+ 0.2 251+ 0.1
Perimetro
) 15.87 + 0.36 17.33+ 0.16 * 16.5+ 0.28 19.16+ 0.16 * | 16.75+ 0.3
Abdominal
indice de Lee 28.83+ 0.07 | 29.54+ 0.06* | 29.27+ 0.09* | 31.22+ 0.40* | 29.4+ 0.2* t
IMC 0.65+0.0 0.68+0.01* 0.66 +0.01 0.79 £ 0.02* 0.68£0.02
Glucosa 1345+ 3.0 133.3+4.3 1255+5.1 170.3 £ 4.1* 139.3+26F
Triglicéridos 76.0 +3.4 84.0+4.1 65.0+2.7% 121.7+4.4* 84.7+4.1*%
Colesterol
69.5+15 65.7+1.4 65.7 £+ 2.3 62.3+2.0* 66.0 +1.5
Total
c-HDL 31.0+04 26.5+0.7* 28.6+1.0 21.2+08* 239+04*%

Tabla 5. Los resultados mostrados son el promedio de 3 experimentos independientes + EEM para los
grupos C = control; 5008 = L; 5008 + semilla = L+S; 5008 + glucosa = L+G; y 5008 + glucosa + semilla =
L+G+S. (*) Indica diferencia significativa con respecto al grupo control con dieta normocalérica 2018 a
una p < 0.05 por el estadistico t de Student. (f) Indica diferencia significativa con respecto al grupo
control positivo sin consumo de semilla a una p < 0.05 por el estadistico t de Student.

Tras de la exposicion a las dietas con la cronicidad de 90 dias, se presentaron los
siguientes cambios. El incremento del peso con respecto al grupo (C) fue
significativo para el grupo L+G con un 24.86%, los grupos restantes no tuvieron

cambios. Los grupos L y L+S no registraron cambios entre si a diferencia de los



grupos L+G y L+G+S, cuyos resultados indican un descenso en este ultimo del

18.6%. La talla de los animales no mostré diferencias entre los diferentes grupos.

En la determinacion del perimetro abdominal, las diferencias respecto al grupo (C)
fueron de un 9.2% por parte del grupo L y de 20.7% para el grupo L+G.
Concerniente a las diferencias entre grupos de tratamiento; los grupos L y L+S no
mostraron diferencias entre ellos; sin embargo, entre los grupos L+G y L+G+S

existe un 12.6% menos atribuible al consumo de la semilla de cilantro.

Al punto final del experimento, los cambios observados demostraron que el aporte
lipidico promueve un resguardo de forma prioritaria en la zona abdominal-
retroventral, cuya estructura celular corresponde mayormente a tejido adiposo
blanco. Asi mismo, estos datos confirman que para esta zona anatomica, la
acumulacion es aun mayor si el estimulo se le adiciona el factor glucosa. Entre las
dietas L y L+S, no se presentaron diferencias significativas, a diferencias de los
grupos L+G y L+G+S, donde éste ultimo grupo presenta una disminucion del
perimetro abdominal. De esta manera observamos que bajo estas condiciones
experimentales, la semilla de cilantro regula los indices zoométricos relacionados
con el resguardo energético cuando existe un sobre estimulo por lipidos y lipidos-
glucosa. El porcentaje de grasa determinado, indicé que los grupos L, L+S, L+G y
L+G+S sufrieron incrementos significativos del 2.4%, 1.5%, 82% Y 2.0%
respectivamente, comparados con el grupo (C). Dichos cambios manifiestan que
ante la cronicidad de un estimulo hipercal6rico, el sistema promueve la
acumulacion de los excedentes energéticos en tejidos periféricos y esta
distribucion correlaciona con el exceso calérico otorgado por una dieta lipidica-
glicida. Ademas, entre los grupo L y L+S no existié diferencia significativa; en
cambio, entre los grupos L+G y L+G+S, si se observdé una menor cantidad de
grasa total 5.79% por parte del grupo L+G+S. Con estos datos se confirma que la
ingesta de la semilla genera cambios importantes en este proceso, sugiriendo una

distribucion diferente en el resguardo.

Los resultados del IMC muestran que solo los grupos L y L+G sufrieron

incrementos significativos, que correlacionan en 4.6 % y 21.5 % respectivamente



comparados con el grupo (C). El resto de los grupos permanecié sin cambio. Los
grupos L y L+S no registraron cambios entre si, en cambio el grupo L+G+S
presentd un nivel inferior, de 13.9% comparado con L+G. Estos efectos
correlacionan con los efectos observados previamente. La glucemia basal
muestran que solo el grupo L+G tuvo un incremento significativo del 26.6%
cotejado contra el grupo (C), el resto de los grupo no mostraron diferencias. Los
grupos L y L+S no presentaron diferencias significativas entre si; en cambio, el
grupo L+G+S mostro diferencia significativa a la baja de un 18.2%, respecto de su
control positivo (L+G). Los cambios que se producen en esta determinacion,
evidencian que se presenta una alteracion metabdlica mayoritaria, cuando el
estimulo hipercalérico se encuentra potenciado por la ingesta de glucosa; sin
embargo, se demuestra que la semilla de cilantro ejerce un efecto hipoglucemiante

en los grupos de consumo.

Asi mismo, la determinacién sérica de triglicéridos muestra que, con respecto al
grupo (C), la dieta compuesta por L+G y L+G+S presentaron aumentos
significativos correspondientes a 60% y 11%, respectivamente. Relativo a los
grupos L y L+S, se registré una caida significativa en los niveles de triglicéridos de
22.6% por parte del grupo L+S y de manera similar se presentd una caida
significativa del 30.4% por parte del grupo L+G+S en relacién al grupo L+G. De
esta forma, se observa que la composicion hiperlipidica de la dieta no es suficiente
para generar una alteracion a nivel de triglicéridos circulantes, sin embargo
combinado con la ingesta de glucosa, el comportamiento es distinto. Ademas de
estas diferencias, es notorio que la semilla de cilantro genera; para ambos casos,

una disminucioén del nivel sérico de este metabolito.

En la dltima medicion de colesterol total, se registr0 solo un cambio
estadisticamente significativo respecto al grupo (C): una baja en la concentracion
del 10.63% por parte del grupo L+G. Entre los grupos L y L+S; al igual que entre
los grupos L+G y L+G+S, no existieron diferencias estadisticamente significativas.
Este comportamiento, podrian estar relacionadas, con la caida del colesterol

circulante, en su fraccion HDL-c, como se muestra en la tabla (5). El analisis de las



mediciones realizadas para c-HDL indicé una reduccién con respecto al grupo (C)
del 14.5%, 31.6% y 22.9% por parte de los grupos L, L+G y L+G+S.

Entre el grupo L+G y el grupo L+G+S se registr6 nuevamente evidencia de un
efecto protector que correspondié a un nivel superior significativo de 12.7%. Los
grupos L y L+S no presentaron cambios entre si. De esta forma, se evidencia que
la cronicidad del estimulo caldrico genera cambios en el entorno lipidico y
lipoproteico que desembocan en dafio al sistema sefialado por niveles de HDL en
descenso, principalmente en los grupos que ingieren glucosa, no obstante, la

semilla de cilantro ejerce un importante efecto protector.



Figura 17. Histologia de TARV en los distintos grupos al tiempo de cohorte
de 90 dias.
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Figura 17. A) Indica la media del area celular determinada a 400 células, a su vez A’) presenta las
correspondientes imagenes de la tincion de PAS. B) Muestra los resultados del promedio de 70
microfotografias contabilizadas (en un &rea correspondiente a 1250 p x 750 p) y B’) muestra las
imagenes que pertenecen a este analisis. Se muestra + EEM para los grupos C = control; 5008 = L; 5008
+ semilla = L+S; 5008 + glucosa = L+G; y 5008 + glucosa + semilla = L+G+S. (*) Indica diferencia
significativa con respecto al grupo control con dieta normocalérica 2018 a una p < 0.05 por el estadistico t de
Student. () Indica diferencia significativa con respecto al grupo control positivo sin consumo de semilla a
una p < 0.05 por el estadistico t de Student.



Efecto de las dietas sobre la histologia adipocitaria al tiempo de cohorte de
90 dias.

Al término de los 90 dias de ser sometidos al proceso experimental, los datos
obtenidos muestran cambios significativos, tanto en el nimero de células por area,

como en el area celular promedio, respecto al grupo control normocaldrico (C).

En el grafico 17B se exhibieron decrementos de todos los grupos de trabajo. El
grupo L indico un descenso de 15.1% y el grupo L+S del 39%. En los grupos
restantes, el grupo L+G indicé una baja de 61%, mientras que su grupo pareado
con consumo de semilla de cilantro registré solo un decremento del 23.7%. Al
término del experimento, esta prueba indica el crecimiento celular significativo por
parte de todos los grupos de trabajo con respecto al grupo (C), el cual fue
sometido a condiciones normocaldricas. Entre el grupo L y L+S, se observd un
nivel inferior, de 28% por parte del grupo L+S. A su vez, entre los grupo L+G y
L+G+S, se denoté un nimero de células mayor, correspondiente a 95% por parte

del grupo que consumié la semilla.

En el grafico 17A observamos el area celular respecto al grupo (C). En el caso del
grupo L el incremento correspondié al 36.8% y para el grupo L+S se atribuy6 un
nivel 52.4% mayor; siendo asi que éste Ultimo registro una elevacién del 11.4%
respecto a su grupo control positivo L. EI mayor incremento pertenece al grupo
L+G con un 204% y tan so6lo una elevacion de 38% para el grupo L+G+S. De esta
forma, el grupo L+G+S expresd un tamafio celular inferior a su grupo control

competente de 54.6%.



Figura 18. Inmunoreactividad para GLUT-4 en TARV al tiempo de cohorte de
90 dias
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Figura 18. Inmureactividad para GLUT-4. La expresion de la
proteina se determina mediante la intensidad de marca
fluorescente de color verde, como se muestra en las
microfotografias correspondientes a cada grupo de
trabajo. Los resultados mostrados son el promedio de 3
pruebas independientes expresando + EEM para los grupos C
= control; 5008 = L; 5008 + semilla = L+S; 5008 + glucosa =
L+G; y 5008 + glucosa + semilla = L+G+S. (*) Indica diferencia
significativa con respecto al grupo control con dieta
normocalérica 2018 a una p < 0.05 por el estadistico t de
Student. (1) Indica diferencia significativa con respecto al grupo
control positivo sin consumo de semilla a una p < 0.05 por el
estadistico t de Student.

La medicion del marcaje de GLUT-4 en la figura 18,
muestra que con respecto al grupo (C), el grupo L
permenece sin cambios, mientras que el grupo L+S
presenta un incremento de 67.4%, de igual manera
(L+&s) el grupo L+G presenta un cambio de 46% mayor y el
grupo L+G+S permanecié sin cambios. Entre los
grupos L y L+S, éste ultimo evidencié un incremento
mayor concerniente a 72%. Por ultimo, el grupo

L+G+S presentd un nivel mas bajo de expreson

comprado con L+G. Los cambios generados al punto

final del experimento se observan con un incremento en la respuetsa proteica en



presencia de lipidos, cuyo comportamiento no se observa si se complementa con

la presencia de glucosa.



Figura 19. Triglicéridos en TARV al tiempo de cohorte de 90 dias.
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Figura 19. Los resultados del grafico muestran el
contenido de triglicéridos por cada 100 mg de tejido. A
su vez, se muestran los cortes de tejido realizados a -40°
C (permitiendo conservar su contenido en integridad
celular) y tefiidos con rojo O, tincion destinada a
evidenciar el enlace estérico de los triglicéridos. Los
resultados mostrados son el promedio de 3 pruebas
independientes expresando + EEM para los grupos C =
control; 5008 = L; 5008 + semilla = L+S; 5008 + glucosa =
L+G; y 5008 + glucosa + semilla = L+G+S. (*) Indica
diferencia significativa con respecto al grupo control con dieta
normocalérica 2018 a una p < 0.05 por el estadistico t de
Student. (1) Indica diferencia significativa con respecto al
grupo control positivo sin consumo de semilla a una p < 0.05
por el estadistico t de Student.

Los cambios en el tejido correlacionan con la
ganancia del contenido lipidico, cuyos icrementos se
reportan con incrementos estadisticamente
significativos del 15.4% para el grupo L, 47.2% para
L+G y un 20.0% correspondiente al grupo L+G+S. Se
aprecia que entre los grupos L y L+S no se
registraron cambios significativos. En cambio el grupo

L+G+S registr6 un nivel inferior competente a 18.25% en comparacion al grupo
L+G. Estos cambios reflejan que el aporte caldrico excesivo sigue la tendencia de
resguardo, donde la proporcién de dicho almacén depende nuevamente de la

elevacion en los niveles calo6ricos y para estas condiciones experimentales el



incremento de glucosa evidencia un resguardo mayoritario. Sin embargo es claro
que el consumo de la semilla de cilantro induce un menor resguardo a nivel de
TARV.



Figura 20.
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Figura 20. Efecto de los distintos retos
dietéticos a los 30 dias de exposicion; en los
niveles de RNAm de IRS-2, Akt, Glut-4, Shc y
PPAR-y. Los niveles de RNAm fue determinado
por RT-PCR realizando un andlisis
densitométrico de los productos. Los valores del
grupo problema fueron normalizados con el gen
de expresion constitutiva Rps29 (VER ANEXOS).
Cada barra representa la media + SEM de 3
experimentos  independientes. (*) Indica
diferencia significativa con respecto al grupo
control (C) con dieta normocalérica 2018 a una p
< 0.05 por el estadistico t de Student. (1) Indica
diferencia significativa con respecto al grupo
control positivo sin consumo de semilla a una p <
0.05 por el estadistico t de Student.



Al final de la exposicion a las dietas, a 90 dias de trabajo los cambios observados

fueron los siguientes.

En el grupo L, no se presentaron cambios en el gen para la expresion de IRS-2,
seguido de una regulacion positiva para el codificante de Akt que corresponde al
24%. No obstante, el incremento no impacta positivamente sobre el RNAm del gen
GLUT-4 cuyos niveles de expresion permanecen similares al grupo normocaldrica.
Por otra parte, los codificantes analizados que corresponden a la via proliferativa;

Shc y PPAR-y, permanecen sin cambios significativos.

Para el caso del grupo L+S, la adicion de semilla de cilantro genera una regulacion
negativa proporcional al 82% en la expresion de IRS-2, evento que correlaciona
con una caida en los nieveles de expresion subsecuentes, correspondientes a
79% para Akt y 56% para GLUT-4. De esta forma se aprecia que el consumo de
semilla promueve una caida en los niveles de RNAm analizados e implicados en
via de respuesta a insulina. Complementario a estos analisis, se aprecia la
disminucién en la expresion de Shc en un 72%, al tiempo que no se modifica el
codificante de PPAR-y, pues los nieveles de expresion permanecen sin cambios

respecto al grupo normocalérico.

Entre los Grupos L y L+S, se aprecia un claro cambio de expresién genética. El
primer cambio observado en la dieta adicionada con semilla de cilantro, es la
caida significativa de 81% para el RNAm de IRS-2. EI mismo efecto se aprecia en
el codificante de Akt cuyo nivel de expresion es 84% menor, sin embargo el nivel
de RNAmM de GLUT-4 permanece sin cambios. Concerniente a la via proliferativa,
el andlisis sobre la expresion de Shc indica una regulacién negativa por parte de la

semilla de cilantro, mientras que la expresién de PPAR-y permanecié sin cambios.



Para el grupo L+G la expresion del RNAmM de IRS-2 sufre un descenso
correspondiente a 60%, a este cambio le prosigue “rio abajo” una regulacion
negativa para el codificante de Akt en un 79% y de 61% para el gen de la proteina
GLUT-4. Un comportamiento similar se presento en el andlisis del mensajero de
Shc, cuyo nivel de expresion descendid un 59%. Resulta interesante quea

diferencia de este cambio, la expresion del PPAR-y registrd un aumento del 69%.

Concerniente al grupo L+G+S, la ingesta de semilla de cilantro promueve una
regulacion negativa del gen IRS-2 correspondiente al 58%, a la cual prosigue un
comportamiento similar en los RNAm de Akt y GLUT-4, cuyos nivel de expresion
descendieron hasta 53% y 58% respectivamente. El codificante de Shc presento el
mismo efecto, y su regulacion negativa indicé un descenso del 62%, mientras que

el mensajer de PPAR-y, se mantuvo sin cambios significativos.

Entre los grupos L+G y L+G+S, no se presentaron diferencias en el mensajero de
IRS-2, recordando que los niveles de ambos grupos se encontraron disminuidos.
No obstante, la ingesta de semilla de cilantro promueve un nivel de expresion
102% mayor para el gen Akt, sin embargo, los niveles de RNAm de GLUT-4
permanecen sin cambios. De la misma manera, la semilla de cilantro no promueve
cambios en el codificante de Shc y los valores de ambos grupos se mantienen
disminuidos y sin diferencias significativas entre si. No obstante, una diferencia
importante surge entre PPAR-y, pues la ingesta de semilla de cilantro produce una

disminucion en el nivel de expresion que correspondio al 42%.



DISCUSION DE RESULTADOS

La heterogeneidad de origen en fendmenos como la obesidad, SM y DM2 también
se manifiesta en los animales de experimentacion, donde dichos modelos
animales se desarrollan con la finalidad de imitar las caracteristicas tipicas en
cada proceso. La cepa Long-Evans, presenta caracteristicas muy similares en
origen y progreso a la DM2, haciendo posible el analisis de las alteraciones

complejas de esta enfermedad (Kawano et. al.; 1992).

Esta cepa se caracteriza por una condicion al desarrollo de hiperglucemia
persistente, poliuria, polidipsia y ligera obesidad, cuya evolucién es croénica,
independiente a la condicion normocaldrica de la dieta. La condicidon genética esta
caracterizada por el genotipo ob(+) y db(+). Dentro de los cambios que se
presentan en la progresion de las alteraciones en SM y DM2, se encuentra la
modificacion de las condiciones zoométricas (IMC como indicador de estatus de
sobrepeso u obesidad, la acumulacién de grasa nivel abdominal como indicador
de obesidad central y porcentaje de grasa corporal para la distribucion de la
misma a nivel sistémico), y los cambios en el perfil bioquimico de parametros
clasicos asociados a cambios en las respuestas biol6gicas normales (glucosa,
colesterol total y fraccion HDL asi como triglicéridos circulantes); donde los
cambios dindmicos en las respuestas caracterizan y proveen informacion de las
vias metabdlicas de mayor impacto para la regulacion y compensacion de dafios

(Kawano et. al., 1992; Charles River Laboratories International, 2015).

Ademas de la caracterizacidbn zoométrica y bioquimica sérica, a nivel adipocitario,
estudios han demostrado una tendencia a la disminucion de la capacidad de
translocacion de GLUT-4, sin impacto directo sobre la concentracion de proteina
en etapas tempranas. Ademas, cultivos de adipocitos aislados confirmaron la
posibilidad de defectos tempranos en la resistencia a la insulina con la disminucion
de la translocacion, y posteriormente con elevadas cargas de glucosa en
presencia de insulina, la disminucion de GLUT-4 que parece ser una
consecuencia, mas que una causa de la desregulacion gliucida en estas ratas
(Thoide et. al., 1997; Flores-Riveros et. al., 1993).



Por otra parte, se encuentra bien descrito una tendencia hiperfagica y la
consecuencia de obesidad en la cepa. Esta tendencia puede tener origen en
mutaciones como la del gen de colecistocinina A (CCK-A) ademas de presentar
deficiencias en la sefalizacion del neuropéptido Y (NPY) en el hipotalamo
dorsomedial, cuyos efectos no permiten emitir la sefial de saciedad tras la ingesta.
Asi pues, la obesidad en la rata puede ser debida al mal funcionamiento de la via
de regulacion periférica respecto a la saciedad y a su vez relacionarse con
mecanismos centrales criticos para el mantenimiento del balance energético
global. Estos cambios sugieren la presencia de respuestas adaptativas a un
estimulo hipercalérico, que compensen con efectividad mediante eventos celulares
primarios y de forma tardia mediante la promocion de vias metabdlicas ectopicas
(Schwartz et. al., 1999; Bi & Moran, 2002).

Grupo (Lipidos) Vs Grupo (Lipidos + Semilla)

Bajo condiciones de aporte cal6rico excesivo, las caracteristicas feno-genotipicas
de la cepa propician un desarrollo progresivo de alteraciones que tienen como
consecuencia disglicemia y dislipidemia sostenida, ademas de la ganancia de
adiposidad abdominal en forma de grasa magra, aumento de la infiltracion de
lipidos en el musculo esquelético, incremento de glucosa sérica basal y resistencia
a la insulina, esteatosis hepatica entre otras eventos metabdlicos (Poudyal, et. al.
2012).

El conjunto de alteraciones que coexisten involucra la deficiencia en la
comunicacién endocrina de diversos 6rganos que participan en el metabolismo de
la glucosa y los lipidos, asi como la regulacion del balance energético mediante el
control del ingreso cal6rico, metabolismo y distribucion. Los 6rganos que
participan activamente en estos eventos son el cerebro, higado, musculo,
pancreas Y tejido adiposo; formando un ciclo de estimulos que permiten mantener

el correcto balance energético (Friedman & Halaas, 1998).



Aunado a la funcién de almacenamiento energético, el tejido adiposo provee del
primer sistema regulador de la ingesta cal6rica, que se encuentra mediado por la
secrecion de leptina, hormona responsable de producir saciedad. La cantidad
secretada de esta hormona se encuentra ligada al crecimiento del tejido adiposo,
por lo tanto mayor resguardo energético que conlleve a la ganancia de masa
adipocitaria promueve mayor liberacion de leptina, conduciendo a una resistencia
en la accion de la misma que deriva en desarrollo de hiperfagia. (Friedman &
Halaas, 1998; Wynne et al., 2005; Guilherme, et. al., 2008; Schellong, et. al, 2013).

Esta sefial desregulada conlleva a la perdida de la restriccién del ingreso calérico,
y se produce un exceso en la ingesta. Ademas de este cambio, durante el
posprandio la liberacion de leptina se acompafia del incremento en los niveles
circulantes de insulina, la cual regula y estimula la lipogénesis en higado, el
resguardo muscular de glucogeno y la lipogénesis en tejido adiposo. La liberacion
excesiva continua por un alto aporte calérico condiciona al desarrollo de baja en la
sensibilidad a su accion asi como resistencia por parte de los tejidos
insulinodependientes  (hepéatico, muscular y adipocitario), generando
desregulaciones como el SM y DM2, entidades multifactoriales que se
caracterizan por la disfuncion del manejo de lipidos y carbohidratos, apareciendo
incremento lipoproteinas circulantes y niveles de glucosa basal como factores de
diagnostico (FID, 2006; Barroso, 2003; Chakravarthy & Booth, 2004; Kassi et al.,
2011; Buettner et al., 2006; Mensink et al., 2003; Schwarz et al., 2003).

Los resultados séricos a 30 dias mostraron que la administracion de la dieta de
origen lipidico genera hiperglucemia basal en los animales de experimentacion,
mientras que no se presentan cambios en los niveles de triglicéridos ni colesterol
HDL. Este comportamiento se ha estudiado ampliamente, sugiriendo que la
perturbacion de la homeostasis de glucosa y la elevacion de la misma en
condiciones de ayuno es causada por alteraciones tempranas a nivel hepatico.
Los aportes caldéricos excesivos, promueven una funcién hepatica sobre
estimulada de vias glucolitica y hipogénicas que derivan en disfuncion y

resistencia a la accion de esta hormona.



El desarrollo de hiperglucemia obedece a disfuncion hepética por el ingesta
excesiva de lipidos dietarios, que ocasiona un mayor flujo de AGL hacia el higado,
estimulando la gluconeogénesis (Chen, 1999).

Ademas, en condiciones normales, durante el ayuno la insulina regula la funcion
hepatica gluconeogenica manteniendo los niveles de glucosa basal inferiores a los
100 mg/dL. Un cambio en la funcidon hepatica incrementa la tasa basal de la
produccion hepética de glucosa (PHG) y en consecuencia se produce un estatus
hiperglicémico. Bioquimicamente, la hiperglucemia es un fendmeno que se ha
descrito en tres eventos fundamentales: 1) el incremento plasmatico de los AGL,
promueve una mayor captura por parte de los hepatocitos, originando la oxidacion
lipidica y una acumulacion acelerada de acetil CoA. Estos cambios estimulan a la
piruvato carboxilasa y fosfoenolpiruvato carboxiquinasa, que son las enzimas
limitantes de la velocidad en la gluconeogénesis (Bahal, 1997), asi como la
glucosa-6-fosfatasa, enzima que controla la velocidad de liberacion de glucosa
desde el hepatocito (Massillon, 1997), 2) El aumento de la oxidacion de AGL
genera un incremento de ATP paralelo a un incremento de NADH que conllevan a
la gluconeogénesis y 3) la induccion de resistencia hepatica a la insulina mediante
la inhibicion del sistema de transduccién de sefiales de insulina (Ravichandran et.
al., 2001; Kruszynska et. al. ,2002; Dresner, et. al., 1999; Lam, et. al., 2003; Exton,
et. al. 1969; Williamson et. al., 1966; Massillon et. al. 1997). De esta forma se
confirma el desarrollo de un estatus desregulatorio debido a la ingesta lipidica
elevada. Este comportamiento evidencia una alteracion temprana en el
metabolismo de la glucosa, cuyo impacto se presenta primordialmente a nivel
hepatico. Se observo que a este tiempo de corte, la ingesta de semilla de cilantro
no promueve cambios en el perfil sérico, situacion que invita a pensar en efectos

mas importantes en otros tejidos.



Después de 60 dias de tratamiento, la dieta lipidica ocasiono un incremento de
triglicéridos séricos circulantes y descenso en los niveles de HDL, ademas de
mantener el estado hiperglicémico previo. Se sabe que durante la progresion de
dafio por exceso calorico lipidico, el mantenimiento del estatus hiperglicémico se
compensa con una mayor concentracion de insulina en ayunas, que promueve el
estatus insulino-resistente del higado, aumentando la gluconeogénesis y
disminuyendo la glucogénesis, de tal forma que se mantiene el incremento de
glucosa basal (DeFronzo, 1988; DeFronzo, 1997; Tripathy, et. al., 2000; Reaven,
et. al., 1989). Tambien se ha descrito que bajo estas condiciones, la respuesta
hepatica bioquimica fomenta la mayor actividad de las rutas glucolitica - ciclo de
Krebs - cadena respiratoria, incrementando los flujos de ATP y la biosintesis de
glucébgeno como respaldo energético de carbohidratos. En conjuncion, la
saturacion de estas rutas conlleva al incremento en la concentracion de acetil-
CoA, que a su vez promueve la sintesis de malonil-CoA, sustrato que dispara la
biosintesis de acidos grasos. Ademas, a nivel mitocondrial la formacion de acetil-
CoA se encuentra potenciada por la participacion de la enzima ATP-citrato-liasa,
gue promueve el acople de la via glucolitica y la biosintesis de acidos grasos,
destacando que las enzimas formadoras de estos metabolitos son activadas por
insulina. LA formacién de acidos grasos es el primer paso lipogenico, pues
promueve la formacion de los triglicéridos mediante acilacion secuencial sobre un
glicerol-3-fosfato que es previamente desfosforilado en la membrana del reticulo
endoplasmico y que proviene de la ruta glucolitica producto del exceso en el
consumo de carbohidratos (kim, 1997; Nagle et al., 2009; Kahan et. al., 2001)

El incremento de lipogénesis hepatica, obliga al sistema a una mayor liberacion de
VLDL a circulacion, lo cual promueve por interaccion de sus fracciones
apoproteicas, un intercambios activo mediado por CETP y LCAT, afectando la
composiciéon de HDL y subsecuentemente se observan la disminucion de esta
lipoproteina por su catabolismo excesivo. La alteracion de este metabolismo ha
sido ampliamente descrita. En general, la liberacion al torrente sanguineo de los
triglicéridos se realiza en forma de lipoproteinas, que son particulas de origen

proteico-lipidico organizadas de forma esférica, compuestas por lipidos



hidrofébicos, triglicéridos, colesterol esterificado, lipidos hidrofilicos y se estabilizan
por péptidos denominados apolipoproteinas, de composicion diversa y que
ademas fungen como moléculas de reconocimiento para su catabolismo (Shi &
Cheng, 2009; Meegalla, 2002; Parks, 2002).

La liberacidon se realiza en forma de VLDL, que requiere el empaquetamiento de
triglicéridos y la apoproteina apo-B100 mayoritariamente, aunque también incluyen
apo-A, apo-C, y apo-E, en distintas isoformas. La presencia de la apoC-lli
promociona un mayor empaquetamiento de triglicéridos durante el ensamble de
las VLDL y estimula la secrecion hepatica de las VLDL ricas en triglicéridos
(Sundaram et al., 2010). El incremento de VLDL en circulacion altera el
catabolismo de las lipoproteinas restantes, pues la elevacion de la concentracion
plasmética promueve una mayor permanencia y deriva a su vez en incrementos

de catabolismo.

La lipoproteina HDL es quien se encarga de regular la homeostasis de este
sistema, mediante el transporte del exceso de colesterol hacia al higado. En su
composicién, las principales apoproteinas que la conforman son A-l y A-ll, apoC-l,
C-ll, C-lll, de las cuales apoA-lI actia como cofactor para la activacion de la
lecitin-colesterol-acil transferasa (LCAT) que cataliza transferencia de acidos
grasos provenientes de una lecitina y esterificacion a colesterol libre. Este cambio
modifica las particulas nacientes en particulas esféricas HDL3 hacia HDL2.
Ademas de estos cambios se produce la transferencia del colesterol esterificado
desde las HDL hacia las lipoproteinas con apoB como las VLDL y LDL
intercambiandolo por triglicéridos. Esta accién es llevada a cabo por la proteina
transportadora de esteres de colesterol (CETP). Como consecuencia de este
proceso, se originan cambios en las HDL que las tornan mas pequefia y ricas en
triglicéridos. Dicho cambio promueve la afinidad a la lipasa lipoproteica hepatica,
gue ocasiona un elevado (Shimano, 2009; Puppione et al. 2010; Yokoyama,
2006).



De esta forma la convergencia desregulatoria de los lipidos y la glucosa hepatica
promueven un nuevo estado desregulatorio que se caracteriza por hiperglicemia,
hipertrigliceridemia y la caida de HDL; donde esta uUltima es consecuencia de la
excesiva sintesis de VLDL sobrecargadas de triglicéridos, el intercambios de
colesterol y triglicéridos que modifican la estructura de HDL, condicionando asi la
diminucién por su catabolismo acelerado. Este perfil bioquimico es el clasicamente
observado en RI, SMy DM2. (Barter et al., 2003).

No obstante, y a pesar de los cambios marcados producidos por la dieta, la
adicién de semilla de cilantro a la dieta lipidica, promueve una disminucién de la
concentracion de triglicéridos circulantes, destacando que dicho efecto que
también se presenta a los 90 dias de exposicion. Esta situacion sugiere, que el
efecto de produccion hepatica de VLDL, asi como su transporte y catabolismo
pueden estar disminuidos. SE ha demostrado que la ingesta de semilla de cilantro
genera una disminucion de los niveles de colesterol total y triglicéridos,
observando a su vez un incremento significativo en la actividad de LCAT
plasmatica. Estos efectos generaron un descenso en los niveles de VLDL y LDL.
El aumento de la actividad de LCAT en plasma parece ser el responsable de un
mejor intercambio de triglicéridos entre VLDL- HDL sugiriendo de esta forma la
mejora en los indices de triglicéridos, que no repercute en la recuperacion
importante a nivel de HDL (Chithra & Leelamma, 1997).

Los datos obtenidos indican que dieta lipidica impacta el metabolismo del tejido
hepético, ademas de estimular una respuesta insulinica moderada que no modifica
sustancialmente la capacidad de respuesta a la insulina del tejido muscular
(esquelético) y adipocitario a los 30 y 60 dias de trabajo. Sin embargo, la
desregulacion hepética sostenida, responsable de la hiperglicemia promueve el
incremento en los niveles de insulina, que despiertan mecanismos compensadores

gue regulen este cambio en el manejo de carbohidratos.



Estos cambios se observaron al final del experimento, pues tras 90 dias de
tratamiento con la dieta lipidica, los niveles de glucosa vy triglicéridos regresaron a
niveles del grupo control, mientras que la concentracion de HDL permanecio
disminuida. Dichos cambios reflejan la aparicion de un sistema compensador. En
este sentido, el musculo esquelético es el sitio principal de captacion de glucosa
en los seres humanos. En condiciones de hiperinsulinemia y euglicemia,
aproximadamente el 80% de de la captacion de glucosa se produce en el musculo
esquelético. Por lo tanto, en la alteracion hepatica, la produccion de glucosa es el
principal determinante de la concentracion de glucosa en plasma en ayunas. Sin
embargo, debido al cambio sérico de la glucosa, la respuesta muscular en dichas
condiciones es responsable de una mayor recaptura que conduce a niveles
inferiores de glucosa séricas, la cual se encuentra fomentada, por el incremento
en la liberacién de insulina por las células B pancreaticas (Chen et. al.,1999; Adeli
et. al., 2001; Agius & Peak, 1997, Chin et. al., 1993; Clarke, 2000).

En condiciones de resistencia hepatica inicial, el metabolismo de glucosa en el
musculo funciona como tejido compensador, mediante la activaciéon del sistema de
transporte de glucosa dependiente de insulina. El ingreso se encuentra estimulado
por la accion de la insulina y guarda similitud proteica con la via fomentada en
tejido adiposo, el cual es dependiente de un receptor a la insulina y un complejo
proteico intracelular. En general, la interaccion con el receptor promueve la
activacion del IRS -1, cuya forma fosforilada en sitios de tirosina resulta en la
activacion subsecuente de la PI3K, cuyo producto deriva en la activacion rio abajo
de Akt. La fosforilacion de Akt conlleva a la activacion del sustrato 160 (AS160),
que facilita la translocacion de GLUT4 al sarcolema, para generar la posterior
entrada de glucosa en la célula. Mantener la integridad de la IRS-1, PI3K y Akt
esencial para la captaciéon de glucosa mediada por insulina en tejido muscular
esquelético de forma normal. De esta forma, la respuesta insulinica potenciada
desemboca en una mayor recaptura de glucosa, fomentando un retorno a los

niveles normales de glucosa transitoriamente (Combs et. al. 2001).



Ademas de los efectos musculares, el incremento de insulina activa la respuesta
adipocitaria. El tejido adiposo posee receptores de la superficie celular que median
la captacion de lipoproteinas y realizan su degradacion. Se ha mencionado que las
VLDL proveen de acidos grasos las necesidades de energia y de almacenamiento
de los adipocitos y dicha respuesta es dependiente de la actividad hidrolitica de la
lipoproteina lipasa (LPL), que se estimula y potencia por insulina. (Large, et. al.,
2004; Martins, et. al., 2004; Merkel, et. al., 2002; Olivecrona, et. al., 1997; Choi et.
al., 2002; Wong & Schotz, 2002; Merkel,2002; Goldberg et. al., 2009).

En resumen, este comportamiento evidencia la progresiéon del dafio hepatico,
ademas del fomento de la respuesta muscular y adipocitaria que tienden a
normalizar los valores séricos de triglicéridos y glucosa. En cambio, el incremento
en el intercambio de triglicéridos conduce a la disminucion de HDL por la actividad
catabdlica. Resulta importante recordar que el efecto regulador observado
previamente sobre la disminucion de triglicéridos circulantes mediado por la
ingesta de semilla de cilantro se mantiene, siendo este el Unico cambio observado

por la semilla de cilantro.

De esta forma, se puede correlacionar los cambios séricos con la respuesta
tisular, mediada por musculo y tejido adiposos en Ultima instancia y en respuesta a
la desregulacion hepatica, como se ha mencionado previamente. Por todos los
mecanismos bioquimicos descritos, la distribucion de los sustratos a nivel
sistémico, es un evento de compensacion que no revierte los efectos previos de la
dieta, y que modifica otros parametros importantes, principalmente la ganancia de
tejido adiposo. Por tal razén, se analizaron los principales indicadores zoométricos
y su correlacién con el tejido adiposo a nivel histologico, buscando cambios que

confirmen la respuesta tisular que fomente el tejido adiposo.

La masa de tejido adiposo se mantiene por un equilibrio bien controlado de la
proliferacion celular (hiperplasia) y aumento en el tamafo celular (hipertrofia). La
hipertrofia celular resulta de la absorcion y asimilacion de acidos grasos
extracelulares, que conllevan al crecimiento de gotas lipidicas ricas en triglicéridos
(Gonzales & Orlando, 2007).



Los resultados obtenidos muestran que desde el inicio del proceso experimental, a
los 30 dias de exposicion a la dieta lipidica se registrd la ganancia de perimetro
abdominal, mismo que correlaciono con desarrollo hipertréfico celular de TARV.
Asi mismo se aprecia que aun cuando la ganancia de triglicéridos por parte del
tejido no fue significativa, se presenta una tendencia al incremento. Estos cambios
también fueron exhibidos a los 60 y 90 dias, evidenciando que el resguardo
lipidico se fomenta desde el momento de la ingesta en esta zona anatomica. No
obstante, la ganancia de triglicéridos en tejido, presenta cambios significativos a
los 60 y 90 dias de trabajo. Confirmando el comportamiento de resguardo
responsable, del aclaramiento plasmatico de lipidicas a los 60 dias, y glucido-
lipidico tras 90 dias de tratamiento.

No obstante, estos no son los Unicos cambios que confirman la progresion del
dafio hepatico y la posterior respuesta compensatoria de los tejidos periféricos,
pues a los 60 y 90 dias del experimento, se revelaron incrementos significativos en
el IMC y % de grasa corporal, situacion que apunta al desarrollo del ambiente
compensatorio por parte de tejidos ectdpicos, concerniente al incremento de

resguardo lipidico.

Respecto al desarrollo hipertréfico, resulta interesante que la ingesta de semilla
provee de un entorno que permite controlar el tamafo celular ante la ingesta
lipidica durante la exposicion a 30 y 60 dias de tratamiento, observandose que
dicho efecto no se presenta al final del experimento, presentando una respuesta
hipertréfica contundente. Esta situacién indica que la capacidad de respuesta del
tejido adiposo se encuentra fuertemente estimulada y condiciona al resguardo
lipidico, situacion en la que la semilla de cilantro no puede continuar con el efecto

protector ante el desarrollo hipertroéfico.

Los resultados mostrados muestran que independiente de existir un estimulo
calorico que provoca la desregulacion metabolica, la comunicacion entre los
tejidos se encuentra regulada a modo que permite una respuesta organizada que
controla los niveles séricos de glucosa, colesterol y triglicéridos, fomentado la

activacion de vias metabdlicas compensen la distribucion y disminuyan el dafio



qgue pudiera producirse en un solo tejido, con la participacion de 6rganos anexos.
Ante el incremento de glucosa sérica por el dafio hepatico, se desarrolla la
respuesta pancreatica mediante la secrecion potenciada de insulina, que activa las
respuestas compensadoras en musculo y tejido adiposo. Como se ha
mencionado, el desarrollo de hipertrofia adipocitaria depende primordialmente de
la absorcion de &cidos grasos, sin embargo no se limita a la recaptura de los
mMismos, sino que participa activamente en el resguardo de glucosa, mediando por
insulina. Donde dicha hormona promueve la fosforilacion consecutiva de diversas
proteinas cuyo efecto ulterior resulta en la translocacibn membranal de

transportador de glucosa adipocitario; el GLUT-4 .

Por esta razon, se realizo la medicion de expresion proteica del GLUT-4 con
inmunomarcaje de fluorescencia, como una medida indirecta de la capacidad de
respuesta a la insulina por parte del tejido adiposo ante el medio desregulado que

fomenta la dieta hipercal6rica de origen lipidico.

La determinacion de los niveles del transportador no presento cambios tras 30
dias de exposicion a la dieta, lo que sugiere que el impacto metabdlico no produce
un efecto directo sobre el tejido adiposo. Este comportamiento resulta interesante,
pues se considera que la hipertrofia es un condicionante para la deficiencia de
respuesta, indicando de esta manera, que el crecimiento celular podria jugar un
papel desregulador en la respuesta del transportador, que sin embargo debe ser
de una mayor magnitud. Los resultados muestran que la respuesta celular en el
segundo corte experimental, se presento un incremento importante en la expresion
proteica del transportador, sugiriendo un mayor estimulo mediado por insulina
fomentando la recaptura de glucosa en respuesta al incremento plasmatico de la
misma. Sin embargo, tras el estimulo crénico de 90 dias, la respuesta proteica del
tejido se ve disminuida, sin mostrar cambios significativos respecto al grupo
control, quizas en respuesta a la normalizacion de los niveles de glucosa sérica,
normalizados por la respuesta combinada del tejido adiposo y muscular, asi como

un resguardo mayoritario de acidos grasos.



Aunado a este comportamiento, la semilla de cilantro, ejerce un efecto de ligera
estimulacién tras 30 dias de exposicion al reto lipidico. No obstante, los efectos de
sobreexpresion observada a los 60 dias se ven disminuido en el grupo de
consumo de semilla, segun el entorno celular descrito, este cambio apunta a que
uno de los efectos de la ingesta de semilla de cilantro pudiera presentarse con la
modulacién del efecto producido por insulina. Se ha descrito que la semilla de
cilantro contiene una cantidad de compuestos fendlicos variables, cuyos efectos
por separado han sido analizados recientemente para conocer los potenciales
efectos benéficos. La caracterizacion quimica ha desvelado la presencia
mayoritaria de flavonoles como la quercetina y luteolina, (ver anexos aca va el
barrido de HPLC). Concerniente a la accion en los adipocitos, se ha demostrado
que los flavonoides inhiben la recaptura de glucosa estimulada por insulina en
adipocitos y que a su vez los dos flavonoles mencionados promueven intolerancia
a la glucosa mediante la caida en la sensibilidad a la insulina, ademas de
evidencia que sefiala la intervencion a este nivel en presencia de insulina (Shao
et. al., 2013; Nomura et. al., 2008).

También se ha observado que la genisteina inhibe la recaptura de glucosa
mediada por insulina sin afectar las presencia de los receptores proteicos,
sugiriendo que la actividad es a nivel de directamente GLUT-4, ademas se ha
corroborado la disminucion del transportador tanto en modelos animales como en
cultivo celular en presencia de insulina (Bazuine, 2005; Strobel et. al. 2005). Asi
mismo se ha descrito que diversos fenoles como el kaempferol inhiben la captura
de glucosa, mediante la inhibicion de la translocacion de GLUT4 en cultivos

celulares de adipocito 3t3-L1 en presencia de insulina (Prasadet. Al., 2009)

Esta evidencia sugiere la presencia de un estado hiperinsulinemico, como se ha
descrito previamente, que promueve la aparicion de los efectos reguladores
aportados por la semilla de cilantro, en la disminuciéon de la translocaciéon del
GLUT-4.



Por otro lado, a los 90 dias se presenta una respuesta proteica incrementada, que
se acompafia con el desarrollo hipertrofico no observado previamente. Este
aumento de la expresion es mas notorio que el observado a los 30 dias de
exposicion, sin embargo es muy interesante que dicho incremento no promueva
cambios significativos en los niveles de glucosa sérica. Este cambio puede
deberse al desarrollo de una respuesta potenciada en el tejido, que conjuntamente
promuevan una respuesta normal del transportador ante la concentracion inferior
de insulina, situacion que no ha sido estudiada en este contexto previamente. Sin
embargo, el incremento del nivel del transportador no conlleva obligatoriamente a
efectos de disminucién de glucosa, pues se ha visto que otros polifenoles, como el
kameperfol, no promueve cambios ante el incremento de insulina, sino que
estudios de acoplamiento por homologia mostraron que se une directamente al
canal de transporte de glucosa, sugiriendo la captacién disminuida de glucosa
mediante la inhibicién de la via de insulina asi como la competencia de glucosa

durante el transporte (Prasad et. al., 2009).

La adaptacion sistémica genera cambios tréficos y de respuesta proteica en el
tejido adiposo, que implican mecanismos celulares diversos. La funcionalidad de la
célula adipocitaria, se encuentra en estrecha relacibn con la insulina y las
reacciones metabdlicas que desempefia. La resistencia insulinica conlleva a la
disfuncién bioquimica progresiva donde el tejido adiposo desregulado se convierte
en promotor de dafios localizados y sistémicos irreversibles de suma importancia.
Es por este conjunto de cambios que conocer la base de la respuesta genética
gue concierne a los principales mediadores proteicos de respuesta a la insulina en
dicho tejido resulta elemental para poder adaptar terapias que desembocen en un
efecto benéfico global.

En resefia, es destacable que la ingesta de la dieta lipidica genero una
desregulacion hepdética y una subsecuente respuesta sistémica. Sin embargo, la
evidencia sugiere la compensacion de tejidos como el musculo y propiamente el
tejido adiposo como regulador, donde ha sido claramente evidenciada la respuesta

celular.



Sin embargo, es notable que los resultados no muestren cambios significativos a
nivel de expresion genética de los codificantes analizados, en ninguno de los
tiempos planteados como cohorte. Esta situacion invita a pensar que pese a los
cambios generados por la exposicion a la dieta a nivel sérico y la promocion de
resguardo caldrico para el tejido mediante el desarrollo hipertréfico, el medio no
genera un impacto suficiente para que el tejido demande una respuesta celular
que modifique los patrones de expresion de los codificantes de las proteinas que
participan activamente en la sefalizacion de insulina para translocacion de GLUT-
4 asi como la respectiva via proliferativa caracterizada por la activacion del
codificante PPAR-y. Dicho comportamiento se observo desde la primera cohorte
de trabajo, a los 30 dias, hasta el final del proceso experimental, 90 dias.

Previamente se ha descrito, que la cepa utilizada en el desarrollo experimental,
long-evans, posee un fenotipo ob/db, condicionando a la desregulacion por
estimulos caloricos. Esta caracteristica puede ser la responsable del desarrollo de
caracteristicas facultativas que permiten la adaptabilidad sin que se presente un
reto importante que conduzca a la sobre-activacion genética de los principales
mediadores de respuesta, de tal forma que la expresion de genes se mantuvo sin
cambio respecto al control normocalérico, durante los primeros 30 y 60 dias de la
exposicion, independiente de las dieta lipidica. Posteriormente se presento un
incremento individual sobre la expresién de Akt los 90 dias. Aunque el cambio es
contundente, resulta prematuro generar asociaciones de eventos metabdlicos. Sin
embargo, un cambio asociado al entorno metabdlico producido por la dieta lipidica,
se ha evidenciado que la presencia de hiperinsulinemia promueve una mayor
fosforilacion de PI3K, a la que subsecuentemente produce el incremento en la
fosforilacion de Akt destinada a estimular la activacion de vias lipoliticas que

involucran a las perilipinas. (Choi et. al., 2010; Liu, et.al., 2000)

Resulta interesante que tras la exposicién durante 30 dias, la ingesta de semilla
de cilantro no modifica los patrones de expresion genética. Sin embargo tras 60
dias de exposicion, a diferencia de la dieta lipidica la ingesta de semilla de cilantro,
produjo una regulacién positiva importante para el RNAm de GLUT-4. Se ha



descrito que la exposicion a niveles elevados de insulina en cultivos de células
3T3-L1 la expresion de RNAm decae a causa de la hiperinsulinemia (Flores et. al.,
1992). Este fendmeno no ha sido estudiado bajo nuestras condiciones de trabajo,
no obstante, la evidencia proporcionada acerca de la disminucion de la activacion
de sefales intracelulares mediadas por insulina, asi como la actividad reguladora
directa sobre GLUT-4, dan cabida a la hipotesis de que el la semilla de cilantro
disminuye el dafio hiperinsulinemico y promueve la sintesis efectiva de RNAm,
potenciando de este modo su respuesta y el producto del codificante que sufre

regulacion positiva.

Es al final de la exposicion a la semilla de cilantro cuando los efectos se ven
potenciados, pues la expresion de los RNAm tras 90 dias de exposicion sufre una
regulacion negativa de los mensajeros de IRS-2, Akt, GLUT-4 y Shc, mientras que
la expresion de PPAR-y se mantiene sin cambio. Se ha observado que en la una
carga de glucosa, tanto luteolina promueven la inhibicion en sitios de tirosina del
IRS-1, al tiempo que se presenta una disminucion de la fosforilacion de Akt que
conlleva a la disminucién en la recaptura de glucosa. La respuesta adopocitaria de
sintesis proteica que responde a la insulina depende de la activacién de genes,
tales como aP2, LPL, GLUT-4, se adquiere durante su diferenciacion en adipocitos
maduros. Se ha reconocido que el PPAR-y2, C/EBPB asi como C/EBP®
desempefian papeles criticos en la diferenciacion de adipocitos. La estimulacion
de PPPAR-y en ratones knock-out para los genes C/EBPf asi como C/EBP?® tiene
como consecuencia la disminucién en los niveles de GLUT-4 e IRS-2. Sin
embargo la cantidad de RNAm codificante para LPL no se modifica, sugiriendo
que la activacion de la diferenciacion no es el unico evento que conlleva al
desarrollo de la potencia de reguardo y funcionamiento adipocitario (Shao et. al.,
2013; Yamamoto et. al., 2002).

Esta evidencia sugiere la participacion activa de la semilla de cilantro
disminuyendo la expresion de genes que correlaciona con una disminucién de la
actividad promovida por insulina, se ha evidenciado que los efectos se producen

tanto en el receptor como los sustratos, situacion que evoca los fendmenos



previamente descritos, que inducirian una menor actividad por parte del tejido a
nivel genético. El mantenimiento de PPAR-y2sin embargo, no se realiza
mayoritariamente por este medio. Se ha demostrado que en cepas de ratén ob/ob,
asi como en cultivos celulares de lineas 3T3-L1, que la expresion de PPAR-y2,
condiciona a un mayor resguardo lipidico. También se ha observado que el
incremento de RNAm, correlaciona con el incremento de las fracciones proteicas
del PPAR (Vidal-Puig et. al., 1996; Choi et. al., 2010; Liu, et.al., 2000)

El conjunto de cambios observados en el transcurso de los tiempos corte,
evidencio la desregulacion que induce la administracion de una dieta lipidica. Los
cambios séricos se presentan a temprana exposicion, sin embargo se produce una
disminucién de los niveles de glucosa, colesterol y triglicéridos, que correlaciona
con los primeros cambios a nivel histologico en tejido adiposo. Se ha descrito
ampliamente que la interaccion desregulada entre la sobre estimulacién hepética,
la falta de respuesta muscular y la distrofia pancreéatica son eventos clasicos en el
desarrollo de enfermedades como el SM y la DM2. Paralelo a estos cambios se
presenta la progresiva ganancia lipidica de triglicéridos en el tejido adiposo
desarrollando hipertrofia, que sin embargo, no representa un reto importante que
estimule cambios a nivel de expresion genética que codifican para las principales
proteinas de respuesta involucradas en el correcto funcionamiento y respuesta a
la insulina, parte que conforma la regulacion mas fina para recaptura de glucosa y
en general la respuesta metabdlica generalizada. De este modo observamos que
el tejido respondi6 a la agresion del entorno mediante el desarrollo tréfico, que sin

embargo no indujo respuestas a nivel genético.

No obstante, la semilla de cilantro promueve efectos de regulacion negativa a nivel
proteico y genético en las células adipocitarias, que permitirian disminuir
notablemente el dafio producido por la dieta previniendo la perdida de la
funcionalidad celular, situacién que conllevaria a evitar la retroalimentacion del
dafio sistémico mediado por el tejido adiposo: se evitaria la lipélisis sostenida, una
mejor funciébn ante el resguardo calorico, mayor sintesis de adiponectina,

disminucion en la liberacidbn de resistina, asi como evitar el desarrollo de



fendbmenos inflamatorios. Ademas, estos eventos apoyan la hipétesis de que la
ingesta de semilla promueve la activacibn de vias metabdlicas ectopicas que

alivian el exceso cal6rico del entorno.

Grupo (Lipidos+Glucosa) Vs Grupo (Lipidos+Glucosa+Semilla)

Ademas de conocer este panorama, resulto interesante emular una mayor
desregulacion que estimule la respuesta maxima de la triada hepatica-muscular y
pancreatica. La adicion de glucosa a la dieta permitié conocer el estado maximo
de compensacion y mecanismos complementarios, ante la presencia del
potenciador natural para liberacion de insulina, lo que condujo al tejido adiposo a
la méxima desregulacién y subsecuentemente nuevos cambios en la respuesta,
situacion ideal para conocer mas a fondo los efectos de la semilla de cilantro. La
dieta hipercalérica de composicion glacida y lipidica presento una desregulacion
contundente en los pardmetros séricos determinados, observando el claro
desarrollo de hiperglicemia, hipertrigliceridemia asi como la caida en los niveles de
c-HDL, efecto que se presento desde los 30 dias de exposicion y continuo a los 60
y 90 dias.

Es interesante, que a diferencia de la dieta lipidica, la adicién de glucosa potencia
el dafio sistémico temprano asi como el incremento de la respuesta, evidenciado
por los cambios desde los 30 dias de tratamiento. Estos cambios se evidencian
directamente en los perfiles séricos con el perfil descrito clasicamente para la
resistencia a insulina en tejido hepatico, muscular y subsecuentemente el dafio
adipocitario. Sin embargo, la ingesta de glucosa via oral, asi como la liberacion de
glucosa causada por la desregulacion hepatica, condiciona a una respuesta
pancratica elevada. Esta respuesta se encuentra determinada por la mayor
liberaciobn de insulina, que a su vez promociona la respuesta muscular y
adipocitario de resguardo. Dicha respuesta deberia ser suficiente para promover el
resguardo lipidico y glucido, sin embargo se observa que el ingreso caldrico es
mayor al que el sistema permite compensar eficazmente apareciendo los niveles
de glucosa vy triglicéridos elevados, asi como la caida de los niveles circulante de

HDL, como producto de su catabolismo incrementado. Los resultados muestran



que dicho comportamiento se presenta a lo largo del experimento, pero resulta

interesante que los niveles presentan una elevacion progresiva.

Estas condiciones desregulatorias han sido observadas y demostradas en
diversos estudios. El desarrollo de hiperglicemia, hipertrigliceridemia asi como |
caida de HDL, es el perfil clasico de la enfermedad metabdlica desarrollada por
excesos caldricos y se acompafia de resistencia a la insulina. La fisiopatologia de
la resistencia insulinica conforma por una “tirada” clasica: 1) alteracion de la
secrecion de insulina por las células B-pancreaticas, 2) resistencia a la insulina
muscular y 3) resistencia a la insulina hepatica; donde todos juegan un papel
central en el desarrollo y progresion de la intolerancia a la glucosa. Esto deriva a
una desregulacion muscular, y en ultima instancia dafio adipocitario. Dado que las
concentraciones elevadas de glucosa en plasma, AGL y citoquinas pueden inducir
resistencia a la insulina, es complicado dar el origen del la desregulacién con
certeza, pues es la coexistencia de todos estos eventos lo que permite la
progresion e irreversibilidad del dafio homeostatico, en diferentes tejidos por
medio de diferentes mecanismos (DeFronzo, 1988; DeFronzo, 1997; Tripathy, et.
al., 2000; Reaven, et. al., 1989; Weyer et. al., 1999).

En adicidén a las consecuencias metabdlicas producidas por la ingesta de lipidos,
la ingesta de glucosa por via oral, en conjuncion con la sobreproduccion de
glucosa y lipidos hepética, estimula aun mas la liberacién de insulina, modificando
la respuesta normal del tejido muscular y el adipocitario. Se ha descrito
ampliamente que los estados hiperinsulinemicos se traducen en la atrofia de las
vias de sefalizacion estimuladas, generando baja en la sensibilidad a la insulina y
resistencia en casos mas graves, ademas se sabe que la recaptura de glucosa
mediada por insulina, en individuos con DM2 disminuye hasta en 50%. Por tal
razon se considera que la hiperglicemia se debe al incremento de la PHG, la
ingesta de carbohidratos a la falta de respuesta muscular como determinantes de
la concentracion de glucosa en plasma en ayunas (Thiebaud et. al. 1982,
DeFronzo et. al. 1989).



Sin embargo, el desarrollo de la desregulacion lipidica tiene como punto clave el
aumento de la oxidacion de AGL. La oxidacion de AGL excesiva conduce al
incremento intracelular de acetil-CoA, que fomenta una ralentizacion del ciclo de
Krebs. Estos eventos conducen a la acumulacion de citrato, inhibidor de la
fosfofructocinasa que provoca por efectos de formacion la acumulacion de
glucosa-6-fosfato en la via glucolitica. Este cambio induce la inhibicion de
hexoquinasa Il. Disminuyendo la ruta glucolitica y generando la acumulacion de
glucosa libre intracelular que restringe el transporte de dicho carbohidrato en la
célula a través del transportador GLUT4. Esta secuencia de acontecimientos, que
fomenta la oxidacion del plasma de los AGL, inhibe el transporte de glucosa en el
musculo, la oxidacion de la glucosa y la sintesis de glucégeno, que se conoce
como el ciclo de Randle (Randle et. al., 1963; Chen et. al., 1999; DeFronzo 1997,
Groop et. al. 1989; Reaven, 1995; Golay et. al. 1987).

Resulta interesante, que ante este perfil bioquimico sistémico de dafio potenciado,
la ingesta de semilla de cilantro promueve una regulacion importante. En primera
instancia promueve una disminucién de los niveles de glucosa, que sin embargo
no modifica os niveles de triglicéridos ni HDL. Esta evidencia sugiere una mejora
en la respuesta tisular, probablemente mediado por insulina y la consecuente
respuesta muscular, que promueve la internalizacion de glucosa. No obstante, el
metabolismo de lipidos no sufre cambios por este efecto compensador. Sin
embargo, el efecto se pierde notablemente a los 60 dias observando que no
modifica los niveles de glucosa ni HDL, ademas de que se presenta un incremento
de triglicéridos circulantes. Esta situacion no se habia observado previamente,
indicando que el efecto de la ingesta de semilla de cilantro es un factor limitante
respecto al resguardo lipidico. En un ambiente fisioldgico como el generado por la
dieta, dicho resguardo se debe efectuar en tejido adiposo, pues posee la
magquinaria biosintética necesaria para cubrir tal demanda. Por lo que conocer los
cambios troficos es de vital importancia, dichos eventos se discutiran

posteriormente.



Antes de abordar estos cambios, es destacable que en el siguiente tiempo corte, y
final del proceso experimental, la ingesta de semilla de cilantro, promueve una
regulacion de los niveles séricos de glucosa y triglicéridos, al tiempo que se
aprecia, mantiene los niveles de HDL significativamente elevados, indicando una
mejora de vital importancia a este nivel de estudio. Este entorno bioquimico apoya
la hipétesis de que los principales efectos mediados por la ingesta de semilla de
cilantro, son producidos por cambios en tejidos periféricos. Mientras que se

destaca, dichos cambios no se presentarian primordialmente a nivel hepatico.

De esta forma, evidenciamos que acorde a la bibliografia la dieta hipercal6rica
lipidica-glacida, genera el dafio y cambios clasicos a los tejidos de respuesta en
distribucion y resguardo: higado, pancreas y musculo, cuya consecuencia
metabolica es la sobre estimulacion del tejido adiposo. A nivel histoldgico, los
resultados evidenciaron un desarrollo hipertréfico importante y progresivo,
llegando a ser de mas del 300% respecto al grupo C. Este cambio correlaciono
directamente a nivel zoométrico con la ganancia de perimetro abdominal y el
incremento del porcentaje de grasa a los 30 dias de trabajo, dichos cambios que
evidencian el resguardo mayoritario a cargo del tejido adiposo blanco e
indirectamente el depdsito ectépico de lipidos. En complemento, la ganancia de
triglicéridos en el tejido es fundamental para el andlisis, pues observamos que
desde el inicio del tratamiento se presento un incremento de triglicéridos en el
tejido, el cual fue persistente y progresivo a los 60 y 90 dias. Asimismo, se aprecio
el incremento de IMC y pesos sustancial en los tiempos de 60 y 90 dias. Aunque
los resultados son contundentes y de distinta magnitud en comparacion a los
obtenidos con la dieta lipidica-glucida, el contexto del dafio en el triunvirato
higado, musculo y pancreas, promueve la desregulacion adipocitaria, que a su vez
terminara por impactar al sistema de forma importante, funcionando como un
retroalimentador del dafio previo. El desarrollo del tejido adiposo se asocia
directamente a la obesidad y clasicamente a su progresion hacia SM y se
relaciona con tres factores: indice de masa corporal alcanzada, duracion de la

obesidad, y el aumento en el peso corporal (Wannamethee & Shaper, 1999).



Sin embargo no solo el incremento del total de grasa tiene impacto sistémico, sino
que el patron de distribucién de la grasa también es un predictor de la sensibilidad
del cuerpo a la insulina, de modo que se ha observado que aumento de la grasa
visceral se relaciona mas especificamente con la presencia de resistencia a la
insulina, ademas de los cambios morfoldgicos, la activacion de proliferadores de
diferenciacion y resguardo se haya de la mano con este crecimiento, donde el
PPAR-y juega un papel fundamental para la capacidad de resguardo lipidico
(Kolterman et. al., 1980; Gastaldelli et. al., 2000; Kashiwagi et. al., 1983; Bonora
et. al., 1992). Ademas de estos efectos se ha demostrado que las células del tejido
adiposo blanco, que predomina en la grasa visceral, promueven la sintesis y
liberacibn de adipocinas inflamatorias (como IL-6, TNF-a, PAI-1 entre otros)
(Zierath et. al., 1998) Arner, 2001)

Cuando el resguardo lipidico por parte del tejido adiposo es insuficiente, a pesar
del desarrollo hipertrofico, se produce una liberacion por “desborde” de los lipidos
de tal modo que el sistema conduce a que el exceso de lipidos ingeridos se
resguarde en tejido hepéatico y muscular exacerbando el desarrollo de resistencia
grave a la insulina en estos 6rganos. Estad bien descrito que en animales con
mutaciones gue limitan la adipogénesis, desarrollan una lipodistrofia que concluye
en el depdsito de grasa ectopica, liderado por la infiltracion de grasa en el higado y
musculo, desatando resistencia a la insulina en ambos tejidos desatando ademas,
alteracién en la tolerancia a la glucosa. El desborde lipidico explica perfectamente
el comportamiento hipertréfico que correlacionan con resistencia a la insulina
incluso mas que cualquier otra medida de la adiposidad y dicha hipertrofia celular
predice el desarrollo hacia DM2 (Weyer et. al., 2000; (Kim et. al., 2000; Reue et.
al., 2000; Péterfy et. al., 2001)

En términos sencillos, una vez que la maxima capacidad de resguardo del tejido
adiposo se presenta, los lipidos se “desbordan” a otros tejidos (musculo y del
higado), donde los metabolitos intracelulares de metabolismo de los triglicéridos
interfieren con la sefializacion de la insulina, la glucosa transporte / fosforilacion, y

la sintesis de glucdgeno en el musculo y aumentar la gluconeogénesis hepatica /



produccion total de glucosa. De esta forma se confirma que el resguardo lipidico
se fomenta por el ingreso de glucosa que a su vez estimula la respuesta insulinica

necesaria para la actividad del tejido adiposo.

Ademas de dichos cambios, también se ha descrito que la hiperfosforilacion del
los IRS, asi como la fosforilacion en sitios cataliticos distintos a las tirosinas,
promueve la activacion de mediador intracelulares como Shc, asi como la
activacion del PPAR-y (Kolterman et. al., 1980; Gastaldelli et. al., 2000). Tambien
se ha demostrado que en cepas de raton ob/ob, asi como en cultivos celulares de
lineas 3T3-L1, que la expresion de PPAR-y2 se potencia para resguardo lipidico,
gue correlaciona con la cantidad de insulina presente en el medio. Estos eventos
correlacionan directamente con el incremento de las fracciones proteicas del
PPAR; pues se ha evidencia mediante western blot el incremento proteico en
dichas circunstancias (Vidal-Puig et. al., 1996). Esta activacion conlleva al
incremento de la capacidad de resguardo de triglicéridos mediado por el ingreso y
almacén en peroxisomas, sirviendo indirectamente como mediador de la
capacidad hipertrofica del tejido mediada por la accién de la insulina en estados de

sobre-estimulo caldrico.

Es a este nivel de andlisis donde los efectos de la ingesta de semilla de cilantro se
tornan mas evidentes, pues tras 30 dias de exposicidn la semilla evita el desarrollo
hipertréfico, asi como la ganancia de triglicéridos en el tejido. No obstante, no
produce cambios en el perimetro abdominal, como podria esperarse. En cambio,
al segundo tiempo corte se observo un cambio de especial interés para el
tratamiento, pues de observa que la semilla continua con el efecto protector ante
el desarrollo hipertréfico donde ademas se presenta un desarrollo hiperplasico del
tejido. Este cambio resulta de especial interés, pues es sugerente de una
demanda excesiva del resguardo lipidico mediada por los cambios séricos
observados. En complemento a este cambio, es importante y notorio que la
ingesta de semilla de cilantro disminuye los indices zoométricos de mayor
relevancia; perimetro abdominal, IMC y el porcentaje de grasa corporal, ademas
de reflejar un menor resguardo de triglicéridos en el tejido adiposo.



De esta forma, se aprecia que la respuesta adipocitaria se encuentra altamente
estimulada, principalmente por el excesivo aporte caldrico, la desregulacion
sistémica y la respuesta potenciada por insulina. En dicho contexto, se ha descrito
que el resguardo de triglicéridos, se realiza primordialmente en el tejido adiposo,
por lo tanto el incremento de triglicéridos circulantes observados en este punto de
corte conduce a pensar que la semilla de cilantro funciona como un agente
limitante en la capacidad de resguardo y distencion del tejido adiposo blanco.
Dicho cambio se refleja ademas en la disminucion de los indices zoométricos. Sin
embargo, ante la inminente falta de un medio de resguardo, el sistema se ve
obligado a promover la activacion de mecanismos que conduzcan a la
proliferacion y/o diferenciacion celular como intento de formacion de un sistema
gue realice tal funcion. Al punto final del estudio, se aprecia que histologicamente,
la semilla evita el desarrollo tréfico al tiempo que se promueve el desarrollo
hiperplasico contundente en el tejido. Este cambio se acompafa nuevamente de la
disminucion en los niveles morfométricos determinados. Asi como el nivel de
triglicéridos resguardados en el tejido. Aunado a estos cambios, se aprecia una
disminucién significativa de los niveles de glucosa y triglicéridos, ademas de
promover una mejora en los niveles de HDL. Estos cambios apoyan la hipétesis
propuesta de que la semilla de cilantro sirve como limitante del desarrollo
hipertréfico, cuya consecuencia estimula al sistema al desarrollo de un nuevo
tejido adiposo recién diferenciado, que sea capaz de realizar el resguardo lipidico,
asi como la distribucion del mismo debido a la diferenciacién y presencia de tejido
de resguardo en zonas anatémicas donde no se apreciaba previamente, al tiempo

gue se fomenta el depdsito de sustratos energéticos en tejidos periféricos.

Durante la administracion de la dieta calorica glucida-lipidica. Se observo un
importante efecto regulador a nivel sérico e histolégico por parte de la semilla de
cilantro. Sin embargo, la respuesta tisular no se habia observado previamente, y
ante tales cambios, es importante conocer la respuesta a insulina indirectamente,
mediante el comportamiento del transportador GLUT-4. Los resultados observados
demostraron que la expresiéon del transportador no presento cambios después de

30 dias de exposicién a la dieta lipidica-glucida.



Sin embargo, tras 60 y 90 dias se observaron incrementos significativos. Resulta
interesante observar, que la ingesta de semilla promueve un patron de expresion
inferior para GLUT-4, a los tres puntos de corte, indicando la presencia de un
efecto constante bajo estas condiciones. Bajo el modelo descrito y caracterizado,
el enfoque global de la desregulacion sistémica apunta a pensar en la disminucién
de respuesta a la insulina. Como se ha mencionado previamente, la semilla de
cilantro es rica en flavonoides, y sus compuestos mayoritarios han probado inhibir
la recaptura de glucosa estimulada por insulina en adipocitos, mediante la
promocién de la caida en la sensibilidad a la insulina, a través de la disminucién
en la activacion de IRS-1, la falta de activacion subsecuente de Akt asi como,
ademas de una disminucion intrinseca debida a una diferenciacion deficiente,
inducida por falta de activacion de todos los elementos involucrados en la misma,
como PPAR-y2, C/EBPB asi como C/EBP® (Shao et. al.,, 2013; Nomura et. al.,
2008; Prasadet. Al., 2009; Yamamoto et. al., 2002).

A diferencia de la dieta lipidica, el complemento de glucosa en la dieta promovié
cambios séricos, tisulares y proteicos importantes. De la misma manera, se
observaron cambios importantes a nivel de expresion genética. La interaccion de
insulina en el tejido adiposo, tiene como efecto ulterior, fomentar el ingreso de
glucosa a la célula. Para realizar este fenbmeno, se sirve de un complejo
mecanismo proteico que implica la translocacion del transportador GLUT-4. Este
evento depende de la correcta fosforilacion de las proteinas intermediarias, siendo
fundamentales para tal evento las proteinas IRS y Akt, asi como la sintesis
efectiva del propio transportador GLUT-4. Como primer acercamiento, se realizo el
estudio de la expresion de RNAm de dichas proteinas, el cual indico un
incremento en la expresion de de Akt, asi como de GLUT-4. Este incremento
sugiere una situacion compensadora ante una mayor demanda de actividad
proteica, probablemente para mantener los sistemas de funcionamiento proteico
eficazmente. Sin embargo resulta interesante que el IRS-2 no sufre modificaciones
de expresion. Aunque existen pocos estudios respecto a la actividad del IRS-2, la
presencia de esta expresion en condiciones basales, podria sugerir que la accion

del mediador de acoplamiento se encuentra aun en buen funcionamiento, pues se



ha descrito que la activacion del IRS-2 se presenta en estados compensatorio por
resistencia insulinica y funciona como proteina de acoplamiento en la sefializacion
rio abajo, efecto que también ha sido observado en otros tejidos (Previs et. al.;
2000; Rondinone et. al., 1997; Withers et. al. 1998).

Por otra parte la activacion de Shc indica la exigencia extracelular que fomenta la
necesidad de un mayor resguardo lipidico, y esta hipotesis adquiere mayor fuerza
al observar la regulacion positiva del PPAR-y, cuya funcionalidad se ha descrito
previamente. Esta evidencia sugiere fuertemente que independiente del entorno
metabdlico, el tejido presenta un sufrimiento importante, que intenta compensar
desde el nivel basico que compete a la expresion genética, fomentando la
respuesta a la insulina como fuente de resguardo glacido, asi como la respuesta
de mediadores que apoyen al resguardo lipidico, como lo seria la activacion de los

peroxisomas.

Posterior a los 60 dias de exposicion a la dieta, el patrén de expresion genético
fue similar, con una regulacion positiva para los codificantes de Akt y GLUT-4,
acompafado de la sobreexpresion del RNAm de IRS-2. Este cambio, apunta a la
aparicién de un estatus de insulinoresistencia importante, e invita a ser estudiado
mas fondo, pues sugiere la perdida de respuesta compensatoria del tejido
adiposo, que como ha sido expuesto previamente tendria como consecuencia el
impacto irreversible del dafio sisttmico. Ademas se aprecia que la regulacion
positiva del RNAm de Shc permanece intacta, situaciéon que apoya la hipétesis del
estimulo que conlleve a la necesidad de resguardo energético sefialado por
insulina. Sin embargo, no se aprecia una regulacion positiva para PPAR-y,
destacando que este es un cambio transitorio. El cambio en el patrén de expresion
genética se presento al final del experimento, pues se observo la regulacion
negativa de los codificantes de IRS-2, Akt, y GLUT-4, asi como Shc como
mediador de la via proliferativa. Estos cambios proveen de un fuerte indicio de la
perdida en la actividad intracelular mediada por insulina. De tal forma que en el
punto final del experimento, se observa la maxima desregulacion sistémica, asi

como adipocitaria, que promueve la resistencia insulinica y la ausencia de



actividad adipocitaria que tiene como consecuencia la promocién del estado
desregulatorio sistémico competente a insulina. A pesar de los escasos reportes
sobre estos cambios, se ha observado que en pacientes insulinoresistentes
obesos, el RNAmM de GLUT-4 es inferior respecto a los grupos control tanto en
respuesta a la insulina como en su ausencia, acompafiado de la perdida de
respuesta a insulina tanto en condiciones basales como posprandiales (Ducluzeau
et. atl, 2001).

En relacién a la respuesta mediada por la ingesta de semilla de cilantro, la
regulacion promovida resulta ser notoria desde los 30 dias de exposicion. Los
codificantes de IRS-2, Akt y Shc presentaron una regulacién positiva importante.
Mientras que la expresion de GLUT-4 y PPAR-y permanece sin cambios. Como se
ha mencionado, la aparicion del codificante de IRS-2, es un fuerte indicativo de
sintesis necesaria de la proteina, que a su vez obedece a los cambios
fosforilativos en el IRS-1. De hecho, se ha observado que la luteolina, asi como
otros promueve la inhibicidon en sitios de tirosina del IRS-1, al tiempo que se
presenta una disminucién de la fosforilacion de Akt que conlleva a la disminucién
en la recaptura de glucosa. (Shao et. al., 2013) Probablemente, este efectos
transitorio, permitan la respuesta proteica normal, y en base a este cambio, se
produce el ligero incremento en los codificantes de Shc y Akt. Sin que se

presenten mas cambios.

Sin embargo, estos cambios de regulacion desaparecen tras 60 dias de
exposicién al tratamiento. Se observo que la ingesta semilla de cilantro genera una
regulacion negativa de los codificantes IRS-2, Akt, GLUT-4 y Shc, indicando
nuevamente que los efectos competen a la via de respuesta insulinica. Se ha
mencionado previamente, que los flanovoides que componen a la semilla de
cilantro, promueven la baja sensibilidad a la insulina, generando efecto
antiobesidad a través de la diferenciacién de adipocitos en células 3T3-L1. (Ahn
et. al., 2008; Park et. al., 2009). Por esta razon, el efecto observado correlaciona
con la hipotesis de la interferencia a nivel de receptor de insulina asi como las

proteinas de acoplamiento IRS durante el estimulo de la hormona. De esta manera



se puede inferir, que a causa de la ausencia de estimulo proteico, la expresion
genética se deriva en una regulacion negativa para los codificantes de las
proteinas implicadas. Sin embargo, resulta interesante que la expresion de PPAR-
Y permanece sin cambios respecto a la dieta lipidica-glucida. Los resultados
obtenidos muestran que el tejido adiposo sufre una regulacion del comportamiento
trofico, sobre este cambio, se he demostrado que cultivo de células 3T3-L1 la
luteolina inhibe la acumulacién de triglicéridos intracelulares, cuyo cambio apunta
a la disminucion en la expresion los factores de transcripcion adipogénicos como
el PPAR-y (Park et. al., 2009). Este cambio, provee de informacion que sugiere
que la semilla de cilantro limita el desarrollo tréfico celular, y apoya la teoria de
que en un intento por desarrollar un sistema de resguardo, se promueva la
confluencia preadipocitaria y esto derive en la morfologia hiperplasica observada.
Después de 90 dias de tratamiento, el efecto regulador de la semilla de cilantro se
conserva, manteniendo la regulacién negativa del RNAm de IRS-2, GLUT-4 y Shc,
confirmando las acciones previamente descritas. Sin embargo, a pesar del
elevado estatus hiperplasico observado en la morfologia tisular, el codificante de
PPAR-y, unos de los promotores de diferenciacion mas estudiados vy
caracterizados en el tejido, sufre una regulaciébn negativa notable. Este cambio
correlaciona y confirma la hipteisis del desarrollo adipocitario en respuesta a la
demanda energética. Se ha descrito que el tejido es capaz de fomentar
adipogénesis, al tiempo que existe una inhibiciébn de la lipogenesisis de novo-
caracterizada por un descenso en los niveles de RNAmM de SRBP-1, C/EBPa vy
PPAR-y (Ahn et. al. 2008) Eventos que ademas guardan una estrecha relacion
con el cambio observado a nivel de triglicéridos en tejido, pues la ingesta de
semilla disminuye significativamente la cantidad de los mismos. Sin embargo los
efectos de los componentes de la semilla de cilantro, han demostrado tener
efectos en otros tejidos, y aunque los estudios son escasos, Lee et. al. 2009 asi
como Khang et. al. 2010, han observado que la quercetina y luteolina inhiben la
inflamacion mediante la disminucién en la produccion de IKKB y NF-kB. Ademas,
Wein y colaboradores observaron que la quercetina redujo la concentracién de

glucosa en plasma aun en presencia de una dieta hipercaldrica de origen lipidico.



Asi mismo, dichos estudios confirmaron la actividad inhibidora sobre los niveles de
RNAmM de PPAR-y ante la misma condicion de dieta hiperlipidica. Aunado a estos
cambios, observaron el incremento en los niveles de RNAm de adiponectina, lo
gue apunta a una correcta funcion celular, y la disminucién de resistencia insulina

en tejidos ectopicos.

De esta forma, la ingesta de semilla de cilantro promueve una limitacion en la
accion de la insulina y presentamos evidencia que sugiere la inactivacion de
PPAR-y como responsable de la limitante hipertréfica, que en conjuncion
promueve un ambiente protector para el tejido adiposo. Complementariamente, la
respuesta adipocitaria en mediadores como adiponectina podria presentarse de
modo normal, reduciendo el impacto sistémico, asi como una menor produccién
de citocinas inflamatorias que promuevan en el sistema, un mejor respuesta a la

insulina.

En este contexto, Eid y colaboradores demostraron recientemente que en
mioblastos murinos usados como modelo de musculo esquelético, la quercetina
potencia la recaptura de glucosa, estimulando la via de las AMPK. Otro estudio
orientado a conocer la respuesta del transportador GLUT-4, demostré que la
administracion de quercetina en ratones ob/ob mejora la sensibilidad a la insulina
reflejada por un incremento en la expresion de GLUT4. Asi mismo, disminuye la
fosforilacion y activacion de JNK y TNFa, siendo este camino correlacionado con
los niveles normales de GLUT4 en estado desregulados. Por lo tanto, ambos
estudios indican que la administracion de este compuesto disminuye el estado
inflamatorio en musculo, ademas de regular y revertir los efectos de resistencia
(Anhé, et. al. 2012).



CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos demostraron que la ingesta de la dieta hiperlipidica
promueve la desregulacion sérica de glucosa, triglicéridos asi como HDL. Esta
desregulacion se ve potenciada por la adicion de glucosa por via oral. Se observé
que la ingesta de semilla promueve la disminucién de triglicéridos ante la dieta

lipidica; sin embargo este efecto no se observa con la adicion de glucosa.

Aunado a estos cambios la ingesta de ambas dietas cal6ricas generd el
incremento en el perimetro abdominal, porcentaje de grasa e IMC. Se observo que
en comparacion a la dieta lipidica-glacida, la ingesta de semilla de cilantro

promueve la disminucion de estos indices.

Los cambios metabdlicos promovidos por las dietas hipercaléricas se vieron
reflejados en la ganancia de triglicéridos del tejido adiposo. Esta ganancia fue
mayoritaria en la dieta lipidica-glicida. Dichos cambios correlacionaron con el
desarrollo hipertréfico del tejido, que guarda proporcion con la ganancia lipidica.
Estos cambios fueron regulados por la semilla de cilantro que actia como
limitante del desarrollo hipertréfico en ambas dietas, no obstante frente a la

adicién de glucosa se observo el desarrollo hiperplasico del tejido.

La expresion de los codificantes analizados no reflejo cambios ante la exposicion a
la dieta lipidica. Sin embargo, la semilla de cilantro promueve la regulacion
negativa de los RNAmM analizados al final del tratamiento. En complemento, la
dieta lipidica-glucida género la regulacion positiva de los codificantes a los 30 y 60
dias de tratamiento, para posteriormente disminuir la expresion al punto final del
experimento. En este sentido la semilla promueve la regulacion negativa en los

genes analizados tras la exposicion a 60 y 90 dias del tratamiento lipidico-glucido.



ANEXOS

Determinaciones Séricas de los metabolitos.

Determinacion sérica de glucosa

Fundamento de la prueba: La glucosa oxidasa (GOD) cataliza la oxidacion de
glucosa a acido glucénico. El peroxido de hidrogeno (H202) producido se detecta
mediante un aceptor cromogénico de oxigeno, fenol, 4— aminofenazona (4-AF), en

presencia de la peroxidasa (POD):

B-D-Glucosa + O, + H,0 GOD Acido glucénico + H,0,
H,O, + Fenol + 4-AF POD Quinona + H,O

La intensidad del color formado es proporcional a la concentracién de glucosa

presente en la muestra ensayada.

Para realizar la determinacion del analito, se requiere un espectrofotbmetro o
analizador para lecturas a 505 nm, cubetas de 1,0 cm de paso de luz, tubos de
ensayo, gradilla, vortex, bafilo maria a 37°C. Primero se ajustar el
espectrofotometro a cero frente a agua destilada y se pipetea en uno tubo de

ensayo de la siguiente manera:

Blanco Patrén Muestra
Reactivo (mL) 1 1 1
Patron (L) -- 10 --
Muestra (uL) -- -- 10

Mezclar e incubar 10 minutos a 37°C 5. Leer la absorbencia (A) del patrén y la
muestra, frente al Blanco de reactivo. El color es estable como minimo 30 minutos.

Para conocer la concentracion, se realiza el siguiente calculo:

(Abs)Muestra

Gbsypatron. § Concentracién del patrén (100mg/dL) = mg/dL de glucosa en la muestra



Determinacién sérica de colesterol

Fundamento de la prueba: El colesterol presente en la muestra origina un
compuesto coloreado segun la reaccion siguiente:

Esteres colesterol + H,O CHE Colesterol + Acidos grasos

Colesterol + O, CHOD | 4-Colestenona + H>0»

2 H,O, +Fenol + 4-Aminofenazona POD Quinonimina + 4H,0

La intensidad del color formado es proporcional a la concentracién de colesterol
presente en la muestra ensayada. Para realizar la determinacion del analito, se
requiere un espectrofotometro o analizador para lecturas a 505 nm, cubetas de 1,0
cm de paso de luz, tubos de ensayo, gradilla, vortex, bafio maria a 37°C. Primero
se ajustar el espectrofotometro a cero frente a agua destilada y se pipetea en uno

tubo de ensayo de la siguiente manera:

Blanco Patron Muestra
Reactivo (mL) 1 1 1
Patrén (uL) -- 10 --
Muestra (uL) -- -- 10

Mezclar e incubar 10 minutos a 37°C 5. Leer la absorbancia (A) del patrén y la
muestra, frente al Blanco de reactivo. El color es estable como minimo 30 minutos.

Para conocer la concentracion, se realiza el siguiente célculo:

(Abs)Muestra

bsypatren Concentracion del patron (200mg/dL) = mg/dL de colesterol en la muestra



Determinacion sérica de triglicéridos

Fundamento de la prueba: Los triglicéridos incubados con lipoproteinlipasa (LPL)
liberan glicerol y &cidos grasos libres. El glicerol es fosforilado por glicerolfosfato
deshidrogenasa (GPO) y ATP en presencia de glicerol quinasa (GK) para producir
glicerol-3-fosfato (G3P) y adenosina-5-difosfato (ADP). EI G3P es entonces
convertido a dihidroxiacetona fosfato (DAP) y peroxido de hidrogeno (H»O3) por
GPO. Al final, el peroxido de hidrogeno (H.O,) reacciona con 4- aminofenazona
(4-AF) y p-clorofenol, reaccion catalizada por la peroxidasa (POD) dando una

coloracion roja:

Triglicéridos + H,O LPL Glicerol + Acidos grasos libres
Glicerol + ATP Glicerocinasa G3P+ ADP

»
»

G3P + 0O, GPO DAP + H>0,
—_—
H,O, + 4-AF + p-Clorofenol POD Quinona + H,O

La intensidad del color formado es proporcional a la concentracién de colesterol
presente en la muestra ensayada. Para realizar la determinaciéon del analito, se
requiere un espectrofotometro o analizador para lecturas a 505 nm, cubetas de 1,0
cm de paso de luz, tubos de ensayo, gradilla, vortex, bafio maria a 37°C. Primero
se ajustar el espectrofotometro a cero frente a agua destilada y se pipetea en uno

tubo de ensayo de la siguiente manera:

Blanco Patrén Muestra
Reactivo (mL) 1 1 1
Patron (L) -- 10 --
Muestra (uL) -- -- 10

Mezclar e incubar 10 minutos a 37°C 5. Leer la absorbencia (A) del patrén y la
muestra, frente al Blanco de reactivo. El color es estable como minimo 30 minutos.

Para conocer la concentracion, se realiza el siguiente calculo:



(Abs)Muestra

Gbsypatron Concentracién del patrén (200mg/dL) = mg/dL de triglicéridos en la muestra

Determinacién sérica de colesterol HDL

Fundamento de la prueba: El colesterol presente en la muestra origina un
compuesto coloreado segun la reaccion siguiente: Las lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL) y de baja densidad (LDL) presentes en la muestra, precipitan en
presencia de fosfotungstato y iones magnesio. El sobrenadante contiene las
lipoproteinas de elevada densidad (HDL), cuyo colesterol se cuantifica
espectrofotométricamente mediante las reacciones acopladas descritas a

continuacion:

Colesterol esterificado + H,O Colesterol Esterasa Colesterol + Acido

graso Colesterol +%2 O, + H,O Colesterol oxidasa Colestenona + H,0,

»
»

2 H02 + 4 — Aminoantipirina + Fenol _Peroxidasa Quinonaimina + 4 H,O

El primer paso para esta técnica, es realizar la precipitacion de las liporpoteinas

LDL y VLDL, para lo cual pipeteamos en un tubo que va a ser centrifugado:

Muestra 200 pL

Reactivo (A) (kit de Colesterol HDL) 500 uL

Agitar bien y dejar durante 10 minutos a temperatura ambiente, para
posteriormente centrifugar durante 10 minutos a un minimo de 4.000 r.p.m.

Recoger con cuidado el sobrenadante (aproximadamente 150 pL de
sobrenadante, sin mover el tubo para evitar el desprendimiento de las otras

fracciones que han sedimentado).

Para realizar la determinacion del analito, se requiere un espectrofotbmetro o
analizador para lecturas a 505 nm, cubetas de 1,0 cm de paso de luz, tubos de
ensayo, gradilla, vortex, bafio maria a 37°C. Primero se pipetea en un tubo de

ensayo de la siguiente manera:



Blanco Patron Muestra
Agua Destilada 100 pL -- --
Patrén de colesterol HDL -- 100 pL --
Sobrenadante de muestra -- -- 100 uL
Reactivo de colesterol 1.0 mL 1.0 mL 1.0mL

Una vez realizadas las muestras correspondientes, agitar bien e incubar los tubos
durante 10 minutos a 37°C. Y posteriormente, leer la absorbencia (A) del Patrén y
de la Muestra, ajustando el espectrofotometro a 500 nm frente al Blanco de
reactivo. El color es estable durante al menos 30 minutos.

Para conocer la concentracion de la muestra, se realizan las siguientes

operaciones

(Abs)Muestra

Abs)Pacron x Concentracion del patrén (200mg/dL) x factor de dilucion (52,5

mg/dL) = mg/dL de colesterol HDL en la muestra



Técnicas histologicas.
Deshidratacion e inclusion en parafina

Una vez que se realizan los sacrificios de los animales, se procede a obtener el tejido
adiposo retroventral para las distintas técnicas. Para el caso de las técnicas histolégicas,
tincion de PAS e inmunofluoresecencia de Glut-4, la muestra se obtiene y se conserva en
formalina tamponada con buffer de fosfatos al 10%. Se anestesia al espécimen con
ketamina/xilazina por via intraperitoneal y se procede a realizar la obtencién del tejido.

Continuando con el proceso, la deshidratacion del tejido para su posterior inclusion

en parafina se realiza de la siguiente manera.

Deshidratacion:

Formalina Neutra Indefinido
Lavado con buffer de fostatos (PBS) 3 veces

Alcohol 80% 1:30
Alcohol80% 1:30
Alcohol 95% 1:30
Alcohol 95% 2:00
Alcohol Absoluto 1:30
Alcohol Absoluto 2:00
Xilol 1:30
Xilol 2:00
Parafina-Xilol 1:30
Parafina 1:30
Parafina 2:00

Una vez embebidos en el segundo cambio de parafina, se conservan los bloques

listos para cortes, que se realizaron a 7 micras cada uno de ellos.



Tincién acido peryoddico de Schiff

La técnica del Acido Periédico de Schiff (PAS), es utilizada para colorear

carbohidratos y sustancias relacionadas con ellos.

El reactivo de PAS, consiste en oxidar los tejidos mediante el &cido
peryodico para incrementar el nimero de grupos carbonilos (aldehidos o cetonas)
presente en ellos, de forma que puedan ser demostrados posteriormente por el
reactivo de Schiff. El acido periddico es un oxidante selectivo, a través del cual el
tejido es preparado por medio de una oxidacion, reaccionando sobre los azUcares
que contienen y los convierten en aldehidos, momento en que actla el reactivo de
Schiff.

El reactivo de Schiff, se conocié en el afio 1886, como una recoloracién de
la fucsina bésica, la cual es tratada con acido sulfuroso, que hace desaparecer un
doble enlace existente en el centro de la molécula, trasformandose en una
sustancia incolora (acido sulfofucsinico o reactivo de Schiff). Cuando el reactivo de
Schiff reacciona con dos grupos aldehidicos contiguos flanqueados por los
correspondientes radicales OH, aparece de nuevo el doble enlace (grupo

cromofobo) y, con él, la coloracion rojo fucsia caracteristica.
Reactivos necesarios:

a) Solucion de Acido peryodico al 5%
b) Solucion de acido clorhidrico 1N

c) Reactivo Schiff de Coleman

d) Solucion de hematoxilina de Harris

La secuencia de pasos para realizar la tincion es la siguiente:

Xilol 5 lavados
Alcohol 95% 1 minuto
Alcohol 80% 1 minuto

Agua corriente 1 minuto




Agua destilada 1 minuto
Oxidar en la solucion de acido peryédico 15 minutos
Agua destilada 1 minuto
Colocar en reactivo se Schiff de coleman 15 minutos
Lavar con agua tibia 10 minutos
Conttrastar con hematoxilina de Harris 10 minutos
Agua corriente 15 minuto
Alcohol 95% 2 minutos
Alcohol 95% 2 minutos
Alcohol absoluto 2 minutos
Alcohol absoluto 2 minutos
Xileno 2 minutos
Xileno 2 minutos

Al final de procedimiento se monta con resina.

El glucégeno, mucinas y algunas membranas basales se tifien de color rojo a

parpura, mientras los nucleos se tifien azules.
Técnica pararojo oleoso
Propilenglicol al 85% y 100%

Solucién de aceite rojo O al 0.5%

Acetite rojo O 05¢

Propilenglicol 100% 100 mL

Agregar pequeiias cantidades de propilenglicol al aceite rojo O, mezclar bien y
triturar los tozos grandes. Gradualmente agregar el resto del propilenglicol
revolviendo periodicamente. Calentar moderadamente hasta que la solucion

alcance los 95° C. No dejar que sobrepase los 100° C. Revolver mientras se



calienta y pasar a través de un papel filtro grueso. Dejarlo permanecer
temperatura ambiente durante la noche. Filtrar a través de un filtro de vidrio poroso

con la ayuda de vacio. Si la solucién aparece turbia, filtrar nuevamente.

Jalea de glicerina para montar.

Grenetina 1049

Agua destilada 60 mL

Calentar hasta la disolucion y agregar:

Glicerina 70 mL
Fenol 1mL
Procedimiento de tincion
Xilol 5 lavados
Alcohol 95% 1 minuto
Alcohol 80% 1 minuto
Agua corriente 1 minuto
Agua destilada 1 minuto
Propilenglicol absoluto 5 minutos
Sumergir en la solucion del aceite rojo O 72 horas
Solucion de propilenglicol al 85% 3 enjuagues
Hematoxilina de Harris 10 minutos
Agua corriente 3 minutos
Agua destilada 2 cambios

Montar con jalea de glicerina.

Los nucleos se tifien de color azul palido y los lipidos de color rojo-naranja.



Determinacion de triglicéridos en tejido

Para realizar la determinacion de triglicéridos en tejido, el primer paso es obtener
la muestra para ser analizada mediante un proceso de homogenado, tomando 900
UL de solucion salina y 100 uL de tejido.

Una vez que se homogéneo la muestra en su totalidad, se realiza una dilucion,
qgue consiste en tomar 100 pL del homogenado, mas 300 pL del solucion salina.

Esta dilucion es considerada la muestra de andlisis, que se obtiene por duplicado.

Las condiciones para determinar los triglicéridos en la muestra, se realizan de la
misma forma que las muestras séricas ya descritas, utilizando solo 10 pL para la

reaccion.



Aislamiento de RNA total

TRIzol, es un reactivo listo para su uso, orientado a la extraccion y aislamiento de
acidos nucléicos. El procedimiento se basa en las caracteristicas de solubilidad
que se tienen respecto a los componentes de la mezcla, asi como una serie de
separaciones y lavados posteriores, que lo convierten en una técnica de facil
acceso y buenos resultados. Después de homogeneizar la muestra con TRIzol,
se afiade cloroformo, y el homogeneizado se deja separar en una capa superior
clara acuosa, una interfase, y una roja capa organica inferior. EI ARN se precipitd
de la capa acuosa con isopropanol. Dicho precipitado se lava para eliminar
impurezas, y después se resuspende para su uso en aplicaciones posteriores. Los
reactivos necesarios para el proceso son: cloroformo, alcohol isopropilico, etanol

al 75% y Agua libre de RNasa.

El procedimiento utilizado en este proyecto se adapto tomando en cuenta las
condiciones propuestas por el fabricante. El resultado para optimizar el

procedimiento de aislado se describe a continuacion:
Técnica para tejido adiposo

Importante: Todos los reactivos deben estar a 4°C al inicio del proceso, y

mantenerlos en hielo picado durante el mismo, para mantener la cadena de frio).

1. Aiadir 1 ml de TRIzol por 200 mg de tejido adiposo, cuidando esta proporcion y
la cadena de frio, procurando una temperatura entre 2 y 8 °C. Se homogeneiza la

muestra utilizando un envase de vidrio.

2. Una vez realizada la homogenizacién se procede a centrifugar la muestra a
12000g durante 10 minutos, a 4°C. Se toma con cuidado y se separa la fase

superior, que es el componente mayor de la muestra: lipidos.

3. Pasar la fase intermedia a un tubo nuevo, dejandola incubar 5 minutos mas a

temperatura ambiente para disociacion completa del complejo nucleoproteico.



4. Anadir 0,2 ml de cloroformo y agitar vigorosamente durante 15 segundos. Se
deja incubar 5 minutos, posterior a esto, centrifugar la muestra a 12.000 g durante
15 minutos a 4 ° C, para separar la fase acuosa.

5. Tomar la fase acuosa de la muestra inclinando el tubo a 45 °. Evitar cualquier
dibujo de la capa de interfase o fase organica en la pipeta. Colocar la fase acuosa

a un tubo nuevo.

6. Adicionar 0.5 mL de isopropanol Incubar a temperatura ambiente durante 10

minutos y después centrifugar a 12.000 g durante 10 minutos a 4 ° C.

7. Decantar el sobrenadante para recuperar el pellet de RNA. Lavar el precipitado
con 300 pL de etanol al 75%. Se resuspende la muestra y posteriormente se
centrifuga a 7500 g durante 5 minutos a 4 °C. Este procedimiento se repite una

vez, desechando el primer lavado.

Nota: EI ARN puede ser almacenado en etanol al 75% por lo menos 1 afio a -20 °
C, o por lo menos 1 semanaa4 ° C.

8. Secar el precipitado de ARN durante 5-10 minutos. No secar el sedimento por
centrifugacion al vacio. No se debe permitir que el ARN se seque por completo,
porque la pastilla puede perder solubilidad, cristalizar y la muestra se vuelve
inutilizable. Proceder a la re suspensién de ARN hasta el momento en que se vaya

a utilizar segun la técnica deseada.

9. Resuspender el pellet de ARN en agua libre de RNasas haciendo pasar la
solucion arriba y hacia abajo varias veces a través de la punta de la pipeta. El
volumen de agua se ajusta, dependiendo de la cantidad del pellet observable,
teniendo de esta forma, muestras de concentraciones similares. Se procede a

determinar la concentracion de la muestra.



Retrotranscripcion acoplada a reaccién en cadena de la polimerasa (RT-PCR)

Todas la muestras que seran sujetas a la amplificacion de genes. Son sometidas a
digestion con DNAsa de la siguiente manera, considerando los parametros de la
muestra para RT-PCR.

El protocolo de reaccion es el siguiente:

Pipetear en un tubo de 0.20 pL libre de DNAsas y RNasas:

RNA total 6.6 uL
10x DNasa | Reaction Buffer 1puL
DNAsa amplification grade 0.30 uL
Free Nuclease Water 2.1 L
Total 10 pL

Posteriormente la muestra se incuba durante 15 minutos a temperatura ambiente.
Se agrega 1 uL de EDTA y se incuba durante 5 minutos a 65° C.

Una vez terminado este procedimiento se continda de inmediato con el protocolo
de la RT- PCR.

Al volumen previo se anexa 1 yuL de hexadmeros y se procede a incubar durante 5
minutos nuevamente a 65° C y una vez cumplid este tiempo. Se agrega a a la

mezcla de reaccion, los siguientes componentes:

5x Reaction Buffer 4 uL
Ribolock RNAse inhibitor (20 U/uL) 1uL
10 pM dNTPmix 2 puL

RevertAidMinus MMvVLYV reverse

transcriptase (20 U/ pL)

Volumen final 20 pL




Posteriormente se lleva la muestra al termociclador, y se incuba durante 60

minutos a 42° C.

Una vez concluido este procedimiento se realiza una incubacion durante 5 minutos
a70° C.

Protocolo de PCR

En un tubo de 0.20 pL y libre de DNasas, pipetear para un volumen final de
reaccion de 50 pL:

PCR Master Mix(x2) 25 pL
Forward Primer 0.1-1.0 yM
Reverse Primer 0.1-1.0puM
Platilla de DNA 10 pg -1 pg

Agua libre de nucleasas c.b.p. 50 pL
Total 50 pL

Condiciones finales para protocolo de PCR segun el gen correspondiente

T° Alineamiento Ciclos
Rps29 59.1 33
PPAR-y 59.1 35
IRS-2 63 36
Shc 61.5 30
Akt 61.5 35
Glut-4 60.6 36




Corrimiento de las muestras en gel se agarosa

Con el objetivo de verificar como primer paso la integridad del RNA total. Se
realizo una corrida en un gel de agarosa de concentracion porcentual 0.8%. Se
deja gelificar y se procede a colocarlos en la cAmara de electroforesis con buffer
de corrimiento (TAE 1X) y se dejo correr el gel durante 60 minutos y 70 volts, para

su posterior visualizacion en el transiluminador.

Para el corrimiento de los productos de PCR, se preparan geles de agarosa de
concentracion porcentual 1.5% (para los genes de amplicones mas grandes, IRS-
2, Akt, Glut-4 y shc) y 3% (para Rps29 y PPAR-y). Los geles de concentraciéon
1.5% se dejaron correr durante 70 minutos a 60 volts y los geles de concentracion

3% durante 90 minutos a 60 volts.

Secuencias de los primers utilizados

o . Long. Amplicon
GEN Iniciador Secuencia 5 - 3’ Tm°C | %GC |
inciador (bases)
Sentido CAGAAACTGGGAGTAGCCTG 60.23 | 55 20
PPAR-y2 159
Antisentido CCTTGGATATTAGTGGTTCACAGC 61.75 | 45 24
Sentido GTCTGAAGGCAAGATGGGTC 60.88 | 55 20
Rps29 215
Antisentido GGGTAGACAGTCGAATCATCC 60.15 | 52 21
Sentido CCAGTAGTCCTGCTTCATCC 60.01 | 55 20
IRS-2 514
Antisentido CTGGCTGACTTGAAGGAAGG 60.81 | 55 20
Sentido CTGAGCTGAAGGATGAGAAACG 61.49 | 50 22
Glut-4 510
Antisentido CAGTTGGAGAAACCAGCTACAG 61.38 | 50 22
Sentido CTTCTCAGTGGCACAATGTCAG 61.95 | 50 22
Akt-1 526
Antisentido CGTACTCCATGACAAAGCAGAG 61.49 | 50 22
Sentido GGAAGGAGTAACCTGAAGTTTGC 61.88 | 47 23
Shc 554
Antisentido CTGTTTACGGACTTCATGGTCTC 61.43 | 47 23




Resultados de RT-PRC (normalizados del gen constitutivo).

Para conocer los cambios producidos en los niveles de ARNm de los genes
involucrados, se empleo la técnica de RT-PCR y posteriormente se elaboré un
analisis densitometrico del productos obtenidos en el corrimiento electrofirético
para el grupo control y los grupos problema. Una vez efectuado, los valores
obtenidos fueron normalizados con los datos del analisis de expresion de la

proteina ribosomal 29 (Rps29); utilizada como gen de expresion constitutiva.

Productos del corrimiento Rps29
electroforético 15
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Figura 12. Efecto de los distintos retos dietéticos a los 30, 60 y 90 dias de exposicion, en los
niveles de RNAm de Rps29. Los niveles de ARNm fueron determinados por RT-PCR realizando un
andlisis densitométrico de los productos. Los valores del grupo problema fueron normalizados con la
media del grupo control negativo (C). Cada barra representa la media + SEM de 3 experimentos
independientes.
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