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MARCO TEORICO

Balance y sobreconsumo caldrico

La sociedad ha experimentado cambios drasticos en los habitos alimenticios
durante las ultimas décadas (Berthoud H., 2012). El perfil nutricional moderno, rico
en grasas y azucares refinados, asociado con mayores porciones, es un factor
importante que, en conjunto con menor actividad fisica, genera un estilo de vida
altamente obesogénico que contribuye a la epidemia actual de trastornos
metabolicos (Hill J., 1998).

La nutricion de acuerdo con la Organizacibn Mundial de la Salud (OMS), es la
ingesta de alimentos de acuerdo con la necesidad de un organismo, la mal nutricion
puede reducir la inmunidad, aumentar la vulnerabilidad a las enfermedades, alterar
el desarrollo fisico y mental, y reducir la productividad (OMS). La nutricion es el
reflejo de costumbres y tradiciones de una sociedad, la cultura alimentaria es
transmitida de generacion en generacion, lo cual influye en el estado nutricional y
por ende, en la salud de la poblacion (Rodriguez, Leandro., 2011). La cultura
alimentaria en México se ha ido modificando y adaptando de acuerdo a los cambios
socio-econodmicos por los que ha atravesado el pais a lo largo de su historia (Gémez
& Veladzquez, 2019). El incremento de la urbanizacion, la industrializacién y las
jornadas laborales han traido consecuencias en cuanto a la distribucion de los
alimentos en el transcurso del dia, afectando la calidad y cantidad de nutrimentos
en su proceso, para poder abastecer a la poblacion, como consecuencia la calidad
nutricional se ve disminuida y la proporcion de macronutrientes es inadecuada para
cubrir el requerimiento cal6rico necesario para llevar a cabo las actividades dia a

dia.

Los principales cambios en la dieta mexicana han sido la incorporacion de alimentos
altamente procesados, bebidas endulzadas artificialmente, la comida rapida, el
marketing masivo alusivo a la alta disponibilidad y accesibilidad de dichos alimentos;
los factores reportados como barreras a la hora de alimentarse saludablemente son:

la falta de conocimiento, tiempo y/o dinero para comprar, preparar y/o consumir
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alimentos saludables, la falta de una alimentacion saludable en la familia, la
preferencia por consumir bebidas azucaradas y comida densa en energia, la falta
de motivacién y el desagrado por el sabor de las verduras (Ensanut MC 2016). Estos
habitos afectan negativamente a la salud de las personas, puesto que si son

consumidos frecuentemente existe el riesgo de padecer enfermedades cronicas.

El consumo de alimentos procesados de manera ocasional no genera un impacto
desfavorable, siempre y cuando el 80% de la dieta sea de origen natural y cumpla
con las caracteristicas de una dieta equilibrada y saludable. Sin embargo, cuando
el consumo de estos alimentos es de manera frecuente el organismo comienza con
procesos de adaptacidén y compensatorios, puesto que los ingredientes con los que
estan elaborados generan un gran impacto a nivel energético, neuronal, metabdlico
y hormonal. Diversas publicaciones mencionan que el consumo de alimentos
procesados esta asociado con una alta prevalencia de obesidad y diabetes, debido
a que la gente consume mas calorias cuando se encuentra expuesto a una dieta
basada en este tipo de alimentos (Hall, 2019), los cuales son altos en calorias,

azucar y grasa, ademas de sales y conservadores (Small, D., 2019).

A nivel mundial, en 2015, 107.7 millones de nifios y 603.7 millones de adultos en
todo el mundo fueron clasificados con obesidad. Desde 1980 la prevalencia de la
obesidad se ha duplicado en al menos 70 paises, en un panorama general de
obesidad en nifios y adultos fue de 5.0% y 12.0% respectivamente. El exceso de
peso corporal es un factor de riesgo importante de mortalidad y morbilidad (Obesity
Collaborators, 2015) En México, el 75.2% de los adultos mayores de 20 afios
presentan sobrepeso u obesidad, cifra que increment6 en comparacién con
mostrado en 2012, del 71.3% (ENSANUT 2018). Existe evidencia en la que se
demuestra que el sobrepeso y la obesidad son signos invariables del desarrollo de

sindrome metabdlico (SMet).

Sindrome metabdlico

El SMet es un estado fisiopatolégico complejo estudiado hace tiempo, sin embargo,
no hay una definicion universal. Las tres definiciones mas aceptadas son las

establecidas por la OMS, el Programa Nacional de Educacion sobre el Colesterol y
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la Federacion Internacional de Diabetes (Alberti, K., 2009) en las que se define como
una co-ocurrencia de obesidad, hiperglucemia, dislipidemia, hipertension y se
considera que la resistencia a la insulina (RI) es fundamental para la fisiopatologia
(Balkau, B., 1999).

El SMet se origina principalmente por un desequilibrio de la ingesta calorica y el
gasto energético, pero también se ve afectado por la genética del individuo cuya
expresion es mediada por factores externos (Saklayen M., 2018). Esta condicién
vincula a la obesidad abdominal, RI, hipertensién y dislipidemia (Alberti, K., 2009),
gue se sabe son elementos que estan interrelacionados y comparten mediadores,

vias y mecanismos fisiopatolégicos comunes (Huang P., 2009).

La RI es un estado patolégico de respuesta celular inapropiada a la hormona
insulina por parte de células dependientes a la insulina, como los adipocitos,
miocitos y células musculares (Yaribeygi, 2018). Esta puede ser detectada mucho
antes de que se produzca intolerancia a la glucosa, puesto que una de las primeras
manifestaciones es el fallo en la captacion de glucosa por parte del musculo
esquelético. La aparicion en el tejido adiposo de resistencia a los efectos
antilipoliticos de la insulina, provoca un incremento en la lipdlisis y la liberacién de
acidos grasos que merman la capacidad de la insulina para reprimir la produccién
de glucosa en el higado. Esta desregulacion del metabolismo de carbohidratos y
lipidos contribuye a acelerar la progresiéon de RI (Nieto, 2008). Ademas, es
caracteristica de desordenes metabdlicos como obesidad, dislipidemia, sindrome
metabalico, hipertension, arterioesclerosis, higado graso no alcoholico y diabetes

mellitus.

En los tejidos dependientes de insulina (musculo, adipocitos y miocardiocitos) de
individuos con alteraciones en el metabolismo de la glucosa, la concentracion de
insulina es incrementada, incluso en ayuno. El aumento progresivo, es parte de una
respuesta adaptativa del pancreas para compensar el deterioro de la homeostasis
de la glucosa. Cuando la concentracion de glucosa es mayor a 140 mg/dL en ayuno

(en humanos), la célula B es incapaz de mantener una tasa elevada de secrecion
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de insulina, por lo tanto, ésta decae y comienza la produccion hepatica de glucosa
(DeFronzo, R. 2004).

En periodos crénicos de RI, las células adiposas, musculares y hepaticas no
responden adecuadamente a la sefializacion de la hormonay los niveles de glucosa
circulante permanecen altos (Huang P., 2009). Con el incremento de la adiposidad
visceral hay un mayor flujo de &cidos grasos hacia el higado y la circulacion. Estos
factores en conjunto inhiben la actividad antilipolitica de la insulina y favorecen el
incremento de la lipolisis de triglicéridos (TG) en tejido adiposo generando acidos
grasos libres (DeFronzo R, 1991) (Eckel, R., 2005).

Se ha mostrado en diversas investigaciones que estados crénicos de Rl favorecen
la aparicion de hipertrigliceridemia, y consecutivamente condiciona disminucién de
colesterol contenido en lipoproteinas de alta densidad (HDL), con aumento de
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL). Este mecanismo se debe a que los
carbohidratos rapidamente digeribles en forma de monosacéaridos que saturan las
rutas metabolicas y de transporte exacerbando la hiperlipidemia postprandial no
quilomicrénica. En sujetos con Rl se ha mostrado, que la respuesta lipémica
postprandial aumenta con las alteraciones metabdlicas en las vias de carbohidratos
sobre todo cuando se consumen alimentos con alto indice glucémico. En estos
sujetos la alteracion metabdlica es mas profunda, afectando el metabolismo de
lipidos, aumentando lipogénesis hepatica y muscular, con lipdlisis adipocitaria
mediada por hormonas contrarreguladoras de las rutas insulinicas, incrementado el
transporte de acidos grasos libres a otros tejidos y con ello procesos esteatoticos
(Gonzalez, G., 2008). Estas condiciones dan paso al establecimiento de SMet, por
lo que la dislipidemia se ha convertido en un elemento central de estudio y evolucion

de las patologias crénico-degenerativas.
Lipogénesis

La lipogénesis es un proceso bioquimico en el que se sintetizan lipidos a partir de
intermediaros de la via glucolitica y el metabolismo de carbohidratos, es posible
sintetizar lipidos a partir de carbohidratos, no asi lipidos a partir de carbohidratos.
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Se presume que las dietas altas en carbohidratos favorecen la sintesis de lipidos de
novo (en el higado, Figura 1), pues proporciona gran cantidad de sustrato (Schwarz,
J., 2003) (Hellerstein M., 1999). La expresion de enzimas clave, incluida la acetil-
CoA carboxilasa (ACC) y la acido graso sintasa (FAS), sugieren que diversos tipos
celulares, son capaces de generar acidos grasos y TG mediante la sintesis de novo,
no solo se da en hepatocitos (Roberts, R., 2009). En la alimentacion con dieta
hipercalorica rica en carbohidratos, las sintesis de lipidos de novo aumenta
considerablemente en los tejidos periféricos y supera a la sintesis hepatica
(Aarsland, A., 1997).

Esta via biosintética comienza a partir de subunidades acetil-CoA producidas
durante la glucolisis, estas pueden sufrir condensacién con una columna de glicerol,
esta reaccion bajo la accion catalitica de la acetil Co-A carboxilasa (ACC),
generando malonil Co-A, que después se transfiere al grupo protético de la proteina
portadora de acilo (ACP), un dominio del complejo de FAS, ACP transporta la
cadena de acido graso en elongacién a los diversos centros cataliticos del sitio
activo de FAS. El resto de malonilo unido a ACP actia como mondémero aditivo para
el alargamiento de la cadena de acilo del sustrato; posteriormente sufre
condensacion descarboxilativa con un resto de acetilo, luego, el ACP se une a
un intermedio B- cetoacilo. EI ACP transporta el intermedio - cetoacilo al sitio
activo - cetoreductasa, dependiente de NADPH. La cetona del carbono 3 se
reduce, generando un grupo hidroxilo. Esto es seguido por la deshidratacion, por la
deshidratasa, y una reduccién adicional por enoil-reductasa, dependiente de
NADPH. Esto genera una cadena de acilo saturada alargada por dos grupos de
carbono, que puede actuar como sustrato para la siguiente ronda de elongacion, ya
gue se une al grupo tiol de la cisteina en el sitio catalitico de la 3 - cetoacil sintasa.
El alargamiento cesa en la etapa de 16 o 18 carbonos, con la liberacion de acido
palmitico o acido estearico del ACP a través de la actividad del dominio tioesterasa
de FAS (Figura 2) (Zaidi, N., 2013) (Lehninger A., 2014)
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Figura 1. Sintesis de lipidos de novo.
Transporte de lipidos

Los lipidos son moléculas complejas sintetizadas a partir de componentes mas
simples por mecanismos enzimaticos. Generalmente cada lipido se compone de un
grupo que puede esterificarse, en la “cabeza”, y “colas” hidrofobas compuestas por
cadenas de acidos grasos o esfingoides (Fahy, E., 2009). Las funciones de cada
clase de lipidos estan definidas por la composicién de su cabeza, sin embargo, el
namero en los carbonos de las cadenas acilo también puede establecer diferencias

entre los distintos grupos de lipidos. A la composicion total de lipidos en las células,
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asi como al contenido y distribucion de lipidos en lipoproteinas se le ha denominado,
lipidoma (Sarmiento-Ortega, V., 2017) (Shevchenko, A., 2010).

Los TGy los esteres de colesterol son transportados en lipoproteinas, envueltos por
una capa de fosfolipidos, proteinas y colesterol libre. Las apolipoproteinas (Apo)
son importantes en el transporte de lipidos y en el ensamblaje de lipoproteinas, pues
median la interaccién con receptores, enzimas y proteinas transportadoras de

lipidos.

Los lipidos consumidos en la dieta son captados por los enterocitos mediante
difusién pasiva y transportadores especificos como CD36 (Pan, X., (2012), después
son secretados en quilomicrones, este proceso requiere de la ApoB 48. Los TG
contenidos en el nucleo del quilomicrén son hidrolizados por la lipoprotein lipasa
(LPL) unida al endotelio, usando como cofactor a la Apo C-Il, de esta manera se
generan quilomicrones remanentes, los cuales son captados por la proteina
receptora tipo LDL, en el higado. Los lipidos intrahepéticos se reempaquetan y
secretan en VLDL ricas en TG, en un proceso que requiere Apo B100. En circulacion
sanguinea los TG que se encuentra en el core de las VLDL son hidrolizados por
LPL en dos &cidos grasos libres y un monoacilglicerol, generando pequefios
remanentes de VLDL, el cual es denominado lipoproteinas de densidad intermedia
(IDL). Algunos remantes de IDL son eliminadas por la interaccion de ApoE con el
receptor de LDL en la superficie del higado, o si se mantienen en circulacién, los
TG en la IDL son hidrolizados por la lipasa hepéatica para producir lipoproteinas de
baja densidad (LDL) (Pan, X., (2012).

La cantidad de acidos grasos que se liberan de los quilomicrones y VLDL depende
directamente de la actividad LPL. La expresion de LPL es estimulada por la insulina
(Karpe, F., 2011). La hidrdlisis de TG provee de un suministro importante de acidos
grasos al corazon, musculo esquelético y al tejido adiposo, y son usados para el
gasto y almacenamiento de energia (Abumrad, N. 2012). Particularmente, en los
adipocitos, los TG son resintetizados y almacenados. El transportador de acidos
grasos libres (AGL) mejor caracterizado es el receptor scavenger CD36 y es
abundante en musculo, tejido adiposo y endotelio capilar; la insulina aumenta la
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expresion de CD36, lo que facilita la captacion de AGL (Goldberg, 1.2009). Por tanto,
la RI tiene un gran impacto en el metabolismo de las lipoproteinas ricas en TG (LRT)
y AGL.

Ademas del metabolismo de quilomicrones y LDL, el higado y el intestino también
juegan un papel importante en el transporte inverso del colesterol mediante la
sintesis de HDL. Las HDL promueven la captacion de colesterol de los tejidos
periféricos y el transporte hacia el higado. Sin embargo, cuando existe exceso de
LTR, el HDL adquiere TG de estas, generando HDL densas, las cuales adquieren
un caracter patologico. En el higado, la lipasa hepatica hidroliza los TG asociados
a HDL y también los fosfolipidos, induciendo la formacion de particulas de HDL mas

pequefias que pueden contribuir nuevamente al transporte inverso del colesterol.

El metabolismo de los lipidos es dinamico y depende de diversos factores, el estado
postprandial, la concentracion de LRT, los niveles y la funcién de HDL, el gasto de

energia, los niveles y la sensibilidad de insulina.
Dislipidemias

La dislipidemia es caracterizada por concentraciones elevadas de TG tanto en
ayuno como en el postprandio, en combinacién con un aumento en las LDL y
concentracion disminuida de HDL (Patsch, J. 1992). El retraso en el aclaramiento
de las LRT puede ser causada por la misma hipertrigliceridemia (Simons, L. 1987),
pero también esta influenciada por un mayor flujo de AGL al higado y aumento en
la sintesis de VLDL de mayor tamafio (VLDL de clase 1). La reduccion de los niveles
de expresion de ARNm de la LPL. Asimismo, la hipertrigliceridemia induce el
aumento en el intercambio de esteres de colesterol y TG entre VLDL, HDL y LDL,
por la proteina de transferencia de esteres de colesterol. Esto conduce a una
disminucioén de las concentraciones de colesterol en las HDL y el aumento del
contenido de TG en HDL y LDL, generando LDL remanentes (Figura 1) (Clemente,
M., 2011).
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Los remanentes de LDL pueden quedar atrapados en el subendotelio cuando
migran por circulacion, donde pueden ser fagocitados por macréfagos (Klop, B
2012) (Proctor, S. 2003). El tamafio de las lipoproteinas es un factor determinante
para la migracion a través del endotelio, lo que lleva a la acumulacién de colesterol
en el subendotelio y por lo tanto inicia la formacién de la placa ateroscleroética
(Pacifico, L 2011) (Figura 2).
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Figura 2. Caracteristicas de la dislipidemia. El sello distintivo de la dislipidemia es el
aumento del flujo de AGL y su acumulacién en tejidos, aumento en la sintesis hepatica de
VLDL, ademas, induce mayor intercambio de colesterol esterificado. Tomado y modificado
de Klop, B., 2013.

La ingesta calbérica excesiva también da como resultado el aumento de
adipogénesis a traves de la hipertrofia e hiperplasia de los adipocitos (Song, K.,
2014). Cuando el exceso de lipidos rebasa la capacidad de almacenamiento de los
adipocitos, se acumula no sélo en el tejido adiposo, sino también en varios otros
tejidos, como el higado, el musculo esquelético, el corazén y el pancreas
(Shimabukuro, M., 2013). Por lo que, la dislipidemia tipicamente es asociada con
obesidad y diabetes tipo 2 (Smith U., 2016).
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Alteraciones en lipoproteinas

La aparicién de SMet y RI ha generado un interés creciente en el estudio de las LRT
y su contenido, ya que se han vinculado con enfermedades cardiovasculares y

deterioro cognitivo.

Dado que, los TG son el componente principal de las LRT, incluidas VLDL, IDL,
LDL, HDL y quilomicrones, la LPL promueve la hidrolisis de los TG produciendo
remanentes lipoproteicos (Wang, H., 2009). Sin embargo, existen dos hechos
importantes a considerar, el exceso de TG es depositado en diversos tejidos
incrementando la aparicion de esteatosis, es decir, de resguardos abundantes e
inadecuados en estos tejidos. El segundo, es considerar que los remanentes
lipoproteicos son susceptibles de ingresar a la intima vascular, induciendo
inflamacion, estrés oxidativo, y dafio endotelial, lo que condiciona a la aparicion de
patologias inherentes. Particularmente, el cerebro es susceptible de estos cambios
y modificaciones, por lo que se ha planteado un vinculo directo entre la dislipidemia
de LRT acompafiada de RI y la aparicion temprana de enfermedades como dafio
vascular, demencia, Alzheimer e incluso Parkinson esto asociado a cambios

dinAmicos en la barrera hematoencefalica.
Barrera hematoencefalica

El sistema nervioso central (SNC) posee una barrera que lo sella, pero mantiene
una permeabilidad altamente selectiva para establecer el recambio continuo que
sufre el torrente sanguineo (Engelhardt, B., 2011). La barrera hematoenceféalica
(BHE) es una estructura compleja, conformada por células endoteliales
especializadas, acompafadas por pericitos, terminales de astrocitos y matriz
extracelular (Abbott, N., 2006). Las uniones adherentes y uniones estrechas que se
encuentra en la BHE son importantes moduladores de su permeabilidad. Las células
endoteliales expresan integrinas, que son moléculas involucradas en el anclaje de
la estructura basal a la matriz extracelular endotelial; estas en conjunto con las
moléculas de adhesion focal son clave para regular la permeabilidad paracelular
(Mehta, D., 2006).
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La composicion estructural y organizacional de la BHE es indispensable para
mantener un entorno constante y éptimo para la funcion neuronal, a través de una
combinacion de barreras y sistemas de transporte selectivo que regulan
estrechamente el paso de moléculas esenciales y no deseadas. Ademas de modular
el paso de moléculas que ingresan y egresan del SNC, funciona como una barrera
de transporte y de control metabdlico e inmunolégico. Cualquier alteraciéon en la
integridad o funcién de la BHE trae como consecuencia el inicio a estados

fisiopatoldgicos (Liebner, S., 2018).

El aumento en la incidencia del SMet ha generado interés en el estudio de las
consecuencias patolégicas y su progresion, que se desarrolla a partir de una
inflamacion crénica que aumenta el riesgo de deterioro cognitivo, accidente
cerebrovascular y afecciones neurodegenerativas (Yaffe, K., 2004). Recientemente
se ha establecido un vinculo entre la alimentacion y la salud mental, pues la
desregulacion de carbohidratos y hormonas producidas por 6rganos periféricos
tienen accion en el SNC al atravesar la BHE (Banks, W., 2012). La insulina y la
leptina atraviesan la BHE a través de un mecanismo de transporte saturable e
independiente de insulina, que regula el apetito y el equilibrio energético (Banks,
W., 1996).

Por otro lado, los transportadores de glucosa dependientes sodio son expresados
por células endoteliales en la BHE (Pardridge W. 1991), otro transportador
importante en la BHE son los transportadores de la familia de proteinas de casette
de unién a ATP (ABC). Los transportadores ABC estan ubicados en la membrana
plasmatica, asi como en la membrana de los organulos intracelulares que median
el transporte, son reguladores clave de la homeostasis lipidica al mediar en la
exportacion de colesterol y fosfolipidos en el cerebro. La union de ABCALl y
lipoproteinas son importantes para la salida de lipidos, ABCA2 regula el
metabolismo de los lipidos a través del receptor de lipoproteinas de baja densidad
(Kao, Y., 2020). Mientras que, los acidos grasos esenciales para la funcién neuronal

son transportados por el dominio de la superfamilia del facilitador principal que
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contiene 2a (Mfsd2a) el cual permite el transporte de omega-3 y controla el

transporte vesicular transcelular (Ben-2vi, A., 2014).

La red capilar de distintas regiones puede presentar modificaciones en la topografia,
morfologia y funcion, la densidad capilar es mayor en la sustancia gris que en la
sustancia blanca, se cree que esta relacionado con mayor actividad. Se demostro
que la regién CA3 del hipocampo de rata es rica en microvasos, similar a la region
parietal o cortical frontal. Por otro lado, la regién CA1 tiene una densidad vascular
baja, comparable al cuerpo calloso (Cavaglia, M., 2001). En el hipocampo y CAL1 los
astrocitos que componen a la BHE demostraron tener alto grado de acoplamiento
mientras que en CA3 el acoplamiento es ausente o de apenas algunas células.

Las células endoteliales son el componente mas importante de la BHE, por lo tanto,
las diferencias en las propiedades de los capilares de la BHE estan determinadas
directamente por las caracteristicas de las células endoteliales de cada region
(Tabla 1), entre ellas la expresién de transportadores especificos, receptores y
actividad enzimética (Ge S., 2005). Hay regiones cerebrales en las que la BHE tiene
“fugas” debido a que sus capilares se componen de endotelio fenestrado lo que
permite un intercambio relativamente libre entre la circulacién periférica y el SNC,
entre estas regiones se encuentran elementos importantes del sistema

neuroendocrino (Coomber, B. 1985).

El SNC, esta separado por otras dos barreras a ademas de la BHE, la barrera
sangre-liquido cefalorraquideo en el plexo coroideo y la barrera aracnoidea.
(Wilhelm, I. 2016).
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Tabla 1 Diferencias regionales en densidad capilar y permeabilidad

Organos
circunventriculares

Medula espinal

Materia blanca

Materia gris

Hipocampo

Densidad capilar

Células
endoteliales
cerebrales

Alta

Capilares
fenestrados,
células
endoteliales mas
delgadas,
vesiculas, TJ
discontinuos, alta
permeabilidad
(mayor en las
regiones
centrales).

Cantidades
reducidas de f-
catenina,
cadherina en las
células
endoteliales del
cerebro, mayor
permeabilidad en
comparacion con
el cerebro.

Mas baja que en
la materia gris

Membrana
basal=como enla
materia gris,
células
endoteliales
negativas  para
CD44, aumento
de la
permeabilidad en
la medula
espinal.

Mas alto que en
la sustancia
blanca
aumentando en
regiones
corticales
profundas

mas

Membrana basal
igual que en la
sustancia blanca,
arteriolas de
tamafio mediano.

CA3 alta, CAl=
sustancia blanca,
disminuye en el
Alzheimer vy el
envejecimiento

Aumento de la
permeabilidad en
procesos
inflamatorios,
CA3 menos
permeable  que
CALl.

TJ: Unién estrecha; CD44: Grupo de designacion 44; CAl: Cuerno de Among 1; CA3:
Cuerno Among 3. Tomado y modificado de (Wilhelm, I)

Sistema limbico

El sistema limbico se conforma por una serie de estructuras interconectadas (Rolls
E., 2019), este sistema juega un papel importante en las emociones, el aprendizaje,
la memoria y el comportamiento complejo, procesa la informacion sensorial del
entorno externo e interno para determinar, a través de la memoria y la motivacion,
las respuestas emocionales, autbnomas, motoras y cognitivas importantes para la
autoconservacion y la supervivencia (McLachlan R., 2009). Comprende regiones
gue se extienden desde la superficie medial del I6bulo frontal hasta el polo temporal
(Sitoh, Y., 1997). Las principales estructuras de interaccion del sistema limbico
incluyen la corteza prefrontal, la corteza cingulada, la amigdala, el tdlamo limbico,
el hipocampo, el nucleo accumbens, el hipotalamo anterior y el area tegmental
ventral, estas estructuras estan fuertemente interconectadas (Figura 3). El
hipocampo es una estructura en el area media temporal del cerebro; conformado
por tres regiones, el giro dentado (GD), con neuronas piramidales principalmente y
por CA1 y CA3 compuestos por neuronas granulares (Figura 4) (Jarrard L. 1995).
El hipocampo establece conexiones aferentes y eferentes con la corteza cerebral,

la via principal de comunicacion, son las conexiones con la corteza entorrinal,
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formando un circuito trisinaptico con el GD, CAl1 y CA3. Estas proyecciones
neuronales estan involucradas en el proceso de adquisicién y almacenamiento de
informacion (Trevifio, S., 2017). Del 85 al 90% de las neuronas en el hipocampo son
glutamatérgicas y del 10 al 15% son interneuronas de neuroquimica gabaérgica. El
giro dentado en el hipocampo de mamiferos es, ademas de la zona subventricular,
una region que tiene la capacidad de producir neuronas durante la edad adulta, que
son capaces de integrarse a circuitos preexistentes (Fuentes E., 2020).

Hipocampo

Nucleos
amigdalinos

Figura 3. Hipocampo y nlcleos amigdalinos.

Por otra parte, la corteza cerebral esta organizada de manera jerarquica; la corteza
prefrontal constituye el nivel mas alto de jerarquia cortical, juega un papel
fundamental en el desarrollo de habilidades cognitivas, de conciencia, memoria,
lenguaje, toma de decisiones, coordinacion y seleccion de procesos de conducta
forma gran variedad de conexiones que estan relacionadas con la informacion que
integra. Sus principales conexiones son con el tronco encefélico, el tdlamo, los
ganglios basales y las estructuras del sistema limbico (Barbas H., 2000). Las
conexiones con el sistema limbico transmiten hacia la corteza informacion sobre el
entorno interno, el nivel de excitacion, los impulsos y los motivos del individuo. Otra
conexién importante es la formada con la amigdala, pues no solo informa el estado
interno, también juega un papel importante sobre el significado motivacional en la
representacion y ejecucion de la conducta (Fuster J., 2001).
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Figura 4. Circuitos en el hipocampo. El hipocampo tiene una via trisinaptica excitatoria, flecha azul,
via perforante; flecha naranja, via de fibras musgosas, flecha verde, colaterales de Schaffer; flecha

roja proyecciones de CAl hacia la corteza entorrinal (CE). Tomado de (Olivares, D., 2015)

El complejo nuclear amigdalar en conjunto con la regiébn hipocampal, son
componentes clave en el sistema limbico, pues son papel fundamental en la
emocion, el aprendizaje y la memoria. En todos los mamiferos el complejo amigdalar
consta de mas de una docena de nucleos, cada uno con distintas conexiones
(Pitkéanen, A., 1997), los nacleos amigdalares tienen células parecidas a las de la
corteza, aproximadamente el 85% de las neuronas son glutamatérgicas piramidales
o piramidales con espinas dendriticas. Las neuronas restantes son principalmente
neuronas no piramidales gabaérgicas con escasas espinas dendriticas. La mayoria
de las neuronas no piramidales parecen ser interneuronas y, como en la corteza
cerebral, se pueden distinguir varias subpoblaciones (McDonald, A., 2002). La
amigdala recibe informacion de la corteza, el talamo y el hipocampo (Mascagni, F.,
2009).

Aunque el miedo es la emocion mejor comprendida, como un mecanismo que se
realiza en la amigdala, se han implicado una variedad de emociones; entre ellas el
aprendizaje y procesamiento de recompensas para motivar el comportamiento.

También ha sido implicada en comportamientos agresivos, maternos e ingestivos
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(comer y beber). Ademas, participa en la regulacion o modulacién de una variedad
de funciones cognitivas, como la atencion, la percepcion y la memoria explicita
(LeDoux J., 2007).

Entorno energético

El cerebro es un érgano con gran cantidad de actividad eléctrica y alta demanda
energética para llevar a cabo de forma eficiente sus procesos. ElI metabolismo
energético en el cerebro es variable de acuerdo con el tipo de neuras que conforman
cada region, pues las neuronas presentan un metabolismo oxidativo, mientras que
los astrocitos tienen un metabolismo glucolitico. Los diversos circuitos
neuroendocrinos permiten la integracion de mediadores periféricos como insulina,
glucosa, TG, AGL, leptina, grelina y adiponectina, que permiten la regulacion del
metabolismo energético de acuerdo con los requerimientos de cada individuo. El
SNC es el mayor contribuyente para la regulacion del metabolismo sistémico y el
balance lipidico.

El cerebro representa el 2% del peso corporal y contiene el 25% del colesterol total
no esterificado del cuerpo. La mayor parte del colesterol que es producido en el
cerebro permanece en las membranas plasméticas de las células gliales o
neuronales. El colesterol es un componente esencial durante el desarrollo neuronal,
su eliminacion limita funciones vitales como exocitosis de vesiculas (Snipes, G.,
1997).

Debido a la naturaleza de la BHE el metabolismo de lipidos es unico en el SNC,
gracias al bajo intercambio de colesterol y lipoproteinas desde el plasma, existen
diferencias claras entre la composicién de las lipoproteinas y Apo; entre el plasma,
los tejidos y el SNC. Asimismo, la composicion de acidos grasos en el cerebro es
anica, y es rica en acidos grasos poliinsaturados de cadena larga, particularmente
acido araquiddnico, acido eicosapentaenoico y acido docosahexaenoico. Aunque
los acidos grasos pueden ser sintetizados de novo, los acidos grasos esenciales
también pueden ser transportados desde la circulacion sistémica al interior del SNC
(Elliott, D., 2010).
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El transporte de lipidos en el SNC se lleva a cabo principalmente por lipoproteinas
similares a HDL, se ha sugerido el transito de Apo en SNC que provienen de la
periferia y que pueden entrar a través del plexo coroideo. En el cerebro, la ApoE se
expresa en gran medida, pues es el segundo sitio en realizar su sintesis, siendo los
astrocitos la principal fuente. Sin embargo, también es expresada por los
oligodendrocitos. ApoE juega un papel importante en el transporte de colesterol y
fosfolipidos en el SNC, después de ser secretada por los astrocitos como una
lipoproteina naciente recibe colesterol a través de ABCAL, que es expresado por
oligodendrocitos. ApoJ o clusterina se produce en varias regiones el cerebro
principalmente por astrocitos, en neuronas piramidales del hipocampo y neuronas
de Purkinge en el cerebro (Pasinetti, G., 1994). Existe evidencia de que ApoJ es
capaz de inhibir la agregacién de amiloide B y facilita su eliminacion a través de BHE
(Wilson, M. 2008). La ApoD se produce principalmente en la sustancia gris y el
espacio subaracnoideo, pero también en la corteza prefrontal dorsolateral, la
corteza occipital, la sustancia negra, el hipocampo y cerebelo; la expresion de esta
Apo se altera en varios estados patoldgicos y con el envejecimiento, lo que puede
reflejarse como neuroproteccién en respuesta al estrés (Do Carmo, S., 2007). La
Apo Al es la Apo con mayor concentracion el en LCR, sin embargo, el ARNm en
tejido cerebral es muy bajo, por lo que se considera que la Apo Al proviene del
plasma y atraviesa por el plexo coroideo (Huang, J., 2008), la Apo Al desempefia
un papel importante en el transporte de colesterol periférico y es probable que

desempefie una funcion analoga en el SNC (Elliott, D., 2010).

Ademas, se cuenta con balsas lipidicas, estas son dominios enriquecidos en
colesterol esfingolipidos y acidos grasos, pueden encontrarse tanto en neuronas
como en astrocitos. Adicionalmente, se han propuesto como un marcador temprano
para el diagnostico de enfermedades neurodegenerativas. El papel de los lipidos
derivados de lipoproteinas en la regulacion del equilibrio energético del SNC esta
relacionado con la LPL, en las neuronas aumenta la ingesta de alimentos, reduce el
gasto energético, regula al alza la expresion del gen del neuropéptido AgQRP y NPY,
reduce las concentraciones de AGL y de TG en el hipotalamo y la captacion de
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lipidos derivados de lipoproteinas ricas en TG en el hipotalamo (Sebastido, A.,
2013).

Enfermedades neuroldgicas asociadas al cambio del lipidoma.

La mal nutricion, con exceso de ingesta calorica, disminucion en la actividad fisica
y alteraciones en la expresion génica han incremento los problemas asociados a la
RI, obesidad y dislipidemias, que desencadenan en diabetes tipo 2. Los problemas
metabdlicos se han convertido en un problema de salud mundial en los ultimos afios,
ademas cada dia incrementa la incidencia en personas de menor edad. Estos
desordenes nutricionales estan asociados no solo a riesgo metabdlico, también se
asocian a riego coronario, con aumento en la tensiéon arterial, diferentes tipos de
cancer y con la neurodegeneracion, por lo que en los ultimos afios se han
considerado la relacion entre las enfermedades metabdlicas y las afecciones en la

plasticidad, la memoria y las funciones cognitivas (Pugazhenthi, S., 2017).

En las ultimas dos décadas se ha vinculado al SMet con la demencia. El incremento
de la cantidad de tejido adiposo y consecuente aumento en la lipolisis y lipogénesis
en diversos tejidos, representan un riego en la vascularidad cerebral. Las regiones
mas sensibles a estos cambios son las neuronas localizadas en el hipocampo, CA1
y CA3, algunas porciones de nucleo caudado y la regién neocortical (Payabvash,
S., 2011).

Por otra parte, el Alzheimer, la demencia mas comun, es caracterizada por dos
lesiones en el cerebro: placas seniles, formadas principalmente por amiloide B, y
ovillos neurofibrilares, compuestos por proteina Tau hiperfosforilada. El primer
sintoma de la enfermedad es la pérdida de memoria episddica, asociado con la
afecciéon del hipocampo (Mattson M., 2004) (Parsons, C. 2007). Algunas
modificaciones relacionadas con la obesidad, como la neuroinflamacion, Rl o
disfuncion mitocondrial, también ocurren en la progresion patolégica del Alzheimer
(O'Brien, P., 2017). Diversos estudios concluyen que la obesidad temprana se
correlaciona con el aumento en la incidencia de la demencia, no asi con la obesidad
tardia, después de los 65 afos (Pedditzi, E., 2016).
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Los lipidos cerebrales representan al menos 50% del peso seco del cerebro, pues
son el componente estructural basico de las membranas celulares neuronales. El
cerebro de pacientes con Alzheimer contiene mayor cantidad de inclusiones
lipidicas en la glia, lo que sugiere un metabolismo lipidico aberrante. Los AGL, en
especial en areas corticales, estimulan el ensamblaje de amiloide By Tau (Wilson,
D., 2017).

En el SNC la insulina juega un papel en el aprendizaje y memoria y esta asociada
con la potenciacion a largo plazo en el hipocampo (Lee, C., 2005). Recientemente
se ha informado que la alteracion en la sefalizacion de la insulina durante el SMet
incrementa la probabilidad de padecer enfermedad de Parkinson (Bosco, D., 2012).
Esta es la segunda enfermedad neurodegenerativa, después del Alzheimer, con
mayor incidencia; se caracteriza por bradicinesia, temblor en reposo, rigidez e
inestabilidad postural. La sintomatologia puede resultar de una alteracion funcional,
incluida una deficiencia de neurotransmisores dopaminérgicos, colinérgicos y otros
no dopaminérgicos, y de una deficiencia estructural, incluida la atrofia hipocampal y

cortical, especialmente de las cortezas occipitales posteriores (Lee, C., 2005).

Se sabe que las neuronas dopaminérgicas participan en la promociéon del
comportamiento de alimentacion en el estado hipoglucémico, por lo que se piensa
gue la perdida neuronal dopaminérgica puede alterar el control glicémico (Driver, J.,
2008). Sin embargo, se ha identificado una mayor influencia de la diabetes tipo 2
sobre la progresion de la enfermedad de Parkinson, pues los pacientes diabéticos
desarrollaron complicaciones motoras en promedio 12 meses antes que los
pacientes que no cursaban por una afeccién metabdlica, ademas de un deterioro

cognitivo acelerado (Cheong, J., 2020).

A medida que se acumula la evidencia que establece un vinculo entre la enfermedad
de Parkinson y el sindrome metabolico, la evidencia experimental indica una posible
superposicion en los mecanismos y vias de progresion de ambas enfermedades. La
RI se ha caracterizado como la afeccidn clave para producir patologias en el cerebro
relacionados con enfermedades metabdlicas, puede ocasionarlas mediante sus

consecuencias como enfermedad microvascular, inflamacion cronica y disfuncién
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de la BHE, que pueden verse agravadas por comorbilidades asociadas

hipertension, dislipidemia e insuficiencia renal (Li, X., 2012) (Arnold S., 2008).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cambio en el consumo alimenticio, con exceso en la ingesta calérica debido al
aumento en el consumo de azucares refinados, alimentos procesados y disminucion
en la activada fisica; condicionan el desarrollo de SMet y enfermedades crénico-
degenerativas. De acuerdo a ENSANUT 2018, 75.2% de la poblacion enfrenta
obesidad y/o algun otro padecimiento cronico degenerativo, cifra con incremento del
3.9% respecto a lo reportado en la edicion del 2012. Por lo que, México enfrenta
una pandemia de enfermedades crénicas no transmisibles. EI SMet es un
padecimiento complejo que caracterizado por la presencia de alteraciones
metabdlicas, fisiologicas y funcionales; pues se observan modificaciones
metabolicas a nivel celular y molecular que afectan la sefalizacion de carbohidratos

y lipidos.

Recientemente se ha generado evidencia que establece la relacion entre las
enfermedades metabdlicas y el deterioro cognitivo, asi como defectos en el proceso
de generacién de memoria, pues se infiere que estos estados fisiopatoldgicos
comparten rutas de sefializacion. Las patologias comunmente vinculadas con estos
procesos son la enfermedad de Alzheimer y Parkinson. En México méas de 350,000
personas estan afectadas por la enfermedad de Alzheimer, y mueren por ella
anualmente 2,030 pacientes. Asimismo, para el Parkinson se estima una
prevalencia de 50 casos nuevos por cada 100 mil habitantes al afio. Sin embargo,
aun no esta completamente establecida la relacién con el desarrollo de SMet y sus

consecuencias en totalidad.

Por lo anterior, la alteracion generada por una sobre ingesta hipercal6rica
hipergllcida y su posible relacién con las enfermedades neurocognitivas dan paso

a la siguiente pregunta cientifica:

¢ El desarrollo de SMet en rata Wistar genera cambios en el lipidoma de las regiones

del sistema limbico?
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JUSTIFICACION

En México el aumento en la incidencia del SMet, asociado al consumo calérico
superior al gasto energético, se ha convertido en un problema de salud publica;
pues las alteraciones bioquimicas, metabdlicas, fisiologicas y clinicas son un factor
predisponente para desarrollar enfermedades cronico-degenerativas como diabetes
tipo 2 y aterosclerosis. Ademas, se ha vinculado a la ingesta de dietas con altos
porcentajes de azucares refinados y alimentos procesados, con el desarrollo de

enfermedades neurodegenerativas.

El Alzheimer y la enfermedad de Parkinson, son los principales padecimientos con
los que se ha establecido un posible factor de relacion, pues se sugiere que se
comparten vias de sefializacion, sin embargo, los mecanismos no se han

establecido en su totalidad.

Se propone que el exceso de ingesta de carbohidratos ocasiona cambios el entorno
energético cerebral, por lo que en el presente estudio se pretende identificar si la
dieta hipercaldrica hiperglicida genera cambios en la dinamica metabdlica lipidica
de regiones limbicas, encargadas de generar respuesta a estimulos y de la

formacién de memoria.
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OBJETIVOS

Objetivo general

e Evaluar el impacto del SMet sobre el lipidoma a nivel sérico y el sistema

limbico cerebral.
Obijetivos especificos

En animales con SMet causado por el consumo de una dieta hipercal6rica

hipergllcida:

e Evaluar el lipidoma sérico.
e Analizar la ruta de sintesis de novo de lipidos en las regiones limbicas.
e Valorar los componentes de transporte, resguardo y oxidacion de

triglicéridos en diferentes regiones limbicas.

33



HIPOTESIS

Hipotesis nula

El SMet no altera el lipidoma de las regiones cerebrales que conforman el

sistema limbico.
Hipotesis alternativa

El SMet altera el lipidoma de las regiones cerebrales que conforman el

sistema limbico.
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MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron 20 machos de la cepa Wistar, con 20 dias de edad y 70 a 80 gramos
de peso, los cuales fueron proporcionados por “Bioterio Claude Bernard” de la
Benemérita Universidad Autonoma de Puebla. Los animales se mantuvieron en
condiciones controladas, con ciclos de luz oscuridad de 12 horas, temperatura entre
19°C y 26°C, en cajas de policarbonato con una cama de aserrin, manteniendo
maximo 4 sujetos de experimentacion en cada caja, con acceso a comida y agua
“Ad libitum”. Se monitoreo el peso de cada rata cada tercer dia hasta alcanzar 100
gramos, una vez cumplida esta condicibn se conformaron los grupos

experimentales.

Todos los procedimientos se realizaron bajo las condiciones establecidas en la
NOM-062-Z00-1999 que indica las especificaciones para la produccion, cuidado y
uso de animales de laboratorio y del Comité Institucional para el Cuidado y Uso de
Animales de Laboratorio (CICUAL) de la BUAP.

Conformacién de grupos
Los animales fueron divididos aleatoriamente en dos grupos:

e Dieta normocaldrica.

e Dieta hipercal6rica.

Cada grupo conformado por 10 sujetos de experimentacion. El grupo dieta
normocaldrica (NCD) consumio una dieta base pellet balanceada LabDiet 5001, los
animales del grupo dieta hipercalorica (HCD) fueron alimentados con dieta
hipercalorica hiperglicida (MX/E/2013/047377), durante 90 dias, para inducir el
SMet.
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Tabla 2 Composicién nutrimental de las dietas.
NCD Labdiet 5001 (Kcal/g) HCD (MX/E/2013/047377) (Kcal/g)

Carbohidratos % 48.7 77.82
Proteinas % 28.5 7.95
Lipidos % 5.0 6.6
Lipidos (hidrolisis) % 5.7 7.63
Fibra 51 0.0
Ceniza 7.0 0.0
Total 100 100

NCD= dieta normocalérica, HCD= dieta hipercalérica.

Zoometria

Semanalmente se determin6 en cada animal la cantidad de alimento consumido,
asi como la masa, talla y perimetro abdominal, a partir de los cuales se calculé el
indice de masa corporal (IMC), masa libre de grasa, de masa adipocitaria y del

indice de Lee, empleando las siguientes formulas:
e IMC

Peso (Kg)
IMC = ————
¢ Talla? (m)

e 9% de grasa corporal, indice de Lee.

Se calcul6 de acuerdo con el indice de Lee para modelos murinos (Rogers y
Webb, 1979).

" , Peso (g)°33 100
_ *
0 de grasa corporat = 1 ngitud nasoanal (mm)

e Masa libre de grasa
Se realizo una estimacion de los componentes musculo y hueso. Se determiné
mediante la formula sugerida por Cossio, 2010.

Masa libre de grasa = 19.9 + [0.453 * Peso corporal (g)] + [0.114 * edad (dias)]

e Masa adipocitaria
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Se realizo una estimacion de tejido adiposo. Se determiné mediante la férmula

sugerida por Cossio, 2010.

Masa adipocitaria = —31.6 + [0.36 * peso corporal (g)] — [0.345 * edad (dias)]

Obtencidén de muestra sanguinea

Tres dias antes de concluir el tiempo de cohorte se obtuvieron muestras sanguineas
de cada uno de los animales. mediante puncion cardiaca para la determinacién de
la curva de tolerancia oral a la glucosa y la respuesta de insulina. Los animales
tuvieron como preparacion, ayuno por 4 horas previas a la toma de muestra,
posteriormente recibieron carga oral de glucosa con dosis 1.75 g de glucosa por kg
de peso. Después, fueron anestesiados con la administracion intraperitoneal de
Ketamina + Xilazina con una dosis de 0.2 mL/100 g, durante la anestesia, se realizo
la puncién cardiaca, y se obtuvieron 200 uL de sangre a los 0, 30, 60 y 90 minutos
posterior a la carga oral de glucosa. Las muestras obtenidas se centrifugaron
durante 10 minutos a 10,000 rpm, después se separo el suero la fraccion celular y

se almacend a -70°C hasta su andlisis.
Sacrificio

Previo al sacrificio los animales se mantuvieron en ayuno durante cuatro horas, una
vez concluido el tiempo se administraron con pentobarbital sédico a una dosis de

150 mg/kg, por via intraperitoneal.

Después de la eutanasia se realizd puncién cardiaca de la que se obtuvieron
aproximadamente 5 mL de muestra sanguinea, que fueron colocados en tubos BD
Vacutainer para suero con gel separador, los cuales fueron centrifugados durante
10 minutos a 3,500 rpm; el suero fue separado del resto de componentes y

almacenado a -70°C, hasta su andlisis.
Extraccion de 6rganos

Después de la puncién cardiaca, se realiz6 la perfusion de los érganos con solucion
salina isotonica. Posteriormente se decapitaron los animales y se extrajo el cerebro,
5 cerebros por grupo, se seccionaron con ayuda de un bisturi en tres partes con dos
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cortes coronales y se almacenaron en formalina bufferada al 4%, para fijar el tejido.
Los cerebros restantes de cada grupo fueron disectadas las regiones de interés y
se congelaron en ultracongelacién a -70°C hasta su analisis.

Determinaciones bioquimicas séricas
Prueba de tolerancia oral a la glucosa

Esta prueba evalud concentraciones de glucosa en 0, 30, 60 y 90 minutos después
de una carga de glucosa con dosis 1.75 g de glucosa por kg de peso. Las

concentraciones se determinaron por el método de Trinder (oxidasa-peroxidasa).

La glucosa presente en la muestra origina un complejo coloreado que se cuantifica

por espectrofotometria.

Glucosa oxidasa

1
Glucosa + > 0, + H,0 — — — —— Gluconico + H,0,

Peroxidasa

2H, 4+ 4 Aminoantipirina + Fenol — — — —— Quinonaimina + 4H,0

Insulina sérica

Se realizo por el método de inmunoensayo enzimatico (ELISA) tipo sandwich, en el
pozo se inmoviliza el anticuerpo durante la interaccion de la estreptavidina con el
anticuerpo de insulina monoclonal biotinilado, el suero contiene el antigeno, una vez
mezclado el anticuerpo monoclonal biotinilado, el anticuerpo de enzima etiquetada
y el suero que contiene el antigeno nativo resulta una reaccion entre el antigeno
nativo y los anticuerpos, que forma un complejo soluble. EI complejo es depositado
en el pozo a través de la reaccidon de alta afinidad de estreptavidina y el anticuerpo
biotinilado. Posterior al obtener el equilibrio la fraccién del anticuerpo unido es
separado del antigeno desatado por decantacibn o aspiracién. La actividad
enzimatica en la fraccién del anticuerpo limite es directamente proporcional a la
concentracion nativa del antigeno. Utilizando estandares de concentracién conocida

se construyo una curva de absorbancia - concentracion.
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Determinacién de colesterol
Colesterol total

El colesterol presente en la muestra origina un compuesto coloreado segun la

siguiente reaccion:

Colesterol esterasa

Colesterol esterificado + H,0 — — — — — — — Colesterol + Acidos grasos

Colesterol oxidasa

Colesterol + 0, — — — ——— 4 — Colestona + H,0,

2H,0, + 4 — Aminoantipirina + Fenol — — — —— Quinonaimina + 4H,0

e Determinacion del Colesterol HDL reactivo precipitante

Las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y las de baja densidad (LDL)
presentes en la muestra se hacen precipitar con fosfotungstato en presencia de
iones de magnesio. Después de la centrifugacién el sobrenadante que contiene las
HDL es cuantificado por método espectrofotométrico al hacerlo reaccionar con el
reactivo de colesterol que contiene enzimas, como colesterol esterasa que hidrata
el colesterol dando como resultados colesterol y acidos grasos libres,
posteriormente colesterol oxidasa favorece una semioxidacion e hidratacion que da
como resultado una colestona y peroxido de hidrogeno y finalmente una peroxidasa

arroja un compuesto coloreado de quinonaimina detectado a 505 nm.

e Determinacién de Colesterol LDL reactivo precipitante

Las lipoproteinas no LDL presentes en la muestra, precipitan en presencia de
polivinil. El colesterol se cuantifica espectrofotométricamente a 505 nm frente al

blanco, mediante las reacciones acopladas descritas a continuacion:
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col esterasa

Colesterol esterificado + H20 ——— Colesterol + Acido graso
col. oxidasa
Colesterol + 1/2 02 + H202 —— Colestenona + H202

peroxidasa
2 HO2 +4-Aminoantipiridina+fenol ——— Quinonaimina + 4 H20

Determinacion de triglicéridos séricos

Esta determinacién se realiz6 por quimica liquida mediante reacciones acopladas,
corresponde a una reaccién coloreada que se evalla por espectrofotometria, en la
cual los triglicéridos se hidrolizan mediante una lipasa y se obtiene glicerol y acidos
grasos libres, el glicerol reacciona con ATP contenido en el reactivo, reaccion que
es propiciada por la enzima glicerol cinasa, resultando glicerol-3-fosfato y ADP; el
glicerol-3-fosfato se oxida por una reaccién acoplada por una G-3-P-oxidasa, dicha
reaccion tiene como productos dihidroxiacetona-P y peréxido de hidrogeno, este
reacciona a su vez con 4-aminoantipirina y 4-clorofenol mediante una peroxidasa,
obteniéndose una reaccion coloreada de quinonaimina que es mediada a una

longitud de onda de 505 nm.

LPL

Trigliceridos + H,0 — — — —— Glicerol + Acidos grasos libres

Glicerol cinasa

Glicerol + ATP — — — — — — — Glicerol — 3 — Fosfato + ADP

Glicerol fosfato oxidasa

Glicerol — 3 — Fosfato+ 0, — — — ——— Dihidroxiaacetona fosfato + H,0,

e Determinaciéon de TG HDL

Las LDL y VLDL se hacen precipitar con fosfotungstato y iones magnesio, después
se centrifuga y el sobrenadante contiene Uunicamente HDL. Del sobrenadante se
toma una muestra que se hace reaccionar con LPL para liberar el glicerol y acidos

grasos libres. El glicerol es fosforilado por la glicerolfosfato deshidrogenasa y ATP
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en presencia de glicerol quinasa para producir glicerol-3-fosfato y ADP. El glicerol-
3-fosfato es entonces convertido a dihidroxiacetona fosfato y peréxido de hidrogeno
por la glicerol fosfato oxidasa. Al final, el peréxido de hidrogeno reacciona con 4-
aminofenazona y clorofenol, reaccion catalizada por la peroxidasa, dando una
coloracion roja. La intensidad del color formado es proporcional a la concentracion

de triglicéridos presentes en la muestra

e Determinacion de TG LDL

Las lipoproteinas no LDL en la muestra precipitan en presencia de polivinil, la
muestra se centrifuga y en el sobrenadante quedan exclusivamente LDL. Del
sobrenadante se toma una muestra y se determina la concentracién de TG, por las

reacciones anteriormente descritas.
Determinacién de acidos grasos libres

El método se basa en la formacién de sales metalicas y la posterior estimacion del
metal en jabones extraidos con un reactivo de color adecuado. La extraccién se
realiza con cloroformo. Esta afinidad se mejora con alcohol y con el nitrato de cobre.
El cobre presente durante la extraccion reacciona primero con los acidos grasos
libres generando jabones de cobre, estos son extraidos con el cloroformo. La
trietanolamina proporciona un medio basico y favorece la formacion de complejos
de cobre. La forma en cOmo se agita la muestra durante la extraccion es de suma
importancia, siendo la mezcla vertical en vortex a velocidad media la manera ideal.
Se utiliza en una solucion con etanol o isopropanol en una relacion 1.1 y se
desarrolla un color de baja intensidad. El color aparece inmediatamente después de
agregar la solucion de amoniaco y aumenta rapidamente dependiendo de la
concentracion de acidos grasos presentes en la muestra y permanece estable al

menos por 25 minutos.
Determinacion de fosfolipidos

Los fosfolipidos son hidrolizados por la fosfolipasa D y la colina liberada es
secuencialmente oxidada por la colina oxidasa a betaina, con la simultanea
produccion de perdxido de hidrégeno. En presencia de peroxidasa, el peréxido de

hidrogeno acopla oxidativamente a la 4-aminofenazona y al diclorofenol formando
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una quinonamina coloreada, la intensidad del color formado es proporcional a la

concentracion de fosfolipidos presentes en la muestra ensayada
Determinacion de sdLDL-C

Al medir el colesterol LDL (LDL-C), lo que se mide es la masa de colesterol dentro
de las particulas de LDL. La poblacién de particulas de LDL dentro de LDL es
heterogénea, lo que significa que el tamafo, la densidad y la composicion de cada
particula seran diferentes. sdLDL-C es una subfraccion de lipoproteinas de baja
densidad (LDL) con un tamafio de particula més pequefio y una densidad mas alta
qgue las LDL mas grandes y flotantes. Todos transportan triglicéridos y colesterol a
los tejidos, pero su aterogénesis varia segun su tamafio. sdLDL-C penetrara mas
facilmente en la pared arterial interna. sdLDL-C es mas susceptible a la oxidacion y
tiene una menor afinidad por el receptor de LDL hepético y, como tal, circula en la
sangre por mas tiempo. El ensayo se realiz6 con reactivos de la marca Randox, que
consta de dos pasos, se basa en el uso de tensioactivos y enzimas bien
caracterizados que reaccionan selectivamente con ciertos grupos de lipoproteinas.
La medicion se realiz6 por espectrofotometria a 505 nm, siguiendo las indicaciones

del productor.
Determinaciones bioquimicas en tejidos

Las determinaciones bioquimicas en el cerebro se realizaron a partir de un
sobrenadante obtenido mediante la homogenizacién de 100 mg de tejido y 800uL

de soluciodn salina isotonica.

e Colesterol

e Triglicéridos

e Fosfolipidos

e Acidos grasos

Actividad de Lipoprotein lipasa

La actividad de la enzima se determina al colocar una mezcla de reaccion
compuesta por buffer y sustrato de la LPL con la muestra y posterior incubacion, al

finalizar esta, se mide el aumento de fluorescencia con un fluorometro (A= 370). La
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intensidad de la fluorescencia se determina restando la fluorescencia del blanco, la

actividad se obtiene con la ecuacion de la recta estandar.
Analisis histolégico

Los cerebros conservados en formalina al 4% se deshidrataron, posteriormente se
incluyeron en parafina. De los bloques generados se realizaron cortes histologicos
con 5um de grosor en un micrétomo Leica RM2125, estos cortes se colocaron en

portaobjetos previamente embebidos con poli-L-lisina al 0.1%.
Inmunohistoquimica

La técnica inmunohistoquimica se basa en la especificidad de anticuerpo primario
para el antigeno diana. El anticuerpo se detecta directamente, a través de una
etiqueta que se conjuga directamente con el anticuerpo primario, o indirectamente,
usando un anticuerpo secundario marcado que se ha generado contra el anticuerpo
primario. El anticuerpo se visualiza con una enzima, unida al anticuerpo secundario,
que convierte un sustrato soluble en un producto cromogénico insoluble. Esta

técnica se empled para evidenciar la expresion de:

e CD36 (Cell signaling 19347)

e ChREBP (Santa Cruz Sc 21189)
e SREBP (Santa Cruz Sc 8984)

e ACC (Santa Cruz Sc 26817)

e FAS (Santa Cruz Sc 20140)

e DGAT (Santa Cruz Sc 66859)

e PPAR a (Santa Cruz Sc 398394)
e PPARY (Santa Cruz Sc 7273

Empleando anticuerpos secundarios acoplados a peroxidasa se realiz la deteccion
cromogénica, agregando el sustrato de la enzima, peroxido de hidrogeno, y el
cromogeno diaminobencidina. La liberacion de oxigeno provoca la oxidacién del

cromogeno y origina un producto insoluble color marrén.

Tincioén de rojo oleoso
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En cortes histolégicos de 40 um de grosor se colocan en portaobjetos, después se
sumergen en propilenglicol para evita el paso de agua, posteriormente se realiza
tincion con rojo oleoso al 0.5% (Sigma-Aldrich). Inmediatamente se sumerge en
propilenglicol al 85%, se lava y contratifie con hematoxilina. Los lipidos son tefiidos

de color rojo y los nucleos de color azul.
Anélisis estadistico

El analisis estadistico se realizé con ayuda del programa PrismGraph version 7.0.
Las variables fueron expresadas como la media + el error estdndar de la media
(SEM). Se realiz6 la comparacion entre el grupo dieta normocaldrica y el grupo dieta
hipercalorica utilizando la prueba de inferencia t-Student. Considerando un nivel de
significancia del 95 % (P <0.05) y una docima bilateral. Para el analisis de las
pruebas histoldgicas se realizé la comparacion entre grupos usando la prueba no
paramétrica de Mann-Whitney. Considerando un nivel de significancia del 95 % (P

<0.05) y una docima bilateral.
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RESULTADOS

Efectos de

ZOOmeétricos.

la dieta hipercalérica hipergliucida sobre

los parametros

Se realizo la evaluacion antropométrica, semanalmente se determiné el peso, talla

y perimetro abdominal con los datos obtenidos se calculé el indice de Lee, el indice

de masa corporal (IMC), la masa adipocitaria y la masa libre de grasa.

Tabla 3 Evaluacion antropométrica y consumo de alimento semanal.

NCD HCD NCD HCD
Semana 1 97.90 + 1.69 100.70 + 31.84 14.21 £ 0.08 14.26 £ 0.07
Semana 2 129.10 £ 3.18 11460 +£36.24 V 16.05 £ 0.09 1549+0.26 Vv
Semana 3 155.20 £ 4.82 123.84£39.16 V¥ 16.43 £ 0.09 16.08 £0.23 V¥
Semana 4 180.80 £5.90 14927 £4720 Vv 17.24 £0.10 1645+0.16 Vv
S Semana 5 214.80 +£5.98 161.60£51.10 V¥ s 17.53 £ 0.08 16.68+0.16 ¥
\8/ Semana 6 246.17 £ 5.58 180.15+56.97 V¥ ;} 18.06 £ 0.10 17.01+0.15V
& Semana 7 270.45 £ 5.07 199.14 + 6297 V¥ E 18.63 + 0.08 1750+0.18 ¥
Semana 8 285.90 £ 3.40 215.03 £68.00 ¥ 19.25+0.12 17.86+0.15 V¥
Semana 9 294.23 £4.23 234.67£7421V 19.75 £ 0.10 18.53+0.13V
Semana 10 299.97 £4.05 252.25+79.77 V 20.31+0.11 19.27+0.07 Vv
Semana 11 309.33 + 3.50 256.27 £81.04 Vv 20.68 = 0.07 19.36+0.08 ¥
Semana 12 317.28 £2.91 266.89+84.40 Vv 20.95 +0.07 1946 +0.07 Vv
NCD HCD NCD HCD
Semanal 11.37 +0.08 11.2+0.1 49.52 + 0.50 37.19+050V
Semana 2 12.31 £0.11 12.0+0.2 57.26 + 0.60 39.45+037 V
_ Semana 3 13.17 +£0.10 126+01V o 58.37 +0.47 43.79+081V
é Semana 4 13.63 £ 0.07 13.2+0.1V % 59.42 + 0.52 48.89+0.77 V
S Semana 5 14.15 +0.09 134+01V £ 63.65 +0.63 51.36+0.67 V¥
g Semana 6 14.72 £ 0.06 14102V E 64.07 £ 1.27 51.22+101V
g Semana 7 15.37 £ 0.06 143+02V g 63.19 £ 0.48 56.24+1.00 Vv
\q:) Semana 8 15.67 £ 0.07 149+03V = 66.74 £0.75 58.10+0.86 V¥
o Semana 9 15.88 +0.09 151+01V § 66.17 +0.81 50.17+1.14V
Semana 10 16.19 +0.09 152+02V 72.77 +0.79 58.41+1.10V
Semana 11 16.26 £ 0.11 157+03V 77.50 £ 0.60 65.85+0.89 V¥V
Semana 12 16.67 £0.10 16.5+0.3 82.74 +0.76 7250+092 Vv

NCD= Dieta normocaldrica, HCD= Dieta hipercalérica. Los datos presentados son el resultado del promedio de 10 sujetos experimentales +
el error estandar de la media (EEM). El andlisis estadistico se realizé por la prueba t-Student, (¥/A) indica diferencia significativa a p<0.05.
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Los resultados muestran que los sujetos de experimentacion HCD presentan un
menor peso y talla de manera estadisticamente significativa a partir de la semana 2
y hasta el final del estudio, en comparacién con el grupo NCD, esta tendencia se
mantuvo hasta la semana 12. El perimetro abdominal mostr6 este mismo
comportamiento de la semana 2 a la semana 11. El consumo de alimento fue

estadisticamente menor en el grupo HCD durante todo el estudio (Tabla 3).

Tabla 4 IMC, indice de Lee, masa libre de grasa y masa adipocitaria.

NCD HCD NCD HCD
Semana 1 0.48 +0.01 0.50 + 0.01 3.19 + 0.02 3.21 +0.02
Semana 2 0.50 + 0.02 0.48 +0.01 3.10 + 0.04 3.09 +0.03
Semana 3 0.58 +0.02 0.48+0.01 ¥ 3.21 +0.03 3.05+0.03 ¥
Semana 4 0.61 + 0.02 0.55+0.02 ¥ S 322£003 3.17 + 0.04
£ semanas 0.70 + 0.02 0.58+0.02 ¥ g 335003 3.21 +0.05
S | Semana6 0.76 + 0.02 0.62+0.02 ¥ é 3.41 +0.03 3.26+0.04 ¥
S semana7 0.78+0.01 0.65+0.02 ¥ 8 341+002 3.28+0.03 ¥
Semana 8 0.77 £ 0.01 068+002¥Y & 336002 3.30 + 0.04
Semana 9 0.75+0.01 0.68+0.02 ¥ 3.30 £ 0.02 3.27+0.03
Semana 10 0.73+0.01 0.68+0.01 V¥ 3.23 +0.02 3.22 +0.02
Semana 11 0.72 +0.01 0.68 +0.02 3.21+0.01 3.22 +0.03
Semana 12 0.72 +0.01 0.71+0.01 3.19 + 0.01 3.25+002 A
NCD HCD NCD HCD
Semana 1 75.93+0.77 69.73 £ 0.39 -9.02 +0.61 -8.01+0.31
Semana 2 89.77 + 1.44 76.82+1.77 ¥ 017+115 541141V
Semana3 = 102.39+2.18 = 81.92+159 ¥ 6.49+174  -483+127V
s Semana4  11674:267  9435:231V T  1207:213 1501184V
S  Semana5 = 13235+271  10074£235V S  2283+216  362+187V
é Semana6 = 14581+253  109.94 +2.69 ¥ g’ 31.74+201  7.90+214V
2 semana7 = 15672£230  119.45£339 V (‘% 37.74+183  12.00+270 ¥
S  Semana8 = 16196+154  127.57+251V 8 4056123  1498+200
Semana 9 165.94 + 1.92 137.26+2.18 V¥ 41.15+1.53 19.65+1.74 Vv
Semanal0 = 170.22+1.84  146.02+1.99 ¥ 40.81+1.46  23.58+1.59 ¥
Semanall = 175.05+159 = 148.75+3.04 ¥ 4143+126 = 22274242V
Semanal2  177.31+132  15448+1.79 VW 4154+105  2335+143V

NCD= Dieta normocalérica, HCD= Dieta hipercal6rica. Los datos presentados son el resultado del promedio de 10 sujetos
experimentales + el error estandar de la media (EEM). El andlisis estadistico se realizd por la prueba t-Student, (V/A)
indica diferencia significativa a p<0.05.
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Mientras que, el IMC fue estadisticamente menor de la semana 3 a la 10, en
comparacion con el grupo control; las determinaciones de la masa libre de grasa y
masa adipocitaria manifiestan disminucion estadisticamente significativa desde la
semana 2 hasta el final del estudio. Mientras que, el indice de Lee presentd una
disminucién estadisticamente significativa en la semana 2, 6 y 7, pero en la semana

12 increment6 significativamente (Tabla 4).
Caracterizacion metabdlica.

Adicionalmente a la caracterizacion zoométrica, al final del estudio (semana 12) se
realizdé un andlisis de parametros bioquimicos que denoten el desarrollo de SMet.
En este sentido, se analiz6 la tolerancia oral a la glucosa y su respuesta de insulina.
Los resultados mostraron que la concentraciébn de glucosa basal aumenté en
26.06%. Asimismo, se observd un aumento significativo a los 30, 60 y 90 minutos
(36.3%, 50.3% y 53.3%, respectivamente), en comparacion con el grupo NCD
(Figura 5A). Del mismo modo, la respuesta de insulina mostré aumento significativo
en cada uno de los tiempos de andlisis, del 140.8% en la determinacion basal,
151.8% a los 30 minutos poscarga, 149.0% en el minuto 60 y 180.9 % en el minuto
90 (Figura 5B). El célculo de los indices HOMA-S% y HIS evidencié decrementos
significativos del 67%y 67.3%. Mientras que, el indice HOMA-IR mostré un aumento
significativo del 206% (Tabla 5).
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Figura 5. Tolerancia oral a la glucosa y respuesta de insulina. A. Curva de tolerancia oral a la
glucosa. B. Curva de respuesta de insulina. Los resultados son el promedio de 10 sujetos
experimentales * el error estandar de la media (EEM). El analisis estadistico se realizé por la
prueba ANOVA de dos vias (*) indica diferencias significativas P<0.0001.
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Los resultados del panel lipidico sérico mostraron cambios significativos,
incrementando el colesterol contenido en LDL (63.7%) y VLDL (42.7%), pero
disminuyendo el contendido en HDL (43.2%). Asimismo, se presentd un incremento
significativo en TG totales (79.8%) y su distribucion en las lipoproteinas
presentandose 375% mas TG en HDL, 176% en LDL y 22.1% en VLDL, en
comparacion con el grupo NCD (Tabla 5). También se determiné la concentracién
de fosfolipidos, cuyos resultados muestran disminucion del 5.27% Mientras que, los
AGL y LDL pequefias y densas (sdLDL-C) aumentaron significativamente en 195%
y 225% respecto al grupo NCD (Tabla 5).

Tabla 5 Panel lipidico.

NCD HCD

Colesterol total 105.70 + 3.49 106.8 + 4.49
Colesterol HDL 59.26 + 2.16 33.68+191 v
Colesterol LDL 32.55+3.74 53.29+3.88 a
Colesterol VLDL 13.89 £ 0.35 19.82 £+ 0.22 a
Triglicéridos 69.45 +1.79 124.91+1.44 a
Triglicéridos HDL 3.41+0.12 19.63 £ 0.46 a
Triglicéridos LDL 15.99 +£+1.69 44.17 + 0.57 a
Triglicéridos VLDL 50.05 + 2.36 61.11 +0.53 a
Fosfolipidos 109.90 + 1.10 104.10 + 1.36

AGL 1.96 + 0.05 5.79 +0.26 a

LDL-sd 1.18 £ 0.06 3.83+0.25 a

HOMA-IR 0.33+0.01 1.01+0.14 a
HOMA-S% 305.05 + 14.56 100.76 + 461 v

HIS 12.55 + 0.59 414+0.18 v

NCD= Dieta normocalérica, HCD= Dieta hipercalérica. Los datos presentados son el resultado del promedio de 10 sujetos
experimentales * el error estandar de la media (EEM). El analisis estadistico se realiz6 por la prueba t-Student, (V/A)
indica diferencia significativa a p<0.05.

Panel lipidico en cerebro.

Se realizo la determinacion del lipidoma en regiones limbicas cerebrales, que
comprendio la cuantificacion de la concentracion de colesterol, TG, fosfolipidos y
acidos (AG) se evaluaron el hipocampo, la corteza frontal (CF), la corteza temporal
(CT) y la amigdala (AMG). En el hipocampo los resultados mostraron cambios
significativos, la concentracion de colesterol disminuyd 56.9%. Sin embargo, TG,
fosfolipidos y AG incrementaron respecto al grupo control en 77.7%, 816% y
118.6%. Por otra parte, la CF observd cambios significativos en el contenido de
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fosfolipidos aumentando 695% y disminuyendo 46.5% en AG en relacion con el
grupo NCD. En la CT del grupo HCD aumentaron significativamente el contenido
de TG (76.6%), fosfolipidos (483%) y AG (110%). En la AMG disminuyd
significativamente (37.2%) el contenido de colesterol; por el contrario, incremento
significativamente el contenido de TG (43.4%), fosfolipidos (1160%) y AG (33.3%).
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Figura 6. Panel lipidico cerebral. A) Perfil lipidico en hipocampo. B) Perfil lipidico de corteza frontal. C)
Perfil lipidico en corteza temporal. D) Perfil lipidico en amigdala. Los datos presentados son el resultado
del promedio de 10 sujetos experimentales * el error estandar de la media (EEM). El analisis estadistico
se realiz6 por la prueba t-Student, (*) indica diferencia significativa a p<0.05. NCD=Dieta normocalérica.
HCD=Dieta hipercaldrica.
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Efecto del sindrome metabolico sobre la expresion de PPARa y PPARYy.

Por otro lado, se evalu6 PPARa y PPARYy (receptores activados por peroxisomas,
por sus siglas en inglés) que es una subfamilia de factores de
transcripcion/receptores nucleares activados por ligandos, que modulan los genes
del equilibrio energético, homeostasis de la glucosa, metabolismo de TG y LP, en

cuanto a la sintesis, oxidacion y almacenamiento de acidos grasos.

PPAR a

Células positvas (%)

Figura 7. Evaluacion de la expresiéon de PPAR a. Se muestran microfotografia tomadas a 20X. A)
Amigdala NCD, B) Amigdala HCD, C) Corteza frontal NCD, D) Corteza frontal HCD, E) Corteza
temporal NCD, F) Corteza temporal HCD, G) CA1 NCD, H) CA1HCD , 1) CA3 NCD, J) CA3 HCD, K)
GD NCD, L) GD HCD. M)Porcentaje de células reactivas para PPAR a. Flechas blancas (células
positivas). NCD= Dieta normocaldrica. HCD= Dieta hipercaldrica.
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PPAR a es activado por ligandos enddgenos, su activacion es importante en la
regulacion de los niveles circulantes de colesterol HDL, TG, AGL y APO CIIl. De
acuerdo con los resultados obtenidos no hubo cambios estadisticamente
significativos entre el grupo NCD y el grupo HCD para la expresion de PPAR a
(Figura 7). Las diferentes regiones analizadas parecen tener una expresion similar.
Sin en embargo, en CA3y GD se puede observar la marca nuclear en mayor nimero

de células, lo que sugiere una region con mayor actividad.
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Figura 8. Expresién PPAR y. Se muestran microfotografia tomadas a 20X. A) Amigdala NCD, B)
Amigdala HCD, C) Corteza frontal NCD, D) Corteza frontal HCD, E) Corteza temporal NCD, F)
Corteza temporal HCD, G) CA1 NCD, H) CA1 HCD , 1) CA3 NCD, J) CA3 HCD, K) GD NCD, L) GD
HCD, M)Porcentaje de células reactivas para PPAR y. Flechas blancas (células positivas). NCD=
Dieta normocalérica. HCD= Dieta hipercaldrica.

52



Por otra parte, PPARy juega un papel esencial en el proceso lipogénico,
almacenamiento de lipidos y el metabolismo de la glucosa. Los resultados obtenidos
mostraron disminucion significativa del 63.1% en el porcentaje de células que
expresan PPARYy en la corteza temporal (Figura 8). La expresion de PPARYy es
francamente diferente entre regiones siendo CA3 y GD las de mayor expresion.
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Figura 9. Evaluién inmunorreactiva de SREBP-1c. Se muestran microfotografia tomadas a 20X. A)
Amigdala NCD, B) Amigdala HCD, C) Corteza frontal NCD, D) Corteza frontal HCD, E) Corteza
temporal NCD, F) Corteza temporal HCD, G) CA1 NCD, H) CA1 HCD . 1) CA3 NCD, J) CA3 HCD, K)

GD NCD, L) GD HCD, M)Porcentaje de células reactivas para SREBP-1c. Flechas blancas (células
positivas). NCD= Dieta normocaldrica. HCD= Dieta hipercaldrica.

Evaluacion de la expresion los factores de transcripcion ChREBP y SREBP-1.

Los lipidos almacenados pueden ser aportados por la dieta o la via de sintesis de
novo a partir de sustratos no lipidicos. Los dos principales factores de transcripciéon
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responsables de la induccion coordinada de genes lipogénicos son el factor 1 de
transcripcion de union a elementos reguladores de esteroles (SREBP-1c) y la
proteina de union a elementos que responde a carbohidratos (ChREBP).

Figura 10. Evaluacién de la expresion de ChREBP. Se muestran microfotografia tomadas a
20X. A) Amigdala NCD, B) Amigdala HCD, C) Corteza frontal NCD, D) Corteza frontal HCD,
E) Corteza temporal NCD, F) Corteza temporal HCD, G) CA1 NCD, H) CA1 HCD , 1) CA3
NCD, J) CA3 HCD, K) GD NCD, L) GD HCD, M)Porcentaje de células reactivas para
ChREBP. Flechas blancas (células positivas). NCD= Dieta normocalérica. HCD= Dieta
hipercaldrica.

SREBP-1c activa los factores necesarios para la expresion de las enzimas para la
sintesis de acidos grasos y TG, por el estimulo de insulina. Los resultados de la
expresion SREBP-1c mostraron cambios estadisticamente significativos en el grupo
HCD paralaregion de la CF, CT, CAly GD, con aumentos del 42.2%, 58.3%, 72.7%
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y 34.8% respectivamente. Mientras que, se presenté aumento no significativo en la
AMG vy la region hipocampal CA3 (Figura 9).

Complementariamente, ChREBP es un factor de transcripcion con caracteristicas
lipogénicas. Los resultados mostraron incremento significativo en la expresion de
ChREBP en el grupo HCD en todas las regiones evaluadas, 40.9% en CF, 40.1%
para CT, 57.6% en AMG, 133.7% en CAl, 176.8% en CA3 y 3.04% para el GD
(Figura 10).

ACC

Celulas positvas (%)

Figura 11. Evaluaciéon de la expresién de ACC Se muestran microfotografia tomadas a 20X. A)
Amigdala NCD, B) Amigdala HCD, C) Corteza frontal NCD, D) Corteza frontal HCD, E) Corteza
temporal NCD, F) Corteza temporal HCD, G) CA1 NCD, H) CA1 HCD , 1) CA3 NCD, J) CA3 HCD, K)
GD NCD, L) GD HCD, M)Porcentaje de células reactivas para ACC. Flechas blancas (células positivas).
NCD= Dieta normocaldrica. HCD= Dieta hioercaldrica.
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Efecto del sindrome metabdlico sobre la expresion de las enzimas para la
sintesis de acidos grasos y triglicéridos.

La sintesis de lipidos de novo necesita diversas enzimas, una de ellas es la acetil
CoA carboxilasa (ACC). El grupo HCD aumento significativamente el numero de

células reactivas para ACC en CT (24%). Incremento no significativo fue observado
en AMG, CT, CA1, CA3y GD (Figura 11).
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Figura 12. Evaluacion inmunorreactiva de FAS. Se muestran microfotografia tomadas a 20X. A)
Amigdala NCD, B) Amigdala HCD, C) Corteza frontal NCD, D) Corteza frontal HCD, E) Corteza
temporal NCD, F) Corteza temporal HCD, G) CA1 NCD, H) CA1 HCD , 1) CA3 NCD, J) CA3 HCD, K)
GD NCD, L) GD HCD, M)Porcentaje de células reactivas para FAS. Flechas blancas (células positivas).
NCD= Dieta normocaldrica. HCD= Dieta hipercaldrica.

Consecutivamente, la siguiente enzima involucrada en la lipogénesis es la acido

graso sintasa (FAS). De acuerdo con el analisis realizado, se evidencié aumento
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estadisticamente significativo en AMG (70.8%) CF (92.3%) y CT (76.4%). Ademas,

incrementos no significativos en las regiones del hipocampo CA1, CA3y GD (Figura

12).
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Figura 13. Evaluacion de la expresiéon de DGAT. Se muestran microfotografia tomadas a 20X. A)
Amigdala NCD, B) Amigdala HCD, C) Corteza frontal NCD, D) Corteza frontal HCD, E) Corteza
temporal NCD, F) Corteza temporal HCD, G) CA1 NCD, H) CA1 HCD , I) CA3 NCD, J) CA3 HCD.
K) GD NCD, L) GD HCD, M)Porcentaje de células reactivas para DGAT. Flechas blancas (células
positivas). NCD= Dieta normocaldrica. HCD= Dieta hipercaldrica.

La sintesis de TG depende de la expresion y actividad de la diacilglicerol
aciltransferasa (DGAT). Los resultados demostraron aumento estadisticamente
significativo en el grupo HCD respecto al grupo control en AMG (114.7%), CF
(268.6%), CT (129.3%), en CAl (187.2%) y CA3 (181.9%). El GD mostré un
aumento no estadisticamente significativo (Figura 13).
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Evaluacion de la captacién lipidos.

CD36 es un receptor de alta afinidad para acidos grasos de cadena larga que se ha
demostrado facilita la captacién de neta de acidos grasos en diversos tejidos. Los
resultados obtenidos no mostraron cambios significativos en ninguna de las
regiones evaluadas (Figura 14). Sin embargo, tanto la CA1 y CA3 incrementaron de

manera no estadisticamente significativa el nimero de células reactivas.
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Figura 14. Evaluacién de la expresion de CD36. Se muestran microfotografia tomadas a 20X. A)
Amigdala NCD, B) Amigdala HCD, C) Corteza frontal NCD, D) Corteza frontal HCD, E) Corteza
temporal NCD, F) Corteza temporal HCD, G) CA1 NCD, H) CA1 HCD , 1) CA3 NCD, J) CA3 HCD, K)
GD NCD, L) GD HCD, M)Porcentaje de células reactivas para CD36. Flechas blancas (células
positivas). NCD= Dieta normocaldrica. HCD= Dieta hipercaldrica.

La proteina de transferencia microsomal de triglicéridos (MTP), es una proteina

residente en el reticulo endoplasmico que ayuda en el ensamblaje de triglicéridos,
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esteres de colesterol y transferencia de esfingolipidos, de esta manera participa en
la homeostasis de lipidos. Los resultados de la expresion de MTP, mostraron
incremento significativo en las regiones que conforman el hipocampo, CAl1, CA3y
GD, 93.9%, 253.2% y 116.1%, del grupo HCD comparado con el grupo control, en
AMG, CF y CF no se obtuvieron cambios significativos (Figura 15).
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Figura 15. Expresién de MTP. Se muestran microfotografia tomadas a 20X. A) Amigdala NCD, B)
Amigdala HCD, C) Corteza frontal NCD, D) Corteza frontal HCD, E) Corteza temporal NCD, F)
Corteza temporal HCD, G) CA1 NCD, H) CA1 HCD , 1) CA3 NCD, J) CA3 HCD, K) GD NCD, L) GD
HCD, M)Porcentaje de células reactivas para MTP. Flechas blancas (células positivas). NCD= Dieta
normocaldrica. HCD= Dieta hipercaldrica.
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Evaluacion cerebral de la actividad de lipoprotein lipasa.

La LPL media la liberacion de acidos grasos de lipoproteinas ricas en TG, por los
gue representa una enzima clave para la regulacion de la homeostasis de los lipidos
utilizados en el suministro de energia, asi como un mecanismo de control de los
niveles circulantes de TG. Los resultados mostraron aumento estadisticamente
significativo en hipocampo (87.1%), CF (125.2%) y AMG (81.3%) respecto al grupo

NCD, para CT se evidenci6 incremento no significativo (Figura 16).
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Figura 16. Actividad de lipoprotein lipasa cerebral. CF=Corteza frontal, CT=Corteza temporal,
AMG=Amigdala, NCD=Dieta normocalérica. HCD=Dieta hipercaldrica. Los datos presentados
son el resultado del promedio de 10 sujetos experimentales + el error estandar de la media
(EEM). El andlisis estadistico se realizé por la prueba t-Student, (*) indica diferencia
significativa a p<0.05.

Acumulacién de lipidos en regiones limbicas.

La tincién de rojo oleoso permite identificar lipidos neutros y la acumulacién de ellos.
En las microfotografias se observaron droplets que corresponden a la acumulacion
de lipidos neutros (TG) en mayor cantidad para el grupo HCD comparado con el
grupo NCD, ademas se observé incremento en el numero de droplets en el GD

respecto a las demas regiones evaluadas (Figura 17).
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Figura 17. Tincion de rojo oleoso. Se muestran microfotografia tomadas a 20X. A) Amigdala NCD,
B) Amigdala HCD, C) Corteza frontal NCD, D) Corteza frontal HCD, E) Corteza temporal NCD, F)
Corteza temporal HCD, G) CA1 NCD, H) CA1 HCD , I) CA3 NCD, J) CA3 HCD, K) GD NCD, L)
GD HCD. Punta de flechas blancas (acumulacién de lipidos). NCD= Dieta normocalérica. HCD=
Dieta hipercaldrica.
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DISCUSION

El cambio en los habitos alimenticios ha resultado en un excesivo consumo de
alimentos ricos en carbohidratos simples que, en conjunto con un estilo de vida
sedentario, son fuertes inductores de alteraciones metabdlicas entre ellas obesidad,

RI, SMet, enfermedades vasculares y neurodegenerativas.

Diversos autores han reportado que estimulos generados por el consumo de dietas
hipercaldricas altas en carbohidratos juegan un papel importante en el desarrollo de
SMet, pues los patrones dietéticos se relacionan intimamente con el desarrollo de
estados fisiopatoldgicos de las enfermedades crénicas no transmisibles
(Esmaillzadeh A., 2007). Estos patrones son caracterizados por alta densidad
energética y bajo aporte de micronutrientes, ademas de la incapacidad de cumplir
las demandas energéticas adecuadas, lo que conduce al desvio de las rutas

metabdlicas de resguardo.

La prevalencia mundial del SMet oscila entre 10-84%, dependiendo de la region
geografica, y de los criterios clinicos establecidos por las distintas organizaciones
que definen dicha patologia (Kaur J, 2014). En términos generales el SMet se define
como el conjunto de alteraciones fisioldgicas, bioguimicas, metabdlicas y clinicas
interconectadas entre si, que propician el desarrollo de hipertensién, obesidad
central, resistencia a la insulina y dislipidemia aterogénica, que en conjunto
predisponen al desarrollo de enfermedades cardiovasculares y DM2 (Kaur J, 2014)
(Grundy S, 2004).

A pesar de los exhaustivos esfuerzos para dilucidar los mecanismos fisiopatoldgicos
gue desencadenan el desarrollo de SMet, aun no esta del todo claro como ocurren
y se interrelacionan. Es por ello, que el uso de la experimentaciéon animal, como
herramienta, ayuda a comprender en gran parte esta patologia. Algunos de los
diversos enfoques utilizados para inducir el SMet en roedores incluyen
modificaciones genéticas, administracion de medicamentos y el consumo de dietas
hipercaloricas (Wong, 2016). En la actualidad, los estudios dietéticos se han
convertido en la piedra angular para la investigacion del SMet, debido a que las

dietas hipercaldricas tienen un impacto directo sobre la dindmica metabdlica,
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principalmente en el metabolismo de la glucosa y de los lipidos (Wong, 2016)
(Suman R, 2016).

Tradicionalmente las dietas hiperglicidas mas empleadas para el desarrollo de
enfermedades metabdlicas corresponden a altas concentraciones en fructosa y/o
sacarosa. Nuestro grupo de investigacion trabaja con una alternativa a las dietas de
fructosa y sacarosa, cuya base es la glucosa. Esta dieta, ha demostrado inducir
caracteristicas clinicas como RI, SMet y estado diabetogénico. Entre las
caracteristicas comunes se ha evidenciado hiperinsulinemia, la cual esta presente
en este modelo ocasionando el resguardo excesivo de lipidos en tejidos no
capacitados para este fin, como son higado, masculo y rifibn. Ademas, se ha
evidenciado cambios en la homeostasis de glucosa y afeccion pancreatica (Trevifio
S., 2015). Este efecto se observo a partir de 3 meses de consumo, y ha sido
reproducible en estudios consecuentes, en los cuales se presentaron alteraciones
a nivel del sistema nervioso central, particularmente en la corteza temporal y el

hipocampo (Trevifio S., 2015).

Por otro lado, se ha reconocido que la alteracibn de zoometria de los modelos
animales es parte importante del desarrollo de un fenotipo similar al SMet. El peso
corporal, que es la cantidad de masa total de un individuo la cual se compone de la
masa muscular, 6rganos, huesos y tejido graso, como los de mayor relevancia, que
a su vez va de la mano con la talla disminuyeron de la semana 2-12 en el grupo
HCD (Tabla 3). Por lo tanto, la correlacion entre el peso y la talla, es decir el IMC,
también disminuyo en el grupo HCD de la semana 3-10. Una de las causas
principales en la disminucion de peso, podria ser explicado por la disminucion en el
consumo proteico (Rolland-Cachera, 1995), sin embargo, la cantidad proteica del
alimento disefiado cumple con los requerimientos minimos establecidos para este
macronutriente y de sustratos energéticos aprovechables, segun lo indicado por la
Guia Internacional para el Cuidado y Manejo de Animales de Laboratorio (Institute
for Laboratory Animal Research, 2001). Ademas, se puede observar como en el
curso temporal del desarrollo del modelo existe un menor consumo de la dieta

hipercalorica que, sin embargo, la porcion promedio consumida posee una mayor
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carga caldrica que explica que el censo del balance calérico a nivel SNC, se puede

deteriorar con el consumo calérico excesivo y crénico (Roberts S. 2000).

El IMC se puede subdividir en los componentes de masa libre de grasa y masa
adipocitaria, los cuales resultaron por debajo del control (semana 2-12; Tabla 4).
Sin embargo, el porcentaje de grasa corporal y perimetro abdominal a las 12
semanas incrementd en el grupo HCD. Esto puede estar relacionado con procesos
de regulacion mediado para disminucion de la ingesta de alimento causada por la
activacion del sistema de recompensa cerebral a los alimentos y el sistema
hedonico (Fuentes E., 2020). Este sistema se asocia a la activacion neuronal como
respuesta a alimentos con alta palatabilidad, es decir, alimentos que
independientemente de su valor nutricional, producen una sensacion de placer y
saciedad. La ingesta de alimentos esta fuertemente influida por el hedonismo a
través del sistema cortico-limbico, el cual pone de manifiesto el vinculo entre estos
centros homeostaticos con la ingesta alimentaria (Hussain S., 2013) (Hernandez M.,
2018).

En conjunto los resultados indican que a 3 meses de consumo de una dieta
hipercalorica hiperglacida se alterd la zoometria del grupo HCD, promoviendo una
acumulacion grasa en la zona visceral en donde podemos situar la mayor cantidad
de grasa corporal, lo cual es un indicador de dafio metabdlico. El incremento de
estos parametros es atribuible a la respuesta natural ante el excesivo consumo de
carbohidratos en la dieta (Fermin, 2006) (Michael, 1985). Al respecto se conoce que,
la homeostasis de nutrientes esta coordinada por el ritmo hormonal diario, la
actividad intra-indivual, comportamiento de consumo alimenticio, utilizacion y
resguardo energético, dada por ciclos diarios de luz/oscuridad. La maquinaria
molecular involucra ritmos circadianos especificos, retroalimentacion transcripcion—
traduccion, que en el caso de componente alimenticio se halla en el nucleo
supraquiasmatico (SCN) del hipotalamo, regulando la mayoria de érganos y tejidos
(Kohsaka, 2007). Cuando el SNC pierde el control de la coordinacion del proceso
alimenticio por falta o exceso de alimento, o en este caso de calorias, estudios
recientes muestran una pérdida de la regulacibn de genes que se hallan
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intimamente involucrados en la lipogénesis, catabolismo lipidico, metabolismo de
esteroles y gluconeogénesis; lo cual sugiere una pérdida del reloj circadiano celular
(Oishi, 2003) (Yang F., 2006) (Zvonic S., 2006) (Panda S., 2002). Estas
caracteristicas que vinculan el estado nutrimental y las vias de transcripcion
circadiana estan intimamente ligadas a la cepa (o raza), género y edad especifica
en la que se presenta dichas alteraciones (Yanagihara H., 2006) (Kohsaka A.,
2007).

Ademas, los resultados mostraron una alteracion bioquimica severa, clasica del
fenotipo SMet en el grupo HCD. En este sentido, el grupo HCD observé datos de
hiperglicemia con hiperinsulinemia compensatoria, tanto en ayuno como post carga
de glucosa (Fig. 5). Estos elementos son biomarcadores que evallan la respuesta
pancreatica con relacion a los niveles de glucemia, y es un reflejo de la recaptura
del carbohidrato por tejidos periféricos y centrales. La hiperinsulinemia
compensatoria cronica conlleva a la pérdida del efecto de la hormona, lo cual puede
ser por una baja sensibilidad o el desarrollo de RI (Gadgil M., 2013).

Trabajos de Ferrannini, DeFronzo y colaboradores, han demostrado que, en
proporcion al aumento de la concentracion de glucosa plasmatica, la recaptura
hepética se reduce marcadamente en todos los sujetos con Rl y SMet,
incrementando la gluconeogénesis hepatica (DeFronzo R., 1989). Para confirmar la
Rl en el grupo hipercaldrico se utiliz6 el HOMA-IR (Tabla 5) observandose un
incremento. También se ha descrito que la concentracion de insulina en plasma en
ayunas Yy el postprandio en sujetos con RI, es dos a cuatro veces mayor que en
sujetos sanos. Debido a que la hiperinsulinemia es un potente inhibidor de la
produccion de glucosa hepatica, la resistencia hepatica a la accién de la insulina
estuvo presente en nuestro modelo experimental (Tabla 5), lo cual explicaria la
concentracion excesiva de glucosa de segunda fase (pendiente negativa, de la
curva de glucosa). Este evento se ha informado en los individuos metabdlicamente
comprometidos (Campbell P., 1988). Asimismo, este comportamiento se ha
reportado en estudios previos en nuestro grupo de trabajo, en donde se ha
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mantenido durante 2 a 5 meses el consumo de la dieta hiperglicida (Trevifio S.,
2015) (Moroni-Gonzalez D., 2016).

Es conocido que, la RI hepatica modifica la cascada de sefializacion de la insulina
afectando la regulacién de factores de transcripcion como: las proteinas de union a
elementos reguladores de esteroles (SREBP) y las proteinas de union a elementos
reguladores de carbohidratos (ChREBP), ambos regulan la expresion génica de la
glucolisis y la lipogénesis (Xu X, 2013). Particularmente, SREBP-1c se considera el
regulador transcripcional maestro de la sintesis de TG y AG en respuesta a la
estimulacién con insulina, induciendo la transcripcibon de ARNm que codifican
enzimas como: ATP-citrato liasa (ACL), acetil-CoA sintetasa (ACS), acetil-CoA
carboxilasa (ACC), &cido graso sintasa (FAS), estearoil-CoA desaturasa-1 (SCD1)
y glicerol-3-fosfato aciltransferasa (GPAT) (Chirala S., 2004). Mientras que,
ChREBP ha sido reconocido como un factor de transcripcién que se activa por un
nivel alto de glucosa independiente de la insulina, y juega un papel clave en
glucolisis y lipogénesis. ChREBP induce la transcripcion de los genes: piruvato
quinasa de tipo L (L-PK), ACC y FAS (Gluvic Z., 2017). Ambos redundantes sobre
la via lipogénica, explicando de esta manera el incremento en la concentracion de
TG en el grupo hipercal6rico (Tabla 5), correspondiente al panel lipidico sérico. En
higado este hecho favorece la lipogénesis de novo de manera redundante (Wang
Y., 2015).

En lo que respecta a las fracciones de colesterol, en el grupo HCD se presento
disminucion de HDL, incrementd en LDL y VLDL, estas alteraciones son
caracteristicas del SMet y RI. De manera natural, un incremento en el consumo de
carbohidratos estimula una mayor sintesis de AG, y por ende de TG movilizados en
VLDL, que a su vez son hidrolizadas por la LPL (la cual es inducida por insulina) en
diferentes tejidos, lo que provoca la liberacion de AG hacia los tejidos blanco; los
principales tejidos que llevan a cabo estas acciones son el tejido adiposo que lo
resguarda y el tejido muscular que los utiliza para la obtencion de energia (Holvoet
P., 2008). En condiciones de RI, la concentracion de AGL incrementa en muasculo
esquelético, lo que resulta a largo plazo en un menor aclaramiento de las VLDL
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(Sato K., 2016). Ademas, el aumento de AGL en suero conlleva al higado a sintetizar
fracciones mas grandes de VLDL que contienen mayor cantidad de fosfolipidos en
la superficie y tardan mayor tiempo en ser aclaradas lo que fomenta el incremento
de LRT. Adicionalmente, existe una disminucion de las HDL en estados de Rl y
SMet, lo que conlleva a la formacion de particulas pequefias y densas de LDL, como
se observo en nuestros resultados (Tabla 5), que a su vez induce la formacion de
particulas pequefas y densas de HDL (Boden G., 2003). Por lo tanto, el consumo
de la dieta hipercaldrica hiperglicida durante tres meses resulta en alteraciones
bioquimicas y metabdlicas semejantes al SMet en humanos y que estas
alteraciones persisten en nuestro grupo experimental alimentado con una dieta

hipercaldrica.

Cabe mencionar que, durante el ensamble de las VLDL en hepatocitos de pacientes
y modelos animales con un alto flujo calérico, el reticulo endoplasmatico rugoso
produce y estimula la secrecion hepéatica de las VLDL ricas en triglicéridos. Estimula
la incorporacién de triglicéridos novo sintetizados en compartimentos microsomales
y facilita la expansion de las VLDL, haciendo que estas puedan coexistir como
subfracciones de tipo 1 (Sundaram, 2010). Las VLDL tipo 1 en estados de Rl y SMet
disminuyen su catabolismo generando LDLsd. Ademas, en el SMet existe una
mayor actividad de la proteina transferidora de esteres de colesterol (CETP), dando
como resultado LDL ricas en triglicéridos, como se puede observar en nuestros
resultados (Subashini C., 2016). Adicionalmente, las HDL forman parte importante
del acondicionamiento de las VLDL por su intercambio lipidico y de
apolipoproteinas. En este sentido, se ha informado que CETP promueve la
movilizacion de TG hacia las HDL, generando HDL ricas en triglicéridos y pobres en
contenido de colesterol como se observd en nuestro grupo HCD. Estas HDL se
reconocen como subfracciones HDL3b y HDL3c, las cuales en estudios
epidemioldgicos se ha demostrado que no son ateroprotectoras y que al poseer una
mayor cantidad de ApoE, son inestables y aclaradas por el cerebro, generando
depositos lipidicos con caracteristicas toxicas (Boden G., 2003) (Tian L., 2011) (Katz
L., 2010).
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La deslipidacién de lipoproteinas es una accion de la lipoproteina lipasa (LPL), esta
es una enzima multifuncional que desempefia un papel importante en el
metabolismo y el transporte de lipidos en los tejidos periféricos, incluidos el corazon,
el musculo esquelético y el tejido adiposo blanco y marrén (Goldberg 1., 1989).
Después de su sintesis en las células parenquimatosas, la LPL se transporta al
endotelio, donde se une al glucocdlix. En este sitio, la LPL es la enzima limitante
para la hidrélisis del nucleo TG de las lipoproteinas circulantes ricas en TG,
quilomicrones y VLDL, produciendo remanentes de quilomicrones y lipoproteinas
de densidad intermedia, respectivamente. Los AG y el monoacilglicerol liberados de
la hidrdlisis son absorbidos en parte por los tejidos localmente, donde se procesan
de una manera especifica de tejido, por ejemplo, se almacenan como lipidos neutros
en el tejido adiposo, se oxidan o se almacenan en el musculo esquelético y cardiaco,

o0 como éster de colesterilo y TG en macréfagos (Merkel M., 2002).

Ademas de su actividad hidrolitica, otras funciones de la LPL incluyen (a) promover
el intercambio de lipidos entre las subclases de HDL’s y, por lo tanto, desempefa
un papel en la maduracion de las particulas de HDL en plasma (Long S.,2006); (b)
interactuar con HDL, LDL y VLDL para anclarlas a la pared del vaso y facilitar la
captacion de particulas de lipoproteinas (Auerbach, B. 1996) (Eisenberg, S., 1992)
(Mulder, M.,1992) (Panzenboeck, U., 1997) (Seo, T., 2000); (c) actuar como ligando
de los receptores de lipoproteinas para facilitar la captacion de lipoproteinas
(Kounnas M., 1993) (Medh J.1996) (Mulder M., 1993) (Obunike J., 1994 )(Strauss
J. 2001) (Takahashi S.,1995); y (d) mediar la captacion selectiva de lipidos
asociados a lipoproteinas y vitaminas lipofilicas sin la captacion concomitante de las
particulas de lipoproteinas. Asimismo, en algunos tejidos (higado, musculo y
macrofagos) se ha demostrado que tanto la LPL activa como la inactiva mejoran la
union, captacion y degradacion de las lipoproteinas mediante mecanismos que son
tanto dependientes como independientes del receptor de lipoproteinas (Balazs Z.,
2004) (Goti, D., 2002) (Merkel, M., 2002) (Merkel, M., 1998) (Rinninger, F., 2001)
(Schorsch, F., 1997). Las distintas actividades fisiologicas de LPL regulan la
particion de AG derivados de lipoproteinas a varios tejidos periféricos, ya sea para

almacenamiento u oxidacion.
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La LPL también esta presente en todo el sistema nervioso, incluido el cerebro, la
médula espinal y el nervio periférico (Ben-Zeev, O., 1990) (Bessesen, D. 1993)
(Brecher, P., 1979) (Eckel, R. 1984) (Gavin, L. 1987) (Goti, D., 2002) (Yacoub, L.
1990). Paradis y colaboradores determinaron la expresion de ARNm de LPL en el
cerebro de ratones C57BL/6, evidenciando que hay mayor expresion en las regiones
del hipocampo CAl y CA3 y el area cortical (Paradis E., 2004). También se ha
evidenciado que el ARNm de LPL se encuentra predominantemente en las
neuronas del giro dentado, asi como en las capas CA1-CA4 del hipocampo, las
células piramidales del cuerpo estriado y en varias areas corticales, las células de
Purkinje en el cerebelo y en neuronas motoras grandes en el tronco encefalico. En
el hipocampo, los niveles de ARNm de LPL son al menos 2.5 veces més altos que
en otras regiones del cerebro (Nufiez M., 1995) (Wang, H., 2011). Asimismo, se ha
detectado la actividad de LPL en las regiones del cerebro antes mencionados en
ratas y ratones adultos, siendo el hipocampo la regién con la actividad mas alta
detectada (Ben-Zeev O., 1990) (Eckel R., 1984). Nuestros resultados concuerdan
con la literatura ya que el grupo nomocaldrico presenta la mayor actividad de LPL
en hipocampo, seguido de la CT, CF y amigdala. Sin embargo, en el grupo HCD la
regién que mostré el mayor incremento porcentual de la actividad de LPL fue la CF,
seguida del hipocampo y finalmente la amigdala (Figura 16).

El papel de la actividad de LPL en cerebro es controversial, por un lado, se reconoce
gue es la enzima limitante en la hidrdlisis de TG contenidas en LRT, y que estos
lipidos pueden cumplir diversas acciones, que van desde el mantenimiento
energético, mantenimiento de membranas, cotransporte vitaminico, pero su exceso
puede llevar a la lipotoxicidad y lipoapoptosis neuronal (Doolittle M., 2010). En las
neuronas, se han sugerido otras funciones de la LPL. La LPL activa promueve la
diferenciacion estimulada por VLDL y la extension de neuritas (Paradis E., 2004),
ademas, previene la neurotoxicidad cuando las células estan expuestas a
lipoproteinas nativas u oxidadas (Paradis E., 2004). Lo que sugiere que la LPL
posiblemente puede desempefar un papel en la diferenciacion de neuronas y en la
respuesta al estrés oxidativo en varios trastornos neurodegenerativos. En ratones

sometidos a desaferentacion utilizando una lesion de la corteza entorrinal, se ha
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observado una marcada induccion en los niveles de LPL (ARNm y proteina) en el
hipocampo dos dias después de la lesién, lo cual indica un papel potencial de LPL
en el reciclaje y/o eliminacién de lipidos y colesterol liberados de las terminales
nerviosas en degeneracion (Blain, J. 2004). Estas observaciones son
particularmente relevantes porque el giro dentado, una de las regiones del
hipocampo en la que se localiza abundantemente el ARNm de LPL, es una de las
pocas regiones del cerebro adulto que sufre neurogénesis (Zhao, C., 2008).
Ademas, la expresion de ARNm y proteica de LPL ocurre de manera mas importante
en las capas CA1-CA4 del hipocampo. En el modelo de raton de deficiencia de LPL
rescatado de la letalidad neonatal por transferencia de genes somaticos, se ha
demostrado cognicion alterada (Xian, X., 2009), evidenciada por pruebas que
evallan el aprendizaje espacial y la memoria relacionados con el hipocampo.
Adicionalmente, la microscopia electronica de transmisién ha evidenciado una
disminucién en el nUmero de vesiculas presinapticas en el hipocampo de ratones
deficientes en LPL, con niveles del marcador presinaptico sinaptofisina reducidos y
sin cambios en los niveles de un marcador postsinaptico, la proteina de densidad
postsinaptica 95. Cuando estos datos preclinicos se consideran junto con los de
humanos en los que las mutaciones de LPL se relacionan con la EA, lo que sugiere
que LPL desempefia un papel importante en el aprendizaje y la memoria. Nuestros
resultados demostraron la mayor actividad de LPL/gr de proteina en la region
hipocampal, y en trabajos previos en nuestro grupo de trabajo, ya se ha demostrado
la pérdida de memoria a corto y largo plazo en animales HCD alimentados por 3
meses (Trevifio S., 2015) (Trevifio S., 2017), lo que sugiere que la actividad de LPL
esta a favor de la hidrdlisis y recuperacion de AG, y posiblemente su resguardo en

este tejido.

Como hemos mencionado, posterior a la actividad de LPL se liberan AG y
monoacilgliceroles para su absorcion por el tejido cerebral (D Bruce K., 2020). Estos
actian en regiones centrales sensibles a AG y podrian inducir respuesta heddnica
y de satisfaccion. Por supuesto, un prerrequisito para que esto suceda es la
presencia de transportadores de AG como CD36. De esta manera se captan AG

(Cruciani-Guglielmacci C., 2017). El transporte de AG a través de la BHE se basa
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en dos mecanismos distintos: difusion pasiva a través de la bicapa lipidica llamada
flip-flop de AG, principalmente debido a las propiedades lipofilicas de los AG y el
transporte facilitado de AG que requiere la presencia de transportadores de AG
saturables, se han identificado FATP, CD36 y FABP (Hawkins B., 2005; Moullé V.,
2012). Particularmente, CD36 o FAT (AG translocasa), presenta diversos ligandos

y funciones criticas en cerebro, por lo que actualmente es un punto de interés.

La proteina CD36 es un receptor de "reconocimiento de patrones" y es probable
qgue su funcion principal dependa del contexto celular y del ligando con el que
interactia (Febbraio M., 2001) (Chen H., 2000). Las funciones que se han
documentado para CD36 hasta ahora derivan en gran medida de dos propiedades
principales, su capacidad para facilitar la captacion de moléculas lipidicas
especificas como AG y LDLsd oxidadas (oxLDLsd) y su adhesion de varias
macromoléculas cargadas negativamente con la posterior transduccion de sefiales
intracelulares relevantes para inflamacién, fagocitosis y endocitosis (Husemann J.,
2002). CD36 se une a AG de cadena larga con alta afinidad (Baillie A., 1996)
(Harmon C., 1993), donde contribuye a la regulacion del metabolismo de los lipidos
y la sensibilidad a la insulina (Hajri T., 2002) (Aitman T., 1999). En los macréfagos,
el CD36 es un receptor de oxLDLsd que refleja su capacidad para unirse a
fosfolipidos anidnicos, asi como a lipidos modificados por peroxidacion (Febbraio
M., 2001). Muchos de los ligandos de CD36 estan implicados en la transduccion de
seflales, en consonancia con la localizacion de CD36 en balsas lipidicas,
microdominios de membrana con alto contenido de colesterol y esfingolipidos (Zeng
Y., 2003) (Pohl J., 2004). Las balsas, que representan aproximadamente el 5% de
la membrana plasmatica de las células de mamiferos, tienen una alta densidad de

receptores, por lo que funcionan como centros de transduccion de sefiales.

En el cerebro, la distribucion de CD36 no se ha examinado de forma exhaustiva,
pero su expresion en la microglia y las células endoteliales microvasculares se ha
establecido de forma concluyente (Husemann J., 2002). Su expresion en neuronas
también se ha informado (Ricciarelli R., 2004). La expresién de CD36 en el cerebro

parece estar en consonancia con sus dos funciones principales, a saber, captacion
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de lipidos (células endoteliales) y adhesion/transduccion de sefiales y fagocitosis
(microglia). En este contexto, se ha propuesto que, de forma similar a su papel en
la interaccién de macrofagos con oxLDLsd, CD36 media las interacciones de la
microglia con beta-amiloide fibrilar (AB) (Coraci I., 2002). Se ha propuesto que la
activacion de CD36 de la microglia desempefia un papel en la patogenia de la EA
en paralelo a su papel de la prolesion en la placa aterosclerodtica. CD36 esta
implicado en la mediacién de la respuesta inflamatoria local y la degeneracion
neuronal a los depdsitos de AB (Coraci I., 2002). Se ha informado que un complejo
gue involucra CD36 e integrinas se une a AB (Coraci I., 2002) y es necesario para
la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y citocinas, sustancias que
se sabe que propagan los efectos neurotdxicos del amiloide (EI Khoury J., 2003).
Es posible que en condiciones en las que el aclaramiento de AR sea inadecuado, la
induccion continua de CD36 con la consiguiente produccion de un exceso de ROS
y quimiocinas por la microglia pueda contribuir a la neurodegeneracion (Coraci |.,
2002) (Ricciarelli R., 2004). Nuestros resultados mostraron que existe una expresion
en las regiones limbicas analizadas, sin embargo, el consumo crénico de una dieta
hipercalorica presenté un incremento en el porcentaje de células inmunorreactivas
en las subregiones CA1 y CA3 del hipocampo, lo que sugiere que juega un papel
importante en cuanto al cambio del lipidoma cerebral y por supuesto con procesos
neurodegenerativos. Es por ello que fue imprescindible evaluar el lipidoma en las

regiones limbicas en el presente trabajo.

Ademas de los transportadores de AG, en el cerebro se expresan diversos
transportadores asociados a colesterol debido a que es el lipido mas estudiado en
cerebro. En este érgano, la BHE necesita que la homeostasis del colesterol se
mantenga mediante sintesis local (Quan G., 2003). El transportador de colesterol
proteina 1 de Niemann-Pick tipo C y el colesterol 24 (S)-hidroxilasa son esenciales
para el metabolismo del colesterol en el cerebro. Aunque los cambios en la
concentracion de colesterol plasmatico o la pérdida de funcion del transportador de
Al del casete de union a ATP (ABCAL), receptor eliminador la clase B, tipo | (SR-
B1, también conocida como Scarbl), LDLR o ApoE, o ApoA-I no tienen ningun

efecto sobre el recambio de esteroles en el cerebro (Quan G., 2003). En general,
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las evidencias sugieren fuertemente que, durante el desarrollo temprano, el
colesterol se origina completamente a partir de la sintesis local, pero en el adulto
hay una excrecion constante de esterol del cerebro al plasma.

En el cerebro los astrocitos y neuronas cooperan en la regulacion, sintesis y
redistribucion de colesterol a las diferentes subregiones (Pfrieger F., 2011).
Especificamente, los pasos enzimaticos seleccionados y los precursores en la
biosintesis del colesterol difieren en los astrocitos cultivados frente a las neuronas.
Diferentes mecanismos parecen regular la salida de colesterol de las neuronas y
astrocitos, lo que refleja los diferentes roles que juegan estos tipos de células en la
homeostasis del colesterol cerebral. Por ejemplo, los astrocitos producen y liberan
ApoE, mientras que las neuronas metabolizan el colesterol a 24 (S)-
hidroxicolesterol. La salida de colesterol de los astrocitos se ve facilitada por las
apolipoproteinas solas o en particulas de lipoproteinas; mientras que, la eliminacion
del colesterol de las neuronas solo se da por las particulas de lipoproteinas. La
salida de colesterol regulada por ABCA1y ABCGL1 sélo se produce en los astrocitos,
mientras que la salida de colesterol mediada por ABCG4 sélo se produce en las
neuronas (Chen J., 2013). Ademas, el colesterol recién sintetizado rara vez se
convierte en CE y se redistribuye rapidamente entre varios tipos de células dentro
del cerebro. Ademas, la vida media del colesterol derivado del cerebro es mayor
(hasta 5 afios) en comparacién con la de escasos dias en la periferia, con una
redistribucién y transporte extensos a través de ABCAL y lipoproteinas similares a
HDL, respectivamente, como principal mecanismo para mantener la homeostasis
(Wang H., 2014).

Cabe destacar que alteraciones en la homeostasis de los esteroles son
componentes criticos de muchos trastornos cerebrales de neurodesarrollo y/o
neurodegenerativos. En los ancianos, el colesterol alto se asocia con una mejor
funcidén de la memoria, mientras que el colesterol bajo se asocia con un mayor riesgo
de depresién (Loera-Valencia R., 2019). La funcién del colesterol en el SNC va mas
all4d de ser un componente estructural de las membranas celulares y las balsas

lipidicas, es necesario para la formacion de sinapsis y dendritas, sirve como
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precursor de varias vias biosintéticas. Las neuronas expresan genes que codifican
las enzimas de biosintesis de colesterol, pero se cree ampliamente que la principal
sintesis de esteroles en el cerebro adulto la realizan las células gliales (Banks W.,
2018). En este sentido, nuestros resultados mostraron que la concentracién de
colesterol disminuy6é en el hipocampo y la AMG para el grupo HCD (Figura 6).
Estudios sefialan un mayor riesgo de desarrollar enfermedades neuronales
relacionado a las concentraciones elevadas de colesterol (Kivipelto M., 2005)
(Solomon A., 2007), sin embargo, surgieron interrogantes cuando la evidencia
mostré disminuciéon en el riesgo, e incluso un efecto neuroprotector de la
hipercolesterolemia en pacientes ancianos (Mielke M., 2005) (Reitz C., 2008). Se
ha reportado que la disminucién en la concentracion de colesterol bloquea la
potenciacion a largo plazo (LTP) en el hipocampo, y la reposicion in vivo de la

membrana sobre las funciones cognitivas (Koudinov A., 2001) (Martin M., 2014).

Ademas, el cerebro es uno de los tejidos mas ricos en términos de contenido de
fosfolipidos. Los fosfolipidos son moléculas importantes que forman las bicapas
lipidicas de la membrana de las neuronas, la glia y las células cerebrovasculares.
Proporcionan integridad estructural para las proteinas de la membrana intracelular
y de la superficie celular (Adibhatla y Hatcher, 2007). Tienen una serie de funciones
diversas que van desde la regulaciébn del comportamiento de proteinas de
membrana, receptores, enzimas, canales idnicos, que sirven como reservorios
bioenergéticos y precursores de mensajeros secundarios para la transduccion de
sefales, incluida la mediacion de respuestas inflamatorias (Adibhatla y Hatcher,
2007). Las diferentes regiones del cerebro difieren en la composicion de fosfolipidos
y la alteracion en su composicién genera cambios en la fluidez y permeabilidad de

la membrana neuronal.

Un desequilibrio en la coordinacion del metabolismo de los fosfolipidos ha sido bien
documentado en varias afecciones neurolédgicas y psiquiatricas, o que resulta en
diversos fenotipos y estados patologicos (Kosicek, 2013). En algunas patologias
agudas cerebrales, se han informado aumentos en los niveles de fosfolipidos
provenientes de fracciones lipoproteicas y AGL en el LCR, las cuales se presentan
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entre horas y dias después de la lesion (Pilitsis, 2003) (Pasvogel, 2010) (Hankin,
2011). En la EA, se han mostraron cambios en la composicién de fosfolipidos en la
membrana (Sabogal-Guaqueta A., 2020), pero no se ha demostrado el mecanismo
por el cual se genera este fendmeno. Asimismo, se ha observado una reduccion del
73% en el plasmalégeno de colina en la corteza frontal de los individuos con EA en
comparacion pacientes sin la enfermedad (lgarashi M., 2011). Adicionalmente, se
ha demostrado que el consumo de dietas hipercaldricas conduce a la desregulacion
de la via de esfingolipidos y glucolipidos en tejidos periféricos, y por ende tiene
impacto en la composicion cerebral (Meikle P., 2017). Nuestros resultados
mostraron incremento en la concentracién de fosfolipidos en las cuatro regiones
evaluadas (Figura 6). Se ha establecido que las células neuronales tienen la
capacidad de sintetizar fosfolipidos a partir de AG, ademas de que expresan las
enzimas necesarias para la sintesis de colina, en conjunto este mecanismo podria
ser estimulado por el consumo crénico de la dieta alta en carbohidratos,
incrementando la sintesis de fosfolipidos (Poitelon Y., 2020).

Nuestros resultados mostraron que la concentracion de AG en el hipocampo, la CT
y AMG aumentaron en el grupo HCD en comparacion con el grupo NCD (Figura 6).
La elevacion en la concentracién de AGL séricos puede ser una explicacion a este
incremento pues los transportadores de AG en el endotelio podrian propiciar un
mayor transporte desde la circulacion a las regiones cerebrales. Esto se ha asociado
con la sobrenutricion causada por una dieta alta en grasas, la cual trae como
consecuencia incremento de AGL en circulacion, que conlleva al incremento en la
probabilidad de neuropatias (Moon M., 2014). Sin embargo, también se sabe que
durante el proceso de RI periférica, se regula positivamente la expresion de enzimas

lipogénicas, incrementando la sintesis de novo de AG.

Los AG puede ser clasificados de diversas maneras, comunmente se clasifican con
base a la saturacién de sus enlaces entre carbonos. Varias funciones cerebrales
estan determinadas por acidos grasos poliinsaturados (PUFA, por sus siglas en
inglés), que son partes de la membrana plasmatica implicadas en una amplia gama

de procesos, incluido un mayor desarrollo y funcionalidad sinaptica, efectos sobre
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la integridad y plasticidad, neuroplasticidad y mejora de la actividad cognitiva
(Cansev M., 2008) (Beltz B., 2007) (Castro-Gémez P., 2015). Algunos reportes
indican que en la suplementacion dietarea con PUFA puede mejorar desordenes
neurodegenerativos como EA y Parkinson (Calviello G., 2013). Las principales
clases de PUFA pertenecen al omega-3, que comprende acido a-linolénico (ALA,
18: 3 w-3), acido eicosapentaenoico (EPA, 20: 5 w-3) y acido docosahexaenoico
(DHA, 22: 6 w-3) y al omega-6, que comprende acido linoleico (LA, 18: 2 w-6) y
acido araquidonico (ARA, 20: 4 w-6) (Weiser M. 2006).

El DHA y ARA son los PUFA mas importantes del cerebro (Chappus-McCendie H.,
2019). En particular, el DHA constituye mas del 90% de los FA-3 PUFA y el 10-20%
de los lipidos totales en el cerebro (Brenna J. 2007). Se incorpora principalmente
en fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina y en cantidades mas pequefias en
fosfatidilcolina en las terminales sinpticas, mitocondrias y reticulo endoplasmico
(Wassall S. 2018). De hecho, el DHA es capaz de modular las propiedades celulares
y los procesos fisiolégicos como la fluidez de la membrana, la liberaciéon de
neurotransmisores, la expresion génica, la mielinizacion, la neuroinflamacion y el

crecimiento neuronal (Uauy R., 2006).

Por otro lado, el aumento de los AGL monosaturados o saturados circulantes
derivan en factores proinflamatorios asociados a la Rl y la desregulaciéon de la
homeostasis de la glucosa, que son aspectos centrales de la diabetes mellitus tipo
2 (Greenberg y Obin, 2006). En particular, se ha demostrado que la composicién de
acidos grasos saturados (AGS) en las dietas afecta el perfil obesogénico de los
pacientes y en general presentan una mayor toxicidad, debido a que induce una
mayor acumulacion de grasa corporal y menor saciedad que las dietas enriquecidas
en PUFA (Lawton,2000) (Piers 2003) (Moussavi,2008) (Phillips,2012). Ademas, el
rendimiento cognitivo en personas de edad avanzada (65-90 afios), sin deterioro
cognitivo significativo, es mejor en sujetos con ingestas elevadas de verduras, frutas
y vitaminas; y menores en los que tiene ingestas de acidos grasos monoinsaturados,
AGS y colesterol (Ortega, 1997).
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Existe una estrecha relacion entre el SMet, la diabetes mellitus tipo 2 y la disfuncién
cerebral, que abarca tanto los trastornos del estado de &nimo como los cognitivos
(Ott, 1996) (De Felice, 2013) (Santos, 2016) (Rebolledo-Solleiro, 2017). Los
mecanismos subyacentes a esta conexion parecen basarse en gran medida en la
neuroinflamacion y la sefializacién desregulada de la insulina cerebral, que pueden
resultar de un desequilibrio nutricional (Luchsinger, 2012) (De Felice y Ferreira,
2014) (Holt, 2014) (Sevilla-Gonzalez, 2017). Aunque en el presente trabajo no se
diferenci6 el tipo de AG que se incrementan en cerebro, trabajos anteriores en
nuestro grupo de trabajo ya han evidenciado que la dieta hipercal6rica hiperglicida

incrementa los AG de tipo monoinsaturados y saturados.

Adicionalmente evidenciamos que, la concentracién de TG en regiones cerebrales
incrementd en el hipocampo, CT, AMG y de manera no significativa
estadisticamente en la CF. Aunque no existen evidencias contundentes que en el
cerebro se genera esteatosis, es decir, resguardo de TG, debido a que la actividad
de los astrocitos se encarga de mantener baja cantidad TG resguardados, algunos
estudios han mostrado el incremento de TG en regiones hipocampales de pacientes
con EA, demostrando la correlacion entre la acumulacion de TG, el grado de atrofia
cerebral y altos niveles de LTR (Kao Y., 2020). En este contexto, diversos autores
sugieren que el incremento de los TG séricos se correlaciona con un rendimiento
cognitivo deficiente (Huang C., 2009) (Lepara O., 2009). Posterior a la hidrdlisis por
la LPL el flujo hacia cerebro es principalmente de AG, y no de TG. Dado que las
neuronas tienen capacidad limitada de oxidar AG para obtener energia y el trafico
adecuado del sustrato a los astrocitos vecinos es esencial para evitar el
almacenamiento excesivo de lipidos, la generacién de intermediarios lipotoxicos, en
particular de lipoperéxidos, que en condiciones de alta actividad neuronal es mas
probable (Aon M., 2014). Por lo tanto, las neuronas son casi dependientes del trafico
de lipidos con la glia cercana, para el intercambio de lipidos y el desecho de
metabolitos potencialmente lipotdxicos, lo que produce distintos perfiles de
distribucion de lipidos entre la diversidad célular del SNC. Se sabe poco sobre la
distribucion de TG en las regiones cerebrales, sin embargo, se ha identificado que

la generacion y acumulacion de estos, puede propagar procesos inflamatorios
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(Khatchadourian A., 2012). Estudios post mortem en cerebros de pacientes con
Parkinson han evidenciado la acumulacion de TG en las neuronas dopaminérgicas
y la microglia respecto pacientes sin la enfermedad (Brekk O., 2020). En conjunto
los resultados evidencian cambios en el lipidoma cerebral, después del consumo
cronico de dieta hipercaldrica hiperglicida durante 3 meses, promoviendo cambios
importantes en la concentracion y distribucion de lipidos en las zonas cerebrales

estudiadas.

El lipidoma en cualquier tejido deriva tanto de la distribucion lipidica proveniente de
lipoproteinas circulantes y de complejos AG-proteina (principalmente albimina),
como de la sintesis de novo en cada tejido. La novo sintesis de AG esta vinculada
a la actividad del factor de transcripcion SREBP-1c que actla en sinergia con
ChREBP, que son estimulados en proporcién a la concentracién de insulina y
carbohidratos. Tanto en el higado, musculo y tejido adiposo el proceso de
lipogénesis de novo es bien reconocido (Ortega-Prieto P., 2019). Sin embargo, en
el cerebro este evento es poco estudiado, a pesar de ello, se ha identificado que
puede existir en los nucleos hipotalamicos arqueado, dorsomedial, paraventricular
y ventromedial en roedores y seres humanos (Kim E., 2002) (Sorensen A., 2002)
(Kuhajda F. 1994). Lo que sugiere que la via biosintética de los AG es importante

en estos grupos de células.

La mayoria de los estudios de SREBP se han centrado en el higado y los tejidos
adiposos, que son importantes para la homeostasis del colesterol y el metabolismo
de los AG en todo el cuerpo. En el cerebro, las alteraciones de la homeostasis del
colesterol y los AG provocan diversas enfermedades neurodegenerativas. Los
ratones mutantes Niemann-Pick tipo C, que exhiben un almacenamiento de
colesterol celular anormal y una degeneracion neuronal progresiva, tienen una
expresion de la proteina SREBP-1c reducida en las neuronas de la corteza y el
hipocampo (Ong et al., 2000). Esto sugiere que la regulacion a la baja de SREBP-
1c en el cerebro contribuye a la disfuncién neuronal que caracteriza a la enfermedad
de Niemann-Pick. Los astrocitos sintetizan y liberan &cidos oleicos, que promueven
la diferenciacion neuronal (Tabernero et al., 2001). SREBP-1c induce las enzimas
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gue participan en la sintesis de acido oleico, en particular estearoil-CoA desaturasa
(SCD), una enzima que cataliza la formacién de A9-cis-doble enlace dentro del
acido oleico (Pai., 1998). Recientemente se informo que la transcitosis de albumina
en astrocitos indujo la sintesis de acido oleico activando SREBP-1c y SCD
(Tabernero et al., 2002). Estos resultados indican que, al igual que la SREBP-1c
hepatica, la SREBP-1c del cerebro regula la lipogénesis de novo y participa en el
mantenimiento de la homeostasis de los AG dentro del cerebro. El hecho de que el
contenido de &cido palmitico, acido estearico, acido oleico y acido palmitoleico (el
tipo principal de &acido graso saturado y &cido graso monoinsaturado en los
fosfolipidos de membrana) en el cerebro es indistinguible en animales delgados y
obesos (Guesnet et al., 1990; Sena et al., 1982) lo que indica que la expresion de
SREBP-1c en el cerebro esta regulada de manera muy precisa. La sobre regulacion
de SREBP-1c se involucra en procesos de mielinizacion en adultos (de Preux A.
1994) (Verheijen M. 2003) (Leblanc, S. 2005). Ademas, es fuertemente expresada
en inervaciones maduras, lo que sugiere que es un factor de transcripcion altamente

activo en el metabolismo de AG.

Algunos trabajos demuestran que la accion de SREBP-1c en mdltiples tejidos se ve
afectada en la diabetes, lo que sugiere que la sobre expresion y actividad de
SREBP-1c puede ser la base de los cambios patoldgicos asociados con neuropatia
periférica diabética (NPD) (Verheijen M. 2003) (Sima A., 2003). Se cree que la
diabetes mellitus tipo 1 también altera el metabolismo de los PUFA al disminuir la
actividad desaturasa de los AG, lo que resulta en un menor contenido de PUFA en
los fosfolipidos de membrana de las neuronas (Horrobin D. 1997). De acuerdo con
estas observaciones, se ha demostrado que los PUFA modifican la actividad de las
ATPasas axonales de Na*/K* (Vreugdenhil M.,1996) Curiosamente, también se ha
evidenciado que SREBP-1c media la transcripcion inducida por insulina de SCD1,
delta-5-desaturasa (D5D) y delta-6-desaturasa (D6D) (Nakamura, M. 2002). Lo que
conlleva a una mayor sintesis de MUFA, alterando la contraccion dendritica, la
sinapsis neural y la velocidad de conduccion del impulso eléctrico en pacientes
diabéticos. Debido a que la dinamica regulacién entre MUFA’s y PUFA’s es una
actividad del astrocito, las evidencias apuntan a que esta es una célula clave en el

79



estudio del metabolismo cerebral. Claramente, la expresion de la SREBP-1c se ve
afectada por ambientes diabetogénicos, como en el SMet, y por el estado
nutricional, contribuyendo a la fisiopatologia de las enfermedades
neurodegenerativas. Nuestros resultados mostraron un incremento en la expresion

de SREBP-1c en todas las regiones cerebrales evaluadas el grupo HCD (Fig. 9)

De manera sinérgica a SREBP-1c, otro factor de transcripciébn asociado a la
lipogénesis es ChREBP, que media la respuesta a los carbohidratos de la dieta. La
estructura de la proteina ChREBP contiene un dominio inhibidor de glucosa baja
(LID) y un elemento conservado de activacién de respuesta a glucosa (GRACE)
ubicado en su extremo N-terminal (Li, 2006). La activacion del dominio GRACE por
los metabolitos de la glucosa promueve la actividad transcripcional de ChREBP y la
unién a una secuencia altamente conservada llamada elemento de respuesta de
carbohidratos (ChoRE). ChoRE esta presente en los promotores de los genes diana
de ChREBP, gue codifican enzimas clave de la lipogénesis de novo, incluida la L-
piruvato quinasa (L-pk), una enzima limitante de la glucdlisis, la FAS, la ACC y SCD-
1 (Kawaguchi et al.,, 2001). Se han informado niveles discretos de ARNm de
ChREBP en distintas regiones del cerebro (Poungvarin N.,2012), principalmente en
el hipotdlamo y el tronco encefélico. El incremento de ChREBP en el cerebro es un
hallazgo indiscutible de un incremento del flujo de glucosa, preferencia por
alimentos con sabor dulce y regulacion de la saciedad (Abdul-Wahed A., 2017).
También debemos considerar que la actividad de ChREBP en cerebro evitaria la
glucotoxicidad, sin embargo, el desvio a la lipogénesis de novo pareceria ser
inevitable (Steinbusch., 2015). Curiosamente, la investigacion sobre la identidad de
los neurotransmisores que responden a la glucosa ha revelado un papel paralelo de
estas neuronas en la regulacion de la ingesta de alimentos y el gasto energético. Es
de resaltar que, no se han definido las regiones cerebrales especificas y las
poblaciones neuronales que expresan ChREBP (Lizuka., 2004). Mientras tanto, los
datos en ratones sugieren un papel de ChREBP en la regulacién del
comportamiento alimentario. La pérdida total de ChREBP en la cepa de raton ob/ob
antagoniza su fenotipo hiperfagico y da como resultado la modificacion de la

expresion de neuropéptidos orexigénicos (Lizuka ., 2006). Los ratones deficientes
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en ChREBP también muestran una menor ingesta de alimentos en la dieta
occidental (Wu et al., 2015). Por lo que es plausible pensar que su incremento seria
motivo de hiperfagia de dietas altamente caloricas, preferencias sobre alimentos
dulces, y por tanto, una mayor probabilidad de desarrollar enfermedades
neurodegenerativas. Nuestros resultados mostraron incremento en la expresion de
ChREBP para todas las regiones evaluadas (Figura 10), lo que apunta que la
hiperglicemia producida por el consumo de la dieta alta en carbohidratos estimula

la expresion de este factor de transcripcion.

En estados de RI, es inminente la activacion de ChREBP y SREBP-1c, lo cual puede
llevar a una mayor biosintesis de lipidos (Brown, M., 1997). Ambos factores de
transcripcion desempefian un papel relevante en la biosintesis de AG, debido a que
incrementan la expresion de la ACC, FAS, la ATP citrato liasa (que suministra acetil-
CoA), la enzima malica y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, favoreciendo asi la
sintesis de AG insaturados y la glicerol-3-fosfato aciltransferasa, que convierte el
exceso de AG en triglicéridos (Edwards P., 2000) (Osborne T., 200). Las enzimas
lipogénicas encargadas de convertir intermediarios del metabolismo de la glucosa
en lipidos, es estimulada por el consumo de las dietas altas en carbohidratos
(Schwarz J. 2003).

El primer paso en la biosintesis de AG es la carboxilacién de acetil CoA, en el
citoplasma la ACC conecta el metabolismo energético central con la biosintesis de
lipidos y limita la velocidad de la sintesis de novo de lipidos, pues cataboliza la
sintesis de malonil CoA a través de la carboxilacion de acetil CoA, en dos paso 1)
en el sitio activo de la biotina forma el complejo carboxi-biotinil-ACC, 2) el grupo
carboxi se transfiere de biotina a acetii CoA (Brownsey R. 2006). Nuestros
resultados muestran incremento estadisticamente significativo para su expresiéon en
la CF en el grupo HCD, ademas se mostro tendencia en aumento para el resto de
las regiones evaluadas en el grupo HCD (Figura 11). La ACC existe como una
enzima asociada a oligodendrocitos en el cerebro y desempefia un papel importante
en el suministro de AG para la mielinizacién, sin embargo, su mayor actividad

sucede durante el crecimiento y es baja en atapas adultas (Spencer E., 1993). El
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incremento de ACC ha sido poco estudiado en cuanto a enfermedades
neurodegenerativas, sin embargo, algunos estudios la vinculan con cambios en la
dindmica lipidica y progresion en el desarrollo de EA (Mufson E., 2008). Por lo que
su inhibiciébn ha mostrado un efecto neuroprotector (Currais A., 2019). En este
sentido, nuestro modelo presenta dos vertientes importantes el dafio neural
previamente descrita por nuestro grupo de trabajo, y en la cual 1) la mayor actividad
de ACC estd en relacion con la generacion de lipidos que coadyuven en la
regeneracion o mantenimiento neuronal, o 2) la actividad de la enzima esta
vinculada a la biosintesis y resguardo de lipidos. EI malonil CoA generado por ACC,
no solo es importante como precursor de AG, también regula la oxidacion de AG (a
través de la modulacién de la entrada mitocondrial de cadenas largas) y como
primer paso para el alargamiento de AG en los microsomas (Bianchi A., 1990).
Datos reportados por Gao y colaboradores proporcionan evidencia que la actividad
ACC en neuronas del hipotdlamo esta intimamente relacionada con la ingesta de
alimentos y el peso corporal (Chakravarthy M., 2007).

Para conocer el significado del resultado observado en la ACC, se analizo la
expresion de FAS, que es otra enzima clave en la sintesis de AG. La FAS cataliza
todos los pasos necesarios para la reaccion de conversion de acetil-CoA y malonil-
CoA en AG, que se pueden utilizar para el almacenamiento de energia, el
ensamblaje y reparacion de membranas o sintesis de TG. El producto principal de
la actividad de FAS es palmitato, pero también se pueden producir estearato y AG
mas cortos. Los sustratos de FAS son acetil-CoA, malonil-CoA y NADPH. Acetil-
CoA funciona como un cebador para la reaccion, mientras que NADPH proporciona
equivalentes reductores (Wakil S., 1989). Los resultados obtenidos en el presente
trabajo mostraron incremento en la expresion de FAS en AMG, CT y CF, en el grupo
HCD. El fenotipo de una mayor actividad de FAS en hipotalamo se ha vinculado con
un mayor consumo de alimento, lo que sugiere FAS participa activamente en la
homeostasis energética (Osei-Hyiaman D., 2005). La evidencia directa de la
mediacién del FAS hipotalamica en la ingesta de alimentos ayuda a unificar las
observaciones anteriores sobre el papel del metabolismo de los AG en el control de

la bioenergética en el SNC. Se ha informado de forma independiente que el
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aumento del contenido de malonil-CoA neuronal, la inhibicion de la actividad de
CPT-1 y la acumulacién de AG de cadena larga y sus ésteres suprimen el apetito
(Hu Z., 2005). Estas variables biolégicas estan interrelacionadas de formas
complejas. Los niveles altos de malonil-CoA inhiben la actividad de CPT-1. La
actividad disminuida de CPT-1 altera el metabolismo de los acidos grasos,
provocando la acumulacion de acil-CoAs grasos de cadena larga que inhiben la
ACC y disminuyen los niveles de malonil-CoA, ya que la malonil-CoA es el producto
final de la actividad de ACC.

La evidencia obtenida hasta este momento indica que las diferentes regiones
limbicas cerebrales son capaces de generar AG, y exacerbar estas condiciones ante
un consumo crénico de dietas hipercaldricas hiperglucidas (Figura 18). Sin
embargo, el destino final del AG ya sea recapturado de la circulacion lipoproteica o
novo sintetizado es diverso. Como ya hemos discutido puede entrar a vias de
obtencién energética, ser parte de los componentes de membrana o fungir como
intermediario en procesos de sefalizacion o inflamacion. Un regulador maestro de
estos procesos es la proteina asociada a receptores activados por proliferadores de
peroxisomas tipo alfa (PPAR a). Tras la unién del ligando, los PPAR se translocan
al nucleo, donde se heterodimerizan con el receptor de retinoides X y se unen a los
elementos de respuesta del proliferador de peroxisomas y actian como factores de
transcripcion (Wéjtowicz S., 2020) (Chan L., 2009). Los PPAR son sensores y
reguladores criticos de lipidos debido a su papel indispensable en diversas
bioactividades relacionadas con estos, como el transporte de lipidos, la
diferenciacion de adipocitos y el metabolismo de varios componentes de lipidos

como AG, cuerpos cetdnicos, triglicéridos y colesteroles.

PPAR a regula el metabolismo de las mitocondrias, incluida la via de oxidacién 3 de
los acidos grasos, los procesos energéticos, el metabolismo de la glucosa, el estado
redox y la neurotransmision glutamatérgica, colinérgica/dopaminérgica. Ademas,
PPAR a participa en el metabolismo de la proteina precursora beta amiloide (APP)
en el cerebro y, directa o indirectamente a través de AR, también puede influir en la
fosforilacion de la proteina Tau (Wojtowicz S., 2020). Roy y colaboradores
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demostraron la distribucion de PPAR a en diferentes regiones del hipocampo y
observo que la proteina PPAR a estaba localizada en CA1, CA2 y CA3 y en giro
dentado del cerebro de ratones. Se ha demostrado que PPAR a controla la entrada
de calcio y la expresion de varios genes que codifican proteinas del hipocampo
involucradas en la regulacion de la plasticidad sinéptica, o que concuerda con
nuestros resultados, pues evidenciaron que las regiones evaluadas tienen alto
porcentaje de células que expresan PPAR a (Warden A., 2016) (Wdjtowicz S.,
2020). Sin embargo, el consumo de la dieta hipercalérica hiperglucida no genero
cambios en el niumero de células inmunorreactivas para PPAR a (Figura 7). Por lo
que se sugiere que la expresion de PPAR a en las regiones cerebrales evaluadas
es independiente de la dieta, al menos al tiempo evaluado, y que el mantenimiento

de la expresion confiere cierto grado de neuroproteccion (Boese, A. 2020).
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Figura 18. Efecto del consumo de dieta hipercalorica hiperglucida sobre la ruta de sintesis de lipidos

de novo en regiones limbicas.

Siguiendo la ruta biosintética de TG, la adicion secuencial de AG al glicerol-3-fosfato

es una reaccion conducida por la DGAT, esta es una enzima que cataliza el paso
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final de la sintesis de TG, que implica la esterificacion del diacilglicerido por esteres
de acil-CoA de cadena larga (Bhatt-Wessel B., 2018). El diacilglicerol para esta
reaccion proviene de la via glicerol-fosfato, en la que el fosfato de glicerol se acila
secuencialmente en aciltransferasas, seguido de la eliminacion del grupo fosfato del
acido fosfatidico para formar diacilglicerol. La via del glicerol-fosfato y la actividad
DGAT estan presentes en la mayoria de los tejidos (Lehner R., 1996). En los
animales del grupo HCD se observo una sobreexpresion de DGAT en todas las
regiones limbicas evaluados (Figura 13). Lo que indica que la generacion de
triglicéridos es favorecida en los animales alimentados con una dieta hipercal6rica
hiperglucida, evidenciando que la via lipogénica es dependiente de las condiciones
nutricionales y estd claramente establecido que la transcripcion de sus enzimas

requiere tanto de glucosa como de insulina para ser inducidas (Escalona I., 2014).

Se ha evidenciado que incremento de la actividad de DGAT en cerebro favorece el
desarrollo y acumulacion de gotas lipidicas (DL) primordialmente en células de la
microglia (Marschallinger, J., 2020) (Hamilton, L., 2018) y en astrocitos. La propia
glia puede generar DL a partir de la fagocitosis de fragmentos de mielina (Lee S.,
1990). En neuronas de la corteza frontal, hipocampo y bulbo olfatorio se han
evidenciado desarrollo de DL vinculandose este fenédmeno con desarrollo de EA,
demencia vascular y otras enfermedades neurodegenerativas (Shimabukuro M.,
2018) (Hulette C., 1992) (Cole, N., 2002). Ademas, las enfermedades metabdlicas
como el SMet y la DM2 modifican el contenido de DL y su distribucién en regiones
cerebrales. La generacion de DL en parte es una actividad de la proteina de
transferencia de triglicéridos microsomales (MTP) (Pereira I, 2011). No se ha
descrito con precision el proceso de ensamblaje de estas lipoproteinas en el
cerebro, sin embargo, en el higado se sabe que es un proceso ocurre en el RE y se
realiza en dos pasos, primero una pequeia cantidad de lipidos se transfiere a la
ApoB naciente durante la translocacion al lumen del RE, formando una particula de
ApoB primordial, después se agrega gran cantidad de lipidos a la particula de ApoB
primordial después translocacion (Wetterau J., 1997). En el cerebro, la MTP puede
transferir TG a ApoE para su movilizacién a diferentes regiones o puede mediar el

resguardo a un grupo proteico llamado perilipinas que forman parte de los DL. El
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primer paso en ambos casos requiere que la MTP residente en RE, transporte TG,
CE y fosfolipidos desde la membrana del RE a la particula de ApoE o de perilipina,
la capacidad de MTP para transportar TG esta relacionada con la concentracion de
estos. Nuestros resultados mostraron incremento en la expresion de MTP en las
regiones que componen el hipocampo, CA1, CA3y giro dentado, por lo que sugiere
que en el hipocampo se realiza mayor produccién de lipoproteinas que contienen
ApoE, después del consumo de dieta hipercal6rica hipergltcida durante 3 meses,
en comparacion con el resto de las regiones evaluadas (Figura 15), asimismo se
apunta a que el incremento en la concentracion de TG en el hipocampo favorece la
expresion de esta enzima. El resguardo, pero no la movilizacién es una accion
regulada por el PPAR y. La activaciéon de PPAR y juega un papel crucial en la
regulacion de la proliferacion, el metabolismo, la diferenciacion, el desarrollo y las
respuestas inflamatorias del SNC. PPAR vy esta presente en la mayoria de los tipos
de células, vasos, neuronas y astrocitos, donde media la funcion multimodal antes
mencionada (Giannini S., 2004) (Moreno, S., 2004) PPAR y también se expresa en
células dendriticas y microglia (Yuan G., 2015). PPAR y regula la activaciéon
alternativa de las células inmunes aumentando la expresion de genes relacionados
con antiinflamatorios (Bouhlel et al. 2007) y la regulacion a la baja de mediadores
proinflamatorios a través de su accidon sobre microglia/macrofagos activados
(Kapadia R., 2008). La regulacion positiva de CD36 mediada por PPAR y ha estado
involucrada en la modulaciéon de la activacion y el fenotipo de la microglia,
promoviendo la fagocitosis de las células apoptéticas y contribuyendo asi a la
resolucion de la inflamacion (Ballesteros I., 2014) Ademas, PPAR vy tiene la
capacidad principalmente de inhibir factores de transcripcion, como la proteina
activadora de factores de transcripcion 1, Stat 1 y factor nuclear kB (NF-kB) (Ricote
M., 1998) PPAR y también media la regulacion a la baja de genes proinflamatorios
como la ciclooxigenasa-2 (COX-2), metaloproteinasa-9 (MMP-9), receptor A
eliminador, 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS), asi como la produccion de
citocinas, quimiocinas e interleucinas proinflamatorias (Heneka M., 2000) (Kapadia
R., 2008) (Lenglet S., 2013)). Por tanto, la reduccion de la activacion de PPAR vy
puede contribuir a la inflamacion cronica. Por otro lado, PPAR y promueve

selectivamente la captacion de lipidos y la lipogénesis en los tejidos, lo que conduce
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a una acumulacion de los triglicéridos circulantes y de los AGL, asi como a la R,
por lo que los agonistas de PPAR y se consideran importantes tratamientos
antineurodegenerativos por enfermedades metabdlicas (Ahmadian M., 2003)
(Cheng H., 2009). Las regiones hipocampales CA3 y el giro dentado presentan
mayor expresion de este receptor (Warden A., 2016). El consumo de la dieta
hipercalérica hiperglicida no gener6 cambios en el numero de células
inmunorractivas para los PPAR y en el grupo HCD en comparacién con el grupo

control (Figura 8).

En el contexto del resguardo lipidico o formacién y acumulacién de DL, evaluamos
la acumulacién de lipidos neutros en las regiones limbicas, mostrando que la dieta
hipercaldrica hiperglicida genera acumulacion de estos lipidos en las regiones
evaluadas (Figura 17). Los DL se han identificado como marcadores estructurales
de inflamacién en dependencia de la edad. Su presencia indica senescencia celular,
particularmente este fendmeno ha sido descrito como una caracteristica de
microglia envejecida, que es un fendmeno asociado principalmente al hipocampo
(Marschallinger J., 2016). Se ha expuesto que la acumulacion lipidica en el cerebro
envejecido es una caracteristica inequivoca del desarrollo de enfermedades
neurolégicas como EA y Parkinson (Fanning S., 2020). De acuerdo con lo
mencionado el consumo cronico de dieta hipercalérica hiperglucida puede estar
relacionado con microambientes de envejecimiento neuronal temprano y

condicionar la induccién de enfermedades neurodegenerativas.
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CONCLUSION

>

El consumo crénico de una dieta hipercalorica hiperglucida desarrolla SMet.

El SMet modifica el lipidoma sérico generando lipoproteinas ricas en

triglicéridos y LDL cortas y densas.

El SMet incrementa la hidrolisis y transporte de TG a regiones limbicas.

El SMet aumenta la lipogénesis de novo (fosfolipidos y AG) y el resguardo

de TG en regiones limbicas.

El SMet modifica el lipidoma de regiones limbicas, reduciendo el contenido

de colesterol, e incrementando el contenido de TG, fosfolipidos y AG.

La modificacién en el lipidoma de las regiones limbicas es un factor de riesgo

para el desarrollo y progresion de enfermedades neurodegenerativas.
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ANEXOS

Anexo 1. Determinacion de la concentracion de glucosa sérica.
Método: De Trinder, Glucosa oxidasa- Peroxidasa. Automatizado
Fundamento:

La glucosa presente en la muestra origina un complejo coloreado que se cuantifica
por

espectrofotometria.

Glucoza oxidasa

1
Glucosa + 5 d; + H.0 — — — —= Gluconico + H.0-

Peroxidasa

2H; + 4 Aminoantipirina + Fenol — — — — Quinonaiminag + 4H,0

Condiciones de ensayo:
e Longitud de onda: 505 nm
e Temperatura: 37 °C

Procedimiento:
1. Atemperar el reactivo a temperatura ambiente.
2. Ajustar el espectrofotometro a cero frente a agua destilada
3. Pipetear en un tubo de ensayo:

Blanco Patron Muestra
Patrén (A) 10 pL
Muestra 10 L
Reactivo 1.0 mL 1.0 mL 1.0 mL
4. Agitar bien e incubar los tubos durante 5 minutos a 37 °C.
5. Leer la absorbancia (A) del patron y de la muestra a 505 nm frente al blanco
de reactivo. El color es estable como minimo 30 minutos.
Célculos
., A ., .
Concentracién de la muestra (%) = (;ZZ—::Z;‘I) (100)(Concentraciéon del patron)
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Anexo 2. Determinacion de la concentraciéon de insulina sérica
Método: Ensayo Inmunoenzimomeétrico

Fundamento:

Los reactivos esenciales requeridos para un ensayo inmunoenzimomeétrico incluyen
anticuerpos de una alta afinidad y especificidad (Ab), (enzima conjugada e
inmovilizada), con epitopes de reconocimiento diferentes y distintos, en exceso, y
antigeno nativo (Ag). En este procedimiento, la inmovilizacion toma lugar durante el
ensayo en la superficie del pozo en el micro plato durante la interaccion de
estreptavidina cubierto sobre el pozo y agregando exégenamente anticuerpo de
insulina monoclonal biotinilado. Una vez mezclado el anticuerpo monoclonal
biotinilado, el anticuerpo de enzima etiquetada y un suero que contiene el antigeno
nativo resulta una reaccién entre el antigeno nativo y los anticuerpos, sin
competencia o steric hidrance, para formar un complejo de sandwich soluble.
Simultaneamente, el complejo es depositado en el pozo a través de la reaccion de
alta afinidad de estreptavidina y el anticuerpo biotinilado. Después de que se obtiene
el equilibrio, la fraccién del anticuerpo-atado es separado del antigeno desatado por
la decantacion o la aspiracion. La actividad enzimética en la fraccion del anticuerpo-
limite es directamente proporcional a la concentracion nativa del antigeno.

Procedimiento

1. Saque los micropozos necesarios para cada suero de referencia, controles y

muestras. Coloque 50 pL de los sueros de referencia, controles y muestras
en los pozos correspondientes.

2. Agregue 100pL de la solucién del Reactivo de la Enzima de Insulina a todos
los pozos y golpear suavemente uno de los extremos de la microplaca por
20- 30 segundos para mezclar. Selle la microplaca con una cubierta de
plastico.

Incube por 120 minutos a temperatura ambiente (20-27 °C)

Deseche el contenido de la microplaca por decantacidén o aspiracion.

Agregue 300pL de la solucion de lavado. Repita dos (2) veces adicionales.

Agregue 0.100 mL (100uL) de la solucion de substrato a todos los pozos

Incube en la temperatura ambiente por quince (15) minutos.

Agregue 0.050 mL (50uL) de la solucién de paro a cada pozo y mezcle

suavemente por 15-20 segundos. Agregue siempre los reactivos en el mismo

orden para reducir al minimo diferencias del tiempo de reaccion entre los
pOZos.

8. Lea la absorbancia en cada pozo a 450nm (con una longitud de onda de
referencia de 620-630nm para reducir al minimo imperfecciones del pozo) en
un lector de microplacas. Los resultados se deben leer en el plazo de treinta
(30) minutos de haber agregado la solucion de paro.

o ohw

~N

Célculos

Una curva en la reaccion se usa para comprobar la concentracién de insulina en
especimenes desconocidos. Registre la absorbancia obtenida del listado del lector
de microplacas. Trace la absorbancia para cada referencia duplicada del suero
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contra la concentracion correspondiente de Insulina en plU/mL. Calcule la ecuacién
de la linea recta para la curva de calibracion.
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Anexo 3. Determinacion de la concentracién de colesterol total
Método: CHOD-POD, liquido. Automatizado

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

Colesterol esterasa

Colesterol esterificado + H, 0 — — — — — — - Colesterol + Acidos grasos

Colesterol oxidasao

Colesterol + 0y — — — ——— 4 — Colestona + H,05

2H,0, + 4 — Aminoantipirina + Fenol — — — —— Quinonaimina + 4H,0

La intensidad del color formado es proporcional a la concentracion de colesterol
presente en la muestra ensayada.

Condiciones de ensayo:
e Longitud de onda: 505 nm
e Temperatura: 37 °C

Procedimiento
1. Atemperar el reactivo a temperatura ambiente.
2. Ajustar el espectrofotdmetro a cero frente a agua destilada
3. Pipetear en un tubo de ensayo:

Blanco Patrén Muestra
Patrén (A) 10 pL
Muestra 10 pL
Reactivo 1.0 mL 1.0 mL 1.0 mL

4. Agitar bien e incubar los tubos durante 10 minutos a 37 °C.
5. Leer la absorbancia (A) del patron y de la muestra a 505 nm frente al blanco
de reactivo. El color es estable como minimo 60 minutos.

Célculos

(A muestra

m
Concentracién de la muestra (—) = ) (100)(Concentracion del patron)

dL A patron

Nota: para la determinacién en tejido se tomo la muestra a partir de un homogenado
compuesto por 100 mg de tejido y 800 uL de SSI
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Anexo 4. Determinacion de la concentracién de triglicéridos
Método: GPO-POD, liquido. Automatizado
Fundamento:

La concentracion sérica de triglicéridos, se realizd por quimica liquida mediante
reacciones acopladas que corresponde a una reaccion coloreada que se evalla por
espectrofotometria, en la cual los triglicéridos se hidratan mediante una lipasa, en
la cual se obtienen glicerol y acidos grasos libres, el glicerol reacciona con ATP
contenido en el reactivo reaccidon propiciada por la enzima glicerol cinasa,
resultando glicerol-3-fosfato y ADP, el glicerol-3-fosfato se oxida por una reaccion
acoplada por una G-3-P-oxidasa dicha reaccién tiene por productos
dihidroxiacetona-P y peréxido de hidrégeno, este reacciona a su vez con 4-
aminoantipirina y 4-clorofenol mediante una peroxidasa obteniéndose una reaccion
coloreada de quinonaimina que es medida a una longitud de onda de 505 nm.

Condiciones de ensayo:
e Longitud de onda: 505 nm
e Temperatura: 37 °C

Procedimiento
1. Atemperar el reactivo a temperatura ambiente.
2. Ajustar el espectrofotémetro a cero frente a agua destilada
3. Pipetear en un tubo de ensayo:

Blanco Patrén Muestra
Patrén (A) 10 pL
Muestra 10 pL
Reactivo 1.0mL 1.0 mL 1.0 mL

4. Agitar bien e incubar los tubos durante 5 minutos a 37 °C.
5. Leer la absorbancia (A) del patron y de la muestra a 505 nm frente al blanco
de reactivo. El color es estable como minimo 60 minutos.

Célculos

mg A muestra

Concentracion de la muestra (—) = (

1L ) (100)(Concentraciéon del patron)

A patron

Nota: para la determinacién en tejido se tomo la muestra a partir de un homogenado
compuesto por 100 mg de tejido y 800 uL de SSI
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Anexo 5. Determinaciéon de la concentracion de colesterol HDL reactivo
precipitante

Método: Reactivo precipitante

Fundamento:
Las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y baja densidad (LDL) del suero o
plasma, se precipitan con fosfotungstato en presencia de iones magnesio. Tras la
centrifugacion, el sobrenadante contiene lipoproteinas de alta densidad (HDL). La
fraccion de HDL colesterol se determina utilizando el reactivo enzimatico de
colesterol total.

Condiciones de ensayo:
Longitud de onda: 505 nm.

Procedimiento
1. Agregar en un tubo de ensayo:
e Reactivo: 25 pL
e Suero: 250 pL
Mezclar y dejar reposar 10 minutos a temperatura ambiente.
Centrifugar 2 min a 12 rpm
Recoger el sobrenadante y procesar como muestra en la determinacién de
colesterol total.

B wn

NOTA: Es muy importante formar el sobrenadante del menisco formado en el tubo,
para ello no introducir demasiado la punta y no arrastrar las fracciones VLDL y LDL.

Célculos
Sequir las instrucciones detalladas en el inserto de colesterol:
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Anexo 6. Determinacion de la concentracién de colesterol LDL reactivo
precipitante

Método: Reactivo precipitante

Fundamento:

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 esterasa

Colesterol esterificado + H,0 — — — — — — — Colesterol + Acidos grasos

Cofesterol oxidasa

Colesterol + 0, — — — ——— 4 — Colestona + H:D;_|
Peroxidasa
2H,0, + 4 — Aminecantipirina + Fenol — — — —— Quinonaimina + 4H,0

Procedimiento
1. Pipetear en un tubo de ensaye:
e Reactivo: 100 pL
e Suero: 200 pL
Agitar bien y dejar durante 15 minutos a temperatura ambiente.
Centrifugar 2 min a 12,000 rpm.
Recoger cuidadosamente el sobrenadante y procesar como muestra en la
determinacion de
5. colesterol total.

hwn

NOTA: El sobrenadante debe ser completamente claro. En caso de persistir la
turbidez o de no obtener una buena sedimentacion del precipitado, adicionar otros
200 pL de reactivo, mezclar bien y centrifugar de nuevo. Multiplicar el resultado
obtenido por 1.3 para corregir la dilucion efectuada.

Célculos
La concentracion de colesterol en el sobrenadante se calcula a partir de la siguiente
formula general:

., mg A muestra ., B o,
Concentracion de la muestra (—) = (—) (100)(Concentracion del patrén)(Factor de dilucion)

dL A patron
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Anexo 7. Determinacion de la concentracion de acidos grasos libres
Método: Colorimétrico

Fundamento:

Esta basado en la formacién de sales metalicas de los acidos y la posterior
estimacion del metal en los jabones extraidos con un reactivo de color adecuado.
La extraccion se realiza con cloroformo. Esta afinidad se mejora con alcohol y con
el nitrato de cobre. El cobre presente durante la extraccidon reacciona primero con
los acidos grasos libres generando jabones de cobre, estos son extraidos con el
cloroformo. La trietanolamina proporciona un medio bésico y favorece la formacion
de complejos de cobre. La forma en como se agita la muestra durante la extraccion
es de suma importancia, siendo la mezcla vertical en vortex a velocidad media la
manera ideal. Se utiliza en una solucién con etanol o isopropanol en una relacion
1:1 y se desarrolla un color de baja intensidad. El color aparece inmediatamente
después de agregar la solucion de amoniaco y aumenta rapidamente dependiendo
de la concentracion de &cidos grasos presentes en la muestra y permanece estable
al menos por 25 minutos.

Reactivos

e Cloroformo

e Reactivo de cobre: Consiste en Cu(N03)2+3H20, 40,0 g/litro; trietanolamina
99%, 120,0 ml/L (135,0g/L). Se disuelve el nitrato ctuprico en 500 ml de agua
destilada, agregue la trietanolamina y diluir al litro con agua destilada.

e Reactivo cuprizona. Este consiste en acido oxalico-bis
(cyclohexylidenehydrazide), 0.40 g/litro de isopropanol. Disolver la cuprizona
en 10 mL de cloroformo y se diluye con isopropanol para 1 L.

e Reactivo amoniaco. 100 mL de una solucion al 58% de NH40H
(concentrado) se diluye hasta 1L con agua destilada agua.

Procedimiento

1. Anadir 50 pL de suero en un tubo de ensayo

2. A un tubo semejante, se afiaden 50 pL de estandar de &cido oleico.

3. Para otro tubo de ensayo afiadir 100 yuL de agua, este sera el blanco de
reactivo.

4. Paratodos los tubos afiadir 150 pL de reactivo de cobre y 1 ml de cloroformo.

5. Coloque los tubos verticalmente en un vortex y agite por 10 min.

6. Centrifugar los tubos 10 minutos a 1500 rpm.

7. Extraer las fases de cloroformo en otros tubos de ensaye cuidando el no
extraer la fase acuosa de color azul.

8. De cada tubo, pipetear 500 pL de extracto de cloroformo y colocar en un
nuevo tubo, la evaporaciéon debe mantenerse a un minimo.

9. A cada tubo, afiadir 450 pL de reactivo cuprizona, tapar y agitar suavemente.

10. A cada tubo, afadir 50 puL de solucion de amoniaco, tapar y agite
suavemente.

11. Lea la absorbancia a 620 nm (frente a un blanco a cero de absorbancia) 10
minutos después de agitar con la solucion de amoniaco. Si aparece un
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precipitado azul, agitar la cubeta enérgicamente para redispersarlo y leer la
absorbancia.

Calculos
El &cido graso libre (FFA) contenido se calcula:

(A muestra) mg

., mg
Concentracion de la muestra (—) = 6T

dL A patron
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Anexo 8. Deshidratacion y embebido en parafina.

Fundamento:

Se realiza el proceso de fijacion para detener la vida de las células e impedir las
modificaciones postmortem que puedan sufrir las células (procesos autoliticos)
manteniendo la estructura morfolégica de las células y tejidos sin que ocurran
cambios notables en ellos. Esto se consigue inmovilizando las moléculas proteicas
e inhibiendo principalmente las enzimas al hacerlas insolubles. Esta accion
garantiza la integridad celular y de los tejidos, se efectia con el uso de agentes
fijadores como lo es la formalina. Después de la fijacion y el lavado de las muestras,
son deshidratadas e infiltradas con el solvente de la sustancia de inclusiéon con la
finalidad de extraer o remover el agua de los tejidos, para ello se someten las
muestras en bafios sucesivos en soluciones de concentraciones crecientes de
alcohol etilico.

Las parafinas son hidrocarburos saturados provenientes de la destilacion del
petréleo. La penetracion de la parafina a interior de los tejidos se efectia cuando
esta se encuentra en estado liquido. El primer recipiente con parafina recibira a las
muestras embebidas en xilol, la parafina reemplazaré el xilol de las muestras y se
infiltrara al interior de estas, la parafina 3 servira como contenedor de las muestras.

Procedimiento:

1. Los tejidos extraidos fueron resguardados en formalina al 4% en PBS 1X, 96
horas antes de la deshidratacion se cambiaron a una solucién tamponada
con formalina al 10%

2. Los tejidos fueron cortados a la mitad y colocados en casettes para inclusién
y rotulados con lapiz.

3. Realizar el siguiente tren de deshidratacion:

45 minutos en PBS 1X para limpiar la formalina del tejido

1 hora en alcohol al 80%

1 hora en alcohol al 96%-1

1 hora en alcohol al 96%-2

1 hora en alcohol al 100%-1

1 hora en alcohol al 100%-2

1 hora en alcohol-xilol (1:1)

1 hora en xilol 1

1 hora en xilol 2

1 hora en parafina 1 (en bafio maria a 50 — 55 °C)

1 hora en parafina 2 (en bafio maria a 50 — 55 °C)

1 hora en parafina 3 (en bafio maria a 50 — 55 °C)

Inclusidn con paraplast

AN N N NN Y N N N N SR
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Anexo 9. Inmunohistoquimica
Fundamento:

La inmunohistoquimica (IHC) es un método para detectar la localizacion de las
proteinas y otros antigenos en secciones de tejido usando anticuerpos. En
general, los datos IHC proporcionan una perspectiva valiosa que puede ayudar a
interpretar los datos obtenidos mediante otros métodos. La clave para la tincion
inmunohistoquimica de alta calidad es la especificidad del anticuerpo utilizado. Un
anticuerpo altamente especifico se unira solo a la proteina de interés en la seccion
de tejido. La interaccion antigeno-anticuerpo se visualiza usando la deteccion ya
sea cromageno o fluorescente. En la deteccién cromogénico, el anticuerpo se
conjuga a una enzima que escinde un sustrato para producir un precipitado
coloreado en la ubicacién de la proteina. En la deteccion fluorescente, el
anticuerpo esta conjugado con un fluoréforo que se puede visualizar mediante
microscopia de fluorescencia.

Procedimiento:

Las laminillas con tejidos se rotulan adecuadamente y se lleva a cabo el proceso
de hidratacion, que consiste en colocar los tejidos en xilol durante 15 minutos
con la finalidad de quitar la parafina, enseguida se realizan 15 bafios en otra
solucion de Xilol, luego en una solucién de Alcohol-Xilol en una relacion 1:1, de
la misma manera 15 bafios. Posteriormente en una solucion de alcohol absoluto
1, alcohol absoluto 2, alcohol 96% 1 y alcohol 96% 2, realizando 15 bafios en
cada una de ellas y finalmente se lavan con agua destilada tres veces y se
mantienen en buffer de fosfatos (PBS). Después, se realiza la recuperacion
antigénica utilizando una solucién Diva Decloaker de la marca comercial BioCare
en una dilucién 1:10 durante 40 minutos a 60 °C. Culminado el tiempo, las
laminillas se dejan enfriar hasta llegar a una temperatura ambiente y se realiza
la inactivacion de peroxidasa enddgena con peroxido de hidrogeno al 0.3%
durante 10 minutos, después se realiza el bloqueo; el cual se realiza con una
solucion de albumina libre de inmunoglobulinas al 1.0% en solucion salina
isotonica durante 2 horas, luego se realizan tres lavados con PBS 1X y se coloca
el anticuerpo primario con la dilucion y tiempo de incubacién que se muestran a
continuacion:

Anticuerpo Dilucién Tiempo de Anticuerpo secundario Dilucién Tiempo de
incubacion incubacion
Anti-PPAR a producido en 1:200 40 horas Anti-ratén conjugado a 1:200 4 horas
ratén PHR
Anti-PPAR (8 producido en 1:200 40 horas Anti-raton conjugado a 1:200 4 horas
ratén PHR
Anti-DGAT producido 1:200 40 horas Anti-conejo conjugado a 1:200 4 horas
conejo PHR
Anti-FAS producido conejo 1:200 40 horas Anti-conejo conjugado a 1:200 4 horas
PHR
Anti-ChREBP producido 1:200 40 horas Anti-conejo conjugado a 1:200 4 horas
conejo PHR
Anti-SREBP-1c producido 1:200 40 horas Anti-conejo conjugado a 1:200 4 horas
conejo PHR
Anti-CD36 producido 1:200 40 horas Anti-conejo conjugado a 1:200 4 horas
conejo PHR
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Anti-ACC producido cabra 1:200 40 horas Anti-cabra conjugado a 1:200 4 horas
PHR

Anti-MTP  producido 1:200 40 horas Anti-cabra conjugado a 1:200 4 horas
cabra PHR

Transcurrido el tiempo de incubacion se realizan 5 lavados con PBS 1X y se
adiciona el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa durante 4 horas,
después se lava 5 veces con PBS 1X y se revela con DAM, posteriormente se
inactiva con cloro y se realizan 5 lavados con PBS 1X; la contra tincion se realiza
con hematoxilina durante 1 minuto y agregando carbonato de litio al 1% se genera
el vire. Por ultimo, se realiza el montaje con resina.
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Anexo 10. Tincién con rojo oleoso

Fundamento:

El rojo aceite O es un colorante lipéfilo que, debido a su comportamiento de
solucién, difunde hacia los lipidos del tejido. La tincion de rojo aceite O se utiliza por
ejemplo para la deteccion de grasas neutras o granulos de polietileno en tejidos
histoldgicos, en la patologia articular, asi como en material de muestra citolégico.

Procedimiento:

Se realizaron cortes 40 um de grosor y se colocaron en un portaobjetos previamente
embebidos en poli-L-lisina, después se sumergieron en propilenglicol durante 2
minutos para evitar el paso de agua y se tifié con rojo oleoso al 0.5% por 8 minutos
(Sigma-Aldrich). Después de la tincion los cortes se sumergieron nuevamente en
propilenglicol al 85%, por ultimo, se lavaron con agua destilada y contratifieron con
hematoxilina durante 3 minutos. Los lipidos se tifien de color rojo y los nucleos de
color azul.
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Anexo 11. Actividad de lipoprotein lipasa.

Fundamento:

La actividad de la enzima se determina al colocar una mezcla de reaccion
compuesta por buffer y sustrato de la LPL con la muestra y posterior incubacion, al
finalizar esta, se mide el aumento de fluorescencia con un fluorometro (A= 370). La
intensidad de la fluorescencia se determina restando la fluorescencia del blanco, la

actividad se obtiene con la ecuacion de la recta estandar.

Procedimiento:
1. Preparar la mezcla de reaccion de acuerdo a la siguiente tabla:

Reactivo Volumen
Buffer de ensayo LPL 195 pL
Emulsién de sustrato LPL 1puL

2. Afnadir 5 pL de la fuente de LPL deseada (plasma o suero, fresco o
congelado) a los pocillos correspondientes. A un blanco de muestra,
agregue 5 pLde tampon de ensayo LPL en lugar de la fuente LPL.

3. Selle la placa e incube durante 15-60 minutos a 25-37 ° C.

4. Mida el aumento de fluorescencia de las muestras con un fluorémetro (Aex
=370/ Aem =450 nm). Determina la intensidad de fluorescencia de las
muestras de plasma o suero restando la intensidad de fluorescencia del
blanco de muestra de cada muestra.

5. Calcule nanomoles de etiqueta en el ensayo con la ecuaciéon de la curva
estandar.
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