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RESUMEN

Introduccion: La obesidad y el desarrollo de enfermedades hepdticas que se caracterizan por el aumento y acumulacién de
lipidos en tejidos y sangre, inflamacidn y estrés oxidante, son actualmente una epidemia mundial, y en la poblacién mexicana
es cada vez mayor el nimero de jovenes afectados. Este aumento ha conducido a la investigacion médica hacia la deteccion
temprana del sindrome metabdlico, que se emplea como indicador de sintomas que pueden ser de riesgo para la salud y
conducir a enfermedades hepaticas. Objetivo: Los objetivos del presente trabajo fueron: evaluar en un modelo de dislipidemia
en conejos jovenes alimentados con una dieta alta en grasa (acido palmitico al 20%), la produccidn de especies reactivas del
oxigeno y cambios en la expresion de genes TLR4, COX2y de IL-1B como marcadores de inflamacién y de estrés oxidante, asi
como evaluar el efecto del acido acetilsalicilico en la produccion de radicales libres y en la expresién de estos genes.
Resultados: En los conejos alimentados con exceso de grasa aumentaron los niveles de triglicéridos (p<0.05), la expresion de
TLR4 y las especies reactivas del oxigeno, aunque éstas Ultimas no de forma significativa. La administraciéon de acido
acetilsalicilico en dosis antiinflamatorias disminuyd la producciéon de especies reactivas del oxigeno y la expresion de TLR4.
Discusion: La ingesta elevada de grasa en conejos jovenes por un periodo corto de tiempo conduce a la dislipidemia y a la
sobreexpresion de TLR4, gen clave de la respuesta inflamatoria y vinculada al aumento de las especies reactivas del oxigeno.
Los resultados indican que el acido acetilsalicilico tiene efecto antioxidante.

Palabras Clave: Obesidad, dislipidemia, inflamacién, estrés oxidante, higado graso no alcohélico (HGNA).

ABSTRACT

Introduction: The obesity and liver diseases progression are characterized by the increase and accumulation of lipids in tissues
and blood, inflammation and oxidative stress. These diseases are now a worldwide epidemic, and the number of young people
affected is increasing in the Mexican population. This increase has led to medical research towards the early detection of the
metabolic syndrome, which is used as an indicator of symptoms that may be at risk for health and lead to liver disease.
Objective: The objectives of the present study were to evaluate in a model of dyslipidemia in young rabbits fed three months
with a diet high in fat (20% palmitic acid), the production of reactive oxygen species and changes in TLR4, COX2 and IL-18 gene
expression, as markers of inflammation and oxidative stress; also to evaluate the effect of acetylsalicylic acid on the production
of free radicals and on the expression of these genes. Results: In rabbits fed with excess of fat, significantly increased the
levels of triglycerides (p<0.05), TLR4 expression, and reactive oxygen species, although in the latter, not significantly. The
administration of acetylsalicylic acid in anti-inflammatory doses decreased the production of reactive oxygen species and the
expression of TLR4. Discussion: The high fat intake in young rabbits lead to dyslipidemia and overexpression of TLR4, a key
gene in the inflammatory response and linked to the increase of reactive oxygen species. The results indicate that
acetylsalicylic acid has an antioxidant effect

Key words: Obesity, dyslipidemia, inflammation, oxidative stress, non-alcoholic fatty liver (HGNA)
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Introduccion

La obesidad y las enfermedades hepaticas como el
higado graso no alcohdlico (HGNA) o la esteatosis
no alcohélica, se caracterizan por la acumulacion
excesiva de lipidos en las células hepaticas
(esteatosis), asi como una condicion de inflamacion
y de estrés oxidante (Petrosillo et al., 2007). En
diferentes modelos bioldgicos de la enfermedad se ha
reportado que la inflamacion implica cambios en la
expresion genética de las citocinas pro-inflamatorias
TNF-a, IL-6, IL-1a, IL-1By IL-18 (Stojsavljevié et
al.,2014). Aunado a esto, los productos de la cascada
de sefializacion de inflamacién como la ciclo-
oxigenasa 2 (COX2) y los receptores de membrana
plasmatica tipo Toll (TLR), especialmente TLR3 y
TLR4 pueden amplificar dicha condicion (Liu et al.,
2014).

Las citosinas que favorecen la inflamacion,
representan un grupo diverso, son secretadas por
varios tipos de células y tienen diferentes funciones
y efectos bioldgicos. En el estudio de la patogénesis
del HGNA destaca la investigacion de la citosinas,
TNF-a, IL-6 y las de la familia de IL-1 (Tilg, 2010).
TNF-a es una molécula secretada por macréfagos
infiltrados en el tejido adiposo y en los hepatocitos y
es concurrente en la inflamacion crénica
(Stojsavljevi¢ et al., 2014). La citosina IL-6 es
producida por adipocitos, hepatocitos, células del
sistema inmunolégico y endoteliales. En la obesidad
el aumento de IL-6 favorece la inflamacion de bajo
grado, sin embargo su estudio es controversial ya que
ademas de favorecer la inflamacion se ha demostrado
que tiene efectos protectores del higado; mientras
que la citosina IL-1B, miembro de la familia de las
citosinas IL-1, es producida por macrofagos en
respuesta al aumento de lipopolisacaridos y acidos
grasos libres (Stojsavljevi¢ et al., 2014), y su sobre-
expresion ha sido relacionada con el aumento de
COX2 (Akarasereenont et al., 1995), esta enzima
cataliza la conversion de &cido araquidénico a
prostanoides y tromboxanos, moléculas que
favorecen la inflamacion (Yu et al., 2006).

La expresion de los receptores de membrana es
indispensable en la respuesta inmunoldgica a
organismos patogenos, pues reconocen
lipopolisacaridos de las bacterias y activan vias de
seflalizacion que inducen a la transcripcion de
citocinas pro-inflamatorias, de la enzima de sintesis
de 6xido nitrico (iNOS) y de moléculas de adhesion
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como ICAM y VCAM-1 (Goud y Frienman, 2010).
Sin embargo, la sobre-expresion del gen TLR4 en la
inflamacion de enfermedades hepaticas nada tiene
que ver con una respuesta a un organismo patdgeno;
en su lugar se ha sugerido como una respuesta alterna
del sistema inmunolégico ante el exceso de lipidos.
Se ha propuesto que los acidos grasos libres oxidados
pueden ser reconocidos por TLR4, lo que a su vez
activa la via de sefializaciéon de citocinas pro-
inflamatorias (Lee et al., 2003; Suganami et al.,
2007; Mancek-Keber et al., 2015).

La situacion de estrés oxidante ante una dieta rica en
acidos grasos se favorece por la sobre-produccion de
especies reactivas del oxigeno (ERO), por diferentes
procesos o reacciones, como la peroxidacién de
lipidos (Oliveira et al., 2002) o por el aumento de
actividad  enzimatica de la  acetil-CoA
deshidrogenasa (VLCAD) (Cardoso et al., 2013).
Cuando la produccion de ERO rebasa la capacidad
de los sistemas antioxidantes de la célula, se produce
un desequilibrio denominado estrés oxidante. De
acuerdo con la teoria celular del envejecimiento, el
exceso de radicales libres puede alterar o dafiar las
funciones de las biomoléculas y su acumulacién
continua puede modificar primero las funciones
celulares y posteriormente la de 6rganos y tejidos
(Kourtis y Tavernarakis, 2011).

Por ello, en las células hepaticas, la continua
presencia de niveles elevados de acidos grasos libres,
que pueden conducir a estrés oxidante y a
inflamacion, es un factor determinante para el
progreso hacia la enfermedad del HGNA. Por
consiguiente, esta enfermedad se ha considerado
como una de las manifestaciones del denominado
sindrome metabdlico, definido como un conjunto de
sintomas independientes y de riesgo para la salud,
como la presion arterial elevada, aumento de la
concentracion de glucosa y de lipidos (dislipidemia)
en sangre, especialmente de triglicéridos, niveles
bajos de HDL, asi como obesidad central, es decir,
acumulacién de grasa en la cintura (Alberti et al.,
2009).

La enfermedad del HGNA sin atencion médica
oportuna puede conducir a cirrosis 0 en casos mas
graves a cancer hepatico. Aunque se han hecho
diferentes trabajos concernientes a la busqueda de
marcadores moleculares tempranos de dislipidemia o
esteatosis (Pagadala et al., 2009), ain no se ha
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determinado cual puede ser el mejor marcador que
determine su diagndstico temprano.

Por ello, las investigaciones de HGNA se han
centrado tanto en la busqueda de marcadores
moleculares tempranos que puedan definir alguna de
las alteraciones antes mencionadas, asi como en el
uso de compuestos que disminuyan o inhiban el
desarrollo de esteatosis, sin efectos colaterales
adversos. De los diversos compuestos estudiados,
destacan los trabajos con estatinas, como el caso de
la atorvastatina que reduce la expresion del gen TLR4
(Fang et al., 2014); la vitamina C, que disminuye los
niveles de triglicéridos en sangre (McRae, 2008); y
los compuestos antiinflamatorios no esteroideos, por
ejemplo el acido aceitesalicilico (AAS), que inhibe
especificamente a la enzima COX2 (Claria et al.,
1996), en consecuencia se bloquea la produccion de
prostanoides, prostanglandinas y tromboxanos
(Ricciotti et al., 2011), ademas de ser reportado como
antioxidante (Mahmood et al., 2009).

Considerando lo anterior, el objetivo de este trabajo
fue investigar el cambio en la expresion de los genes
TLR4, COX2y de IL-1B, como indicadores de estrés
oxidante por lipidos, y como posibles marcadores de
cuadros inflamatorios en obesidad, asi como evaluar
si la administracion del acido acetilsalicilico (AAS)
en dosis antiinflamatoria tiene un efecto en la
produccion de especies reactivas del oxigeno y en la
expresion genética de TLR4, COX2 y de IL-1p.

Material y Métodos

Obtencion de las muestras bioldégicas

En este trabajo se utilizaron conejos gazapos de la
cepa Nueva Zelanda (Oryctologus cuniculus) de 3
meses de edad, provenientes de la granja de Ia
Facultad de Veterinaria y Zootecnia de la Facultad de
Estudios Superiores Cuautitlan, UNAM. Los conejos
se mantuvieron en el Bioterio de la Facultad de
Estudios Superiores Iztacala, UNAM en condiciones
controladas de crecimiento, es decir, a una
temperatura de 23 +£5°C, con un ciclo de
luz/obscuridad de 12 h cada uno y humedad relativa
del ambiente de 45 a 60%. Los conejos se dividieron
en cuatro grupos experimentales de 6 organismos
cada uno: A) Grupo Control (CN), con libre acceso a
agua y alimento comercial, de composicion
balanceada de nutrimentos para dietas de crecimiento
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de conejos jovenes; B) Grupo Grasa (AP) a cuyo
alimento se agregé 20% de acido palmitico; C)
Grupo Grasa-Acido acetilsalicilico (AP/AAS) de
libre acceso a comida con 20% acido palmitico y la
administracion de una dosis antiinflamatoria de acido
acetilsalicilico 28.5 mg/kg (Cyrus et al., 2002; Paul-
Clark et al., 2004); y D) Grupo con administracion
de acido acetilsalicilico (AAS) con libre acceso a
comida y la administracion de acido acetilsalicilico
(28.5 mg/kg). Los tratamientos se suministraron
diariamente durante 3 meses. Los animales fueron
sacrificados con una sobredosis de pentobarbital
sodico (63 mg/2.5 kg de peso) y se realizo la
diseccidn, del higado se obtuvieron muestras que se
colocaron en tubos cénicos de polipropileno de 2 ml,
estos se congelaron con nitrogeno liquido y se
almacenaron en un ultracongelador a -70°C.

Cuantificacion de lipidos

Durante el sacrificio de los conejos se obtuvieron
muestras  sanguineas para determinar las
concentraciones plasmaticas de colesterol total,
HDL, LDL vy triglicéridos. Las muestras se
analizaron en el laboratorio de referencia
internacional Grupo Diagndstico Médico PROA
S.A. de C.V. (Laboratorio CARPERMOR). A partir
de los datos de concentracion de lipidos se calcul6 el
promedio de cada grupo experimental y se obtuvo el
error tipico, los datos se analizaron con la prueba de
t de Student. Las diferencias con un valor de p<0.05
se consideraron significativas.

Cuantificacion de las especies reactivas de
oxigeno (ERO) totales en extractos celulares

La evaluacién de ERO se hizo de acuerdo al método
modificado de Hempel et al. (1999); el extracto
celular se obtuvo de acuerdo con el ensayo
modificado de Song et al. (2013). De cada muestra
de higado se tomd 100 mg y para eliminar el exceso
de sangre se lavo con buffer de fosfatos (PBS) 1X; el
tejido se transfirid a un tubo cénico de propileno de
2 mL y se le afiadi6 500 ul de PBS 1X. La lisis celular
se hizo con micropistilo de teflon y 5 ul de fluoruro
de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 100 mM. El macerado
se centrifugd a 13000 rpm por 3 min a 4°C. La fase
acuosa se transfiri a un tubo nuevo y se mantuvo en
hielo. Luego una alicuota de 50 pl de cada muestra,
por triplicado, se colocé en una placa de 96 pozos y
se afiadio 195 ul de PBS 1X y 5 ul de diacetato de
2°,7°- diclorofluoresceina (DCFDA) 500 puM. La
placa se colocd en un fluordmetro con lector de
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placas de 96 pozos, la fluorescencia de las muestras
se registrd a una longitud de onda de excitacion de
485 nm y de emisiéon de 520 nm, por 60 min. El
valor de fluorescencia se reportd como la unidad
relativa de fluorescencia por mg de proteina total del
extracto celular. La concentracion de proteina se
determiné con el método de espectrofotometria de
luz UV a 280 nm y una curva estandar de albumina
de suero de bovino (BSA). De los datos de
fluorescencia relativa de cada grupo experimental, se
calculo el promedio y se obtuvo el error tipico, los
datos se analizaron con la prueba de ¢ de Student. Las
diferencias con un valor de p<0.05 se consideraron
significativas.

Extraccion de ARN total por Fenol acido

El aislamiento del ARN total se hizo de acuerdo al
método de Schmitt et al. (1990) previamente
modificado (Calderon-Torres et al., 2006). De cada
higado se tomo6 una muestra de 0.1 gramos, que se
lavd y cort6 en trozos pequefios; luego se transfirio a
un tubo coénico de propileno de 2 mL estéril y se le
afiadié 500 ul de buffer AE [Acetato de sodio 50 mM
y EDTA 10 mM, pH 5.3] y para inhibir la actividad
de enzimas que degradan ARN, se afiadio 5 pl de
dietil pirocarbonato (DEPC); el tubo se agitd
suavemente, y el tejido macerado se transfirio a otro
tubo cdnico de propileno de 2 mL calentado a 65°C,
que contenia 400 pl de fenol 4cido, 20 ul de SDS al
20% vy perlitas de vidrio; el tubo se incubd en bafio
maria a 65°C por 5 min y se agitd en el vortex por 30
s; este paso se repitid dos veces, y después el tubo se
enfrié a -70°C por 5 min y se centrifugd a 13000 rpm
por 5 min. La fase acuosa se transfirio a un tubo
nuevo y se le agregd 400 pl de fenol; se agitd en
vortex y se centrifugd a 13000 rpm por 5 min;
nuevamente la fase acuosa se transfiri6é a otro tubo
conico de propileno de 2 mL y se afiadié 250 pl de
fenol y 240 pl de la mezcla cloroformo-isoamilico,
se agitd en vortex y se centrifugdé a 13000 rpm. El

Articulo Original

ARN de la fase acuosa se precipité con acetato de
sodio 3M y etanol absoluto y se incub6 a -70°C por
30 min. Posteriormente el tubo se centrifugd por 15
min a 13000 rpm; el sobrenadante se descartd y el
ARN precipitado se lavé dos veces con etanol al
75%. Una vez evaporado el etanol, el ARN se
resuspendié cuidadosamente en agua con DEPC y se
almaceno a -70°C. La pureza e integridad del ARN
se verifico mediante electroforesis en gel de agarosa
(1%) y formaldehido. E1 ADN remanente se elimind
con un sistema comercial de ADNasa (Ambion
RNA, life Technologies). La concentracion de ARN
se determind mediante espectrofotometria con luz
UV a 260 nm.

Diseiio de oligonucle6tidos

Para amplificar el ARN mensajero de los genes
GAPDH, Interleucina [L-1f, Ciclooxigenasa 2
(COX2) y el receptor tipo Toll 4 (TLR4), primero se
obtuvo la secuencia del ARN mensajero de cada gen
en la base de datos del National Center for
Biotechnology Information (NCBI) y a partir de cada
secuencia se disefié un par de oligonucleétidos con
los programas Primer del NCBI
(http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc) y
Primer3 v.0.4.0 (Untergasser A, 2012). La secuencia
de oligonucledtidos especificos para cada gen se
muestra en la tabla I. La especificidad tedrica de
cada par de oligonucledtidos se calculd con los
programas disponibles en internet OligoCalc
(Kibbe, 20017) y OligoAnalyzer (Integrated DNA
Technologies, 2017). Los oligonucledtidos se
sintetizaron en la Unidad de Biologia Molecular del
Instituto de Fisiologia Celular, UNAM.

Tabla I. Secuencia de los oligonucleétidos de anclaje de cada gen.

Secuencia de

Gen referencia (NCBI) (F_oligo 5’->3’cadena sentido “Forward”; R_oligo 5’-

Secuencia de oligonucleotidos

Tamaiio del
amplificado

>3’cadena de sentido complementario “Reverse”)

Gliceraldehido-3-

F- TGACGACATCAAGAAGGTGGTG

fosfato NM_001082253.1 121 pb
deshidrogenasa R- GAAGGTGGAGGAGTGGGTGTC
Interleucina 1 F- TCTGCAACACCTGGGATGAC
NM_001082201.1 114 pb
UL-1B3) R- TCAGCTCATACGTGCCAGAC
iclooxi 2 F- TTGACCAGTACAAGTGCGAC
Ciclooxigenasa NM_001082388.1 132 pb
(COX-2) R- AGTGCGTAAGGATGTAGTGC
Receptor tipo Toll 4 NM_001082732.2 F- GTGGTATCTTTTGCTGTAGTT 142 pb

(TLR-4)

R-TTCTCACCCAGTCCTCATCC
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RT-PCR-tiempo real

La expresion de los genes TLR4, COX2e IL-1P se
cuantifico con el sistema comercial de RT-PCR
SYBR Green Power SYBR Green RNA-to-Cr™ 1-
Step (Applied Biosystems); en este sistema la primer
reaccion de la transcripcion inversa del ARN
mensajero (RT) que produce copias de ADN
complementario, estd acoplada a la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) con esta segunda
reaccion se amplifica y cuantifica el numero de
copias del ADN complementario.

Para determinar la cantidad Optima necesaria de
ARN a usar en cada reaccion de RT-PCR y conocer
la eficiencia de amplificacion de cada par de
oligonucleétidos, se hizo una curva de dilucién de la
concentracion del ARN total por muestra de cada
grupo experimental y se obtuvo su curva de
disociacion y estandar. Finalmente, para cada
muestra de ARN, se hizo una reaccién de RT por
triplicado, con una concentracién de ARN total de 10
ng/ul y de cada par oligonucleétidos de 900 nM, en
un volumen final de reaccion de 10 pl. La reaccion
de RT-PCR se hizo en el equipo de tiempo real Step
One Plus™ (Applied Biosystems).

La temperatura y el tiempo de cada ciclo se
mantuvieron de acuerdo con las recomendaciones del
proveedor. De cada reaccién de RT-PCR se obtuvo
su curva disociacion y su valor de CT. Para
determinar la expresion diferencial de cada gen en las
muestras del control (CN) y de los tratamientos (AP,
AP/AAS 'y AAS), se utiliz6 el método de
comparaciéon denominado doble delta CT (2744¢T);
con este método, primero se obtuvo la dispersion de
los datos del valor CT de los genes inducibles TLR4,
1L-1B y COX2, con respecto al valor de CT del gen
constitutivo GADPH.

Posteriormente se calculo la diferencia de los valores
de CT del control y de los tratamientos para cada gen
y el valor de doble delta CT se obtuvo con el
logaritmo de la diferencia antes sefialada.

Finalmente se calcul6 el error total del método doble
delta CT con la formula del coeficiente de variacion
del boletin de cuantificacion relativa de la expresion
genética, del proveedor Applied Biosystems (2001).
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Resultados

Perfil de lipidos en sangre

Para determinar si los conejos jévenes alimentados
con un exceso de grasa por tres meses tenian
dislipidemia, caracterizada por niveles elevados de
triglicéridos y de colesterol LDL y la disminucion de
los valores de colesterol HDL, se obtuvo el perfil de
lipidos de los conejos. Al comparar el valor promedio
de cada determinacion de lipidos en los conejos con
dieta normal sin grasa (CN) y de los conejos
alimentados con acido palmitico al 20% (AP), se
observo en estos ultimos que la concentracion de
triglicéridos aumentd significativamente (p =
0.0465); por lo que respecta al valor de LDL, aunque
se comprobd que aumento, este cambio no fue
estadisticamente significativo (Figura 1) al igual que
la disminucién del valor de HDL. En los de conejos
alimentados con dieta alta en grasa y administracion
de acido acetilsalicilico (AP/AAS), se observo que la
concentracion de triglicéridos y de LDL disminuy6
con respecto al grupo AP y que la de LDL aumentd,
pero ninguno de los cambios fue estadisticamente
significativo (Figura 1). En los conejos con dieta
normal y administracion de acido acetilsalicilico
(AAS), el valor de triglicéridos fue similar al del
grupo CN y los valores de HDL y de LDL
disminuyeron con respecto al grupo CN, pero estos
cambios  tampoco  fueron  estadisticamente
significativos.

Figura 1. Perfil de lipidos en sangre de conejos, alimentados por
tres meses con dieta normal (CN), acido palmitico 20% (AP) y
con un suplemento de acido acetilsalicilico (AP/AAS) y con dieta
normal + 4cido acetilsalicilico (AAS). Las mediciones
representan el promedio de los valores obtenidos por cada
conejo (conejos control n=6 y conejos para cada tratamiento
n=5) con su valor de error tipico, la diferencia significativa de los
niveles de triglicéridos se indica con un asterisco (p<0.05).

*
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mLDL
OHDL

160

120
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80

40
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Produccion de radicales libres totales
Considerando que los conejos jovenes alimentados
con exceso de grasa presentaron dislipidemia,
condicion en la que ya se ha reportado estrés oxidante
(Furukawa et al., 2004), en las muestras de higado se
midio el nivel de las especies reactivas del oxigeno
(ERO). En general los cambios del valor promedio
de ERO de cada grupo tratamiento con respecto al
grupo control (CN), no fueron estadisticamente
significativos, sin embargo se encontrd que el valor
de ERO de los conejos AP fue el mas alto en relacion
al valor de los conejos CN (Figura 2); mientras que
el valor de ERO de los conejos AP/AAS fue similar
al del grupo CN, es decir, que en presencia del acido
acetilsalicilico (AAS) disminuyé el nivel de ERO.
Por el contrario, en los higados de los conejos AAS
se observo que el nivel de ERO aument6 casi dos
veces mas que el valor del grupo CN.

Figura 2. Niveles de ERO totales en extractos celulares de
higados de conejos, alimentados por tres meses con dieta
normal (CN), acido graso palmitico 20% (AP) y con un
suplemento de acido acetilsalicilico (AP/AAS) y con dieta normal
+ acido acetilsalicilico (AAS). Las mediciones son el promedio de
dos lecturas después de 60 min de reaccién con la 2’7’ DHFC,
(n=3 de conejos CN y AP/AAS y n=2 de conejos AP y ASS) con su
valor de error tipico.
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Expresion genética de COX2, IL-1 y TLR4

Para evaluar si el exceso de lipidos y la
administracion de acido acetilsalisilico en la dieta de
los conejos jovenes tenian un efecto en la expresion
de tres genes que codifican para las moléculas
marcadoras de inflamacion, interleucina 1B (/L-15),
enzima ciclo-oxigenasa 2 (COX2) y el receptor de
membrana tipo Toll (TLR4), se utilizo la técnica RT-
PCR cuantitativo. Sorpresivamente se encontré que
en las muestras de higado de los tres grupos de
tratamiento, la expresion de COX2 y de IL-1pB fue

Articulo Original

menor en relacion al grupo control (CN). Mientras
que la expresion del gen TLR4 en los higados de los
conejos a cuyo alimento se agregd 20% de acido
palmitico (AP), aumenté hasta seis veces mas que en
los conejos CN; en los conejos AP/AAS la expresion
del gen TLR4 disminuyé en relacion con los conejos
AP; se considerd que este cambio era debido a la
administracion de acido acetilsalisilico (AAS). Por lo
que respecta a los conejos del grupo AAS, la
expresion del gen TLR4 aumentd hasta cuatro veces
mas que en los conejos CN.

Figura 3. Niveles relativos del ARN mensajero de tres genes
indicadores de inflamacion y estrés oxidante en muestras de
higado de conejos, alimentados con acido palmitico al 20% (AP),
con acido palmitico + acido acetilsalicilico (AP/AAS), y con dieta
normal + Aacido acetilsalicilico (AAS). Los niveles de los
transcritos se determinaron por RT-PCR en tiempo real. Para
cada gen los niveles de expresion de los conejos alimentados
con dieta normal (CN) se tomaron como valor de referencia. Los
datos se presentan como el valor de 2-AACT y su coeficiente de
variacidn de seis mediciones por cada gen para dos conejos por
tratamiento.
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Discusion

En México, el aumento alarmante de la poblacion de
jovenes con obesidad representa un problema de
salud publica que ha generado diferentes estrategias
del sector salud para reducir y prevenir este
problema, asi como investigaciéon enfocada a los
componentes del sindrome metabolico en jévenes y
adultos. Lo anterior con el objetivo de evaluar si en
etapas tempranas se puede detectar y detener su
progresion hacia esteatosis, que a largo plazo podria
conducir a la enfermedad del higado graso no
alcohdlico (HGNA).

En particular, en los modelos biologicos de estudio
de la obesidad, se han buscado marcadores
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tempranos de dislipidemia, siendo los valores
arrojados en un analisis de lipidos en sangre, como el
aumento de los niveles de triglicéridos y la
disminucion de HDL los mas empleados para indicar
que puede haber sindrome metabdlico. Tal como se
observo en este trabajo, en los conejos jovenes
alimentados con una dieta alta en acido palmitico
(AP), se encontr6 que en efecto ya tenian
dislipidemia, pues los valores de triglicéridos y LDL
aumentaron y el valor de HDL disminuyé hasta 3
veces con respecto a las muestras de los conejos con
dieta normal (CN).

En los conejos AP + acido acetilsalicilico (AP/AAS)
no se encontré dislipidemia, es probable que en estos
conejos la administracion de AAS evito el
establecimiento de dislipidemia. De este hallazgo
surgié la pregunta ;cual es el efecto molecular de
AAS que conduce a la reduccién de lipidos en
sangre? La disminucion podria ser debida a la
capacidad antioxidante de AAS, que ya ha sido
reportada en células del endotelio de arteria
pulmonar de bovino (Podhaiski et al., 1997) y en el
gusano Caenorhabditis elegans (Ayyderava et al.,
2011) ambos expuestos a compuestos oxidantes, asi
como en la reduccion de colesterol en sangre de ratas
deficientes en cobre (Fields et al., 2001).

Por ello, en el modelo de dislipidemia del presente
trabajo, se decidi6 evaluar, primero si en los conejos
alimentados con el exceso de lipidos (grupo AP),
aumentaba la produccion de ERO que pudiera
conducir al estrés oxidante, y segundo, si la
administracion de AAS en los conejos AP/AAS
disminuia la produccién de ERO, tal como ocurre
con la mayoria de los antioxidantes. Al respecto, se
encontrd que en los conejos alimentados con acido
palmitico 20% (AP), aument6 la producciéon de ERO
en higado, este resultado es similar al reportado en el
higado de ratas Wistar alimentadas con tocino, papas
fritas, chocolates y galletas (Milagro et al., 2006).
Por el contrario, se encontrd que los niveles de ERO
disminuyeron en los conejos AP/AAS. Estos
resultados indican, primero, que en la dieta rica en
grasa hubo una sobre-produccion de ERO, que
eventualmente podria resultar en una condicidon de
estrés oxidante, y segundo, indican que la
administracion de AAS tiene un efecto antioxidante,
ya que en los higados con exceso de grasa disminuy6
la produccién de ERO.
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Al medir la produccion de ERO en los conejos AAS
se encontro que tenia la misma sobre-produccion que
en el grupo (AP); es probable que en los conejos de
dieta normal con AAS, su efecto sea pro-oxidante, ya
que en el higado el AAS puede ser metabolizado a
salicilatos y se ha demostrado en mitocondrias
aisladas que los salicilatos pueden desacoplar la
cadena de transporte de electrones y la fosforilacion
oxidativa y en consecuencia al aumento de ERO
(Battaglia et al., 2005).

Considerando que la presencia elevada de lipidos en
hepatocitos activa una respuesta de transcripcion de
genes marcadores de inflamacion (Stojsavljevié et
al., 2014), en el presente modelo de conejos jovenes
con dislipidemia, se midi6 la expresion de los genes
COX2 y de IL-1B y TLR4. En el caso de los genes
COX2 y de IL-1P, se esperaba que su expresion
aumentara en el higado de los conejos AP y que
disminuyera tanto en los conejos AP/AAS como en
los conejos AAS, pero no se encontrd ninglin cambio
de la expresion de los genes COX2 y de IL-1f en los
higados de estos grupos. Este resultado es similar a
lo reportado por Hsieh et al. (2013), que en ratas
Sprague-Dawley alimentadas por tres meses con una
dieta alta en grasas (45%), no encontraron cambios
en la expresion de COX2 en higado, solamente en el
tejido graso. Es probable que en el modelo de
dislipidemia temprana en conejos jovenes, los
cambios en la expresion de los genes COX2 y de IL-
1B, solo se observen en macréfagos de sangre
periférica y no en higado, tal como ocurre en
macrofagos aislados de sangre de conejos con
hiperlipidemia (Chen et al., 2013).

Por lo que respecta a la expresion del gen TLR4, se
encontrd que aumenta en los higados de los conejos
AP, esto nos conduce a proponer que en conejos
jovenes con dietas altas en grasa, hay una correlacion
entre el aumento de la expresion del gen TLR4, el
aumento de lipidos en sangre y de la produccién de
especies reactivas del oxigeno. Mientras que en los
conejos AP/AAS tanto la expresion del gen TLR4 y
la  produccion de ERO disminuyen, ello
probablemente se debe al efecto antioxidante del
AAS. Estos resultados son similares a los de Chen et
al. (2013), que en conejos alimentados por dos meses
con una dieta alta en colesterol (5%) y grasa (15%),
reportaron una condicion de hiperlipidemia y el
aumento de la expresion de TLR4 en macrofagos de
sangre.
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Por lo que respecta a la expresion del gen TLR4 en
los conejos AAS, se observd que aument6 hasta 4
veces mas que en los conejos AP/AAS, es probable
que esta sobre-expresion sea debida al efecto pro-
oxidante del AAS (Battaglia et al., 2005). Los
resultados del aumento en la produccién de ERO asi
como de la expresion del gen TLR4 en los conejos
AAS, nos llevan a proponer que el uso de AAS
continuo por tres meses, en conejos con dieta normal
sin exceso de lipidos, no es aconsejable por su efecto
pro-oxidante.

El aumento de la expresion del gen TLR4, tanto en
presencia de acidos grasos libres provenientes de la
dieta rica en grasa, como en presencia de LPS ya ha
sido reportado (Mancek-Keberet al., 2015); en
pacientes con artritis reumatoide se demostréo cémo
la proteina de membrana codificada por TLR4 puede
reconocer lipidos oxidados de micro-vesiculas
externas y activar la via de sefializacion de
inflamacion, como ocurre cuando reconoce LPS.
Esta es una de las explicaciones de cdmo se inicia la
respuesta inflamatoria en presencia de acidos grasos
libres u oxidados. En ese sentido, los resultados de la
expresion del gen TLR4 son similares a los que se
encontraron en este trabajo, ya que dicha expresion
asi como la produccion de ERO, aumentaron en los
conejos jovenes con dislipidemia.
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