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RESUMEN

La obesidad es una enfermedad global en constante aumento, resultado del desequilibrio entre la ingesta
de alimentos y el gasto energético. La inflamacion cronica en los tejidos metabdlicos es una consecuencia
comun de la sobre nutricién. Sin embargo, se ha investigado poco sobre si esta inflamacion metabdlica
afecta los sistemas reguladores neurales, como el septum lateral (SL), un centro de relevancia en la
transmision de informacion. Este estudio explor6 los efectos de una dieta obesogénica en el desarrollo de
neuroinflamacion, utilizando ratas y cultivos de neuronas. Se evalud la expresion de genes inflamatorios
en modelos animales mediante RT-qPCR y se analiz6 la translocacion nuclear de NF-xB y COX 1 en
neuronas en cultivo primario. Se observaron cambios significativos en la composicion corporal, la
concentracion de insulina en suero y en la expresion de genes inflamatorios en SL, con diferencias notables
entre sexos. Estos hallazgos desafian parcialmente la hipotesis inicial, que postulaba un aumento en la
expresion de genes asociados a NLRP3 como mecanismo inflamatorio central. Sin embargo, la activacion
del inflamosoma y los cambios en la expresion de otros genes como IL-1p, ASCy Caspasa 1 indican la
presencia de una inflamacion cronica de bajo grado en el contexto de la dieta obesogénica. Ademas, se
observaron efectos en marcadores inflamatorios tratados con acido palmitico en células hepaticas y
neuronales, respaldando la hipdtesis de que la dieta obesogénica puede afectar la funcion cerebral. Estos
resultados destacan la complejidad de los mecanismos inflamatorios relacionados con la obesidad y
subrayan la necesidad de seguir investigando para comprender completamente las interacciones entre

dieta, inflamacion y cerebro.

PALABRAS CLAVES: Obesidad, Inflamacion, SNC, Palmitato, HFD, Sacarosa.
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SUMMARY

Obesity is a globally increasing disease resulting from an imbalance between food intake and energy
expenditure. Chronic inflammation in metabolic tissues is a common consequence of overnutrition.
However, little research has been conducted on whether this metabolic inflammation affects neural
regulatory systems, such as the lateral septum (LS), a center of information relay. This study investigated
the effects of an obesogenic diet on the development of neuroinflammation using rats and neuronal
cultures. The expression of inflammatory genes in animal models was evaluated using RT-qPCR, and
nuclear translocation of NF-kB and COX1 was analyzed in primary cultured neurons. Significant changes
were observed in body composition, serum insulin concentration, and the expression of inflammatory
genes in the LS, with notable differences between sexes. These findings partially challenge the initial
hypothesis, which postulated an increase in the expression of genes associated with NLRP3 as a central
inflammatory mechanism. However, the activation of the inflammasome and changes in the expression of
other genes such as IL-1B, ASC, and Caspase 1 indicate the presence of chronic low-grade inflammation
in the context of the obesogenic diet. Additionally, effects on inflammatory markers treated with palmitic
acid were observed in hepatic and neuronal cells, supporting the hypothesis that the obesogenic diet can
affect brain function. These results highlight the complexity of obesity-related inflammatory mechanisms
and emphasize the need for further research to fully understand the interactions between diet,

inflammation, and the brain.

Keywords: Obesity, Inflammation, CNS, Palmitate, HFD, Sucrose



ACRONIMOS

HFD : Dieta alta en grasas

SAC : Sacarosa

ADN : Acido Desoxirribonucleico

ARN : Acido Ribonucleico

BSA : Bovine Serum Albumin

DMEM : Dulbecco's Modified Eagle's Medium

NF-xB : Factor nuclear-kappa B

SNC : Sistema Nervioso Central

uv : Ultravioleta

CICUAL : Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio

PFA : Paraformaldehido
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

Al. Obesidad

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define el sobrepeso y la obesidad como una
acumulacion anormal y excesiva de grasa que representa un riesgo para la salud '. Para ser mas
especificos la obesidad es una enfermedad multifactorial que resulta de un balance energético el
que es positivo y sostenido en el tiempo, en otras palabras, cuando la ingesta de energia alimentaria
supera el gasto energético, ocasionando un aumento del peso corporal asociado a una acumulacion
de grasa excesiva 2 . En 2016, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) describié que a nivel
mundial mas de 1.900 millones de adultos (> 18 afios) tenian sobrepeso y 650 millones de ellos
eran obesos. Ademads, 340 millones de nifios y adolescentes (de 5 a 19 afos) tenian sobrepeso u
obesidad, lo que representa un aumento en la prevalencia de sobrepeso y obesidad del 4% en 1975
a mas del 18% en 2016. En Chile, segun La Encuesta Nacional de Salud (2016 - 2017) el 74,2%
de la poblacién mayor de 15 afios presenta algun grado de exceso de peso y el 34,4% de esta
poblacion tiene obesidad. Segun el mapa JUNAEB 2022 el 58,3% de los nifios, nifias y
adolescentes, presenta mal nutricion por exceso . La globalizacion de los sistemas alimentarios,
con la produccién masiva de alimentos altamente procesados y su disponibilidad a precios
asequibles, se ha identificado como uno de los principales factores impulsores de la epidemia de la
obesidad. Esta tendencia fomenta el consumo excesivo e indiscriminado de alimentos y bebidas
ricas en energia pero con escaso valor nutricional *. En los paises desarrollados, la disponibilidad
de alimentos con alto contenido de azlcar, grasa y calorias ha dado lugar a una transformacion en
el entorno alimentario moderno, creando un ambiente de abundancia en el que estos alimentos
ofrecen un considerable valor hedonico °. El valor heddnico de los alimentos se refiere a la
satisfaccion o placer experimentado al consumir ciertos alimentos. Este valor estd basado en la
percepcion subjetiva que cada individuo tiene respecto a los sabores, aromas, texturas y apariencia
de los alimentos. Algunos alimentos, como los dulces, chocolates, helados, pizzas y hamburguesas,

poseen un alto valor hedonico debido a que se consideran sabrosos y agradables al paladar °.



A.2 Consecuencias de la obesidad

La obesidad esta directamente relacionada con el desarrollo de diversas enfermedades
cardiovasculares y metabdlicas, que implican riesgo para la salud y un deterioro en la calidad de
vida 7, la resistencia a la insulina (RI) contribuye al aumento de la produccion de glucosa en el
higado y a la disminucion de la captacion de glucosa en el musculo, el higado y el tejido adiposo.
Estos procesos ocurren tempranamente en la patogenia de la diabetes tipo 2 (DM2) y contribuyen
al desarrollo de la enfermedad 8. Antes del inicio de esta enfermedad, se observa una
hiperinsulinemia compensatoria, que disminuye como resultado de una disfuncion progresiva de
las células B pancreéticas que con el transcurso del tiempo conduce al deterioro de la homedstasis
de la glucosa y, finalmente, a la diabetes. De esta manera, el desarrollo de DM2 generalmente se
debe a una combinaciéon de Rl y disfuncion de las células B. Con el transcurso del tiempo, la DM2,
conduce a una serie de complicaciones a largo plazo, que incluyen patologias microvasculares
(retinopatia, nefropatia 'y neuropatia), enfermedades macrovasculares (accidentes
cerebrovasculares, infarto al miocardio y enfermedad arterial periférica), insuficiencia cardiaca y
enfermedad del higado graso no alcoholico (NAFLD). Junto con esto, en los ultimos afios se ha
vinculado la DM2 con la progresion de la enfermedad de Alzheimer, sindrome de ovario
poliquistico, artritis reumatoide y gota, entre otras enfermedades que son promovidas por la

inflamacion 1.

En este sentido, la inflamacion tisular cronica se ha convertido en una caracteristica clave de la
obesidad y se observa en los tejidos metabdlicos que son diana de la insulina, como el tejido
adiposo, el higado, los musculos y los islotes pancreaticos. En estos tejidos, se producen complejas
interacciones entre procesos inmunologicos y defectos metabolicos. Un componente fundamental
de esta inflamacion crénica de bajo grado es el reclutamiento, la acumulacion y la activacion de
macrofagos proinflamatorios. Es en estos tejidos metabdlicos, donde la insulina tiene un impacto
especialmente significativo. Estos macréfagos proinflamatorios desempefian un papel crucial en el
desarrollo y la perpetuacion de la inflamacion, contribuyendo asi a la fisiopatologia de la obesidad

y laRI 2,



A3. Control fisiolégico de la alimentacion

La ingesta de alimentos est4 regulada a través de areas cerebrales relacionadas con la homeostasis
(hipotalamo) y el placer (sistema de la recompensa). La regulacion homeostatica de la alimentacion
es controlada por la accion de hormonas periféricas como insulina, leptina y ghrelina, entre otras,
que inhiben o activan a neuronas hipotalamicas '* (Figura 1). Por ejemplo, leptina e insulina activan
a neuronas anorexigénicas productoras de los péptidos proopiomelanocortina (POMC) y
transcripto regulado por cocaina y anfetamina (CART) que al liberar el péptido hormona
estimulante de melanocitos (a-MSH) estimulan a neuronas del nucleo paraventricular del
hipotdlamo (PVH), las cuales a través de aferencias hacia el nucleo del tracto solitario (NTS)
disminuyen la ingesta de comida y aumentan el gasto energético. Ademas, la leptina activa a
neuronas glutamatérgicas del hipotdlamo ventromedial (VMH), también conocido como el centro
de la saciedad, que a través de la liberacion de glutamato activan a las neuronas POMC/CART. Por
otro lado, la hormona Ghrelina producida por el estdbmago es liberada durante periodos de ayuno
prolongados, estimulando a neuronas AgRP/NPY del nucleo arcuato (ARC), las cuales inhiben a
las neuronas del PVH. Ademads, Ghrelina estimula a neuronas AgRP/NPY que proyectan axones
directamente a las neuronas del hipotdlamo lateral (LH), conocido como centro del hambre,

aumentando la ingesta de alimentos y disminuyendo el gasto energético.
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Figura 1. El esquema simplificado del control del apetito basado en el hipotalamo. El proceso de regulacion implica 1) la sefializacion anorexigénica
u orexigena de las neuronas hipotalamicas POMC/CART o NPY/AgRP, respectivamente, y 2) el procesamiento de las principales seiales orexigenas
(grelina y péptido YY) y anorexigénicas (leptina e insulina) de la periferia. Los simbolos + y - indican que neuronas especificas se activan o inhiben,

respectivamente, para ejercer el efecto final. PVN: nucleo hipotalamico paraventricular; VMN: ntcleo hipotalamico ventromedial; ARC: niicleo



hipotalamico arqueado; SON: nucleo hipotalamico supradptico, POMC/CART: las neuronas anorexigénicas pro-opiomelanocortina
(POMC)/transcriptas reguladas por cocaina y anfetamina (CART); NPY/AgRP: neuronas de neuropéptido Y orexigénico (NPY)/péptido relacionado
con aguti (AgRP); BO: bulbo olfatorio; Cerebro: cerebelo. Imagen obtenida de .

A4. Control hedonico de la alimentacion

El termino de alimentacion hedonica se refiere a la ingesta impulsada no por la necesidad
metabolica sino por la recompensa experimentada al consumir el alimento '>. En el Sistema
Nervioso Central (SNC), hay varias areas del cerebro involucradas en el control fisioldgico de la
alimentacion y su desregulacion podria jugar un papel importante en el desarrollo del sobrepeso y
la obesidad. Algunas de estas areas son el hipotalamo, especificamente hipotalamo lateral (HL), en
donde se encuentran neuronas del tipo orexigenas (asociado con el control homeostatico de la
alimentacion) y el circuito de recompensa (asociado con el control hedénico de la alimentacion).
El circuito de recompensa o circuito mesolimbico estd formado por neuronas de dopamina del
mesencéfalo que proyectan sus axones desde el area tegmental ventral (VTA) hacia areas limbicas
como el nucleo accumbens (NAcc) y hacia é4reas corticales como la corteza prefrontal '®!7. Estas
neuronas dopaminérgicas son inhibidas tonicamente por las interneuronas GABA del area
tegmental ventral (VTA) '8! Por lo que las drogas de abuso como la cocaina, la anfetamina,
etanol, nicotina y la morfina, entre otras, aumentan la liberacion de dopamina en nucleo accumbens
2021 Las recompensas naturales, como los alimentos ricos en grasas, sacarosa y sodio, el agua, el
sexo y la crianza, tienen la capacidad de activar el circuito mesocorticolimbico, generando

2223 Estas sensaciones

sensaciones placenteras al comer, beber, reproducirse y alimentarse
placenteras estan asociadas con la liberacion de dopamina en el nucleo accumbens (NAcc) y la
corteza prefrontal. Se ha sugerido que la acumulacion de lipidos, como acil-CoA, palmitoil y
estearoil-CoA, en el hipotdlamo puede llevar a disfuncion mitocondrial y estrés oxidativo en las
células hipotalamicas. A su vez, la disfuncién mitocondrial y el estrés oxidativo pueden activar las
vias inflamatorias en el hipotdlamo, desencadenando una respuesta inflamatoria crénica de bajo

24,25

grado

Si bien la resistencia a la insulina puede preceder y contribuir a la inflamacion en el tejido adiposo,
la mayoria de los estudios respaldan que la inflamacion juega un papel causal en el desarrollo de
la resistencia a la insulina. Es decir, la inflamacién ocurre primero y luego se desarrolla la

resistencia a la insulina. Una vez que se inicia, la inflamacion y la resistencia a la insulina pueden



amplificarse mutuamente. Esta inflamacién cronica de bajo grado en el hipotdlamo se asocia con
la resistencia a la insulina y promueve la acumulacion de lipidos 2°. Ademas, las neuronas
hipotalamicas orexigénicas, que son responsables de regular la ingesta de alimentos, estan bajo el
control de las neuronas inhibidoras de la porcion lateral del septum 1. Se cree que este control puede
afectar el aspecto heddnico del consumo de alimentos. Ya que, los cambios en la actividad de los
circuitos neuronales del hipotalamo, causados por la microinflamacion hipotalamica, pueden
contribuir a la obesidad y el sindrome metabolico. La microinflamacion hipotaldmica, junto con
los cambios en la actividad de los circuitos neuronales del hipotdlamo, como resultado de la
acumulacion de lipidos, la disfuncién mitocondrial y el estrés oxidativo, la activacion de vias
inflamatorias y la resistencia a la insulina, desempefian un papel importante en la obesidad y el
sindrome metabdlico. Estos cambios influyen en el control del apetito, el metabolismo energético
y la regulacion de la glucosa en sangre, contribuyendo al desarrollo de estas condiciones 2%2°. Por
lo tanto, es interesante investigar las implicancias neuroinflamatorias en los nucleos de este circuito

en el contexto de la obesidad.

&)
®,

Imagen disefiada por el Dr. Christian Bonansco.

Figura 2. Conexiones entre septum lateral (SL), hipocampo (HP), hipotalamo lateral (HL) y area tegmental ventral (VTA). HP envia proyecciones
glutamatérgicas las cuales excitan a las neuronas del LS, las que a su vez inhiben al HL mediante neurotransmision GABAérgicas, generando
saciedad. Notese que SL recibe proyecciones dopaminérgicas del VTA, por lo que también estda implicado en el comportamiento adictivo.

Abreviaturas: corteza prefrontal, PFC; niicleo accumbens, NAcc.



AS. Obesidad e inflamacion
A.5.1 La inflamacion asociada a la obesidad y su vinculo con la insulino-resistencia

La contribucion potencial de la inflamacion tisular cronica a la enfermedad metabodlica se ha

sugerido hace algunos afios 230!

. Hay un vinculo reportado por Feingold et al. hace algunas
décadas, descubrio que el factor de necrosis tumoral (TNF-a) conduce a la intolerancia a la glucosa
en roedores 2. La observacion de que el tejido adiposo en la obesidad expresa altos niveles de
TNF-a y que su neutralizacion mejora la sensibilidad a la insulina y la intolerancia a la glucosa
fueron hallazgos clave para establecer la asociacion entre las células inmunitarias y la disfuncion
metabolica >34, Las citoquinas proinflamatorias, como el TNF-a, tienen la capacidad de activar
diversas moléculas de sefializacion intracelular, como JNK (c-Jun N-terminal kinase) e IKKB (I
kappa B kinase beta). Estas moléculas celulares desempefian un papel fundamental en la regulacion
de la sefializacion celular y la respuesta inflamatoria, lo que puede resultar en una disfuncion de la
accion de la insulina 3%2%, La activacion de IKKB conduce a la translocacion nuclear del factor
nuclear (NF-xB), que impulsa una mayor expresion de mediadores inflamatorios, incluidas
quimioquinas y las citoquinas 373%%, Existen otros mecanismos subyacentes que vinculan la
obesidad y la inflamacidn, y uno de ellos es la accion de las células macréfagas del tejido adiposo
(MTA), las cuales producen factores que pueden interrumpir la sefializacion de la insulina en las
c¢lulas diana a través de mecanismos paracrinos o sistémicos. Se ha prestado considerable atencion
a las quimioquinas y citoquinas producidas por los macréfagos con fenotipo inflamatorio similar a
M1, debido a su asociacion con la disminucion de la sensibilidad a la insulina. Entre estas
moléculas, el TNF-a ha sido ampliamente estudiado por su capacidad de reducir la sensibilidad a
la insulina ''. E1 TNF-a promueve la fosforilacion inhibitoria de las proteinas del sustrato del
receptor de insulina (IRS), aumenta la sintesis de ceramida y la lip6lisis en los adipocitos, e inhibe
la expresion de PPARy **°. Los niveles adecuados de PPARY son necesarios para mantener la

sensibilidad a la insulina.
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A.5.2 La inflamacion del tejido adiposo

Tanto en ratones como en humanos, la obesidad produce un mayor niimero de MTA !,
contribuyendo al estado de resistencia a la insulina 4. De hecho, la prevencion de la acumulacion
de MTA o la sefializaciéon de macréfagos proinflamatorios protege a los ratones obesos de la
intolerancia a la glucosa y la RI 2. Si bien existen otros tipos de células inmunitarias que participan
en la inflamacioén del tejido adiposo durante la obesidad, como algunas células T y B, se cree que
los macrotfagos son las principales células efectoras en la disminucion de la senalizacion de insulina
43, Tanto en ratones como humanos normo-peso, los MTAs contribuyen del 10% al 15% de las
células estromo-vasculares y muestran un estado de polarizacion similar a M2 4!, En condiciones
de obesidad, el nimero de MTA aumenta y puede llegar hasta el 40% de todas las células del tejido
adiposo *. La mayoria de los MTA inducidos por la obesidad son proinflamatorios (similares a

M1) y hallazgos similares se han mostrado en MTA humanos 4.

A.5.3 Iniciacion de la inflamacion cronica

Se han propuesto varios mecanismos iniciadores de la inflamacion tisular cronica en el contexto de
la obesidad, y estos mecanismos no son excluyentes entre si y podrian funcionar de manera
complementaria. Uno de los desencadenantes finales de la inflamacion es la proliferacion de MTA
o la quimiotaxis de monocitos hacia los tejidos inflamados. La obesidad se caracteriza por un
aumento en el consumo de nutrientes, y este aumento puede desempenar un papel en la produccion
y liberacion de especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés). En una dieta alta en
grasas y azlcares, los micronutrientes esenciales como vitaminas y minerales pueden estar en
deficit. Estas moléculas son componentes clave de los sistemas antioxidantes endogenos del
organismo, que ayudan a mantener el equilibrio y neutralizar el exceso de ROS 6. Una ingesta
inadecuada de estos nutrientes, el sistema antioxidante puede debilitarse, lo que lleva a un aumento
del estrés oxidativo. El estrés oxidativo ocurre cuando hay un desequilibrio entre la produccion de
ROS y la capacidad del organismo para desintoxicar o neutralizar sus efectos deletéreos. El exceso
de ROS puede danar las células y los tejidos, desencadenando respuestas inflamatorias. En el
contexto de la obesidad, el tejido adiposo acumula grasa en exceso, lo que puede aumentar la
produccion de ROS a través de diversos procesos metabolicos #7. Ademas del estrés oxidativo, la

sobrecarga de nutrientes en la obesidad también puede inducir estrés en el reticulo endoplasmaético
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(RE) de las células. El RE es un organulo celular que desempefia un papel crucial en la sintesis de
proteinas y el plegamiento de proteinas correctamente. Cuando se produce una sobrecarga de
nutrientes, como glucosa y acidos grasos libres, se pueden acumular proteinas mal plegadas en el
RE, desencadenando una respuesta conocida como estrés del reticulo endoplasmatico *8. El estrés
del reticulo endoplasmatico activa vias inflamatorias intracelulares, como la via del factor de
transcripcion NF-kB, que a su vez puede promover la produccion y liberacion de moléculas
inflamatorias. Ademas, los 4cidos grasos, como el palmitato, y otros componentes de la dieta
pueden activar los inflamasomas y los receptores tipo Toll (TLR), especificamente el TLR-4, lo

que lleva a la estimulacion de vias inflamatorias aguas abajo %°.

A.5.4 Inflamacion hepatica

La obesidad conduce caracteristicamente a la esteatosis hepatica y la inflamacion del higado,
comunmente denominada enfermedad del higado graso no alcohdlico (NAFLD) que es una
condicion en la cual se acumulan lipidos en los hepatocitos *°. La acumulacion de lipidos en los
hepatocitos es multifactorial. En la obesidad, los adipocitos se vuelven resistentes a la insulina, lo
que conduce a una supresion alterada de la lip6lisis con una mayor liberacion de acidos grasos
libres. Esta mayor afluencia de acidos grasos libres derivados de los adipocitos, asi como la grasa
de la dieta que ingresa al higado a través de los quilomicrones derivados del tracto intestinal, son
importantes mecanismos proesteatoticos 332, Ademés, dentro del hepatocito, las vias de
lipogénesis de novo, que es la sintesis de acidos grasos a partir de hidratos de carbono, la cual se
ve aumentada en la obesidad y esto se combina con una disminucion de la oxidacion de acidos

grasos °!. Todos estos factores impulsan la esteatosis y la NAFLD.

Hay dos categorias principales de macrofagos hepaticos: Células de Kupffer (KC) y macrdofagos
hepaticos reclutados (RHM) 3. Los RHM son macrofagos hepéticos se derivan de la médula 6sea
y surgen de los monocitos circulantes que ingresan al higado en respuesta a las quimioquinas,
principalmente CCL2/MCP-1, que pueden secretarse a partir de hepatocitos esteatosicos y KC 4.
Estos monocitos se diferencian en RHM proinflamatorios similares a M1 >°. En la obesidad, los
numeros de KC permanecen relativamente sin cambios, pero hay un gran aumento en los RHM 4,
Los RHM también producen quimiocinas, lo que establece un circuito de retroalimentacion

positiva, en el que los RHM recién llegados producen quimiocinas, que atraen monocitos
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adicionales al higado *°. Las KC realizan funciones depuradoras y fagociticas, como eliminar
globulos rojos senescentes para garantizar la conservacion del hierro, filtrar factores derivados del
intestino como LPS y participar en la homeostasis y reparacion de tejidos *°. En la obesidad, los
RHM son predominantemente proinflamatorios y son responsables del componente principal de la
inflamacion hepatica mediada por la obesidad . Las células de Kupffer (KC) y los hepatocitos
residentes (RHM) desempefian un papel importante en la sefializacion intrahepatica. Las citoquinas
liberadas por los macrofagos hepaticos pueden estimular la lipogénesis de novo en los hepatocitos
y la biosintesis de ceramida, lo que contribuye a la acumulacion de grasa en el higado *’. Es
importante destacar que los macrofagos no son las tnicas células inmunitarias involucradas en la
inflamacion hepética asociada a la obesidad. La obesidad también puede llevar a un aumento de
los neutrofilos hepaticos y de las células T CD8" 43, Se ha sugerido que los macrofagos polarizados
hacia el fenotipo M2 pueden presentar antigenos que contienen isolevuglandina a las células T
CD8+ en el tejido adiposo de ratones con obesidad inducida por la dieta (DIO) 8. Esto podria
resultar en la expansion selectiva de clonotipos de células T CD8+ especificos del receptor de
células T (TCR) que se unen a esos antigenos. En consecuencia, los antigenos asociados con la
obesidad podrian influir en la seleccion y modificacion del repertorio de TCR en los depositos
adiposos, lo que podria alterar las respuestas inmunitarias en dichos tejidos. Ademas, se ha
observado que la elastasa de neutréfilos puede ser liberada y absorbida por los hepatocitos, lo que
promueve la degradacion intracelular del sustrato del receptor de insulina 2 (IRS-2) y, por lo tanto,
aumenta la resistencia a la insulina en los hepatocitos. La progresion de la enfermedad del higado
graso no alcoholico (NAFLD) también depende parcialmente de la actividad de los macrdéfagos

hepéticos proinflamatorios que producen TNF-o, 3%,

A.5.5 La neuroinflamacion en el SNC

Durante los ultimos afios, se ha investigado activamente en la busqueda de un mecanismo
subyacente comun en la patogénesis de las enfermedades asociadas a la obesidad. Estos estudios
han revelado una estrecha relacion entre el exceso de nutrientes y las alteraciones en los mediadores
celulares y moleculares de la inmunidad y la inflamacion ©'. Se ha demostrado que una HFD puede
desencadenar la activacion de células no neuronales, como astrocitos y microglia, lo que resulta en

reacciones neuroinflamatorias que interrumpen su funciéon normal %2-6°, En ratas expuestas a una
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HFD durante 16 semanas, se observo que el hipotdlamo lateral modulaba la expresion de ARNm
que codifica proteinas relacionadas con el control de la alimentacion y el sistema inmunologico.
Ademas, se observd un aumento significativo en la expresion de las citoquinas TNF-a e IL-6, lo
que sugiere la activacion de una sefializacion proinflamatoria %. La DIO también se ha asociado
con una forma atipica de activacion de sefiales proinflamatorias en el hipotdlamo, conocida como
sefializacion proinflamatoria de bajo grado %7. Se reconoce que una HFD actia como una sefial de
peligro endogena reconocida por los patrones moleculares asociado a dafio (DAMP) 8, activando
el ensamblaje de NLRP3 (proteina 3 relacionada con NOD-like receptor con dominio de
piroptosis), un sensor inmune innato, que es una proteina inflamatoria de la familia de los
receptores tipo NOD-like (NLR), que induce el reclutamiento y activacion autocatalitica de la
cisteina proteasa caspasa-1, una cisteina proteasa que estd bajo la accion de la proteina adaptadora
ASC, lo que resulta en la produccion de citoquinas proinflamatorias como IL-1B ¢ IL-18 °. Estas
citoquinas se han relacionado causalmente con el desarrollo de patologias metabdlicas, incluyendo
la RI, la disfuncion de las células beta pancreaticas, NAFLD vy la aterosclerosis 7°. Ademas, se ha
observado que la via de senalizacion IKKB/NF-«B, que es un regulador central de la inmunidad
innata, se activa de manera atipica en condiciones de sobrealimentacion. La activacion de esta via
esta relacionada con el desequilibrio energético subyacente a la obesidad y responde a las sefiales
metabolicas producidas por la sobrenutricion. Esta via también esta relacionada con multiples

enfermedades neuronales 7167,

Los macrdéfagos, como células inmunitarias importantes,
desempefian un papel clave en la inflamacion cronica de bajo grado. Detectan y responden a
diversas tensiones en los 6rganos metabolicos, incluido el tejido adiposo, el higado y la pared
arterial’?. La actividad de los macréfagos estd asociada con la activacion de NF-xB a través del
receptor TNF-a y las quinasas IKK. La actividad de NF-kB esta bajo el control de sefiales
extracelulares y la fosforilacion de las moléculas IkB promueve su degradacion, lo que libera NF-
kB y permite su translocacion al niicleo para regular la transcripcion de genes diana 7. Estos genes
estan involucrados en la diferenciacion de diferentes tipos de células inmunitarias y estan
relacionados con el desarrollo de diversas enfermedades metabolicas 7#%7. Aunque ain no se
comprende completamente el vinculo mecanicista entre estas redes de genes asociados a la
inflamacion, la obesidad inducida por la sobrealimentacion y el sedentarismo, se ha hipotetizado

que las areas cerebrales relacionadas con la recompensa pueden estar hiperestimuladas por

alimentos ricos en grasas y carbohidratos, lo que podria favorecer la dependencia o adiccion a la
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comida 2.

Sin embargo, se desconocen los procesos inflamatorios en nucleos cerebrales
especificos, como el septum lateral, que se considera un centro de relevancia en la informacion

cerebral.

A.5.6 Inflamacion inducida por palmitato

Existe evidencia que sugiere que el acido palmitico (PA) puede desempeniar un papel en la
obesidad y puede tener efectos negativos en las neuronas del hipocampo de raton 7°. E1 PA es un
acido graso saturado que se encuentra comunmente en alimentos como los productos lacteos,
carnicos, alimentos ultra procesados y el aceite de palma 7®. Se ha sugerido que los altos niveles de
PA en la dieta contribuyen al desarrollo de la obesidad, asi como a otros problemas de salud como
la mencionada RI y ECV. Es importante mencionar que el PA es el acido graso saturado (SFA)
mas abundante presente en la circulacion y en el liquido cefalorraquideo (LCR) 77. Es cierto que
el papel nutricional del PA en la dieta es objeto de debate y controversia. Aunque se ha asociado
con el aumento de factores de riesgo como el colesterol LDL, marcadores inflamatorios y RI
cuando se consume en exceso, también desempeiia funciones importantes en el organismo. El PA
es el principal 4cido graso presente en la leche humana y se produce endégenamente en el cuerpo.
La produccion enddgena de PA garantiza su concentracion constante en los fosfolipidos de las
membranas celulares y también participa en la formacion de &cido oleico a través de reacciones
enzimaticas. El acido oleico, a su vez, puede generar otras moléculas con actividad biologica, como
la palmitoiletanolamida (PEA) y las N-aciletanolaminas (NAE) como la oleoiletanolamida (OEA).
Estas moléculas estan implicadas en funciones antiinflamatorias, analgésicas y reguladoras de
diversas proteinas 6. Sin embargo, se ha demostrado que altas concentraciones de acidos grasos
libres, como el PA, pueden tener efectos dafiinos en las cé€lulas neuronales, pero se requieren
concentraciones de alrededor de 100 uM para observar estos efectos nocivos 8. En términos de la
dieta, aun no se ha establecido un umbral especifico a partir del cual el PA comienza a tener efectos
inflamatorios. La acumulacién excesiva de PA en los tejidos puede estar relacionada con su
metabolismo inadecuado o la incapacidad del organismo para procesarlo eficientemente. Es
importante destacar que los &cidos grasos, incluido el PA, pueden atravesar la barrera
hematoencefalica y afectar la funcion del sistema nervioso central. Se ha observado que los &cidos

grasos libres, como el PA y el acido laurico, pueden desencadenar la inflamacion en macrofagos y
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afectar el procesamiento de amiloide en neuronas y astrocitos %, Se ha informado que existe un
aumento de la captacion cerebral y la acumulacion de palmitato en pacientes con obesidad y
sindrome metabolico 7°. En ratones, se ha demostrado que los SFA, incluido el PA, afectan el
hipotdlamo, regulador de la homeostasis metabolica periférica 882, El PA se ha relacionado con
la resistencia a la insulina, el estrés del reticulo endoplasmatico y una mayor respuesta

proinflamatoria en el hipotdlamo de ratones 8%

Sin embargo, aun no se comprende
completamente si el PA se acumula en el sistema nervioso central (SNC) de individuos obesos o
con sobrepeso y si interfiere con los mecanismos de plasticidad sinaptica y memoria. No obstante,
estudios basados en resonancia magnética han sugerido que las personas con obesidad y diabetes
tipo 2 (DM2) podrian presentar alteraciones estructurales que incluyen un volumen cerebral
reducido, asi como atrofias en las regiones hipocampales y corticales 8838990 Ademads, se ha
demostrado que el PA, presente en los tejidos periféricos, desencadena cascadas de sefializacion
de estrés inflamatorio y metabolico, interrumpiendo la sefializacion de la insulina 3*°!. El PA

3y el musculo **. Se ha observado

induce resistencia a la insulina en el hipotalamo °2, el higado
que la presencia de niveles elevados de PA y la liberacién de interleucinas en la circulacion
periférica estdn asociadas con la inflamacion cerebral y la disfuncidon en la sefializacion de la
insulina en individuos con malnutricion por exceso y enfermedades metabodlicas como la diabetes
tipo 2, dislipidemia e hipertension arterial. Estos mecanismos contribuyen a una disminucion del
rendimiento cognitivo 7°. E1 PA tiene un impacto en las células microgliales, que secretan factores
inflamatorios, incluyendo TNF-a, que alteran la memoria y el funcionamiento cerebral. En base a
los antecedentes presentados nos preguntamos sobre como seria el efecto del consumo de una dieta

alta en grasas y sacarosa, asi como del uso de PA en el cultivo de células y modelo animal, en la

via que induce inflamacion cronica.
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CAPITULO 2. PRESENTACION DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

2.1 PREGUNTA DE INVESTIGACION
(Existe una relacion entre una dieta rica en grasas y sacarosa y la promocion de la neuroinflamacion
en un modelo animal, asi como en un cultivo neuronal hipocampal primario expuesto a medios

condicionados de células de hepatocitos tratadas con 100 uM de palmitato?

2.2 HIPOTESIS

Se plantea que una dieta alta en grasas y sacarosa al 5% aumentara la expresion de genes asociados
a la inflamacion en el septum lateral en un modelo in vivo de obesidad, mientras que el acido
palmitico activara la translocacion de NFKB y aumentara a Coxl, lo que resultara en una

neuroinflamacién crénica de bajo grado en el hipocampo en un modelo in vitro.
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CAPITULO 3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL
Estudiar la neuroinflamacién inducida in vivo, por una dieta obesogénica, en el cerebro de ratas e
in vitro, por medios condicionados de células hepaticas tratadas con acidos grasos saturados, sobre

cultivos de neuronas hipocampales de raton.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analizar la expresion de genes de IL-13, ASC, Caspasa 1 y NLRP3 relacionados con la
inflamacién en la via septal en modelos animales alimentados con dieta obesogénica
mediante la técnica de RT-qPCR.

2. Caracterizar los cambios morfoldgicos en células hepdaticas y neuronas de cultivo primario
de raton inducidos por el uso de medio condicionado de células hepéticas estimuladas con
palmitato mediante la técnica de inmunofluorescencia.

3. Analizar la translocaciéon del factor de transcripcion NFKB y marcador de

neuroinflamacion COX1 utilizando la técnica de inmunofluorescencia.
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CAPITULO 4. METODOLOGIA

4.1 MUESTRA IN VIVO

Animales

Se utilizaron 24 ratas Sprague-Dawley (12 machos y 12 hembras) adultas. Peso entre 350 y 400 g.
Mantenidas bajo condiciones estdndar de temperatura (21 £ 2°C), ciclo luz-oscuridad de 12h.
Comida y agua ad libitum. Desde el PND 21, fueron destetadas, y se agruparon hasta el dia 62 por
sexo y condicion de alimentaria experimental, es decir, animales expuestos a dieta alta en grasa
(HFD; Rodent Diet60 % kcal Fat, Formula Code D12492, ResearchDiets, Inc.) méas sacarosa al 5%
o dieta control (Chow; Rat Diet, Formula Code 5012, LabDiet®) mas agua (Figura 3). Se realiz6
toma de datos antropométricos como el peso durante los dias hébiles para establecer curvas de
crecimiento. Se registrd la etapa del ciclo estral en las ratas hembra. Todos los procedimientos
fueron aprobados por el comité para el Cuidado de Animales de Laboratorio de la facultad de
ciencias (CICUAL-Ciencias) “ACTA DE EVALUACION BIOETICA” y de Bioseguridad
“CERTIFICADO DE BIOSEGURIDAD?” de la Universidad de Valparaiso, codigo 27/2021.

Nacimiento Destete Eutanasia
d Q Dieta control (Chow)
PND 0 PND 21 PND 62
d‘ Q Dieta alta en grasas (HFD) + 5% Sacarosa
mRNA

Figura 3. Diseflo experimental modelo de exposicion cronico a HFD + 5% sacarosa. Cronologicamente, las ratas son separadas segun sexo y dieta en el PND21. Desde el destete los
grupos son alimentados con dieta Chow o HFD+SAC 5% hasta el PND62. Luego las ratas son profundamente anestesiadas y eutanasias para lleva a cabo los experimentos de qRT-

PCR y ELISA.

4.2 Eutanasia Animales

En PND62, las ratas fueron anestesiadas con isoflurano (5% en flujo de aire de 0,6 L/min) en una
camara de induccidn utilizando un sistema de anestesia animal (modelo 510, RWD Life Science
Co. Ltd., Shenzhen, China) . Una vez que el animal se sedo, se midieron los reflejos en sus
extremidades y posteriormente se sacrifico. El corte se efectud en la region cervical con el uso de
instrumental adecuado (guillotina para ratas) permitiendo disponer de la region cefalica de manera

mas rapida, donde luego se traspaso a una placa de Petri plastica con papel absorbente en su interior.
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El resto del cuerpo del animal se utilizo para extraer tejidos de interés como grasa retroperitoneal,

grasa gonadal, grasa parda y musculo tibial.

4.3 Obtencion de Septum lateral

Se realiz6 un corte sagital en el cuero cabelludo del animal con una hoja doble filo (tipo Gillette).
Con ayuda de una tijera quirrgica se abrid el craneo y con pinzas quirurgicas se abrieron las
meninges y se dejo expuesta la masa encefalica. Con una espatula curva se extrajo el cerebro del
animal y se coloco encima de una placa petri con papel filtro, agregando solucion de suero salino,
para asi limpiar el exceso de sangre. Este se disecciono y se traspasé a tubos eppendorf los niicleos

de interés. Luego se almaceno a -80°C para la realizacion de la técnica de RT-qPCR.

4.4 TECNICA DE RT-QPCR

4.4.1 Extraccion de ARN
El ARN se aisl6 usando E.Z.N.A Kit de ARN de tejido (Cat. R6688-01, Omega Bio-tek, Georgia,

EE. UU.) segun lo especificado por el fabricante. La cuantificacion del ARN total se realiz6
utilizando un espectrofotometro de microvolumen (EPOCH, Biotek Instrument, Inc, EE.UU.). La
integridad del ARN se evalué mediante electroforesis en gel de agarosa al 5%. E1 ADNCc se sintetizo
a partir de una concentracion de 50 ng de ARN usando el kit de transcripcion a la inversa de ADNc
de alta capacidad (REVERT AID, Cat. K1691, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA EE.UU.)

con cebadores aleatorios.

4.4.2 RT- PCR cuantitativa
Se realiz6 utilizando estandar (Cat. #600828, mezcla maestra Brilliant I SYBR® Green QPCR

Green). Las muestras se analizaron por triplicado y la expresion se normalizd con el gen

constitutivo 18S.

Gen Forward (5°-3") Reverse (5°-3")
Caspasa 1 CAC GAG ACC TGT GCG ATC AT CTT GAG GGA ACC ACT CGG TC
IL-1 B AGC TTC AGG AAG GCA GTG TC TCA GAC AGC ACG AGG CATTT
NLRP3 CTC TGC ATG CCG TAT CTG GT GTC CTG AGC CAT GGA AGC AA
ASC TGC TGC AGA TGG ACC CCATA CAC AGC TCC AGA CTC TTC CAT A
18s TCA AGA ACG AAA GTCGCA GG  GGA CAT CTA AGG GCA TCA CA

Tabla 1. Secuencias de los cebadores forward y reverse para los genes de caspasa 1, IL-1 B, NLRP3, ASC y el gen control 18s.
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4.4.3 Analisis de datos de RT-qPCR.

Los datos que se obtuvieron por el ensayo fueron expresados como FOLD CHANGE del gen en
estudio en animales alimentados con dieta alta en grasas y sacarosa al 5% respecto a animales
alimentados con dieta control, se normalizaron los resultados utilizando el gen constitutivo 18S y

se determino por la siguiente formula.
FOLD = 2-4A¢T) Donde ACT= Ct gen muestra- ct gen control (18s)

A(ACT) = ACT Animales alimentados con HFD - ACT Control (Animales alimentados con dieta

control)

4.5 ELISA
La insulina e IL-1B en plasma se midieron con un kit ELISA de insulina de rata/raton (Merck,
Darmstadt, Alemania) y un kit ELISA de IL-1p de raton (R&D Systems, Minneapolis, MN, EE.

UU.), respectivamente, siguiendo las instrucciones del fabricante.

4.6 MODELO IN VITRO

4.6.1 Cultivo celular primario

El cultivo de neuronas hipocampales se prepararon a partir de embriones de la cepa C57BL/6J
obtenidos en la facultad de Ciencias de la Universidad de Valparaiso. Los ratones hembra prefiadas
fueron previamente mantenidas bajo condiciones estdndar de temperatura (21 + 2°C), ciclo luz-
oscuridad de 12h Comida y agua ad [libitum. Todos los procedimientos fueron aprobados por el
comité para el Cuidado de Animales de Laboratorio (CICUAL-FM) “ACTA DE EVALUACION
BIOETICA”, Codigo BEA 006-2022, de la Universidad de Valparaiso. A los 18 dias de gestacion
se anestesié la hembra prefiada con ketamina 10% y xilacina 2% via intraperitoneal y fue
sacrificada por dislocacion cervical. Se extrajeron los embriones, los cuales fueron extraidos de los
oviductos de la hembra prefiada, y pasados a una placa Petri con tampén HBSS-1X frio, los
embriones fueron eutanasiados por decapitacion, se extrajo el tejido hipocampal y se utilizé para
la preparacion de cultivos celulares (células gliales y neuronas). Los hipocampos se diseccionaron
rapidamente del cerebro en 2 ml de tampén HBSS-1X (en mM: piruvato de sodio 1, HEPES 10 y
glucosa al 20 %, tamponado a pH 7,4) a 4 °C. Las neuronas se disociaron de forma aguda a 37 °C
durante 5 min con tripsina al 0,025 % (GIBCO; Thermo Scientific, IL, EE. UU.) Posteriormente,

los hipocampos se disociaron mecanicamente utilizando una pipeta pasteur fina. Las neuronas se
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sembraron en cubreobjetos de vidrio recubiertos previamente con una solucion de poli-D-lisina de
50 pg/mL (Sigma-Aldrich, MA, EE. UU.) a una densidad de 100-200 células por mm 2 en medio
de placas (MEM con FBS al 10%, glucosa al 20%, piruvato de sodio 1 mM, Glutamax™ 0,5 mM
y penicilina/estreptomicina 100 pg/ml, tamponado a pH 7,2). Después de 1 h, el medio se aspir6d
de cada pocillo y se reemplaz6 por un medio de crecimiento compuesto por medio Neurobasal-A
(GIBCO; Thermo Scientific, IL, EE. UU.) con un suplemento de B-27 al 2% (GIBCO; Thermo
Scientific, IL, EE. UU.), Glutamax™ 1 mM, y penicilina/estreptomicina 100 pg/mL, y mantenido

a 37 °C en una incubadora con atmosfera con 99% de humedad y con CO2 al 5o .

4.6.2 Cultivo linea celular HepG2

Se cultivaron células HepG2, una linea celular de carcinoma hepatocelular humano donado por el
Centro de Investigacion Clinica Avanzada (CICA) de la Universidad de Chile. Se sembraron las
células en medio de Eagle modificado por Dulbecco nutrient mixture F-12 (DMEM- F12 GIBCO;
Thermo Scientific, IL, EE. UU.) suplementado con 100 pg/mL de estreptomicina, 100 U/ml de
penicilina, L-glutamina al 1% y suero bovino fetal al 10% (FBS; Invitrogen). Las células se
incubaron en recipientes de cultivo celular mantenido a 37 °C en una incubadora humidificada con
CO2 al 5 o atmosfera y 99% de humedad. La influencia del palmitato se investigd afiadiendo este

reactivo a las células cubiertas en placas de 35 mm.

4.6.7 Diseiio Experimental modelo in vitro

El disefio experimental se constituyd de 2 condiciones, de tres experimentos independientes las

cuales fueron:

e (Cultivo control etanol mas BSA

e (ultivo tratamiento con palmitato mas BSA

4.6.8 Preparacion de palmitato

Los medios que contienen acidos grasos se prepararon conjugando acido palmitico (16:0) con
albiimina de suero bovino (BSA, A7888 Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemania) libre de acidos
grasos y sin endotoxinas. Primero, se prepard una solucion de albumina de suero de bovino libre
de acidos grasos al 10% en agua desionizada. Se prepard un minimo de 20 ml de esta solucion para
que la disolucion sea correctamente disuelta en un vaso precipitado, dejando que la BSA se

disolviera solo y lentamente desde la superficie, con mediana temperatura. En paralelo, 128 mg de
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acido palmitico (P5585, Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemania) fueron disueltos en 1 ml de etanol
de calidad analitica (Winkler, Santiago, Chile) para preparar una solucion stock de acido palmitico
de 500 mM 10% de albumina de suero de bovino libre en acidos grasos (FFA-BSA) fue preparado
en DMEM a 37° C y filtrado en un filtro Minisart adosado a una jeringa (Sartorius Stedim,
Heidelberg, Alemania). 10 ul de acido palmitico fueron agregados a 1 ml de BSA vortexeando la
solucion. PA-BSA fue incubado en un bafio de agua destilada a 55° C por 15 minutos. La relacion
molar de PA-BSA fue de 3.3: 1 (PA: BSA). Las soluciones fueron filtradas finalmente, a través de
un filtro de 0.2 um y almacenadas a -20 °C. El control fue preparado mezclando 10 pl de etanol en
1 ml de BSA libre de 4cidos grasos y fue almacenado a -20° C. Al momento de su uso, fue disuelto

en un bafio de agua destilada a 55° C por 15 minutos, el cual fue utilizado como un control.

4.6.9 Tratamiento con palmitato

De esta solucion se anadié 90 uLL de palmitato o de solucion control por cada 2 ml de DMEM 10%
SBF en células HEPG2, se trat6 por 24 horas, posterior a este tiempo, se recolecto el medio
condicionado, filtrdndolo en un filtro Minisart adosado a una jeringa (Sartorius Stedim, Heidelberg,
Alemania) y guardando a -80°C hasta su uso. Al momento de su uso el medio condicionado se
entibié a 37°C en bafio y se afiadié 50 pL de este medio a cada placa de cultivo primario de

neuronas hipocampales por 72 horas.

4.7 INMUNOFLUORESCENCIA CULTIVO CELULAR

Se realiza lavado en tampon PBS-1x a 37°C de las células neuronales y HepG2, posteriormente,
las neuronas se fijaron con paraformaldehido-sacarosa al 4% por 15 minutos a 37°C, fueron
permeabilizadas con Triton X-100 0,1% en PBS (Phosphate Buffered Saline: 3,2 mM Na;HPOg;
0,5 mM KH2POys; 1,3 mM KCly 135 mM NaCl) por 30 minutos y posteriormente tratadas con una
solucion de bloqueo 5% BSA en PBS por 1 hora. Las células se incubaron con los anticuerpos anti-
monoclonales NF-kB o COX1 (1:500) y MAP2, GFAP o IBA1 monoclonal (1:500) en 1% BSA
durante toda la noche a 4°C en camara humeda. Luego las neuronas hipocampales se lavaron con
PBS y se incubaron con el anticuerpo IgG anti-conejo DyLight 488 (1:400) y anti-raton DyLight
549 (1:500) por 1 hora a temperatura ambiente y en oscuridad. Las células se lavaron con tampon
PBS y se les afiadio el colorante Hoechst 33258 por 20 minutos. Las neuronas fueron examinadas

con un microscopio confocal de barrido laser (Nikon C1 Plus). Las imagenes fueron editadas en el
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software EZ-C1 FreeViewer 3.90 y reconstruidas con NissElements Viewer 4.0. Todo lo anterior,

se realizo protegiendo la placa de la luz directa.

4.7.1.2 Adquisicion de imagenes por microscopia confocal

Para obtener imagenes de las cé€lulas, los portaobjetos tratados son observados en un microscopio
confocal de barrido laser (Nikon C1 Plus) utilizando objetivos de 20X, 40X y 60X. Se tomaron
cortes confocales en el eje Z en los objetivos de 60X, utilizando un pinhole de 30 um y se realizaron

cada 0.8 um en las regiones de interés para obtener imagenes representativas.
4.7.1.2 Analisis de imagenes:

Para el andlisis de las imagenes, se utilizo el software Imagej, las imagenes fueron segmentadas

para la marca positiva de NF-kB, COX-2.

Cuantificacion: Se empleo6 el software Image J para analizar imagenes adquiridas con aumentos de
20X y 40X. Se cuantificaron los nucleos de las neuronas marcadas con IBA 1, GFAP y MAP2,
midiendo la intensidad de fluorescencia de NF-kB en los nucleos de las células de manera
individual y COX-1 en el area neuronal fuera del ntcleo. Posteriormente, se grafico la intensidad
promedio de cada marcador en las dos condiciones de cada grupo experimental. Ademas, se
representd el porcentaje del area positiva para la marca en relacion con el area total de la imagen
adquirida. Estos analisis se llevaron a cabo mediante el programa estadistico GraphPad. En los

gréficos, los valores se presentan como Media+/- SEM.

Obtencion de imagenes: Se utilizaron imagenes representativas de cada grupo experimental
obtenidas mediante el software Imagej. Para lograr esto, se separaron los canales de todos los cortes
confocales del eje Z adquiridos con objetivos de 40X para cada condicion. Posteriormente, se
combinaron los cortes de cada canal para obtener la proyeccion en el eje Z correspondiente y se les
asigno el color correspondiente a cada canal. De esta manera, se obtuvieron imagenes en RGB para
cada uno de los marcadores y una imagen total que los combinaba (Merge). Estas imagenes
permitieron observar visualmente las variaciones en las células de interés de cada grupo

experimental.
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4.8 ANALISIS ESTADISTICO

Todos los datos fueron expresados como promedios =+ error estandar de la media (SEM). En todos
los casos, primero se realizd un andlisis de distribucidon para determinar si los datos se ajustaban a
una distribucién normal (prueba de Shapiro-Wilk). De acuerdo con eso, se realizd una prueba
paramétrica (prueba ¢ de dos colas) o una prueba no paramétrica (prueba de Mann-Whitney). Para
comparaciones multiples, se utilizo6 ANOVA con correccion de Bonferroni post hoc. Las

diferencias se consideraron estadisticamente significativas en p < 0,05.
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CAPITULO 5. RESULTADOS

5.1 ESTUDIOS IN VIVO

Parametros murinométricos en ratas expuestas a HFD

Con el objetivo de validar el modelo experimental y confirmar que la dieta alta en grasas y sacarosa
al 5 porciento de dilucion (HFD+SAC 5%) tiene un efecto consistente en el aumento del peso
corporal y del tejido adiposo, se realizd una curva de crecimiento. Se observo una pendiente
positiva en el incremento de peso tanto en las ratas hembras alimentadas con dieta control como en
las expuestas a HFD (Figura 4). En los machos no se observan cambios estadisticamente
significativos, sin embargo si hay diferencias entre machos y hembras alimentados con HFD+SAC
5%, lo que se evidenci6 en un aumento significativo en el peso corporal, entre los dias postnatales
PNDA40 hasta el PND62. Ademas, se observd diferencias entre los grupos experimentales machos
controles versus machos HFD+SAC y hembras controles versus hembras HFD+SAC con una
mayor cantidad de tejido adiposo gonadal (5A p <0.0303, p <0.0090) y retroperitoneal (Figura 5B,
<0.0303, p <0.0001 en el PND62 en ambos sexos. Esto indica que la exposicion prolongada a la
HFD+SAC 5% ocasiona cambios significativos en el peso corporal y en el tejido adiposo
periférico, siendo consecuente con la definicién de que la obesidad esta dada por una acumulacién
excesiva de tejido adiposo. No se observaron diferencias significativas en el tejido adiposo pardo,
el cual es un tejido metabdlicamente activo, en las condiciones experimentales alimentadas con
HFD+SAC 5% versus control, ni tampoco diferencias sexuales entre grupos (Figura 5C). Se evalu6
la cantidad de masa muscular entre los grupos y se observo un aumento en los machos alimentados
con HFD+SAC 5% en comparacion con las hembras controles (Figura 5D, p <0.0303). Estos
resultados son relevantes, ya que demuestran que la exposicion a la HFD+SAC 5% genera cambios

en la composicion corporal, favoreciendo el desarrollo de obesidad en los animales.
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Figura 4. Curva de crecimiento de peso de ratas alimentadas con CHOW DIET y HFD+SAC 5%. El Panel muestra la curva de crecimiento

durante seis semanas de ratas control y HFD+SAC. Los datos se muestran como la media + SEM. DIETA CHOW: dieta normal de control; HFD +

SAC 5%, dieta rica en grasas y sacarosa. Se realizaron analisis estadisticos utilizando la prueba de dos vias de comparaciones multiples ANOVA,

donde se consideraron como significativos los valores con ****p <0.0001.
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Figura 5. Parametros murinométicos de ratas alimentadas con CHOW DIET y HFD+SAC 5%. Comparacion de (A) peso grasa gonadal, (B)
peso grasa retroperitoneal, (C) peso grasa parda, (D) peso musculo tibial en PND 62 en ratas alimentadas durante 6 semanas con DIETA CHOW o
HFD+ SAC 5%. Los datos se muestran como la media + SEM. DIETA CHOW: dieta normal de control; HFD + SAC 5%, dieta rica en grasas y

sacarosa. Se realizaron analisis estadisticos utilizando la prueba de dos vias de comparaciones multiples ANOVA, donde se consideraron como

significativos los valores con *p <0.0303, **p <0.0090 y ****p <0.0001.
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Parametros metabdlicos en ratas expuestas a HFD

En vista de los resultados previos y el comportamiento de los animales que se alimentaron con
dieta HFD+SAC 5%, nuestro objetivo fue analizar parametros metabolicos de relevancia, como la
concentracion de insulina en suero, mediante la técnica de ELISA. Los resultados indicaron que
las hembras que recibieron dieta HFD+SAC 5% presentaron una concentracion significativamente
mayor de insulina en suero en comparacion con las hembras alimentadas con dieta CHOW (Figura
6A, p <0.0040). Sin embargo, en los machos no se observaron diferencias significativas (Figura
6A). Ademas, se midi6 la concentracion de IL-1B en suero para evaluar la inflamacion cronica de
bajo grado presente en la obesidad. No se encontraron diferencias significativas en los niveles de

IL-1B entre los grupos de hembras y machos (Figura 6B).
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Figura 6. Parametros metabélicos de ratas alimentadas con CHOW DIET y HFD. Comparacion de (a) insulina en suero, (b) comparacion de
IL-1p en ratas alimentadas durante 6 semanas con una DIETA CHOW o HFD+ SAC 5%. Los datos se muestran como la media = SEM. DIETA
CHOW: dieta normal de control; HFD + SAC 5%, dieta rica en grasas y sacarosa. Se realizaron analisis estadisticos utilizando la prueba de dos vias

de comparaciones multiples ANOVA, donde se consideraron como significativos los valores con **p <0.0040.

29



Expresion génica de genes vinculados con la inflamacion en Septum lateral

Con base en los antecedentes previamente expuestos, llevamos a cabo un estudio para investigar
los efectos de una exposicion cronica de 6 semanas a una dieta alta en grasas (HFD) y sacarosa
(5%) en el septum lateral, un ntcleo cerebral importante, en ratas Sprague Dawley de ambos sexos.
Se analizo la expresion de ARNm de genes del inflamosoma NLRP3, incluyendo NLRP3, ASC,
Caspasa 1 e IL-1pB, mediante la técnica de RT-qPCR. Los resultados mostraron que la exposicion
cronica a la dieta HFD+SAC 5% en el tejido cerebral del septum lateral provocoé un aumento
significativo en la expresion del gen NLRP3 tanto en hembras como en machos alimentados con
HFD+SAC 5% (Figura 7A, p <0.05). No se encontraron diferencias estadisticamente significativas
en la expresion del gen IL-1 entre los grupos CHOW y HFD+SAC 5% (Figura 7B). Ademas, se
observo una mayor expresion de ARNm del gen Caspasa 1 en machos alimentados con HFD+SAC
5% en comparacion con los machos controles (Figura 7C, p < 0.05), y se observaron diferencias
sexuales en la expresion de este gen en machos y hembras alimentados con la dieta HFD+SAC 5%
(Figura 7C, p < 0.05). Por ultimo, se analiz6 la expresion del gen ASC y se encontré un aumento
significativo en la expresion en machos alimentados con HFD+SAC 5% en comparacion con los
machos alimentados con CHOW (Figura 7D, p < 0.05), y se observo una mayor expresion de este

gen en machos que en hembras alimentados con HFD+SAC 5% (Figura 7D, p < 0.004).
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Figura 7. Expresion del inflamosoma NLRP3 en septum lateral de ratas alimentadas con Chow Diet y HFD+SAC 5%. Septum lateral se
recolectd de ratas alimentadas con dieta Chow o HFD, y se midio el nivel de ARNm del inflamosoma NLRP3 se evalu6 mediante RT-qPCR y se
normalizd con el gen constitutivo 18s. Comparacion de los niveles de ARNm de (a) NLRP3, (b) IL1- B (c) pro-caspasa-1y (d) ASC. La expresion
de IL1-B no cambi6 significativamente después de 6 semanas de HFD. Los datos se muestran como la media + SEM (n=15). * p< 0,05y **p <
0,004 frente a HFD, determinado por el analisis estadistico de la prueba ANOVA de dos vias. Dieta Chow: dieta de control normal; HFD+SAC 5%,

dieta rica en grasas y sacarosa.
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5.2 ESTUDIOS IN VITRO

Respuesta in vitro de células hepaticas humanas al tratamiento con palmitato

Para investigar la respuesta inflamatoria al dcido palmitico, presente en concentraciones elevadas
en la obesidad, se diseiid un modelo de obesidad in vitro utilizando células HepG2. Se aplico un
tratamiento con acido palmitico para simular la respuesta metabolica hepatica asociada a una dieta
alta en grasas. Se analizo la liberacion de IL-6 por parte de los hepatocitos después de 24 horas de
tratamiento con palmitato a 100 mM, utilizando la técnica de ELISA. No se observaron diferencias
significativas entre las condiciones de control y tratamiento (Figura 8 A-B-C). Sin embargo, se
observo una tendencia al aumento en la condicion de tratamiento con palmitato. Luego, se realiz6
inmunofluorescencia para evaluar la translocacion del factor de transcripcion NF«kB en las células
Hep(G2 tratadas con palmitato. Se observo una formacion de clister y una disminucion en el area
celular en las células tratadas con palmitato (Figura 9A). Sin embargo, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en la cuantificacion de la translocacioén nuclear de NFxB
(Figura 9B), lo que sugiere que el efecto del palmitato a concentraciones fisioldgicas durante 24
horas de tratamiento afecta la levemente la morfologia celular y no la translocacion nuclear del

factor de transcripcion NFkB.

Para el siguiente experimento, se recolectd el medio condicionado de las células HepG2 control y
tratadas en respuesta al palmitato, con el objetivo de analizar su efecto en células de cultivo

primario de raton.
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Figura 8. El palmitato genera respuestas leves en la concentraciéon de IL-6 en medio condicionado de células HEPG2. IL-6 aumenta levemente
en medio de crecimiento en células HEPG2 inducida por palmitato (PA), Las células HepG2 se trataron con palmitato a 100 uM durante 24 h.

(A)(B) Comparacion de IL-6 en medio condicionado con palmitato (C) Concentracion de IL-6 de ambos medios condicionados se graficé de SD.
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Las diferencias estadisticamente se analizaron entre las condiciones experimentales se evaluaron mediante t test unidireccional seguido de la prueba

de comparacion de la U de Mann-Whitney.
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Figura 9. El palmitato genera respuestas modestas en la expresién de NFxB en células HEPG2. (A) Imégenes representativas de la
fluorescencia de NFxB en células HepG2 tratadas con vehiculo o palmitato, (B) Cuantificacion intensidad de fluorescencia de NFkB en nucleo. Los
valores corresponden a la media + SE de tres experimentos independientes (n = 3, correspondientes a cultivos de 3 pasajes, cada condicion se probd
al menos por duplicado). Las diferencias estadisticamente se analizaron entre las condiciones experimentales se evaluaron mediante t test

unidireccional seguido de la prueba de comparacion de la U de Mann-Whitney.

Respuesta inflamatoria de células hipocampales y gliales a tratamiento con medio

condicionado con palmitato.

Para examinar el impacto del medio condicionado con palmitato en las cé€lulas, se realizo cultivo
primario de hipocampo de ratones. Tras siete dias desde la extraccion de células hipocampales, se
sometio a las células a un tratamiento con el medio condicionado recolectado a partir de células
HepG2 y se incub6 durante 72 horas. Después de este tiempo, las células fueron fijadas y se analiz6
mediante inmunofluorescencia la translocacion de NFxB en neuronas marcadas con MAP2. En
este primer experimento se observo una diferencia estadisticamente significativa en la
translocacion de NFxB al nucleo (Figura 10A-B, p <0.0344), lo que indica que las neuronas
responden activando la translocacion nuclear del factor NF«xB, que favorece la expresion de
citoquinas inflamatorias presentes en la condicion de obesidad. Para continuar evaluando la
respuesta al tratamiento con palmitato, se analizo la expresion de COX1 en astrocitos marcados

con GFAP. En este experimento, se observo que los astrocitos responden expresando mayormente
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COX1 en respuesta al palmitato en comparacion con el control (Figura 11A-B, p <0.0144). Por
ultimo, se analizd NFxB en células gliales marcadas con IBA1. En este caso, al igual que en los
astrocitos, se observo un aumento de la respuesta con el tratamiento de palmitato, mostrando una
mayor translocacion nuclear de NFxB en la condicion de tratamiento (Figura 12A-B, p <0.0006).
Esto indica que existe una mayor actividad inflamatoria en respuesta al medio condicionado que

simula un estado de inflamacion sistémica presente en condiciones de obesidad.
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Figura 10. Efectos de medio condicionado genera aumento de marcadores de inflamacion en cultivos primarios de hipocampo. Iméagenes de
fluorescencia (A) inmunofluorescencia MAP2- NFkB control y tratamiento, (B) Cuantificacion de NFkB de cultivos primarios de hipocampo
neuronal (13—15 DIV) incubados durante 72 h en presencia del medio condicionado control o tratado previamente con palmitato. Los resultados se
expresan como unidades arbitrarias. Los valores corresponden a la media + SE de tres experimentos independientes (n = 3, correspondientes a
cultivos de 3 animales diferentes; en todos los experimentos, cada condicion se probd al menos por duplicado). Las diferencias estadisticamente se
analizaron entre las condiciones experimentales se evaluaron mediante t test unidireccional seguido de la prueba de comparacion de la U de Mann-

Whitney (* p < 0,0344 en comparacion con el control).
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Figura 11. El medio condicionado provoca un incremento en marcador de neuroinflamacion COXI1 en cultivos primarios de neurona y
astrocitos en el hipocampo. Imagenes de fluorescencia (A) inmunofluorescencia GFAP-COX1 control y tratamiento, (B) Cuantificacion de COX1
de cultivos primarios de hipocampo neuronal (13—15 DIV) incubados durante 72 h en presencia del medio condicionado control o tratado
previamente con palmitato. Los resultados se expresan como unidades arbitrarias. Los valores corresponden a la media + SE de tres experimentos
independientes (n = 3, correspondientes a cultivos de 3 animales diferentes; en todos los experimentos, cada condicion se probd al menos por
duplicado). Las diferencias estadisticamente se analizaron entre las condiciones experimentales se evaluaron mediante t test unidireccional seguido

de la prueba de comparacion de la U de Mann-Whitney (**p < 0,0144 en comparacion con el control).
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Figura 12. El medio condicionado produce un aumento en la translocacién de NFxB en cultivos primarios de neurona y microglia en el
hipocampo. Iméagenes de fluorescencia (A) inmunofluorescencia IBA1- NFkB control y tratamiento, (B) Cuantificacion de NFkB de cultivos
primarios de hipocampo neuronal (13—15 DIV) incubados durante 72 h en presencia del medio condicionado control o tratado previamente con
palmitato. Los resultados se expresan como unidades arbitrarias. Los valores corresponden a la media + SE de tres experimentos independientes (n
= 3, correspondientes a cultivos de 3 animales diferentes; en todos los experimentos, cada condicion se probo al menos por duplicado). Las
diferencias estadisticamente se analizaron entre las condiciones experimentales se evaluaron mediante t test unidireccional seguido de la prueba de

comparacion de la U de Mann-Whitney (***p < 0,0006 en comparacion con el control).

35



CAPITULO 6. DISCUSION

Los resultados de esta tesis demuestran de manera consistente que la dieta HFD+SAC 5% provoca
un aumento significativo en el peso corporal de las ratas hembras (Figura 4). Sin embargo, este
efecto no se observo en los machos. Al analizar la composicion corporal y las diferencias en la
acumulacion de tejido adiposo, se encontraron diferencias marcadas entre los grupos control y
HFD+SAC, especialmente en el tejido adiposo gonadal y retroperitoneal (Figura SA-B). Ademas,
se observd un incremento en la cantidad de masa muscular en los machos alimentados con
HFD+SAC 5% en comparaciéon con las hembras que recibieron la misma dieta (Figura 5D). Esta
diferencia sexual es esperada, dado que los machos tienden a ganar mas masa muscular en
comparacion con las hembras. A primera vista, esto podria interpretarse como beneficioso,
considerando que el tejido muscular es metabodlicamente activo. Sin embargo, al considerar los
resultados de la masa grasa, se observa una mayor acumulacion de tejido adiposo blanco gonadal
y retroperitoneal en los machos, y se observa un fendmeno similar en las hembras. Estos hallazgos

son una caracteristica clasica de la obesidad .

Luego se analiz6 parametros metabolicos Ademas, las hembras HFD+SAC 5% presentaron una
mayor concentracion de insulina en suero (Figura 6A), lo que sugiere presencia de insulino
resistencia, y con ello activacion de mecanismos inflamatorios con posibles implicaciones en la
salud metabdlica, una condicion clinica comin en obesidad . Dentro de los pardmetros
metabolicos se evalud la concentracion de IL-1B, en este andlisis no se observaron diferencias
estadisticamente significativas en la concentracion de IL-1B en suero (Figura 6B), esto podria
indicar una inflamacion cronica de bajo grado de dificil deteccion, por lo que seria interesante
analizar la concentracion en suero de otras interleucinas vinculadas con la obesidad como IL-6,

TNF- a 2.

La exposicion cronica a la dieta HFD+SAC 5% también resultd en un aumento significativo en la
expresion del gen NLRP3 en el tejido cerebral del septum lateral entre machos y hembras
alimentados con HFD+SAC 5% (Figura 7A), esta diferencia sexual puede deberse a la accion de
los androgenos, hormonas que contribuyen al crecimiento y reproduccidn, especificamente en
machos los niveles de estrégenos se encuentran mas elevados que en hembras, muchos estudios
han demostrado que los androgenos influyen en la activacion del inflamosoma NLRP3. Por

ejemplo, la testosterona puede activar directamente el NLRP3 en algunas enfermedades y su exceso

36



puede inducir a la produccion de ROS y con ello activar NLRP3 3. Por el otro lado, el estrogeno
se ha visto que exhibe efectos protectores en el cerebro al inhibir el inflamosoma NLRP3, y también
demuestra efectos tanto a nivel de mRNA como de proteina °*°7, lo que podria explicar estas
diferencias entre machos y hembras HFD+SAC 5%, en este contexto los machos tendrian un
posible impacto en la funcion cerebral y en la inflamacion cronica de bajo grado mayor que las
hembras. El NLRP3 consta de un complejo multiproteico en conjunto con proteinas como ASC y
caspasa 1, se midi6 ARNm de estas proteinas y se observd diferencias estadisticamente
significativas en el aumento del estado estacionario de ARNm de ASC y caspasa len los machos
alimentados con HFD+SAC 5% en comparacion con los CHOW DIET (Figura 7C-D), lo que es
coherente con el resultado de NLRP3 y el fendmeno explicado anteriormente, lo cual confirma
que, hay un mayor sefial de cebado, que es una mayor expresion primer paso para la activacion de
NLRP3, y con ello el desarrollo de la inflamacion, por ende, los machos podrian ser mas
susceptibles a la inflamacion a nivel del cerebral por la accion de NLRP3 %8 %°, Los resultados de
esta tesis son consistentes con la definicion de obesidad como una acumulacion excesiva de tejido
adiposo y demuestran que la exposicion prolongada a la dieta HFD+SAC 5% ocasiona cambios
significativos en la composicion corporal de las ratas. La diferencia sexual en algunos de los
parametros evaluados sugiere que el género puede tener un impacto en la respuesta metabolica a la
dieta. La observacion de hiperinsulinemia en las hembras alimentadas con HFD+SAC 5% sugiere
la presencia de mecanismos inflamatorios, lo que podria tener implicaciones en la salud metabolica.
Ademas, el aumento en la expresion del gen NLRP3 en el septum lateral indica que la dieta
HFD+SAC 5% también podria tener un impacto en la funcidon cerebral, especificamente en la
inflamacioén cronica de bajo grado. En conjunto, estos resultados proporcionan informacion valiosa
sobre los efectos de la dieta HFD+SAC 5% en ratas, y sugieren que la exposicion prolongada a

esta dieta puede tener implicaciones negativas para la salud metabdlica y cerebral.

La obesidad es una condicion cada vez mas prevalente en todo el mundo, y se ha demostrado que
esta estrechamente relacionada con la inflamacién crénica de bajo grado en diversos tejidos,
incluyendo el hipocampo, que es una region cerebral importante para la memoria y el aprendizaje
100 En este estudio, recreamos en un modelo in vitro la respuesta sistémica hepatica de la
alimentacion alta en grasas y analizamos la respuesta de las células hepaticas humanas, asi como
las células hipocampales y gliales de raton a la exposicion al palmitato, un acido graso presente en

grandes concentraciones en la obesidad 7°. En nuestra investigacion, encontramos que la exposicion
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de células hepaticas humanas a una concentracion fisiologica de palmitato no produjo diferencias
estadisticamente significativas en la liberacion de IL-6 (Figura 8A-B-C), una citoquina
inflamatoria conocida por su papel en la obesidad '°'. Sin embargo, se observo una tendencia al
aumento en la condicion de tratamiento (Figura 8 A-B). A pesar de la falta de cambios significativos
en la liberacion de IL-6, se observd un cambio morfologico en las células tratadas con palmitato
(Figura 9A), lo que indica que las células podrian responder al estimulo inflamatorio en el que
probablemente participan otros factores proinflamatorios como CCL2 (El ligando de quimiocina

CC 2), IL-18, TNF- 102103,

En el siguiente experimento, evaluamos el efecto del medio condicionado con palmitato en células
hipocampales y gliales de raton. Nuestros resultados mostraron una translocacion nuclear
significativamente mayor de NFxB en las neuronas tratadas con el medio condicionado (Figura
10A-B), lo que indica una mayor activacion del factor de transcripcion y una posible inflamacion
en el hipocampo. Ademas, se observo una mayor expresion de COX1 en astrocitos en respuesta al
palmitato en comparacion con el control (Figura 11A-B), COX1 es una ciclooxigenasa vinculada

con procesos inflamatorias y oxidativos que contribuyen al dafio neuronal '*4

, o estd muy bien
estudiado su rol en un contexto de obesidad en comparacion a COX2, ciclooxigenasa ampliamente
estudiada en obesidad, ya que, en hipocampo se ha reportado que se encuentra aumentada en
contexto obesogénico ?° generando aberraciones neuronales. Esto abre un espacio para evaluar el
rol de COX 1 en la promocién de la inflamacion en obesidad. Por ultimo, se evalu6 en células
gliales la translocacion del factor de NFkB al nucleo y este se encontré aumentado en la condicion
tratamiento con palmitato (Figura 12 A-B), lo que sugiere una mayor actividad inflamatoria en
estas células, observandose una astrogliosis en respuesta a la obesidad 2. En conjunto, nuestros
resultados sugieren que la exposicion al palmitato puede desencadenar una respuesta inflamatoria
en células hepaticas y en el hipocampo, lo que puede contribuir a la inflamacién cronica de bajo
grado observada en la obesidad. La astrocitosis es particularmente importante, ya que, existe
evidencia de que la astrogliosis puede estar relacionada con la obesidad y los trastornos metabdlicos
asociados. En estudios con animales, se ha demostrado que la activacion astrocitaria en el
hipotalamo e hipocampo, puede producir un estado inflamatorio y disfuncion neuronal en respuesta
a una dieta rica en grasas y obesidad, y genera alteraciones en la reduccioén del tono GABA por
consecuencia de la sobreactivacion de los receptores metabotropicos de glutamato por el exceso de

glutamato '+19. El desequilibrio entre la neurotransmision excitadora e inhibitoria podria generar
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alteraciones en el comportamiento de la alimentacion !4, Esta respuesta puede llevar a cambios en
la regulacion del apetito, el gasto energético y otros procesos metabodlicos que favorecen la
ganancia de peso. Nuestros hallazgos también indican que las células hipocampales y gliales
pueden ser particularmente vulnerables a la exposicion al palmitato, lo que podria afectar la funcién

cerebral y contribuir a los sintomas cognitivos asociados con la obesidad.
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LIMITACIONES/PROYECCIONES FUTURAS:

Seria interesante y queda pendiente evaluar la glicemia e insulina en ayuno para determinar el
indice HOMA (modelo de evaluacion homeostatica), el cual nos permitiria estimar la resistencia a
la insulina y la funcidn de las células beta en los individuos. Este indice se basa en medir los niveles
de glucosa e insulina en ayunas y utilizar estos valores para calcular el indice HOMA-IR
(resistencia a la insulina). El calculo del HOMA-IR se realiza multiplicando la insulina en ayunas
(wU/mL) por la glucosa en ayunas (mmol/L) y dividiendo el resultado por 22.5 1%, Estos valores
serian clave para determinar si las ratas desarrollaron resistencia a la insulina, lo cual es
fundamental para confirmar la iniciacién de la inflamacién cronica de bajo grado. Ademas, seria
interesante llevar a cabo experimentos utilizando ovariectomia para analizar si las hembras estarian
mas protegidas debido al efecto hormonal. Hasta ahora, se ha demostrado que las hormonas
ovaricas son capaces de modular la respuesta inflamatoria, disminuyéndola y afectando mediadores

97

inflamatorios como las citoquinas “’. Sin embargo, se requiere mas informacion sobre el

mecanismo en condiciones de obesidad.

Por otro lado, es importante mencionar que una limitacion del estudio es que no se realizd un
control de la ingesta de alimentos en los animales. Controlar la ingesta permitiria tener un mejor
entendimiento de como la dieta alta en grasas y sacarosa afecta los resultados y como se relaciona
con los cambios observados en los marcadores de inflamacioén. Estas consideraciones abren
oportunidades para futuras investigaciones y ampliar nuestro conocimiento sobre los efectos de la

dieta y los mecanismos implicados en la inflamacion cronica de bajo grado.
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CAPITULO 7. CONCLUSIONES

A pesar de no encontrar una afirmacion directa de la hipdtesis planteada en esta tesis, si se
obtuvieron resultados que sugieren la existencia de una compleja interaccion entre la dieta
obesogénica, la inflamacion y los efectos en el cerebro. Aunque no se observd un aumento de
concentracion sanguinea de IL1-b, se detectaron cambios significativos en la composicion
corporal, la concentracion de insulina en suero y la expresion de genes relacionados con la
inflamacién en diferentes tejidos. Estos hallazgos desafian parcialmente la hipodtesis inicial, que
postulaba un aumento de la expresion de genes asociados a NLRP3 como mecanismo inflamatorio
central entre condiciones experimentales. Sin embargo, la activacion del inflamosoma y los
cambios en la expresion de otros genes inflamatorios sugieren que la inflamacion crénica de bajo
grado puede estar presente en el contexto de la dieta HFD+SAC 5%. Ademas, los efectos
observados en las cé€lulas hepaticas y neuronales respaldan la hipdtesis de que la dieta obesogénica
puede tener repercusiones en la funcion cerebral. Estos resultados subrayan la complejidad de los
mecanismos inflamatorios relacionados con la obesidad y resaltan la necesidad de seguir
investigando para comprender completamente las interacciones entre la dieta, la inflamacion y el
cerebro. En tultima instancia, este trabajo nos acerca a una mejor comprension de los efectos
sistémicos de la obesidad y abre nuevas vias para abordar sus consecuencias metabolicas y

cerebrales.
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