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RESUMEN

Uno de los efectos benéficos que presenta el acido linoleico conjugado
(CLA por sus siglas en inglés) es la reduceion de los triglicéridos sanguineos. ki
mecanismo gue explique este efecto no estéd alin determinado. 5in embargo, se
sabe que @l CLA es un ligando con muy alta afinidad por el receptor activado
por proliferadores de peroxisomas (PPARs), quienes se encuentran
involucrados en el metabolismo de los lipidos. Por otra parte, el mecanismo de
accion de los fibratos y las tiazolidinedionas estd mediado por la activacion de
los PRARS, quiénes a su vez regulan la transcripcion de la apolipoproteina C-lIl
(apo C-1ll) y lipoproteinalipasa (LPL). Por consiguiente, se propone que al igual
que estos farmacos, @ efecto hipolipemiante del CLA es explicado por la
regulacion de la expresion de la LPL y apo C-Il. El objetivo de la presente
investigacion es aporar datos que expliquen el mecanismo mediante el cual el
CLA disminuye los triglicéridos sanguineos. Para el analisis se exirajo el RNA
total de los tejidos adiposo, hepatico y muscular provenientes de 30 ratones
albino (Mus musculus), Los ratones fueron alimentados con § tipe de distas que
contenian como ingrediente principal: a) 65% sacarosa para inducir la
hipertrigliceridemia (SAC), b) dextrosa al 65% (DEX) como control, ¢) 65% SAC
+ &cido linoleico conjugado 1,0% (CLA), d) 65% SAC + 0.2% de troglitazona
(TRO) y ¢) 65% SAC + 1.0% CLA + 0.2 % TRO. La cuantificacion de la
acumulacion de mRNA de la lipoproteinalipasa y apolipoproteina C-lll se realizd
por la reacciéon de la transcriptasa reversa y reaccion en cadena de la
polimerasa (RT-PCR). Se utilizd un RNA recombinante (rcRNA) como estandar
interno para cuantificar los transcritos de cada gen. L.os resultados sefialan que
en musculo el mRNA acumulado de la apo C-il de los ratones alimentados con
1% de CLA, se redujo 97% y la LPL aumentd 240% en comparacion con los
alimentados con SAC (p<0.05), En cambio, en tejido adiposo la acumulacion de
mIRNA de la LPL se redujo 97% (p<0.05), Por otro lado, fa TRO redujo en un
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45% la acumulacion de mRNA de la apo C-l en musculo. En lejido adiposo, 5@
ohservd una reduccion de Jos transcritos de LPL 57% en comparacidn con los
ratones alimentados con SAC. En conclusion, se puede decir gue uno de los
mecanismos que estan explicando el efecto hipotrigliceridémico por parte del
CLA, es la regulacidon de la LPL y apo C-ll tejido-especifico a nivel de
transgripcion.



INTRODUCCION

tas enfermedades cardiovasculares son un grupo de desordenes del
corazén y vasos arferiales, responsables de una tasa de mortalidad de un 74.8
x 100,000 habitantes (SSA, 1999) La transicidon econdmica, urbanizacion,
industrializacion y la globallzacion traen como consecuencia camblos en el
estilo de vida que promueven riesgos para desarrollar enfermedad
cardiovascular. Reclentemenile se propuso que la hiperrigliceridemia es
predictor de riesgo de muerte para enfermedad cardiovascular en personas con
antecedentes familiares de hiperlipidemia combinada (Yamamoto y col,, 1996,
Austin y col., 2000).

Los fibratos y tiazolidinedionas son dos grupos de farmacos que se
utilizan en el tratamiento de las hipertrigliceridemias en humanos, Diversos
investigadores han propuesto que el mecanismo a traves del cual esips
disminuyen los triglicéridos sanguineos, esta mediado por un factor de
transcripeldn  nuctear  lamado receptor  activado  por profiferadores  de
peroxisomas (PPARs). Los PPARs son receptores que son activados por
ligandos, que se heterodimerizan con ofro receptor {RXR), controlando una
variedad de genes gue Intervienen en el metabolismo de los lipidos (Schoojans
y col., 1998).

Hay diversos compuesios con una alta afinidad por los PPARs, como los
fibratos v las tiazolidinedionas, que son ligandos y activadores de log subtipos
PPARu y PPARy respectivamente, en diferentes tejidos (Auwerx y col., 1996,
Lehmann, 19956). La lipoproteinalipasa (LPL) y la apolipoproteina C-ll {apo G-
Iy son dos proteinas involucradas en el metabolismo de s trigliceridos y
estan reguladas via PPAR. En ratones transgénicos sin el gen que codifica a
los PPARq alimentados con una clase de fibrato (Wy-14,643), se vio una
reduccion en la transcripcion de la apo C-1ll en higado (Peters y col., 1997). En



apo G-I en higado (Peters y col,, 1887} En ratas alimentadas con
BRLAYES3 (tiazolidinediona), el RNA mensajero de la lipoproteinalipasa
aumentd en preadipocitos (Ranganathan y col., 1998, Lefebvre y col,,
1987). Ademas, al administrarse estos dos farmacos simultaneamente en
ratas, el efecto fue mayor en la disminucidon de los triglicéridos séricos, a la
vaz que disminuian los transcritos de la apo C-lll y aumentaba el mRNA
(por sus siglas en inglés) de la LPL (Lefevre y col., 1997).

El acido linoleico conjugado (CLA) comparte ciertas caracteristicas
quimicas con los activadores de los PPARs como son grandes regiones
hidrofobicas y grupos carboxito. El CLA tiene un efecto hipolipidemico en
varios modelos animales, reduciendo ltos triglicéridos sanguineos (Lee y
col., 1994, Munday y col., 1989). De acuerdo a un estudio el isdbmero 10
¢is-12 frans en adipocitos disminuye la actividad de la lipoproteinalipasa
(Lin v col, 2001). Ademas, en celulas hepaticas la secrecion de
lipoprotelnas de muy baja densidad (VLDL) disminuyeron, al mismo
tiempo que se suprimia @ secrecion de triglicéridos del higado a la
circulacion (Liny col., 2001).

Se encontrd que el CLA tiene una alta afinidad por los PPARx y de
afinidad intermedia para los PPARy. Ademas, algunos genes involucrados
en el metabolismo de los lipidos fueron regulados por este acido graso
(Moya-Camarena y col., 1999; Belury y col., 2002). Sin embargo, aun falta
mas informacion para comprender el modo de accion del CLA en la
reduccién de los triglicéridos séricos. De ahi que el objetivo general de
esta tesis fuera el analizar el efecto del acido linoleico conjugado sobre la
acumutacion det mRNA de la lipoproteinalipasa y apolipoproteina C-Ill en
ratones hipertriglicendaemicos.



ANTECEDENTES

Hiperrigliceridemias

Las alleraciones en el metabolismo de los lipidos, colesterol y
triglicéridos, asi como de las particulas que los fransportan (lipoproteinas)
se definen como dislipidemias, Estas se clasifican de acuerdo a sus
stiologias como primarias y secundarias, las primeras resultan de [as
alteracionas en la sintesis, procesamiento o catabolismo de |as
lipoprotainas plasmaticas transmitidas geneticamente. Las segundas son
rausadas por enfermedades tales como a diabetes mellitus, obesidad,
enfermedad renal entre otras o por farmacos (MHalabe y col., 1998) Se
considera hipertrigliceridemia cuandp los niveles plasméticos de
triglicéridos se encuentran por arnba de 200 mg/dL (NiH, 2001).

Las elevaciones de los triglicéridos plasmaticos  suslen
acompanarse de la sintesis y secrecion de triglicéridos de las lipoproteinas
de muy baja densidad (VLDL) en el higado. La formacién hepatica de
triglicéridos se regula por el flujo de sustrato (la disponibilidad de acidos
grasos libres), el equilibrio energético (el nivel de los depésitos de
gluctgeno hepalicos), y ta situacién hormonal (el equilibrio entre la insulina
y &l glucagon), La cbesidad, el consumo excesivo de azucares y de grasas
saturadas, 18 inaclividad fisica, el consumo de alcohol y la resistencia a la
insulina se asocian con frecuencia a la hiperrigliceridemia (Gonzélez y
Guevara, 1998; Scheorain y col 1980; Aarstand y col., 1896},

Fn las hipertrigliceridemias el aumento del flujo de acido grasos
libres desde el tejido adiposo &l higado estimula fa sintesis y secrecion de
VILDL. Cuando los niveles de triglicéridos VLDL estan muy elevados (11
mmoelt o =1000 mg/dL), la lipoproteinalipasa puede saturarse, incluso sin
un transtorno gendético, desarrollando una deficiencia durante el periodo
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pospandrial. La hipertrigliceridernia  familiar se hereda en forma
autosdmica dominante y se caracteriza por sobreproduccion de VLD en
higado y por disminucion del catabolismo de las lipoprotelnas ricas en
triglicéridos. La deficiencia familiar de lipoproteinalipasa causa
acurmulacion de quilomicrones en plasma desde una edad temprana. Por
su parte, la deficiencia famitiar de apolipoproteina Cll es un desorden
autosdmico recesivo, que causa deficiencia de lipoprofeinalipasa y
presenta manifestaciones simitares a la anlerior. La ausencia total de |a
lipasa hepatica es un transtorno autosémico rescesivo raro que altera el
catabolismo final de las VLDL vy tas 1DL. Los individuos con deficit de esta
enzima a menudo presentan niveles elevados de VLDL y HDL, ya gue
esta enzima parficipa en la conversion de HDL; en HDLa (Hatabe y col,,
1997; Ginsberg y col., 1998).

Farmacos hipolipemiantes

Cuando los niveles de triglicéridos plasmaticos son mayores de 500
mg/dl., aumenta el riesgo de pancreatitis, por lo gque se recomienda
caentrarse  directamente en la reduccion de esteos. ki tratamiento
farmacolégico que se emplea puede dividirse en dos grupos: a) los que
disminuyen la sintesis de VLDL y LDL (Acido nicotinico) y b) los fibratos
que interfieren en la sintesis de triglicéridos-VLDL a nivel hepatico y en el
aumento de la actividad de la lipoproteinalipasa. No se ha podido
establecer si estas dos acciones son primarias e independientes una de la
otra. Con todo, los fibratos promueven la lipdlisis de los triglicéridos-VLDL.
y |a de los quilomicrones para reducir los niveles de triglicéridos (Grundy,
1890).



Fibratos

Los fibratos son un grupo de farmacos derivados  del
clorofenoxusobutirico, entre los mas ulilizados en la practica clinica se
gncuentran el gemfibrozilo, bezafibrato, fenofibrato, ciprofibrato vy
clofibrato. EEste Oitimo fue el primero en utilizarse, en los aflos 1960-1980,
demostrando ser un farmaco hipolipemianie potente con un efecto fuerte
en la disminucion de las VLDL y moderado sobre las LDL. Sin embargo,
los efectos secundarios a largo plazo demostraron que el clofibrato
aumentaba la incidencia de litiasis biliar, la montalidad no cardiovascular
(principalmente neopldsica) y que en algunos animales se desarrollaba
cancer de higado. Estos hechos provocaron que el clofibrato
practicamente haya dejado de utilizarse. Posteriormenta surgieron el resto
de los farmacos de este grupo bajo el nombre genético de fibratos,
pareciendo estar exentos de los efectos indeseables antes mencionados
(Wood y col., 1999).

L.a accién hipolipemiante de los fibratos se debe fundamentalmente
a la induccidn del descenso de la concentracion de las VLDL, Dicha
induccion es producida por dos mecanismos diferentes: el primero es en la
reduccion de la sintesis de las VLDL por mecanismos todavia
desconocidos. Fl segundo, consiste en el aumento de la degradacion de
las lipoproteinas ricas en triglicéridos, a través de la induccion de la
actividad de la lipoproteinalipasa. Estos farmacos poseen un potente
efecto hipotrigliceridemiante, por lo gque pueden ser utilizados en las
hiperlipemias gue no puedan ser controladas por la dieta. Su eficacia
hipocolesterolemiante  es  menor, induciendo descensos de |l
concentracion plasmatica de colesterol que oscila entre el 5 y el 20%,
sequn el farmaco y el tipo de intensidad de [a hiperlipemia. Por esta razon
su utilidad en las hiperlipemias con fenotipo Ha es limitada. I mecanismo
sobre la HDL no estd aclarado, pero podria estar refacionado con su
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sfecto sobre el metabolismo de las otras lipoproteinas. Esto porque el
aumenio de la concentracién de HDL-colesierol no ocurre en paciantes
con hipoalfalipoproteinemias aisladas (Wood y col., 1899},

Tiazolidinedionas

Las tiazolidinedionas (TZD) son una nueva clase de agentes
antidiabéticos que tienen tres compuestos de uso clinico. Estas son ia
troglitazona (rezulina®, actualmante retirada del mercado), la rosiglitazona
(Avandia®) y la pioglitazona (Actos™), entre otros que se han limitado por
sU uso en estudios pre-clinicos. Las TZD fueron descubieras por su
accion hipoglicémica en ratonas obfob, en donde mejoraron los niveles de
insulina y anormalidades en el metabolismo de los lipidos y de los
triglicéridos sanguineos (Ronald y col., 2000), Estos farmacos claraments
demuestran mejorar la accion de la insulina en un amplio espectro de
estados insulino-resistentes, tanto en modelos obesos como en diabeticos.
Cabe resallar que las tigzolidinedionas han sido mas eficaces en los
roedores, llegando a prevenir o a revertir completamente log estados
insulinoresitenies.

En humanos, las TZD disminuyen la glucosa en ayuno vy
pospandrial en diabéticos tipo 2. Ademas, parecen tener efectos beneficos
en algunos de Jos componenles del sindrome X (reduccion de los
triglicéridos sanguineos y presion sanguinea y aumento de HDL).Es
posible que al menos algunos de los efectos de las TZD en los estados
insulino resistantes se deban a mecanismos secundarios. Por gjemplo, én
varios estudios e tratamiento con estos farmacos se ha asociado con la
reduccion de fos niveles de triglicéridos circulantes. Es posible que niveles
elevados de acidos grasos no esterificados contribuyan a la resistencia a
ta insuling, al menos en algunos estados (Olefsky, 2000). Sin embargo,



aun no esta claro si el efecto en la disminucion de los acidos grasos
representa una accion directa en los adipocitos o podrian ser efectos
secundarios en el mejoramiento en la sensibilidad a la insulina, con un
incramanto en el efecto antifipolitico de la insulina,

Algunas de las drogas hipotrigliceridémicas (fibratos vy
tiazolidinedionas), ftatatos, plastificadores y acido tricioroacetico inducen
proliferacion de peroxisomas en higado de roedores, por lo que son
lamados colactivamente proliferadores de peroxisomas. Los peroxisomas
son organelos celulares que tienen como principal funcion reacciones
relacionadas al metabolismo de lipidos. Estos  proliferadores  de
peroxisomas inctucen la expresion de genes involucrados en ia J-oxidacion
perosoximal y milocondrial por medio de un factor de transcripeion, que
actta de manera similar a las hormonas esteroideas. A este factor se le
dio el nombre de receptor activado por proliferadores de peroxisomas
(PPAR por sus siglas en inglés) (Dreyer y col., 1993).

Receptor activade por proliferadores de peroxisomas (PPARS)

Los PPARs scon proteinas nucleares que perlengcen a la
superfamilia de los receptores de las hormonas esteroideas / tiroideas /
acido  retindico, Su  activacion depende de ligandos y de |Ia
heterodimerizacion con otros receptores nucleares para modular la
expresion de los genes, mediante fa unién a regiones reguladoras de los
genes blancos (Kersten y col., 2000),

Existen fres subtipos de PPARs caracterizados en diversas
especies de vertebrados, humanos y roedores, Hamados PPARa (NR1C1),
PPARB (NR1C2) vy PPARy1 (NR1C3) v v2. En el hombre esle Gltimo se ha
encontrado como una variante de los arreglos postranscripcionales del



PPARy1 con 30 aminoacidos adicionales. Su organizacidn genomica
consiste de 8 exones (A1, A2 y exdn 1 a 6) permaneciendo dos de log
primeros (A1 y A2) como no codificantes. Los PPARy en &l ralon se
localizan en @ cromosoma 6 en la posicidn E3-F1, mientras que el PPAR
y (5 se localizan en &l cromosoma 15 y 17 respectivamente. En el humano,
at subtipo o esta en el cromosoma 22 en las regiones 22912-913.1. En
cuanto al subtipo PPARy estd ubicado en el cromosoma 3, en la posicion
3p25 cercano a ios receptores RAR[ y TRp (Desvergne y col, 1999,

L.emberger y col,, 1996).

Expresién do los PPARS en diversos tojidos

Se ha trabajado mucho sobre la expresion de los diferentes
subtipos de PPARs en lejidos de roedores y humanos. La expresion de
PPARm mas alta se da en grasa parda, higado, rifion, corazon, en ia
mucosa del estomagoe y duodeno. Mientras tanto se han encontrado
pequeras cantidades en retina, glandula adrenal, misculo esqueletico e
islotes del pancreas. Por ello, se puede asociar la expresion del subtipo
PPAR en tejidos, con una -oxidacion alta tanto en mitocondrias como en
peroxisomas. Aunque, los PPARy se expresan principatmente en el tejido
adiposo, la mucosa intestinal, tejido linfoide, retina y misculo esquelético
los expresan en pequefias cantidades. Por otra parte el subtipo PPAR] se
encuentra ubicuamente en diversos organos tanto de roedores como én
humanos. Es mas abundante en misculo esquelético y cardiaco, celulas
de sartoli y Utero; también la placenta y el intestino grueso presentan
expresion moderada de este receptor (Desvergne y col., 1999).



Estrustura de los PPARS

La organizacion molecular de los PPARs consiste de 6 dominios
funcionales A/B, C/D y E/F. En ellos el sitio C o sitio de enlace con el DNA
(DB por sus siglas en inglés) es el dominio mas conservado entre los
receptores nucleares, Su estructura se encuentra estabilizada por dos
atomos de zinc enlazados a cuatro residuos de cisteina, seguido por una
astructura o helicoidal (Fig. 1). Cada uno de estos dedos de zinc sirve
como principal sitio de reconocimiento a las bases especificas, en la
curvatura principal del DNA. Cada una de estas estructuras cuenta con un
sitio gue tienen funciones importantes en la especificidad del contacto con
el receptor y el DNA. En el primer dedo, el sitio s& conoce como caja-P,
que son los amincdcidos localizados en el carboxilo terminal, los cuales
determinan la especificidad del contacto del receptor con la curvatura
mayor del DNA. El segundo dedo se denomina caja D y en &l los
aminoacidos que estan entre la primera y la segunda cisteina, participan
en la dimerizacion con otros receptores (Fig, 1). Ef sitio de enlace con el
ligando (L.BD) o dominio £, jusga un papel primordial en la activacion de la
transcripeién. Su estructura consiste de 12 hélices « antiparalelas que se
encuentran organizadas en tres capas corn una region hidrofobica. En ella,
los ligandos inducen un cambio de conformacion, que previene la
interaccion con proteinas represoras (Desvergne y col,, 1999, Lemberger y
2ol., 1996; Schoojans y col., 1996).

Los PPARs como otros de los miembros de la superfamilia de las
hormonas estercideas se encueptran formande heterodimeros con el
receptor del Acido retindico (RXR), Junto a ésle, reconocen secuencias
especificas en los genes regulados lamadas elementos de respuesta para
los proliferadores de peroxisomas (PPRE, por sus siglas en ingles), Los
PIRPRE son definidas como dos secuencias (AGGTCA) espaciadas por un
nucléotido (adenina) lamado DR1. La estructura repelida y extendida de
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éstas le permite a los PPARs interactuar con los hexameros corrientes
arriba y a los RXR con los hexameros corrientes abajo de la cadena de
DNA. Esto permite discriminar la selectividad de los PPAR:RXR con otros
racaptores de fa misma familia en el reconocimiento de estos elementos
(Desvergne y col,, 1999; Lemberger y col, 1986). La competencia en |a
formacion de heterndimaros con los receptores RXR, dependera de |a
cantidad de éstos dentro de la célula (Glass y col., 2000).

Durante [a inhibicibn de fa transcripcidn los receptores se
encuentran formando complejos PPARRAR asociados con un conjunto
multiproteico de represores (N-CoR) vy silenciadores mediados por
receptores de las hormonas tircideas (SMRT). Estos complejos
interactian con numerosos ligandos, influyendo en la respuesta represiva
a través de la union del complejo al promotor, Esto evita también que la
actividad de las histonas acetiladas sea unida al nucleosoma (McKenna y
col., 1999).

Una doe las principales formas de activar a los PPARs sucede por
medio de ligandos que se enlazan al receplor (dominio LBD), disociando el
complejo proteico y activando et inicio de la transcripcion (Fig, 2) (Glass y
col., 2000). Existen otras maneras alternativas de activacion, como son a
través de la cascada en la expresion de los genes de la proteina-cinasa
(MAPK). Estos incrementan la fosforifacion de ciertos PPARs, al alterar 1a
habilidad de enlazarse al DNA, Asi también, algunos de los ligandos del
receptor RXR actitan como reguladores de los genes que son tipicamente
modulados por PPAR (Desvergne y col., 1999),

Ligandos do los PPARs

PPARg, Entre los ligandos que activan a los PPARa se encuentran 1os
dcidos grasos poliinsaturados (PUFAs), fibratos, farmacos antinflamatorios
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Figura 2 . Activacion de los PPARs

== =P Unién con los WARW inicio de la transeripeidn
Al unirse con los ligandos especificos, el PPAR se heterodimeriza con los RXR
para unirse a los elementos de respuesta (PPRE) localizadas en las regiones
reguiadoras de la transcripcion de los genes regulados via PPAR.



no esteroidales y leucotrienos fa Algunos de eslos compuestos (acidos
grasos y fibratos), via PPARw, modulan enzimas implicadas en la [}
oxidacion de peroxisomas como la acil-CoA oxidasa (ACQ), encil-CoA
hidratasa/deshidrogenasa (HD) y ceto-acetil-tiolasa. Asi también, la
palmitoil transferasa | (CPT), enzima que participa en el sistema de
transporte de Acidos grasos a la mitocondria es modulada via PPARa, En
el higado, muchos de log derivados de la acetil CoA son convertidos a
cuerpos ceténicos. La enzima encargada de este mecanismo, tambien es
regulada por PPARo. lLa activacion de flos PPARx se encuentra
modutando la expresion de genes que codifican para enzimas implicadas
an la utilizacién de os acidos grasos, en respuesta a los cambios en |as
necesidades de la célula (Lemberger y col., 1996).

PPARy. Algunos des los metabolitos del dcido araquidonico, tanto de la ruta
de las ciclooxigenasas como de las lipooxigenasas, son activadores de los
PPARY, Tal s el caso de la prostanglandina 15 deoxy PGJzy la 15-HETE.
Los Acidos grasos poliinsaturados y compuestos derivados de la oxidacion
de tas LDL son también ligandos naturales de los PPARy. Algunas de
estas sustancias promueven la diferenciacion de fibroblastos a adipocitos,
asl como también a osteocitos. La activacion de los PPARy induce genes
implicados en el deposito de dcidos grasos como fa lipoproteinalipasa, la
proteina transportadora de los acidos grasoes, proteina entazadora de
acidos grasos en los adipocitos, la acil-CoA sintetasa y la
fosfoenolpiruvasa carboxiguinasa, Asi también, promuave la lipblisis y la
lipogénesis reprimiendo a los genes del receptor 3-adrenérgicos y
leptina. Esta Qltima se segrega principalmente en los adipocitos y tiene
una importante funcién en la regulacion del peso corporal y el apetito (Bar-
Tana, 2001, Kersten y col,, 2000},



PPARD. Entre los figandos del receplor PPAR [3/5 se encuentran (08
acidos grasos poliinsaturados, tas prostanglandinas PG-J2 vy la
carbaprostacicling (Bocher y col, 2002). Los efectos de estos receptores
no se conocen aun, sin embargo se sabe de su implicacion en el cancer
de colon a través de la regulacion negativa del gen APC (Kersten y col,,
2000). Asi como también, se sugiere que su activacion, promueve la
acumulacion de lipidos en macrofagos, por lo que se da un efecto
detrimentral en la aterogénesis (Bocher y col, 2002).

Apolipoproteina C-1l

La apolipoproteina  C-llf es una proteina que se sintetiza
principalmente en el higado y en menor cantidad en el intestino delgado.
Es un péptido de 99 aminodacidos, con un peso molecular de 8.8 kDa, que
se encuentra codificada en el humano en el cromosoma 11, junto con los
genes de la apolipoproteina Al y A4, con un tamafio de 3.1 Kb. Debido a
su alta afinidad hacia los lipidos de superficie, se asocia facilmente con las
VI.DL y HDL en el plasma, y durante el ayuno se redistribuyen a la
superficie de los quilomicrones y VLDL. De acuerdo a un analisis
astructural, los residuos del domino del carbon terminat 50 al 69 de la apo
C-111, son los responsables de unirse a la supetficie de Jos fosfolipidos de
las lipoproteinas (Jong y cot., 1999),

Los estudios con ratones transgénicos han confirmado la
implicacion de la apo C-llf en el metabolismo de los trigliceridos
sanguineos, En estos ratones, las concentraciones de trigliceridos se ven
diminuidas, cuando se suprime el gen que codifica a la apo G-l y
vicaversa (Maeda y col., 1994. Ito y col,, 1980).



La apo G-} es la principal protelna que actua en la lipolisis. Su
funcion la realiza a traves de la interferencia con las VL.DL y la inhibicidn
de la actividad de la LPL (Ginsberg y col,, 1986, Schachter, 2001). El
mecanismo bioguimico madiante el cual la apo C-lll inhibe a la LPL adn
permanece bajo investigacion. Sin embargo, se piensa que hay una
interacciéon  entre  las protelnas de la apo CJlf y la LPL,
independientemente de 1os lipidos involucrados.

Algunas hormonas como |a insulina y tiroidea, el factor de necrosis
tumoral (TNFw), interleucinas-1 y fibratos disminuyen altamente la
axpresion de la apo C-lil. No obstante, los retincides son uno de los
principales inductores de la apo CIH (Shachter, 2001).

Lipoproteinalipasa

La lipoproteinalipasa (LPL) es una enzima que se expresa en varas
células de los tejidos adiposo, hepatico, musculo esquelético y cardiaco.
Mieniras que en pulmon, imestinos, cerebro y glandulas mamaria vy
adrenal se encuentra expresada en pequefias cantidades (Flier, 1269},

La LPL se sintetiza como un precursor inactivo en el reticulo
endoplasmico, y su activacion depende de la glicolizacion de la proteina
en el aparato de golgl. Esto Gimo ocurre, cuando se modifican los
residuos de Ja alta manosa de la LPL en su paso por la parte ¢is del
aparato de golgi por la accion de la enzima n-acetilgiucosamina. Es en la
parte trans del mismo aparato, en donde la enzima activa depende de fa
heparing para que salga a la superficie del endotelial vascular @
incorporarse a los glicosarninoglicanos (Flier, 1989).

lL.a heparina y los glicosaminoglicanos son producidos en celulas
madre de tejidos donde hay reguiacion de la LPL. Se ha encontrado que la
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heparina induce la salida de la LPL a la periferia de las celulas, al ser
inyectada a 6rganos, o al incubarla en calulas (Flier, 1989), Aunque ambas
formas de LPL (activa e inactiva) también incrementan su actividad al
adicionar heparina (Olivercrona y col., 1987). No obstante, cuando ia
enzima es purificada, la heparina no incrementa su actividad, Por lo
anterior, se dice que la participacién de la heparina podria ser la de
estabilizador de la forma activa o protectora de su degradacién proteolitica
(Flier, 1989).

La LPL se encuentra unida al endotelio vascular en los
proteoglicanes sulfatos de heparan; los cuales estan integrados dentro del
glicocalix de la membrana plasmatica. Su localizacion exacta es en la
parie final de los proteoglicanos. De tal manera, que esta ubicacion facilita
la union y la hidrélisis con las lipoproteinas circulantes (Flier, 19849).

Una de las principales funciones de la LPL es la de hidrolizar a los
triglicéridos de las lipoproteinas, tales como los quilomicrones y las VLDL.
Sin embargo, también se ha confirmado que es un receptor de las LDI. y
un ligando de las VLDL (De Beer y col, 1988). Muchas da las
lipoproteinas de baja densidad (LDL) tambien son el producto final de la
accion de osta enzima sobre las VLDL (Goldberg, 1996).

La lipdlisis mediada por la lipoproteinalipasa promueve el
intercambio de lipidos entre las lipoproteinas, La evidencia sugiere gue
cuando las lipoproteinas son hidrolizadas a los triglicéridos séricos,
algunas moléculas de HDL, adquieren lipidos y proteinas para convertirse
en HDL: Ademas, el colesterol de las HDL puede ser reemplazado con
triglicéridos de particulas menos densas. Asi, los acidos grasos
hidrolizados son oxidados para generar ATP en musculo © son
almacenados en tejido adiposo o secretados en la leche por la glandula
mamaria (Goldberg, 18986).



Aungue la snzima se produce en varios tejides, su actividad
depende del estado metabolico del tejido. Durante el ayuno, los nivelas de
insulina disminuyen y la lipolisis en tefido adiposo se acelera, Estos
cambios, son acompaiiados por una reduccion en los niveles de LIPL en
tejido adiposo, no asi en el musculo, En cambio, en una elapa
pospandrial, los niveles de LPL aumentan en tejido adiposo y en misculo
caen o s& mantienen sin cambio. (Flier, 1989).

Existen varios factores que regulan la actividad de ta LPL, uno de
ellos es la insulina. Algunos estudios muestran que los niveles de MRNA
de la LPL aumentan, al mismo tiempo que se incrementa la actividad de la
Ll salida por la heparina (Ong y col, 1988). Asl pues, los
glucocorticoides, las catecolaminas, las citocinas pro-inflamatorias y las
TZD, regulan la actividad de la LPL en diversos lefidos. Ademas, su
regulacion se le ha involucrado con factores de transcripcion tales como el
SP1, RXR, la SREBP-1 y los PPARa y v (Raspe y col,, 2001, Desvergne y
col., 1999).

Mecanismo_hipolipidémico de fibratos vy tazolidinedionas a iraves de
PPARs

El mecanismo propugsto por medio del cual los fibratos ejercen su
accion hipotrigliceridémica se explica a (ravés de ia regulacion de la LPL y
apoC-lll (proteina inhibidora de la LPL). En diversos modelos animales se
han mostrado que el mRNA vy la actividad de 1a apo C-lll disminuyen en
higado, mientras los transcritos de la LPL aumentan después de consumir
algunas clases de fibratos (Fig. 3) (Andersson y col,, 1998; Auwerx y col,,
1998, Mertz y col, 1995; Mancini y col., 2001). Se han localizado los
elementos DR1 en regiones reguladoras de la apo C-lil, los cuales pueden
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Figura 3. Mecanisma de accion de la LPL y apo CAll

wwep Circulacion de las lipoproteinas (quilomicrones y lipoproteinas de muy
baja densidad (VL.DL).

Los triglicéridos pasan a Ja circulacion en los guilomicrones (del intestino
a los tejidos) v en las lipoproteinas de muy baja densidad (del higado a los
tgjidos) los cuales acarrean la apolipoproteina C-Iif que inhibe la actividad de la
ipoproteinalipasa. La lipoprotelnalipasa hidroliza a log trigliceridos gue son

transportados por las lipoproteinas (VLDL y quilomicrones) en el tejido adiposo,
muscular y hepatico,



ser polencialmente modulados por los PPARs (Ladias y col, 1992).
Adetnas, en ralones transgénicos que carecen del gen que codifica a los
PPARq, alimentados con 0.1% de un fibrato, no se observo ningun efecto
en la expresion de la apo C-lll en higado. Mientras, en los ratones
sitvestres se observd una reduccion significativa en la expresion de este
gen (Peters y col, 1997). Esto sugiere que los fibratos requieran la
expresion de los PPARa para presentar sus propiedades hipolipidemicas,
Por otra parte, las TZD también disminuyen a los trigliceridos
sanguineos a través de la regulacion de la LPL en el tejido adiposo, Enun
astudio dosis respuesta, el mRNA y la actividad de la LPL aumentaron por
la accion de la rosiglitazona en preadipocitos 3T3-L1 (Subramanian y col.,
1998). Fn células adiposas, la troglitazona es un activador de la LPL y
tiene una alta afinidad por los PPAR (Lehmann y col., 1985). Esto también
se apoya en la localizacion de los PPRE en las regiones reguladoras de la
LPL para PPAR o y 7 en ratas Sprague-Dawley (Schoonjans y col., 1996),

Al administrarse simultaneamente fibratos (PPARa) y TZD (PPARy) en
ratas, el efecto fug mayor en la disminucion de los triglicéridos séricos. A
su vez, se disminuyeron los transcritos de la apo C-lll y aumento el mRNA
de la LPL (Lefevre y col, 1897). Por lo anterior, se concluye gue las
tiazolidinedionas aumentan a la LPL en tejido adiposo a través de activar a
los PPARy. Por su parte, los fibratos disminuyen la apo C-lll, en higado y
musculo, via la activacion de PPARq.

Algunos de estos farmacos hipolipemiantes comparten ciertas
caracteristicas quimicas con el CLA; como son grandes regiones

hidrofobicas y grupos carboxilo,
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Se conoce como acido linoleico conjugado (CLA por sus siglas en
inglés) a una mezcla de isdomeros de posicion y geométricos del acido
linolaico (18:2); en donde los dobles enlaces estén separados por un solo
anlace sancillo. Aungue existen diversas formas sintéticas del CLA; uno de
los principales isdtmeros dietarios es el 9 ¢is 11 trans. Este se forma como
un producto de la aclividad de una isomerasa generada por la bacteria
Butyrivibrio fibrisolvens,; encontrada en la microflora de rumiantes. ki 9 cis
11 trans asi formado puede ser melabolizado o biohidrogenado por los
microorganismos del rumen a 11 frans octadecanoico, Despues, se
absorbe en las células para ser convertido de nuevo por fa accion de s
estearoil-CoA desaturasa (enzima citoplasmatica), a 9 ¢is 11 trans. Esla
parece la principal via por 1a que se forma el CLA en los productos de los
rumiantes. Hay evidencia de que también se puede formar el isdmero 10
trans 12 cis a partir del dcido linoleico, por la accion de otras bacterias del
rurnen (Propionibacter js), que se absorbe en Jos tejidos en una forma
analoga al 8 vis 11 frans (Pariza, 2001),

El CLA se pusde encontrar principalmente en carne de rumiantes,
leache y productos lacteos, lLos aceites vegetales parcialmente
hidrogenados y productos marinos también lo contiensn en cantidad
menor. Las concentraciones de CLA en los lacteos van desde un 2.9 a
8.92 mg de CLA/g de grasa, de los cuales el isomero 9 cis, 11 (rans
contiene un total de 73% a 93% del total del CLA. En quesos y carmes
varia de 0.1 mg de CLA/g grasa hasta un 7,98 mg de CLA/Y de grasa.
Estas diferencias, son debidas a las diversas practicas de alimentacion
como tipo de dieta, suplementacion con Acidos grasos y a las vanaciones
del forraje a traves del afio (Keily, 2001).



Como otros acidos grasos poliinsaturados, el CLA se incorpora en
los fosfolipidos de las membranas celulares, Con esto se modifica la
fluidez vy se alteran algunos eventos en {a traduccion de sefiales, ademas
de la interferencia en la sintesis de sicosanoides. Los principales tejidos
en donde se concentra la mayor cantidad del isémero 9 ¢is 11 trans son
en los fosfolipidos del higado, pief, hugso, musculo y glandula marmaria.
En cambio, el 10 trans 12 ¢is lo hace preferentemente en lipidos neutros
de musculo y glandula mamaria, Este Ultimo, al parecer tiende a
metabolizarse mas rapido que &l 9 ¢is 11 trans ya que su incorporacion es
menor en las membranas de los tejidos (Pariza, 2000),

El CLA altera la sintesis de eicosanoides, siendo esie, uno de los
mecanismos que podrian explicar tos efectos beneficos al sistema inmune
y cancer. El CLA y el acido linoleico compiten por el mismo sistema
gnzimatico (AB desaturasa y elongasa), a través del cual modulan la
acumulacion del acido araquidonico en los fosfolipidos. &l resultado de
este evento por el CLA, produce la disminucion de 1os productos de la via
giclooxigenasas (disminucion de prostanglandinas £2 y F2a) vy de las
lipeoxigenasas (leucotrienos B4 y C4) (Fig. 4). Sin embargo, el mecanismo
gque tiene el CLA para reducir al 4cido araguidonico y éste a su vez a
productos derivados de la sintesis de eicosanocides, no ha sido resuslio
aun, Por lo que se piensa gue et CLA podria estar desplazando al acido
araquidonico en los fosfolipidos de las membranas celulares, o reducir la
exprasion/actividad de la enzima ciclooxigenasa (Belury, 2002).

Efectos benéficos del CLA

En varios estudios con animales, se ha demostrado [a aclividad
anticarcinogénica del CLA en la progresidn de hematomas vy
adenocarcinoma de pulmoén. Ademas, inhibe tumores en piel, colon y



[
T

Acide linoleico CLA
18:2 n-G AB desaturasa CLA-18:2 n-6
18:3 n-6 glongasa CLATE:3 n-6
2003 n-6 AS desalurasa CLA-20:3 n-8
20:4 n-6 CLA-20.4 n-6
araquidonico) (mragquidénico conjugado

FOSFOLIPIDGS DE LAS MEMBRANAS

Fosfolipasa A2 \

araguidonalto araquidonato conjugadao

ciclooxigenasa lippoxigenasa ciclopzigenasa lipooxigenasa

v v * :
prostanoides HPETE
v v '

trombohexanos laucotrienos

prostanglandinas E2
aventos relacionados a la inflamacion y
promaocion de tumores

Figura 4. Regulacion de eicosanoides por el CLA
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glanduta mamaria, en donde al parecer s& encuentra modulando eventos
an el ciclo celular, disminuyendo con esto la proliferacion celular en
gstados carcinogénicos. En numerosos tejidos como el adiposo, hepalico
y mamario, e CLA induce la apoplosis en células con lesiones
premalignas, siendo este un evento que ofrece proteccidon a través de la
muerte programada de las células (Belury, 2002).

Las cilocinas son mediadores de la respuesta inmune e
inflamacionas producidas por macrdfagos y otras celulas del sistema
inmune en respuesta a un estimulo. £l factor de pecrosis tumoral (TNF )
junto con las interleucinas (11.-1) induce efecios en las celulas del sistema
inmune incluyende la respuesta a la inflamacion. Las TNF o aparecen
como mediadores en muchas patologias cronicas como 1A caquexia
{sindrome qua conlleva a la pérdida de la masa muscular),
ateroesclerosis, carcinogénesis y obesidad, EI CLA disminuye a las
interleucinas IL-2 y tiene proteccion en contra de la caquexia en ratones
inyectados con TNFo. Asi pues, hay investigaciones que indican que el
CLA tiene un efecto benéfico en enfermedades, comio @l SIDA y diversas
etapas del lupus eritomatose (Whigham y col., 2000)

Ef CLA mejora algunos de las manifestaciones de la diabetes
mellitus, como son bajar fos niveles de glucesa y de insuling en ayuno
(Houseknecht y col., 1998). Asl también, el CLA modula la entrada de la
glucosa hacia el musculo en modelos animales y reduce la resistencia a la
insulina en ratones, En humanos se mejoran los niveles de glucosa en
ayuno y de leptina en plasma con 1a suplementacion con CLA (Belury,
2002),

El CLA ejerce un efecto antiaterogenico en diversos modelos
animales, teniendo su principal impacto en |a regrasion de la placa
aleromatosa inducida con dietas aterogénicas (Kritchevsky y col., 2000,
Khosla y col., 2001), Ademas, mejora los niveles de tas LD -colesterol vy



disminuye la secrecion de {a apolipoproteina B en celulas hepaticas. No
obstante, hay controversia en la respuesta del CLA en el desarrollo de ta
ateroesclerosis. Munday y col, (1998), encontraron que se favorece la
formacion de estrias en los ateromas, en ratones CH7BL/G alimentadgs
con 5 g CLAS kg por 15 semanas.

Efecto hipolipemiante del CLA

El CLA también presenta propiedades hipolipidémicas en divarsos
modelos animales. En conejos y ratones alimentados con 0.5 ¢ CLA/Kg
dieta y 5 g CLA/Kg dieta, la concentracion de los triglicéridos y colesteroles
sercos se redujeron con respecto al grupo control (Lee y col,, 1994,
Munday y col., 1999). £n hamsters, el isomere 9 ¢is, 11 frans también
disminuyd los niveles de trigliceridos, después de § semanas de ser
alimentados con 6.6 g/kg dieta (Decker y col., 1999). En ratas, el descenso
de triglicéridos se obtuvo con 0.5% de CLA (9.8% 11 ¢is 13 trang, 11, 2%
10 trans 12 ¢is, 19.6% otros) (Szymezyvk y colb., 2000). El mecanismo de
accion a traves del cual disminuye los triglicéridos sanguingos aun no es
completamente  claro. Sin embargo, se sabe que & CLA presenta
diferentes efectos en diversns tgjidos explicando esta accidn,

En el higado el ClLA se encuentra modutando la secrecion y la
reparticidn de lipidos, Una de las principales lipoproteinas gque llevan
triglicéridos del higado a los tejidos, tas VLDL, resuitan disminuidas en
suero de ratas Sprague-Dawley despuds de ser alimentadas con 3 g/100 g
de CLA (Stangl, 2000). En condiciones in vifro, ¢l isomero 10 trans 12 ¢is
en celulas hepaticas G2, disminuye a las VLDL al mismo tiempo que
reduce {a secreciaon de |os triglicéridos del higado a las células (Lin y ¢ol ,
2001). Asi también, la sintesis y el almacenamiento de los triglcéridos en



células hepaticas estan modulados por el CLA, a traves de {a enzima 9
desalurasa (Evans y col.,, 2002).

El CLA induce reduccidn en el contenido de grasa tanto in vitro
comp in vivo, en animales y humanos (Park y ¢ol., 1997; Smedman y col.,
2001}, Uno de los mecanismos que explican este efecto es la regulacion
de la lipdlisis. En ratones y ratas OLEFT (modelo con diabetes meliitus tipo
2) la aclividad de la carnitina palmitoiltransferasa (CPT), enzima
moduladora de la [J-oxidacidon mitrocondrial se aumenta por accion del
CLA. Con esto se previene la acumulacion de los TG y se reduce la masa
grasa (Rahman y col,, 2001, Park y col., 1997). El isdmero 10 trans 12 ¢is
en cultivos de adipocitos 3T3-1.1, disminuye la actividad de la LPL. Esta
raduccidn podria estar explicando los cambios en la composicion corporal
de ratones, y la disminucion de los trighcéridos sericos (Park y col., 1989,
Liny col., 2001).

Algunos de los efectos del CLA sobre el metabolismo de los lipidos
podrian atribuirse a la regulacién a través de PPARq. Esto porque el
isomero 9 ¢is 11 lrans resuita tener una gran afinidad por el subtipo w,
regulando el mRNA de enzimas tipicas moduladas por los proliferadores
de peroxisomas via el subtipo «. Esias enzimas son la L-FABP enzima
enlazadora de los &cidos grasos, citocromo CYP4A1, y 1a acil-CoA oxidasa
(Moya-Camarena y col., 1999),



HIPOTESIS

El acido lincleico conjugado regula la  expresion de la
lipoproteinalipasa y apolipoproteina C-lll para la remocion de los
triglicéridos sanguineos,

OBJETIVOS

General

Analizar el efecto del acido linoleico conjugado sobre s
acumulacion del mRNA de la lipoproteinalipasa y apolipoproteina C-H} en
tejido adiposo, muscular y hepatico,

Particulares

Cuantificar la acumulacién de mRNA de apolipoproteina C-1 en
tejido hepatico y muscular y lipoproteinalipasa en tejido adiposo vy
muscular, de ratones hipertrigliceridémicos alimentados con dietas que
contenian CLA (1% en peso).

Cuantificar la acumulacion de mRNA de apolipoproteina C-lll y
lipoproteinalipasa  en  tejido  muscular  y  adiposo, de  ratones
hipotrigliceridemicos alimentados con una dieta que contenia TRO (0.2%
en peso).

T



MATERIALES Y METODOS

Animales y dietas

El acido linoleico conjugado fue donado por Pharmanutrients'™
(llinois, EUA) cuya composicion se muestra en el Cuadro 1. La Rezulina"™
(Park-Davis, NJ EUA) fue adquirida en una farmacia local,

Se estudiaron 30 ratones albino machos (Mus musculus) de tres
semanas de hacidos, con peso corporal de 21 & 24 g. Los ratones fueron
agrupados aleatoriamente en jaulas (n=6 por tratamiento) para asignarles
una de Ias cinco digtas isocaldricas, Se indujo hipertrigliceridemia a los
ratones formulando las dietas con 65% de sacarosa (SAC) (Sheorain y
col,, 1980). Las dietas experimentales fueron: a) SAC: sacarosa 65%, b)
CLA: CLA 1% vy sacarosa 85%, ¢) TROG: troglitazona 0.2% vy sacarosa
85%, dy CLA-TRO: 65% sacarosa, 1% CLA y 0.2% troglitazona y e) DEX:
65% dextrosa como control. Bl efecto de estas dietas sobre las
concentraciones de triglicéridos séricos en ratones albino fue determinado
previamente y se presentan en la Fig. 5 (Ayala, 2002).

l.os animales fueron alimentados con dietas estandar durante una
semana y tres semanas con las experimentales. Se les proporciono agua
y alimentos Ad iibitum y se mantuvieron en un cuarto con temperatura y
humedad controladas (23°C y 50% humedad relativa, respectivamente)
con ciclos de luz-oscuridad de 12 horas. Al tlermino de las cuatro semanas,
los ratones fueron sacrificados por asfixia con CQO2 Se disectaron los
tgjidos muscular, hepdtico y epididimal y se congelaron en nitrogeno
liquido para después almacenarlos a -70°C hasta su analisis. &l higado se
pestd previamente a la congelacion,

i



Cuadro1. Composicion del dcido linoleico conjugado (Tonalin, Pharmanutrients,

linois, EUA)
NOMBRE COMUN COMPOSICION
% %
C16:0 Ac. Paimitico 6.9
C18:0 Ac. Estéarico 2.4
C18:1 ¢ Ac. Oleico 13.5
C18:2¢9,612 Ac, Linoleico 1.4
C18:2 conjugado total CLA 73.6
C18:2conjugado ¢B.t11 CLA 34 .4
C18:Zconjugado t10c12 CLA 351
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Figura 5. Efecto de las dietas experimentales sobre las concentraciones de
triglicéridos sanguineos. Los ratones fueron alimentados durante 3 semanas
con las dietas experimentales: a) SAC: 65% sacarosa, b) CLA: 65% sacarosa y
1% CLA, ¢) TROG: 65% sacarosa y 0.2% troglitazona, d) CLA-TRO: 65%
sacarosa, 1% CLA y 0.2% troglitazona y e) DEX: 65% dexirosa como control.
Las diferentes letras denotan diferencias significativas (p<0.05).

Fuente: Ayala, 2002.
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Extraceion de RNA tolal

Las extracciones det RNA total de los tejidos adiposo, muscular y
hepatico, se hicieron siguiendo el método de Chomezynski y col, (1987),
Esia técnica constd de 4 pasos: Homogenizacion con el reactivo Tri-
reagent, (Molecular Research Inc, Cincinnati, EUA) con &l fin de inhibir la
actividad de {as RNasas y lisar los tefidos. La separacion se llevd a cabo
con cloroformo, para aislar @ RNA del DNA vy proteinas. El RNA se
precipitdé con isopropanol, para al final lavarlo con etanol al 75%. El RNA
obtenido se resuspendid en 200 pl. de agua deionizada, La concentracidn
de RNA total fue calculada mediante la lectura de absorbancia a 260 nm
utilizando un espectrofotémetro (Beckman DU §30). Los extractos de RNA
total fueron almacenados a 20 *C hasta su andlisis.

Reaccion de |a franscriptasa reversa acoplada con |a reacoion en cadena
de la polimerasa cuantitativa (CRT-PCR)

La RT-PCR es una herramienta dtil para amplificar mRNAs
aespecificos, espacialmente aquellos que se ancuantran an up nuMmero de
copias muy bajas. Ademas, el uso de RT-PCR cuantitativa permite
comparar el efecto de diferentes tratamientos sobre la acumulacion de un
MIRNA especlifico aun cuando las diferencias entre tratamientos no son
muy marcadas.

En el presente astudio se ulilizd la metodologia descrita por Vanden
Heuvel y col, (1993), para la cuantificacion de moléculas de mRNA de
interés, Este método incluye el uso de un RNA recombinante (reRNA por
sUs siglas en inglés) como estandar interno (E.1) que se amplifica junto con
el gen de interés, para aumentar [a reproducibilidad en la cuantificacion del
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numero de copias presentes. Esta molécula control ¢ estandar interno es
una molecula de RNA que contiene las mismas secuencias de los
iniciadores para amplificar a 10 genes de interes. Los productos de PCR
generados a partir de este estandar interno pueden distinguirse del mRNA
por sus diferencias en tamano,

Construccion del estandar interno

Para la construccion del estandar interno se disefiaron los
iniciadores de aproximadamente 60 pares de bases que contienen las
siguientes secuencias: el promotor de la RNA polimerasa T7, 10s genes de
interés (LPL, apoC-ll o B-actina), p-globina como “espaciador” y una
cadena poli (dT) como se muestra en la Figura 6. Los iniciadores del
estandar interno sentido contienen las secuencias del promotor de la RNA
polimerasa T7, el gen de interés sentido, la B-globina sentido, El iniciador
antisentido contiene las secuencias para la B-globina antisentido, gen de
interés antisentido y oligonucléotidos de timina (d745.). Las secuencias de
i0s iniciadores para la sintesis del estandar inlerno e muestran en el
Cuadro 2. Todos los iniciadores fueron sintetizados vy purificados por
Sigma-Genosys (The Woodlands, TX, EUA).

Se utilizd DNA gendmico humano como templado para la
amplificacion del gen “"espaciador” (B-globina en este caso) al cual se
incorporaron las secuencias antes mencionadas, Este producto fue
transcrito a RNA por el promotor de ta RNA polimerasa T7 utilizando el
sistema de transcripcion in vilro Riboprobe® Gemini 11 (Promega Corp.,
Madison W), El procedimiento detallado de la sintesis del estandar interno
se describe en el Anexo |
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Figura 6, Sintesis del estandar interno



Cuadro 2.

Secuencias de los iniciadores para el estandar intermo

BENTIDO

ANTISENTIDG

17

LR

Apo C-1li

[-acting

fi-globina

Oligo dT

B TAATACGACTCACTATAGG ¥

ETTAAMCGGTGGCTAACCOACS

BATATAGCTGTOGTGGCCAGGY

5 CCTCTATGCCAACACAGT &

H'CAACTTCATCCACGTTCACCY

5 TGAGUCATGTCTTCAACTGCS

SGGGAGGGTGAAGACATGAGAS

5 AGUCACCAATCOALACAG 3

S'GAAGAGCCAAGGACAGGTACY

MMTTyTiTTITrTTrTiaTy
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Sintesis de cDNA

El DNA complementario (cDNA por sus siglas en inglés) se sintetizd
a partir del RNA total aislado de los tejidos provenientes de los ratones
alimentados con las dietas experimentales, utilizando la reaccion de la
transcriptasa reversa. Esta reacclon se realizo en un volumen total de 20
ul. con una solucbn amortiguadora Tris-HCI (16.6 mM sulfato de amonio,
1 M Trs, pH 8.8, 68 pM EDTA, 0.1 mg/mL BSA vy 50 mM p-
mercaptoetanol) con 2.5 unidades de transcriptasa reversa (MMLV, Gibco
Life Technologies; Gaithersburg, MD), 2.5 mM oligo(dT)s (Promega Co.
Madison, WI), 5 mM MgCl;, de 250 a 1000 ng de RNA total y varias
concentraciones del estandar interno (rcRNA) para la construccion de la
curva estandar. Las reacciones de la transcriptasa reversa (RT por sus
siglas en Inglés) para los extractos de RNA total, contenian una cantidad
de estandar interno que permitiera la visualizacion de las dos bandas
(estandar interno y gen de interés) simultdneamente (Figwa 7). Para
determinar dicha cantidad de estandar interno se busco el rango de
concentracion optima como se describe a continuacion.

Rango de concentracion optima

Para cada gen de interés se determind la concentracion de
estandar interno a utilizar, coamplificando una cantidad fija de RNA (50 ng
a 1000 ng) con diluciones seriadas 1:10 del estandar intemo (10°, 10%, 107,
etc,). Fl rango de dilucion dependia del nivel de expresion del gen y que
tan inducible era por los tratamientos. Las condiciones de RT-PCR se
describen en Ja siguiente seccion, Los fragmentos fueron separados en
geles de agarosa al 3 % 0 3.5 % dependiendo del peso molecular del gen
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Transcripeion reversa (RT)

PCR mezcla + iniciadores espacificos

v

Electroforesis en gel de agarosa tefido con bromuro da etidio
10710°10° 10" 10° RNA

Curva estandar

Estandar interng__

LPL345pb

Gen de interés —
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Cuantificacion por densitometria

Figura 7. Esquema general de la cuantificacion del mRNA usando RT-PCR
competitiva,

£l reRNA es sintetizado con un peso molecular diferente, de tal manera que los
productos de las reacciones por RT-PCR puedan ser diferenciados de los
genes de interés. Diferentes diluciones del estandar intemo soh puestas junto
con el RNA total antes de {a transcripcion reversa,
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de interés y el esténdar interno para lograr la separacion de las bandas de
los productos de PCR. El criterio para seleccionar la concentracion éplima
de estandar interno en cada tratamiento fue gue ambas bandas (gen de
interés y estandar interno) se observaran con igual intensidad.

Como ejemplo, se presenta la bisqueda del rango de concentracion
optima para LPL en musculo (Fig. 8a). Como se ohserva, se requirid 7.50
x 10° moléculas de estandar interno para visualizar las dos bandas en los
ratamientos SAC, TRO y TRO-CLA. Por lo tanlo, ésta fue Ia
concentracién de estandar interno utilizada para la cuantificacion de este

gen (Fig. 8b).

Amplificacion

Los oligonucledtidos para la amplificacion de la lipoproteinalipasa,
apolipoproteina C-il y p-acting, fueron obtenidos de la secuencia de RNA
mensajero de ratones (Mus musculus) publicados en la National Center for
Biotechnology Information (NCBI), para no incluir regiones no codificantes
(intrones). Los iniciadores fueron disefados utilizando la base de datos
computarizada Oligo™ (National Biosciences, Hame! Minesota, EUA),

La reaccion de amplificacion se llevéd a cabo en un volumen final de
50 pl que conteria solucion amortiguadora Tris-HCI (16.6 mM sulfato de
amonio, 1 M Tris, pH 8.8, 6.8 pM EDTA, 0.1mg/mL. BSA y 50 mM §-
mercaptoetanol) 3 mM MgClz, 0.4 mM dNTPs, 0.6 nM inicladores para
sentido y antisentido, 2.5 unidades de DNA polimerasa Tag. la
amplificacién se llevé a cabo en una termocicladora (Gene Amp® PCR
System 9700, PE Biosystems). Las reacciones fueron primeramente
calentadas a 85C durante 30 s, 94°C por 3 min, para después pasar por
35 ciclos que incluyen'Codpor 30 s, 30 s de alineacion y la
desnaturalizacion a 72 °C por 30s. Las temperaturas optimas de alineacion
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Figura 8. Rango de concentracion optima. a) L.a filas contenlan 50 ng de
RNA proveniente de misculo gastrocnemius de ratones alimentados con las
dietas SAC, TRO y TRO-CLA y la concentracion indicada de estandar
interno. b) Reaccion para la cuantificacion de LPL en musculo de ratones
alimentados con la dieta SAC y TRO. La curva estandar fue construida con
una cantidad fija de RNA (50 ng) y 7.5 X107, 7.5 X10°,7.5 X10% y 7.5 X10*
moléculas de RNA. Para la cuantificacion de LPL en musculo gastrocnemius
proveniente de los ratones alimentados con las dietas SACy TRO, las
reacciones incluyeron 50 ng de RNAy 7.5 X 10° molélculas del estandar

interno.
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para cada uno de los genes fueron las siguientes: B-actina 54 °C, apo G-l
59.8 °C y LPL 56.8 °C. El ciclo final se terminé con 72 por 5 min., para
posteriormente pasar a un enfriamiento a 4°C.

Las concentraciones de estandar interno y de RNA total gque se
colocaron para cada uno de los genes en los diferentes tejidos fueron las
siguientes. apo C-lll en higado E.} 2.10 x 10", RNA total 50 ng; apo C-I
en musculo B4 2.10 x 107, RNA total 50 ng; LPL en tejido adiposo E.1 7.50
x 107, RNA total 1000 ng dieta con CLA de LPL el E.l fue 7.50 x 10° By
LPL en tejido muscular E.1 7.50 x 10°, RNA total 50 ng.

La visualizacion de los productos de las reacciones por RT-PCR fue
hecha en gel de agarosa (NUSIEVE™). La concentracion de éstos fue de
3 a 3.5 %, tefidos con 10 mg/mL de bromuro de etidio anadido en el
momento de la gelificacion. Cada pozo contenia 30 pl. de los productos de
PCR. La densidad de las bandas se determind con el densitometro GS-
700 Imaging Bio Rad, con el programa Quantity one® Bio-Rad vs. 4.3,
Para la cuantificacion del nimero de moléculas det acumulado del mRNA
de fa LPL, apo C-lll y p-actina en los diferentes tejidos, se uso el métndo
propuesto por Gilliland y col., (1990) (ver anexo 2).



DISENO DE EXPERIMENTOS

El disefio de! experimento fue completamente al azar, en donde las
variables de respuesta fueron la acumulacion de mRNA de la
lipoproteinalipasa, apolipoproteina C-lll y -actina. Las diferencias entre
tratamientos se realizé con un andlisis de varianza (ANOVA), comparando
las medias oblenidas por la prueba de Tukey-Krammer con un nivei de
significancia de 0.05%. El paquete estadistico utilizado fue NCSS vs 2001,

b3
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RESULTADOS Y DISCUSION

Amplificacion del gen constitutive B-actina

Los genes constitutivos son aquellos cuya expresion se da siempre
en una céiula y no esta sujeta a una regulacién por factores externos. Es
decir, este tipo de genes no son inducibles. Estos pueden ser comunes o
no a células de otros tipos, y codifican a proteinas que estan siempre
presentes en la célula, sean abundantes o minoritarias.

Se recomienda la amplificacion de un gen constitutive como control,
para asegurar que las diferencias encontradas entre tratamientos no sean
ocasionadas por errores metodoldgicos (por ejemplo: fa cuantificacion del
RNA total, la eficiencla en las reacciones por PCR),

En este estudio se utlizd a la p-actina coma gen constitutivo, La
actina es una proteina que forma parte del citoesqueleto de una vartedad
de células. Elia esta formada de filamentos que consisten de dos cadenas
que contienen una serie de subunidades unidas en forma helicoidal. Se
encuentra conectada con las protelnas integrales de la membrana y
algunos de estos filamentos son comunmente relacionados a jos del
musculo, sin embargo son diferentes. Una de sus principales funciones es
la de moverse de una superficie a otra o cambiar su forma en el interior,
La participacion en la division celular con otras dos proteinas del
citoesqueleto también forma parte de su funcidn (Lewin, 1987).

En el presente estudio, no se encontraron diferencias significativas
en la acumulacion del mRNA de j-actina por las dietas experimentales en
los tejidos analizados (Figs. 8,10 y 11). e tomd como 100% la dieta que
contenia 65% de sacarosa, la cual fue utilizada como grupo control.
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Figura 9. Efecto de las dietas experimentales sobre la acumulacion da mRNA
de P-acting en iejido adiposo. lLos ratones fueron allmanladms durante 3
semanas con las dietas experimentales: a) SAC: 65% sacarosa, b) CLA: 65%
sacarosa y 1% CLA, c) TROG: 65% sacarosa y 0.2% troglitazona, d) CLA-TRO:
85% sacarosa, 1% CLA y 0.2% troglitazona y ) DEX: 65% dextrosa como
control. La concentracién de estandar interno fue 1.07 x 107y de RNA total
280ng. Las diferentes letras denotan diferencias significativas (p>0.06).
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Figura 10. Efecto de las digtas experimentaies sobre la acumulacion de mRNA
de B-actina en musculo. Los ratones fueron alimentados durante 3 semanas con
las dietas experimentales: a) SAC: 65% sacarosa, b) CLA: 68% sacarosa y 1%
CLA, ©) TROG: 65% sacarosa y 0.2% troglitazona, d) CLA-TRO: 65% sacarosa,
1% CLA y 02% trogltezona y e) DEX: 65% dextrosa como control. La
concentracién de estandar intermo fue 1,07 x 10° y RNA total 250 ng. Las
diferentes letras denotan diferencias significativas (p>0.05).
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Figura 11. Efecto de las dietas experimentales sobre la acumulacion de mRNA
de p-actina en higado. Los ratones fueron alimentados durante 3 semanas con
las dietas experimentales: a) SAC: 656% sacarosa, b) CLA: 5% sacarosa y 1%
CLA, ¢) TROG: 65% sacarosa y 0.2% troglitazona, d) CLA-TRO: 656% sacarosa,
1% CLA y 0.2% frogiitazona y €) DEX: 65% dextrosa como control. La
concentracion de estandar interno fue 1.07 x 10° y RNA total 250ng. Las
diferentas letras denotan diferencias significativas (p>0.05).



Ventalas y desventajas de la RT-PCR comparadas ¢on ofras_técnicas de
analisis de MRNA

Aunque es posible detectar y amplificar una gran variedad de
transcritos, lo mas dificil ha sido cuantificar el mRNA presente en lag
células. Uno de los procedimientos clésicos que se utilizan para el analisis
del MRNA es la prueba del Northern Blot o su andloga dot blot. La base de
la técnica es la reasociacion de las cadenas simples y complementarias
del RNA, siendo el principio para la deteccion de acidos nucleicos en una
muestra problema, Se¢ debe identificar, purificar y marcar un fragmento de
una de estas cadenas (sonda) que contenga una secuencia de bases
especifica o caracteristica de la especie, subespecie, cepa o aislado de
interés, para luego detectar la presencia de la cadena complementaria en
el #cido nucleico bajo estudio. En este tipo de reacciones se debe
garantizar las condiciones necesarias para que ambos fragmentos, sonda
y blanco, se encuentren e hibridicen, §i no existe complementariedad de
secuencias entre la sonda de la cadena sencilla y el RNA problema, el
marcaje no serd detectado (Heracles y col., 2000).

Aungue las ventajas que ofrecen estos sistemas es el andlisis de
multiples genes, Estas técnicas no cumplen con los requisitos de ser
especificas, sensitivas, rapidas, con procedimientos manuales que
parmitan su automatizacion y con sistemas de deteccion no radioactivos,
Uno de los problemas con las sondas moleculares es gue éstas deben ser
amplificadas para tener un buen blanco de hibridizacion, ademés de no
contener secuencias no conservadas, Tienen una limitada sensibilidad, al
haber un limite de deteccion de 0.1 pg de RNA blanco, lo gue no puede
ser suficientemente bajo para detectar la expresion de genes con una
simple copia de RNA, Ademés, esto adiciona un elemento de subjetividad,
para delectar expresiones muy bajas. Otra desventaja de estas
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metodologias es la utilizacion de radioisdtopos para @ marcaje de la
sonda. Estos son costosos, de una vida corta media funcional y generan
graves problemas por exposicion y para la deposicion de los mismos.
Aungue se han generado meétodos de marcacion no radiactiva, la mayor
sensibilidad se obtiene con la marcacion por isotopos, por lo que esta
caracteristica sigue siendo un problema (Meracles y col., 2000).

El uso de la RT-PCR cuantitativa permite la cuantificacion de menos
de 1 pg de cINA blanco a tng de mRNA, y puede ser distinguido en dos
veces la diferencia en concentracion. Esta técnica también puede ser
aplicada para cuantificar mRNA de 10 celulas o menos. Ademas, el uso de
un estandar interno permite reducir la variabilidad que afecta la
amplificaciébn como son concentracion de la enzima DNA polimerasa,
concentracién de Mg, temperatura de alineacion, numero de ciclos,
formacion de dimeros y presencia de contaminantes DNA. Otro aspecto
relevante, es el uso de un reRNA con colas poliadeniladas, ya que eslo
permite reducir la variabilidad en la formacion de cDNA en la transaripcion
reversa. Al tener procedimientos manuales se puede automatizar los
pasos, lo que permite una mejor reproducibilidad de los datos (Gilliland y
col., 1990).Por o tanto, este método tiene una mayor sensibilidad frente a
las técnicas convencionales de cuantificacion de mRNA al utilizarse cada
vez mas para medir la induccion y la relacion dosis-respuesta de diversos
genes (Vanden-Heuvel, 1994).

Hipertrigliceridemia inducida por $acargsa

Se ha propuesto que la induccion de la hipertrigliceridemia con una
dieta con alto contenido de sacarosa se debe a una remocion inadecuada
de triglicéridos plasmaticos. Esta se asocia a la disminucion de la



46

de la fipoproteina lipasa en ratones (Sheorain y col,, 1980). Los resultados
de este estudio concuerdan con este mecanismo propuesto y muestran
que los cambios en la actividad enzimatica observados se explican, en
parte por una reduccién en la acumulacion de su mRNA, Como se
presenta en la Fig. 12, la sacarosa indujo un aumento  significativo
(p<0.05) en la acumulacion de mRNA de Ja apoC-ill con la concomitante
disminucion en la acumulacion de la LPL en misculo.

Efectos del CLA en musculo

Debido al ato porcentaje del peso corporal que representa el tejido
muscular, su participacioh en la remocién de triglicéridos circulantes es
muy importante. El efecto de las dietas experimentales sobre la
acumulacion de mRNA de LPL y apoC-lli en este tejido, se presentan en
las Figuras 13 y 14. La dieta CLA contrarresto los efectos causados por la
sacarosa sobre estos genes. Se obgervt una disminucion significativa
(p<0.05) en la acumulacion de mRNA de apoC-il (97%) y un aumento del
240% en la acumulacion de mRNA de LPL, comparados con los niveles de
mRNA de estos genes en el musculo de los ratones alimentados con SAC.
Estos resultados sugieren que la disminucion de triglicéridos observada en
los animales alimentados con Ia dieta CLA, se debe en parte al aumento
en la capacidad del musculo de removerlos de fa circulacion. Esta fue
mediante la disminucion en la expresion de la proteina inhibidora de los
triglicéridos (apo C-1lf) y el aumento de ja LPL.

La regulacion en la expresion de la LPL y apo C-lf, por parte del
CLA, pudiera traducirse en un aumento en la capacidad del musculo para
remover a los triglicéridos sanguineos. Esta accidn gignificaria un aumanto
en la p-oxidacién en el misculo, ya que este tejido no tiene la capacidad
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Figura 13, Efecto de las dietas de las dietas experimentales sobre la
acumulacion de mRNA de LPL en tejido muscular. Los ratones fueron
alimentados durante 3 semanas con las dietas experimentales: a) SAC: 65%
sacarosa, b) CLA; 65% sacarosa y 1% CLA, ¢) TROG: 65% sacarosa y 0.2%
troglitazona y d) CLA-TRO: 66% sacarosa, 1% CLA y 0.2% troglitazona. Las
diferentes letras denotan diferencias significativas (p<0.005).
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Figura 14. Efecto de las dietas experimentales sobre la acumulacion de mRNA
de apo C-ill en tejido muscular. Los ratones fueron alimentados durante 3
semanas con las dielas experimentales: a) SAC: 65% sacarosa, b) CLA: 65%
sacarosa y 1% CLA, ¢) TROG: 85% sacarosa y 0.2% troglitazona y d) CLA-
TRO: 65% sacarosa, 1% CLA y 0.2% troglitazona. Las diferentes letras denotan

diferenclas significativas {p=0.05).
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para almacenar un exceso de acidos grasos. Apoyando esta posibilidad,
algunos investigadores han encontrado que el GLA aumenta la actividad
de la carnitina-palmitoiltransferasa (CPT), una enzima limitante de! sistema
de p-oxidacion mitocondrial, en diversos lejidos como hepatico, adiposo y
muscular (gastrocnemius) (Rahman y col, 2001). En ratas OLEFT
(modelo diabético) alimentadas con 1% de CLA en forma de triglicéridos,
la actividad de la CPT resultt aumentada en musculo comparada con el
grupo control, Con esto se explica fa disminucion en la acumulacion de los
TG en el tejido muscular dada en estas ratas (Rahman y col., 2001).
Ademas Park y col., (1897), encontraron que en ratones con dietas con
0.5% de CLA, la actividad enzimatica de CPT en musculo también
aumentt. Estos resultados sugieren que el CLA induce la lipolisis en el
musculo, para reducir con esto la hipertrighiceridemia.

Efecto del CLA en tejido adiposo

El tejido adiposo se encarga principaimente de almacenar el exceso
de acidos grasos en el organismo. La LPL es la principal enzima que se
encarga de mantener un equilibrio entre los trighicéridos séricos, y los
sintetizados en el citoplasma del tejido adiposo. Los ratones alimentados
con CLA redujeron 97% ef mRNA acumulado de la LPL en el tejido
adiposo epididimal en comparacién con los que tuvieron una dleta con
SAC (p<0.05) (Fig. 15). Estos datos concuerdan con lo aportado en
diversas investigaciones, en donde sefialan que la actividad de la LPL en
células adiposas 3T3-L1, se encontro disminuida cuando son incubadas
con el isomero 10trans, 12cis. Asl también, el efecto obtenido en la
reduccion de la actividad de la LPL fue con concentraciones equivalentes
al 0.5% de CLA (Park y col, 1997, Park y col,, 1989 Smedman y col.,
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Figura 15. Efecto de las dietas experimentales sobre la acumulacion de mRNA
de LPL en tejido adiposo. Los ratones fueron alimentados durante 3 semanas
con las dietas experimentales: a) SAC: 66% sacarosa, b) CLA: 65% sacarosa y
1% CLA, ¢) TROG: 65% sacarosa y 0.2% troglitazona y d) CLA-TRO: 65%
sacarosa, 1% CLA y 0.2% troglitazona. Las diferentes letras denotan diferencias

significativas (p<0.05).
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2001). Con base en lo anterior, se sugiere que el CLA reduce la sintesis
de ja LPL y con ello la hidrblisis de los trigliceridos en este tejido. Con
esto, Ios triglicéridos sanguineos se reparten a tejidos como el muscular
con mayores tasas de oxidacion.

£l efecto del CLA en la disminucion del mRNA de la LPL explica
uno de los mecanismos en la reduccion de los triglicéridos sanguineos,
pero también se asocia con la reparticion de los acidos grasos a otros
tejidos. Esto corresponde, con el efecto que tiene el CLA en la disminucion
de la masa grasa tanto en humanos como diversos animales (Benito y
col., 2001, Lin y col., 2001). Ademas, en ratas Sprague-Dawley los
adipocitos mostraron tener menor cantidad de triglicéridos con dietas al
1% y 2% de CLA después de 3 semanas (Yamasaki y col., 1989).

No se encontrd un efecto sinérgico en los niveles de mRNA
acumulado de apo C-Ill y el LPL en los ratones alimentados con CLA y
TRO juntos, en musculo y tefido adiposo (Fig. 14 y 18). Estos resultados
fueron similares a lo encontrado por Lefebvre y col., (1997). Ellos, al
administrar simultaneamente a ratas machos durante 14 dias BRL49653
(TZD) + fenofibrato (fibrato), no encontraron un efecto mas pronunciado en
los niveles de mRNA de la apo C-lli, apo Ad, Aty AV,

Efectos de la troglitazona en musculo y tejido adiposo

El mecanismo propuesto por medio del cual las TZL ejercen sus
propiedades hipolipidémicas es a través del subtipo PPARy en tejido
adiposo (Schoojans y col., 1896). En trabajos con ratones genéticamente
modificados (fenotipo A-ZIP/F y aP2/DTA con severa lipodistrofia), se ha
encontrado que la accion hipolipidémica de Ja TRO no requiere del tejido
adiposo. En estos animales experimentales Ia froglitazona y la
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rosigltazona mejoraron las concentraciones de triglicéridos, asi como
tamblién algunos de los parametros involucrados en el metabolismo de los
triglicéridos como son reduccion de las VLOL y de las LDL asociadas a
triglicéridos (Burant y col., 1997; Chao y col.,, 2000). Estos datos sugieren
que las TZD tienen efectos independientes del tejido adiposo,

Los hallazgos del presente estudio concuerdan con jos
experimentos antes mencionados, ya que la TRO disminuyd el mRNA
acumulado de la apo C-lli (45%) en misculo comparado con los niveles
de MRNA de este gen en los alimentados con SAC (p<0.05) (Fig. 14). La
reduccion al nivel de transcripcion de la apo C-lll, implicaria la disminucion
en la sintesis de esta protelna y con esto un aumento @n la hidrolisis de
los triglicéridos al no interferir con LPL. Por lo tanto, se deduce que las
TZD requieren del musculo para su efecto hipolipidémico.

Aungue como se dijo anteriormente, las TZD ejercen su accion
hipolipidémica independientemente del tejido adiposo, algunos trabajos
proponen que el efecto hipotrigliceridémico de las TZD es por la induccion
de la LPL en este mismo tejido. Lefebvre y col. (1997), sefialan que en el
tejido adiposo de ratas Sprague Dawley, se dio un aumento del mRNA de
la LPL con dietas que contenian rosiglitazona. Con esto se explicaba uno
de los mecanismos por los gue las TZD reducian los triglicéridos
sanguineos. Por el contrario, los resultados en este estudio indicaron que
los alimentados con TRO disminuyeron 57% la acumulacion de mRNA de
LPL. en comparacion con los que tenlan una dieta con SAC en tejido
adiposo epididimal (p<0.08) (Fig. 15). Aun no se tiene claro si fos efectos
hipolipidémicos en e! tejido adiposo de las TZD son a través del receptor
PPARy o de ofros receptores nucleares. Ya que Zhang Yy col., 2001,
encontraron un elemento funcional de respuesta en el gen de la LPL para
el receptor LXRyx, cuya accion podria estar implicada en su regulacién, Por
lo tanto, se puede decir que la induccion negativa de la LPL en el tejido



adiposo podria ser regulada por otros receptores nucleares diferentes a
los PPARS.

Ranganathan y col. (1898), sefialan que la troglitazona y la
rosiglitazona disminuyen la actividad de la LPL en células diferenciadas y
sin diferenciar. Sin embargo, en ese estudio encontraron gue el efecto
inhibitorio de la LPL ocurre a nivel post-traduccional a pesar de no tener
afectos en la expresion det mRNA de adipocitos 3T3L-1 y de aumentar el
mRNA de preadipocitos, Por eso, habria que hacer mas estudios de los
efectos de la TRO a nivel traduccion y de la actividad de la LPL en estos
ratones, para poder determinar sus implicaciones en la reduccion de los
triglicéridos sanguineos.

Efecto del CLA en higado

Los fibratos son farmacos hipotrigliceridémicos que actian a traves
del subtipo PPARw disminuyendo la expresion de la apo C-lil en higado y
musculo. Por datos aportados por Moya-Camarena y col. (1999), se sabla
que el CLA es un potente activador y ligando de los PPARq, y que al igual
que los fibratos el CLA podria regular de igual manera a la apo C-lll en
tejido hepético. Recientemente, se encontr6 que el CLA administrado en la
dieta (0.5% en peso), disminuyo la expresion del mRNA de la apo C-lll
atn en ratones que carecen del gen que codifica para PPARw {raton
PPARa-nulo). Estos resultados demuestran que el CLA no regula la
expresion de este gen a través del subtipo PPARa. En el presente estudio
no se encontraron diferencias significativas (p=0.05) en la acumulacion del
mRNA de la apo C-li entre los animales alimentados con CLA y SAC (Fig.
16). Por otro lado, en estudios de transfeccion reportados, el CLA también
resultd ser un activador y tener una afinidad intermedia por el subtipo
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PPARy. Ademas, recientemente se encontré que el CLA 8 cis-11 frans
activa al PPARy en presencia de la A6 desaturasa (la primera enzima para
metabolizar al CLA) (Belury y col., 2002; Moya-Camarena y col., 1999),
Por los resultados obtenidos, se sugiere que g CLA esta actuando en
tefidos donde hay expresion de PPARy, al no presentar efectos en el
higado (alta expresidn de PPARw). Lo anterior propone, que el CLA esta
actuando por medio del subtipo PPARy en la regulacion de la apo G-I},

Una respuesta fisiologica coman para los proliferadores  de
peroxisomas es el aumento de peso del higado. Este efecto fue tambien
observade en el presente estudio (Fig. 17) (p<0.05). Algunos
investigadores, han relacionado este aumento a la acumulacion de lipidos
en este tejido (Belury y col,, 1887, Moya-Camarena y col, 1999, Yamasaki
y col., 2000).
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Figura 16. Efecto de las dietas experimentales sobre ia acumulacion del mRNA
de la apo C-lll en higado. Los ratones fueron alimentados durante 3 semanas
con las dietas experimentales; a) SAC: 65% sacarosa, b) CLA: 65% sacarosa y
1% CLA, c) TROG: 65% sacarosa y 0.2% troglitazona, d) CLA-TRO: 85%
sacarosa y €)TRO+CLA 1% CLA y 0.2% troglitazona. Las diferentes letras
denotan diferencias significativas (p>0.05).
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Figura 17. Efecto de las dietas experimentales sobre el peso del hipado. Los
ratones fueron alimentados durante 3 semanas con las dietas experimentales:
a) SAC: B5% sacarosa, b) CLA: 65% sacarosa y 1% CLA, ¢) TROG: 65%
sacarosa y 0.2% troglitazona, d) CLA-TRO: 85% sacarosa, 1% CLA y 0.2%
troglitazona y €) DEX: 65% dextrosa como control. Las diferentes letras denotan

diferencias significativas (p<0.05).



CONCLUSIONES

En la presente investigacion, el CLA indujo un aumento en los niveles de
MRNA de la |.PL. y disminucion de la apo C-lll en musculo. En cambio, en tejido
adiposo, los transcritos de e LPL se redujeron por accion del CLA. Estos
resultados sugieren que &l CLA promueve una reparticion de los triglicéridos a
tejidos con mayor actividad oxidativa, evitando su almacenamiento en los
adipocitos. Por otro lado, los tejidos que se observd el efecto del CLA en la
regulacion de la apo C-lif y LPL, son los que expresan el subtipo PPARYy (tejido
adiposo y muscular). Esto sugiere, que el CLA puede estar regulando estos
genas por un mecanismo mediado por PPARy.

Et CLA v la TRO presentaron un efecto similar al inducir ta disminugion
de la apo G-I en musculo v LPL en tejido adiposo. Sin embargo, esta
disminucion fue mayor en 10s ratones alimentados con CLA (97% vs 45% para
apo C-lll y 97% vs 57% para LPL), Ademds, ta TRO no tuvo efecto sobre la
acumulacion de ta LPL en musculo, en contraste con el aumento del 240%
inducido  por e CLA Estes resullados sugieren gue los efectos
hipotrigliceridémicos del CLA y TRO pudieran estar mediados por mecanismos
diferentes.
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ANEXO 1

Sintesis de estandar intermo

l.a sintesis del estandar interno tuvo como primer paso la
amplificacion del gen espaciador ([3-globina) a partir de DNA genoémico con
los iniciadores especificos antes mencionados (cuadro 3). Las reacciones
para PCR se hicieron en un volumen final de 50 pl que contenla una
solucion amortiguadora para PCR (22 g de sulfato de amonio, 1M Tris, pH
8.8, 25 mg FDTA, B0 mg BSA, -mercapentanol), 25 mM MgCly, 100 mM
de deoxinucléotidos trifosfatos, 10 pmol/ul. de iniciadores sentido vy
antisentido para el estandar interno, 100 ng de DNA gendmico y 10
unidades de DNA polimerasa Tag. La amplificacion se llevo a cabo en una
termocicladora (GeneAmpi@ PCR Systern 9700, PE Biosystems). Las
reacciones fueron calentadas a 85'C durante 30 s, 94°C por 3 min para
después pasar por 35 ciclos que incluyen 94°C por 10 s, la temperatura
dptima de alineacion del gen por 30 s, 72°C por 45 s para terminar con
72°C por 5 min y enfriamiento a 4°C. Los productos finales fueron diluidos
1:10 en agua deionizada esteril para realizar una segunda amplificacion en
las mismas condiciones antes mencionadas, Los productos de la primera
amplificacidn fueron purificados para remover los iniciadores no
incorporados, utilizando el sistema Wizard™ PCR Preps (Promega Corp.,
Madison W),

De los productos obtenidos en la segunda amplificacion, se
procedid a la purificacion de los fragmentos con el fin de adguirir el
templado especifico para cada gen. La técnica utilizo geles de agarosa
¢on bajo punto de fusion al 1,5% (Promega Corp., Madison WI), 1a cual fue
fundida 10 min a 70°C, y diluida en un volumen final de 1% con 1/10 de
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solucion amortiguadora. A la mezcla anterlor, se le agrego 100 unidades
de beta-agarasa (Biolabs, New England, USA), para después incubar por
1 hr & 40°C. Lo obtenido se puso en higlo y se le afadio 1/10 del volumen
de acetato de sodio 3 M, incubando en el hielo por 10 min y se centrifugd
por 10 min & 12 000 g. Se agregd un volumen igual de isopropanol, se
lave con etanol al B0%, para después resuspenderio en 25 pl de agua
delonizada.

Del producto obtenido de la purificacion en geles de bajo punto e
fusion se hizo la transeripcion in vitre por el método Riboprobe® Gemini ||
(Promega Corp., Madison W1). Se incubod por dos horas una mezcla que
contenia una solucién amortiguadora 20 mM (1 mM EDTA, 10 mM DTT,
0.1 M NaCl, 50% (v/v) glicerol y 0.1% Triton X-100), 100 mM DTT, 2.5
unidades de rRNasin, 10 mM de tATPACTPAGTRAUTP, 500 unidades de
RNA polimerasa T7 y 45 uL del producto puriticado del gstandar interno.
Posteriormente, se incubd por 2 h después de agregar 110 unidades de
RO1 RNasas-DNasas a 37°C con el fin de digerir DNA contaminante, Se
adiciond postertormente 100 pL de fenol (Sigma-Aldrich Inc, S.L., Missouri)
con un pH 7.9, agitandolo por 1 min., para despues afiadir 100 pl de
cloroformo/alcohol isoamilico (24:1), La fase que quedo en la pane
superior, se transfirié a un tubo nuevo, agregando 50 ub. de acetato e
amonio 10 N (pH 4.0) y 500 ul. de etanol, para después precipitar 30 min.
a -20°C. El pellet formado en la etapa anterior, se lavo con etanol al 75%
centrifugando a 12, 000 x g 10 min. La concentracion de rcRNA fue
calculada mediante la lectura de absorbancia a 260 nm, utilizando un
espectrofotémetro (Beckman DU 530), El caleulo del numero de maoleculas
de estandar interno (rcRNA) obtenido de la transcripcion in vitro, fue con la

siguiente formula;



moléculasipl. do EL »

Concentracion de reRNA (ug/ml.)

x 6.02 x10 ' moléculasl.

{330 mg! pmaol*! peso molecular del gen de interés x peeo motecular disl E.1)
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ANEXO 2

etodo Gilliand

1-Se determina ta densidad del mRNA y del estandar interno para la curva
estandar y para las muestras.
2.-Se calcula ta relacion de las densidades del (MRNA/E.L)
3 -Se calcula el logaritmo de la divisidn del (MRNAJE.I)
4.-Para la curva estandar. se grafica el log (ImRNAE.D) VS log (18) y se hace
una regresion lineal para determinar el intercepto y ta pendiente.
Log (MRNA/E.I) = pendiente (log E.I) + intercepto

Para calcular la cantidad de mRNA acumulado de las muestras a partir
de la curva estandar se procede a.
5.- Giraficar el logaritmo el cociente de {a densidad de |a division del .1/ mRNA
contra sl log del cociente actual y con esto hacer una regresion lineal,
6.- Para obtener {a cantidad de mRNA
Log (MRNAJE 1) = pendiente x log (actual mRNA/ actual E.3) + intercepto
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