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RESUMEN 
 

La obesidad está relacionada con la presencia de inflamación sistémica crónica y resistencia 

a la insulina. El desarrollo de inflamación a nivel del sistema nervioso central (SNC) se regula 

por la microglía. En el presente proyecto empleamos un modelo in vitro para determinar sí 

la toxicidad inducida por lípidos correlaciona con el incremento en la producción de citocinas 

inflamatorias en la microglía en cultivo y si la inducción de inflamación central en ratas 

Wistar, promueve alteraciones metabólicas asociadas a la diabetes tipo 2. Se emplearon 

cultivos primarios de microglía expuestos a lípidos saturados e insaturados para determinar 

su efecto sobre la liberación de citocinas inflamatorias y su correlación con la activación de 

la cascada inflamatoria TANK-binding kinase 1-IκB kinase-nuclear factor κ B (TBK1-IKK-

NF-κB) . Los resultados demuestran que la estimulación de la microglía con el lípido saturado 

ácido palmítico induce el incremento en la liberación de interleucina 1ȕ (IL-1ȕ), interleucina 

6 (IL-6) y factor de necrosis tumoral α (TNF- α), que correlaciona con la activación de la vía 

TBK1- NF-κB. Mediante el empleo de cirugía estereotáxica, demostramos que la generación 

de inflamación intrahipotalámica mediante la administración de ácido palmítico o LPS, no 

promueven incremento en los niveles de glucosa plasmática, sin embargo, generan el 

incremento en el consumo de alimento posterior a la administración central de grelina. 

Nuestros datos demuestran que el daño lipotóxico de los lípidos saturados promueve la 

activación de inflamación central que se asocia a la alteración en la ingesta de alimento 

sensible a la hormona grelina. 
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ABSTRACT 
 

 

Obesity is associated with chronic systemic inflammation and insulin resistance. Some 

hypothesis attributes these phenomena to the activation of inflammatory cytokines producing 

cells. Knowing that obesity-induced systemic inflammation is accompanied by inflammation 

in multiple brain regions, including the hypothalamus and that the microglia are brain-

resident cytokines producing cells here we investigate whether lipid-induced toxicity 

correlates with an increase in inflammatory cytokine production in Wistar rats microglia cells 

and if this propitiate type 2 diabetes-related metabolic alterations. To fulfill our approach, we 

employ primary microglial culture to assess the lipotoxic effect of saturated fatty acids on 

inflammatory cytokines production and if involves NF-κB pathway and TANK-binding 

kinase 1 (TBK1) activation in microglia. To establish cytokine production, we employ 

ELISA assay and to determinate NF-κB pathway and TBK1 activation we use Western blot. 

Stimuli with palmitic acid and stearic acid demonstrated a high interleukin 1ȕ (IL-1ȕ), 

interleukin 6 (IL-6) and tumor necrosis factor α (TNF- α) production and it correlates with 

TBK1 activation in vitro.  Furthermore, we not just observed TBK1 activation but also NF-

κB, in Wistar rats administrated ICV with LPS or palmitic acid; although this was not enough 

to alter peripheric glucose homeostasis, we observe changes in the food consume prior an 

administration with ghrelin.  Together this data suggests that there is a potentiation to the 

action of ghrelin in a lipotoxic context. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 

La presencia de obesidad en nuestra población ha constituido un grave problema de 

salud con base al incremento substancial del número de personas que la padecen. Se estima 

que existen aproximadamente 1.9 billones de adultos obesos a nivel mundial, siendo México 

el primer país en el mundo con este mal (WHO, 2014). La presencia de obesidad incrementa 

el riesgo de desarrollar alteraciones metabólicas crónicas que incluyen, el cáncer, la diabetes, 

complicaciones cardiovasculares, apnea del sueño, hígado graso no alcohólico y síndrome de 

ovario poliquístico (Virtue S & Vidal-Puig A, 2008). Evidencias científicas proponen que la 

acumulación de determinadas especies de lípidos en tejidos no adiposos como el hígado, 

sistema nervioso central (SNC), células ȕ pancreáticas, etc., promueve efectos tóxicos a 

través de un proceso conocido como lipotoxicidad (Martínez MPB et al, 2010). En este 

escenario, ciertas especies de lípidos en exceso pueden interactuar con receptores tipo Toll 

(TLR2 y TLR4) y desencadenar una respuesta inflamatoria en diversos tejidos, promoviendo 

resistencia a la insulina en órganos metabólicamente relevantes, incluyendo el SNC (Mowers 

J et al, 2013). Sin embargo, se desconoce qué tipo de lípidos son potencialmente candidatos 

para activar a los receptores tipo toll (TLRs) en el SNC, modular la producción y liberación 

de citocinas y si lo anterior contribuye a la generación de diabetes tipo 2. Nuestro grupo de 

investigación y algunos otros han demostrado que la función de la TBK1 parece ser relevante 

en el desarrollo de resistencia a la insulina, en particular reportamos que la activación de 

TBK1 se correlaciona con la disminución de la serina-treonin protein quinasa AKT en las 

balsas lipídicas de neuronas (Delint RI et al, 2015), en donde probablemente induzca la 

fosforilación en el residuo de serina 994 del receptor de insulina y resistencia a la insulina in 

vivo e in vitro, como se ha reportado anteriormente (Muñoz MC et al, 2009). 

Conociendo que la inflamación sistémica en el contexto de obesidad se acompaña de 

inflamación en múltiples regiones del cerebro, incluyendo el hipotálamo y que la microglía 

es el tipo celular que regula la liberación de citocinas en el SNC presente en diversos 

desórdenes patológicos (Graeber et al, 2011), en este trabajo, se plantea la hipótesis de que 

los ácidos grasos saturados (SFA) activan a la microglía en el hipotálamo promoviendo la 

secreción de citocinas inflamatorias mediante la activación de TBK1 e incrementando las 

alteraciones metabólicas asociadas a la diabetes tipo 2. 
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2. ANTECEDENTES 
 

2.1. Diabetes mellitus tipo 2, un grave problema de salud 
 

El término diabetes mellitus describe un desorden metabólico de etiología múltiple 

caracterizado por hiperglicemia crónica y alteraciones en el metabolismo de carbohidratos, 

grasas y proteínas lo que da como resultado defectos en la secreción de insulina, en su acción 

o en ambos (WHO, 2006). El desarrollo del tipo de diabetes presente en un individuo 

involucra la alteración de diversos mecanismos moleculares que abarcan desde la destrucción 

de células ȕ del páncreas mediante procesos autoinmunes, hasta anormalidades que culminan 

en resistencia a la acción de la insulina y que promueven el incremento descontrolado de 

glucosa en la sangre. La diabetes se clasifica en dos categorías: 1) diabetes mellitus tipo 1, 

en donde la causa es la deficiencia en la secreción de insulina debido a la degeneración de 

las células beta del páncreas, y 2) la diabetes mellitus tipo 2 (T2D), que se asocia a la 

generación de resistencia a la insulina o a una inadecuada secreción de esta (ADA, 2014). 

Según estimaciones, 422 millones de adultos alrededor del mundo presentaron diabetes en 

2014, dando como resultado una prevalencia del 8.5%. Se estima que para 2030 habrá 552 

millones de diabéticos a nivel mundial, con un incremento del 50% en su incidencia en los 

próximos 10 años (WHO, 2016).  

 

2.1.1. Control hormonal de la homeostasis de glucosa   
 

La homeostasis de glucosa en el cuerpo se regula estrechamente por la acción de la 

insulina. La insulina es una hormona polipeptídica producida y secretada por las células beta 

de los islotes de Langerhans en el páncreas como respuesta a niveles elevados de glucosa 

sanguínea. A demás, la insulina regula el metabolismo de la glucosa mediante su acción en 

diversos tejidos incluyendo el hígado, músculo esquelético, tejido adiposo, así como en 

cerebro. La integración funcional de estos órganos por la hormona insulina mantiene los 

niveles de glucosa en el plasma a una concentración basal de 5 mM, mediante la modulación 

del consumo y la captación de glucosa periférica, la síntesis de lípidos y la inhibición de la 

gluconeogénesis hepática (Ünal D 2012; Vogt MC et al, 2013). 
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 A nivel molecular, la insulina cumple su acción a través de la vía de señalización de 

la fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K). Para activar esta vía la hormona se une a la región 

extracelular de su receptor, produciendo así la autofosforilación de los residuos de tirosina 

de la región intracelular y la fosforilación, corriente abajo, de las proteínas IRS 1 y 2 (Sustrato 

del receptor de insulina 1 y 2). La activación de esta cascada de fosforilaciones induce la 

activación de la quinasa PI3K. La PI3K promueve la fosforilación y activación de las 

quinasas fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2), la cual genera un segundo mensajero la 

fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3) y la quinasa PDK1 que conllevan a la activación de 

proteína serina/treonina quinasa AKT/PKB, mediante la fosforilación de los residuos serina 

473 y treonina 308. La quinasa AKT representa un dominio con actividad quinasa que una 

vez activa, induce la fosforilación de diversas proteínas diana, incluyendo reguladores 

directos de la supervivencia celular y factores de transcripción, cuyos eventos de señalización 

posteriores conllevan al aumento de la captación intracelular y metabolismo de la glucosa, 

disminuyendo su concentración en la sangre (Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Homeostasis de glucosa mediada por insulina. (Riaz S, 2015) 
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2.1.2. El sistema nervioso regula la homeostasis de glucosa a través de la acción 
de la insulina  

 
El sistema nervioso central (SNC) recibe múltiples señales del estatus energético del 

cuerpo y responde a ellas a través de la integración funcional de diversas estructuras 

cerebrales. El hipotálamo es una estructura predilecta en esta red, coordinando eventos 

específicos de regulación metabólica que integran tanto el gasto energético como la 

alimentación. El hipotálamo se encuentra localizado bajo el tálamo, abarca la mayor parte 

del diencéfalo, y se divide en núcleo arqueado (ARC), núcleo ventromedial (VMH), núcleo 

dorsolateral y núcleo paraventricular (PVH) (Figura 2A). El ARC se ubica adyacente a la 

base del tercer ventrículo en el hipotálamo mediobasal y está compuesto por dos grupos de 

neuronas; un grupo denominado orexígeno que expresa tanto al neuropéptido Y (NPY) y al 

péptido agouti (AgRP), que promueven la ingesta de alimento y reducen el gasto energético. 

Las neuronas del segundo grupo poseen efecto anorexígeno y son capaces de sintetizar la 

hormona estimulante de α-melanocitos (α-MSH) a partir del precursor de 

proopiomelanocortina (POMC) (Figura 2B). Muchas de las neuronas POMC también 

coexpresan el transcrito regulado por cocaína y anfetaminas (CART) el cual, de igual manera, 

reduce la ingesta de alimento. Con ello, la acción conjunta de estas neuronas integra las 

señales periféricas de alimentación/nutrición y saciedad (Martínez MPB et al, 2010; Porte et 

al, 2005). 

 

La relevancia de los núcleos del hipotálamo en el control de la homeostasis de energía 

ha sido caracterizada desde hace poco más de 10 años, siendo el ARC el que posee la 

expresión más abundante del receptor de insulina (Schwartz MW et al, 2013). En este 

contexto, la inyección de insulina en el tercer ventrículo del cerebro (intracerebroventricular, 

ICV), reduce la secreción de glucosa por parte del hígado (Obici S et al, 2003). Este hecho 

llevo a la hipótesis de que la vía de señalización de la insulina en el hipotálamo podría 

participar en el control de la glucosa periférica. Más tarde Pocai A y colaboradores en el año 

2005, demostraron que la acción de la insulina promueve la apertura de canales de potasio 

disminuyendo la expresión hepática de la glucosa 6 fosfatasa y promoviendo la inhibición de 

la gluconeogénesis hepática. Investigaciones posteriores contribuyeron a demostrar que la 

insulina también regula la homeostasis de energía a través de la modulación de la ingesta de 

alimento, ya que su administración intrahipocampal disminuye la ingesta de alimento y 

reduce el peso corporal además de que sus efectos son revertidos al inhibir la señalización de 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Obici%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12970158
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insulina (Coppola A. & Diano S., 2007). Por lo tanto, mientras que los efectos de la insulina 

en la periferia son disminuir los niveles de glucosa en sangre a través de su almacenamiento 

y conversión en productos intermediarios de energía en hígado, tejido adiposo y músculo 

esquelético; a nivel del SNC, la insulina participa en: 1) el control de la gluconeogénesis 

hepática y 2) la regulación de la ingesta de alimentos y peso corporal, todo esto a través de 

la activación neuronal del sistema de melanocortinas del ARC en hipotálamo que se 

describirá a continuación (Coppola, A. & Diano S., 2007; Vogt, M.C. & Bruning JC., 2013).  

La insulina actúa sobre las neuronas del ARC a través de la cascada de señalización IR-IRS-

2, PI3K y PKB, a través de la apertura de canales de potasio dependientes de ATP (KATP), 

del tipo SUR1/Kir6.2. La activación de estos canales fomenta la transmisión de la señal a 

través del nervio vago inhibiendo la expresión del gen de la glucosa 6 fosfatasa (G6Pase) en 

el hígado e impidiendo la gluconeogénesis (Pocai A et al, 2005; Lam CK et al, 2009). De 

esta manera el hipotálamo mantiene la homeostasis de glucosa corporal después de la ingesta 

de alimento. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Núcleos hipotalámicos y regulación de la ingesta de comida por hormonas. 
(Ellacott KLJ & Cone RD, 2006; Williams LM, 2012).   
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2.1.3. Papel del sistema de melanocortinas y de grelina en la activación del sistema 
nervioso y la regulación de la ingesta de comida y saciedad  

  

El sistema de melanocortinas tiene una función clave en diversos procesos endocrinos 

y homeostáticos, que incluyen pigmentación, esteroidogenesis, función sexual, analgesia, 

inflamación, homeostasis energética, entre otras. Este sistema está compuesto por la hormona 

estimulante de α, ȕ y Ȗ melanocitos (αMSH, ȕMSH y ȖMSH), la hormona 

adrenocorticotrópica (ACTH), una familia de cinco receptores de melanocortina acoplados a 

siete proteínas G transmembranales y dos antagonistas endógenos de melanocortinas, agouti 

y el AgRP (Ggantz I & Fong TM, 2003). Los principales actores del sistema de 

melanocortinas son los receptores MC3R y MC4R que son expresados en el ARC del 

hipotálamo. El primero tiene como ligandos a las hormonas α-MSH y Ȗ-MSH e inhibe la 

función anorexigénica de las neuronas POMC. El MC4R, además de tener como ligando a la 

α-MSH, reconoce al péptido agouti, el cual tiene un efecto antagónico sobre estos receptores 

y resulta en hiperfagia, hiperinsulinemia, hipometabolismo y obesidad. Por su parte, las 

neuronas POMC del ARC también presentan receptores para la hormona leptina, la cual 

regula los niveles del mRNA de POMC y AgRP, alterando su producción en condiciones de 

balance energético alterado, como ayuno y lactancia (Ellacott KLJ & Cone RD, 2006). Cabe 

señalar que, las señales periféricas que regulan la ingesta de alimento no solo se limitan a la 

leptina, sino también participan la insulina y la grelina, de esta última se hablará con detalle 

más adelante. Tanto la leptina como la insulina ejercen su efecto sobre las neuronas 

orexígenas y anorexígenas del ARC, inhibiendo a las primeras por lo que se reduce la ingesta 

de alimento y activando a las neuronas que expresan neuropéptidos anorexénicos que inhiben 

la ingesta de alimento e incrementa el gasto energético (Khanh DV et al, 2014) (Figura 3). 

 

 Además del sistema de melanocortinas existe otro sistema encargado de la 

ingesta de alimento y la homeostasis energética, el sistema de grelina. La hormona grelina es 

un péptido de 28 aminoácidos producida por células endocrinas de la mucosa gástrica, que 

actúa a través del receptor de secretagogos de la hormona de crecimiento (GHS-R) expresado 

en diversos tejidos como el hipotálamo, donde produce una potente señal orexigénica 

(Murakami N et al, 2002; Perello M & Zigman JM, 2012). Sus niveles en circulación se ven 

incrementados antes de la ingesta de alimentos y en periodos de privación de comida, y 

regresan a un estado basal después de consumir alimentos (Figura 3A) (Cummings et al, 
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2001; Callahan et al, 2004). Sus células blanco en el SNC son las neuronas POMC y 

NPY/AgRP del ARC y el PVH. Molecularmente, la grelina se une a la presinapsis de las 

neuronas NPY incrementando los niveles de mRNA de NPY y AgRP, disminuyendo así el 

gasto energético y promoviendo la ingesta de alimento (Asakawa A et al, 2001; Kamegai J 

et al, 2001). La activación de las neuronas NPY/AgRP incrementa la secreción de el ácido Ȗ-

aminobutírico (GABA) (Figura 3B), el cual inhibe a las neuronas POMC en la post-sinapsis 

causando así un bloqueo en su función anorexénica (Cowley MA et al, 2003; Ellacott KLJ 

& Cone RD, 2006).  

De esta manera, la regulación de la ingesta de alimento se regula a nivel de los núcleos del 

hipotálamo por al menos tres hormonas específicas de órgano, la insulina de las células beta 

del páncreas, la leptina del tejido adiposo blanco y la grelina de las células endocrinas de la 

mucosa gástrica. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Regulación del apetito por la acción de grelina. A) Bloqueo de la producción de 
leptina por el tejido adiposo durante un periodo de ayuno, B) Regulación a nivel pre-sináptico 
de la acción de la grelina en los axones de neuronas hipotalámicas (Cowley MA et al, 2003; 
Ellacott KLJ & Cone RD, 2006). 

Figura 3. Regulación del apetito por la acción de grelina. A) Bloqueo de la producción de 
leptina por el tejido adiposo durante un periodo de ayuno, B) Regulación a nivel pre-sináptico 
de la acción de la grelina en los axones de neuronas hipotalámicas (Cowley MA et al, 2003; 
Ellacott KLJ & Cone RD, 2006). 
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2.1.4. La lipotoxicidad en el contexto de obesidad promueve el desarrollo de 
resistencia a la insulina y grelina 

 
 La obesidad es un factor de riesgo que incrementa la susceptibilidad a presentar 

trastornos metabólicos incluyendo hiperglicemia, hipertensión, resistencia a la insulina, T2D, 

aterosclerosis, hipertrigliceridemia, cáncer, hígado graso no alcohólico, síndrome de ovario 

poliquístico y otros más (Virtue S & Vidal-Puig A, 2008). A la fecha, el vínculo molecular 

entre la obesidad y la resistencia a la insulina no está del todo claro, sin embargo, se ha 

propuesto que el exceso de SFA libres en plasma puede desencadenar resistencia a la insulina, 

a través de un proceso conocido como lipotoxicidad. La lipotoxicidad se define como la 

acumulación y acción tóxica de diversas especies de lípidos en tejidos no adiposos como 

hígado, páncreas y el SNC. En estos órganos, debido a su limitada capacidad de almacenaje 

de triglicéridos (TG), su exceso promueve su conversión hacia acil-coenzima A (Acil-CoA) 

a una velocidad que supera la capacidad beta-oxidativa de la célula, lo que culmina con el 

exceso de SFA no oxidados que se metabolizan en especies tóxicas como ceramidas y 

diacilgliceroles, lo que induce respuestas tóxicas órgano específicas y promueve apoptosis 

(Shimabukuro M et al, 1998; Martínez MPB et al, 2010). Normalmente, los órganos no 

adiposos impiden este fenómeno gracias a la acción de la leptina, esta hormona incrementa 

los niveles de oxidación beta por encima de los requerimientos energéticos de las células al 

promover la expresión de genes de enzimas oxidativas, como la acil-CoA oxidasa (ACO) de 

los peroxisomas y la carnitina palmitoil transferasa-1 (CPT-1) de la mitocondria (Unger RH 

Orci L, 2000). Sin embargo, durante periodos de hiperlipidemia crónica, esta capacidad se 

ve superada, en parte por la presencia de estrés del retículo endoplásmico, un proceso 

relacionado con la lipotoxicidad (Martínez MPB et al, 2010). Ya ha sido demostrado que la 

inducción farmacológica de estrés del retículo endoplásmico induce resistencia a la leptina 

(Hosoi T et al, 2008; Ozcan L et al, 2009), esto no solo implica un fallo en el mecanismo de 

protección celular contra la esteatosis, sino también promueve un fallo en la acción 

anorexigénica de la leptina, además de inducir resistencia a la insulina (Won JC et al, 2009), 

alterando la homeostasis energética de los individuos. Otro mecanismo involucrado con la 

presencia de lipotoxicidad y su efecto en la alteración del metabolismo es la inflamación. En 

este contexto, se ha identificado la activación de dos vías de señalización intracelulares pro-

inflamatorias durante desordenes metabólicos, estas vías son c-Jun amino-terminal kinase 

(JNK) 1 y la vía (IKKȕ)/NF-κB (Solinas G & Karin M, 2010). Es importante recalcar que 
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estas mismas vías pueden ser activadas no solo por microorganismos, sino también por estrés 

oxidativo, lípidos saturados y estrés del retículo endoplásmico (Williams LM, 2012).  

 

Similar al efecto negativo de la obesidad sobre la sensibilidad a la insulina, un balance 

positivo de energía fomenta alteraciones en la sensibilidad a la grelina. Se conoce que la 

obesidad inducida por dieta alta en grasas (DIO) decrece el transporte de grelina al 

hipotálamo por cambios en la barrera hematoencefálica (Banks WA et al, 2008).  Además, 

la administración de grelina exógena en un modelo de obesidad, es inactiva para promover 

la ingesta de alimento (Perreaut M et al, 2004). De igual forma, el desarrollo de obesidad en 

ratones por exposición a dieta alta en grasas por 12 semanas, promueve disminución de 

grelina plasmática, del mRNA de la enzima grelina O-aciltrnsferasa (GOAT) y de la 

expresión hipotalámica del receptor de grelina (GHSR) (Naznin F et al, 2015). Estos datos 

sugieren que la obesidad induce resistencia a la grelina. 

 

2.2. La inflamación sistémica durante la obesidad promueve resistencia a la 
insulina  

 
El término resistencia a la insulina (RI) fue utilizado en un principio para designar 

una condición en la cual pacientes diabéticos requerían la administración de dosis cada vez 

más altas de insulina, llegando a un máximo de 110 mg/dL para controlar su nivel de glucosa 

en sangre (Szablewski L, 2011). Esto significa que la falla en la regulación de la glicemia 

está dada por la pérdida de la capacidad que tiene la insulina para realizar sus funciones 

fisiológicas promoviendo un incremento en los niveles de glucosa en el plasma y el desarrollo 

de T2D (Himsworth HP & Kerr RB, 1939). Se propone que el incremento de lípidos durante 

la obesidad promueve la interacción de estos con los TLR´s, produciendo así una forma 

atípica de inflamación (Wang Z et al, 2012; Milanski M et al, 2009). 

 

 La respuesta inflamatoria consta de un sistema celular innato y respuestas humorales 

que ocurren al presentarse alguna lesión (daño por frío o calor, isquemia, traumatismos, etc.). 

Según la duración y el tipo de células que participan en la respuesta inflamatoria se puede 

dividir en 2 tipos: la inflamación aguda, caracterizada por durar tan solo minutos u horas y 

por la abundante presencia de neutrófilos, y la respuesta inflamatoria crónica que puede durar 

días o años con una población de linfocitos predominante en el tejido inflamado. Para activar 
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la respuesta inflamatoria se requiere del reclutamiento de macrófagos y leucocitos, la 

activación de células endoteliales, agregación plaquetaria y la liberación de diversas citocinas 

incluyendo la IL-1 y el TNF-α. Es a través de estos eventos que el cuerpo restablece la 

homeostasis y defiende al organismo de lesiones externas (Charles N et al, 2010).  

 

 A pesar de su importancia para mantener la homeostasis, la liberación crónica de 

señales inflamatorias promueve el desarrollo de enfermedades como cáncer, diabetes, 

hipertensión y desórdenes cardiovasculares. Los orígenes de estos factores de inflamación 

son variados, en algunos casos, el perfil genético puede ser un factor de riesgo en el desarrollo 

de enfermedades, en otras circunstancias, factores externos como la contaminación, estrés y 

alteraciones endócrinas fungen como principales iniciadores de enfermedades relacionadas 

con inflamación (Purkayastha S & Cai D, 2013). En el contexto de obesidad se ha observado 

la presencia de inflamación sistémica, la cual, a diferencia de la inflamación clásica, no es 

inducida por infecciones o daños al tejido, sino por un exceso calórico. A este tipo de 

inflamación se le conoce como “metainflamación” o “inflamación metabólica” (Dongsheng 

C & Tiewen L, 2011). Se propone que la inflamación está presente en varios tejidos de 

importancia en la regulación metabólica incluyendo el hígado, el tejido adiposo y el músculo. 

A nivel molecular, se propone que los inductores de la metainflamación son los SFA que 

activan receptores membranales y promueven un fenotipo pro-inflamatorio. En específico, 

se ha demostrado que los lípidos saturados promueven inflamación mediante su interacción 

con los TLR1 y TLR4 activando al factor nuclear kappa B (NF-κB), un promotor de genes 

inflamatorios (Calder PC, 2013; O'Neill LA & Hardie DG, 2013). 

 

2.2.1. La inflamación del sistema nervioso modula el desarrollo de 
desórdenes metabólicos relacionados a la resistencia a la insulina y 

grelina 
 

Amplia evidencia ha demostrado que la inflamación crónica durante la obesidad no 

se limita al tejido adiposo, sino que invade fronteras más lejanas y puede detectarse en el 

sistema nervioso central. Esta respuesta inflamatoria puede originarse por el reclutamiento 

de células periféricas del sistema inmune, principalmente macrófagos y células B hacia el 

SNC promoviendo la generación de inflamación (Buckman BL et al, 2014). Hace algunos 

años se reportó que, al inducir obesidad mediante dieta alta en grasa, en ratones, existía un 

reclutamiento de linfocitos B hacia el hipotálamo, lo cuales producen anticuerpos IgG 
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patogénicos que favorecen la producción de citocinas inflamatorias y la polarización de 

macrófagos hacia el fenotipo pro-inflamatorio M1, resultando en la generación de resistencia 

a insulina (Winer DA et al, 2011). De interés, en condiciones de obesidad, existe evidencia 

que las inmunoglobulinas (IgG1) producidas por los linfocitos B son capaces de activar a la 

microglía residente en el SNC, presumiblemente a través de los receptores Fc, proponiendo 

que el SNC posee un tipo celular que responde a señales inflamatorias y a su vez promueve 

inflamación (Yi CX et al, 2012).  

 

La microglía son células del sistema inmune innato residentes del SNC, cuya 

activación se ha documentado en el desarrollo de inflamación en diversos desórdenes 

neuronales (Crain JM. et al, 2013). Fisiológicamente, la microglía tiene funciones versátiles, 

incluyendo su interacción con las sinapsis para modular la plasticidad sináptica y su actividad 

fagocítica durante la neurogénesis y apoptosis (Schafer DP et al, 2015; Wake H et al, 2011), 

sin embargo, bajo circunstancias patológicas dichos procesos pueden desencadenar 

alteraciones metabólicas. Se ha reportado que la ingesta crónica de dieta alta en grasa, 

disminuye la formación de memoria espacial dependiente del hipocampo, debido a la 

activación de un proceso de “poda” sináptica causado por la microglía (Hao S et al, 2015). 

Adicionalmente, en estudios recientes se demostró que la ingesta de dieta alta en grasas 

saturadas incrementa la expresión de citocinas inflamatorias en el hipotálamo sin evidencia 

de signos de inflamación periférica, presumiblemente regulada por la microglía (Valdearcos 

M et al, 2014; Maric T et al, 2014). De importancia, se sabe que son suficientes 3 días de 

exposición a una dieta alta en grasa para promover gliosis e inflamación en el hipotálamo de 

ratas y ratones aunado a inflamación, sin cambios aparentes en los órganos periféricos 

(Thaler JP et al, 2012). Aunque no se conoce con precisión los mecanismos moleculares de 

la activación de inflamación en el SNC dependiente de la microglía en el contexto de 

obesidad, se propone que bien pudiera estar asociado a la activación de la vía IKK/NF-κB, 

la cual describiremos a continuación. 

 

Desde hace unos años se conoce que los miembros de la familia IKK/NF-κB se 

encuentran activos de forma constitutiva en el hipotálamo, y pueden también activarse por 

distintos factores como los patrones moleculares asociados a daño (DAMPs), patrones 

moleculares asociados a patógenos (PAMPs), citocinas, quimiocinas, neurotransmisores, 

etc., que influyen en la modulación de procesos sinápticos, incluyendo neurotransmisión, 
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neuroprotección y la proliferación de células madre neuronales (Kaltschmidt B & 

Kaltschmidt C et al,  2009; Bhakar AL et al, 2002). Sin embargo, se conoce que la activación 

aberrante del eje IKK/NF-κB ha sido relacionada con neuroinflamación selectiva y 

neurodegeneración independiente de apoptosis (Maqbool A et al, 2013). Por otra parte, 

diversas investigaciones han reportado que la activación de la vía IKKȕ/NF-κB durante la 

obesidad, decrece la neurogénesis, incrementa el deterioro cognitivo y degeneración de 

células madre hipotalámicas (Bonifati & Kishore, 2007; Li, et al, 2012). Además, también 

se ha demostrado que la lipotoxicidad activa el eje pro-inflamatorio IKKȕ-NF-κB en el 

hipotálamo, promoviendo la generación de resistencia a la insulina (Posey, et al.,2009; Cai, 

2013; Zhang, et al, 2008). El deterioro en la proliferación y la diferenciación neuronal, 

observado en ratones obesos, parece ser una consecuencia de la liberación excesiva de 

citocinas inflamatorias como TNF-α e IL-1ȕ, que se produce tras la activación de NF-κB y 

que también se sabe se activan eficientemente mediante retroalimentación positiva el eje 

IKKȕ/NF-κB (Li, et al., 2012; McNay, et al., 2012). Dicho eje es un modulador de 

disfunciones metabólicas y de acuerdo con estas observaciones, de deterioro cognitivo. 

Contrariamente, la inhibición de la vía IKKȕ/NF-κB con un terpenoide (Rb1) reduce la 

inflamación y resistencia a la leptina en el hipotálamo (Wu Y et al, 2014). 

 

Aunque, no están del todo claros los mecanismos moleculares vinculados a la 

activación de inflamación en el SNC en condiciones de lipotoxicidad; se ha propuesto que 

los SFA son capaces de interactuar y ejercer la heterodimerizacion  de los TLR1 y TLR2, la 

homodimerización de los TLR2 y TLR4 y movilización simultánea hacia la región de las 

balsas lipídicas, posiblemente por la interacción de los SFA con los dominios hidrofóbicos 

presentes en la región extracelular de los TLR´s (Huang S et al, 2012). Lo anterior, puede 

promover la expresión de citocinas inflamatorias, a través de la activación de NF-κB, y estrés 

del retículo endoplasmático en el hipotálamo de roedores (Milanski M et al, 2009) (Wang Z 

et al, 2012). Se sabe que la activación de esta vía interrumpe los mecanismos vinculados a la 

saciedad y el hambre, en parte a los señalados en el ARC coordinando señales orexigénicas 

y anorexigénicas (Milanski M et al, 2009) (Wang Z et al, 2012), (Reis WL et al, 2015).  

 

 Finalmente, también existe evidencia de que la activación de la inflamación asociada 

a la lipotoxicidad por inyección intracerebroventricular de ácido esteárico altera la secreción 

de insulina en el páncreas a través de la producción de TNF-α (Calegari VC et al, 2011), 
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influyendo en la homeostasis de glucosa sanguínea. En su conjunto, se propone que 

alteraciones en el control de los niveles de glucosa y la ingesta de comida, pueden estar 

vinculadas a la activación de la microglía en el SNC a través de la vía TLR-IKKȕ-NF-κB. 

De manera similar, existe evidencia demostrando que la inflamación puede inducir 

resistencia a la acción homeostática de grelina. En trabajos realizados en 2015 por Naznin F 

y colaboradores observaron que la exposición de dieta alta en grasa a ratones durante 12 

semanas, presentaron infiltración de macrófagos y microglía activa en el ARC, que 

correlacionaba con una elevada producción de citocinas inflamatorias y con el decremento 

orexigénico de grelina para fomentar la ingesta de alimento.  

 

 

2.2.2. Papel de TANK-BINDING KINASE 1 (TBK1) en el desarrollo de diabetes 
mellitus tipo 2 

 

Como parte de la vía TLR-IKKȕ-NF-κB se encuentran proteínas adicionales entre las 

que destacan la proteína TBK1, miembro de la familia de las proteínas IKK’s, que interviene 

en la respuesta inmune innata mediante la integración de múltiples señales inducidas por 

infecciones virales, modula al factor regulador del interferón 3 (IRF3) y se le ha relacionado 

con una variedad de enfermedades autoinmunes y cáncer (Xiaolei M et al, 2012). En 

específico, TBK1 activa al complejo NF-κB mediante la activación directa de IKKȕ 

(Pomerantz JL & Baltimore D, 1999; Tojima Y et al, 2000). El primer reporte que demuestra 

la participación de esta proteína en la falla metabólica en el contexto de obesidad, fue 

demostrado por Muñoz et al. 2009, quienes reportaron que la TBK1 induce la fosforilación 

del residuo de serina 994 del receptor de insulina, lo que correlaciona con resistencia a la 

insulina in vivo e in vitro (Muñoz MC et al, 2009). Evidencia reciente señala que TBK1 

puede ser un blanco farmacológico favorable, ya que la inhibición del binomio molecular 

TBK1/IKKε previene la generación de T2D en ratones obesos (Reilly SM et al, 2013). En 

este contexto, nuestro grupo de investigación ha demostrado que la estimulación con lípidos 

saturados activa favorablemente a la TBK1, que se moviliza hacia la región de las balsas 

lipídicas en neuronas de hipotálamo de ratones obesos, lo cual correlaciona con resistencia a 

la insulina (Delint-Ramirez I et al. 2015). De interés, datos no publicados de nuestro 

laboratorio demuestran que TBK1 se activa a nivel de microglía y coinciden con la liberación 

de citocinas proinflamatorias tales como la TNF-α e IL-6. Nuestros datos correlacionan con 
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un estudio reciente mostrando que la inhibición intrahipotalámica de IKKε decrece los 

niveles de TNF-α mejora la sensibilidad a la insulina y leptina y disminuye la ingesta de 

comida (Weissmann L et al, 2014). 

 

Adicionalmente, el binomio molecular TBK1/IKKε parece tener funciones mucho 

más versátiles vinculadas a la regulación de la homeostasis de la glucosa corporal. En un 

estudio reciente se demostró que la inhibición de TBK1/IKKε en ratones obesos induce la 

liberación de IL-6 quien estimula la fosforilación de la vía STAT3 en el hígado suprimiendo 

la gluconeogénesis (Reilly SM et al, 2015). 

 

En su conjunto, estas evidencias destacan la participación de la microglía como un 

tipo celular dentro del SNC con capacidad de producir citocinas durante el efecto lipotóxico 

generado por el incremento de lípidos durante la obesidad.  Sin embargo, fisiológicamente 

hablando, la microglía tiene funciones mucho más versátiles en el SNC incluyendo su 

interacción con las sinapsis para modular la plasticidad sináptica y su actividad fagocítica 

durante la neurogénesis y apoptosis (Schafer DP et al, 2015; Wake H et al, 2011), que bien 

pudieran estar moduladas durante el efecto lipotóxico. Con todo lo anterior, concebimos que 

la obesidad promueve la activación de la vía pro-inflamatoria IKKε/TBK1/NF-κB en la 

microglía a nivel del hipotálamo, incrementando la susceptibilidad a desarrollar resistencia a 

la insulina y grelina asociados a la generación de diabetes tipo 2. Sin embargo, 

desconocemos, por un lado, cuáles son las especies de lípidos que activan la respuesta 

inflamatoria en células de la microglía y si esto es determinante para el deterioro metabólico. 
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3. JUSTIFICACIÓN 
 

 

Con el aumento en la incidencia de obesidad en México se ha incrementado la 

susceptibilidad a enfermedades crónicas como el cáncer, diabetes, complicaciones 

cardiovasculares, apnea del sueño, hígado graso no alcohólico y síndrome de ovario 

poliquístico. Dada la importancia del efecto de la obesidad en la salud, es necesario esclarecer 

los mecanismos moleculares por los cuales el incremento de lípidos favorece el decremento 

en la sensibilidad a la insulina como un importante componente en el desarrollo de diabetes 

tipo 2. Este proyecto aportará información relevante para evaluar la importancia de la 

proteína TBK1 a nivel del sistema nervioso central como un potencial blanco farmacológico 

en la modulación de la resistencia a la insulina durante la obesidad y en las alteraciones 

metabólicas asociadas a la misma. 
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4. HIPÓTESIS 
 

La activación de la TBK1 en la microglía del hipotálamo por lípidos saturados promueve la 

liberación de citocinas inflamatorias induciendo resistencia a la insulina y diabetes tipo 2.
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5. OBJETIVOS 

 

 

5.1. Objetivo General 
 

Determinar si la lipotoxicidad asociada a la obesidad y a la resistencia a la insulina 

promueve la activación de la proteína TBK1 en la microglía y la liberación de citocinas 

inflamatorias, y sí su función genera complicaciones metabólicas asociadas a la diabetes.

   

 

5.2. Objetivos Específicos 
 

• Determinar los niveles de interleucinas secretadas por células de la microglía 

en cultivo estimuladas con lípidos saturados, insaturados y ceramidas. 

• Determinar los niveles de proteína TBK1 en células de la microglía 

estimulada con lípidos saturados, insaturados y ceramidas. 

• Identificar si la inyección intrahipotalámica de los lípidos más eficientes en 

promover la liberación de citocinas por células de la microglía genera 

resistencia a la insulina y diabetes tipo 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



20 | P á g i n a  

6. MATERIAL Y MÉTODOS 
 

6.1. Material biológico 
 

Para realizar el cultivo primario de microglía se utilizaron ratas de 2 días de edad de 

la cepa Wistar, procedentes del bioterio del departamento de Farmacología y Toxicología de 

la Facultad de Medicina, UANL. 

Además, se emplearon ratas macho de la cepa Wistar con un peso entre 270g y 290g 

para realizar la cirugía estereotáxica. Los animales se mantuvieron en ciclo de luz y oscuridad 

de 12 horas con 30g de alimento diario, en el bioterio del departamento de Farmacología y 

Toxicología de la Facultad de Medicina, UANL. El presente trabajo con la aprobación del 

comité de ética de la Facultad de Medicina de la UANL y Hospital Universitario “José 

Eleuterio González” con la clave BI1β-001 

6.1.2 Materiales y reactivos 
 

• Anti-NAK anticuerpo (abcam, ab40676, Massachusetts, USA) 

• Anti-fosfo NAK serina 172 (abcam, ab109272, Massachusetts, USA) 

• Kit de detección de la vía de señalización NF-κB (Cell Signaling, 9936S, Massachusetts, 

USA) 

• ȕ-Actin (D6A8) conejo monoclonal Ac (Cell Signaling, 8457P, Massachusetts, USA) 

• Anti-ratón IgG, Anticuerpo unido a HRP (Cell Signaling, 7076S, Massachusetts, USA) 

• Anti conejo IgG-HRP bovino (Cell Signaling, sc-2370, Massachusetts, USA) 

• TNF-α de rata ELISA Ready-SET-Go! (eBioscience, 88-7340, Massachusetts, USA) 

• IL-6 de rata ELISA kit (Sigma-Aldrich RAB0311, Misuri, USA) 

• IL-1ȕ de rata ELISA kit (Sigma-Aldrich RAB0277, Misuri, USA) 

• Dulbecco´s Modified Eagle’s Medium high glucose (Sigma-Aldrich D5648, Misuri, 

USA) 

• Medio Leibovitz's L-15 (Sigma-Aldrich L4386, Misuri, USA) 

• Suero fetal bovino (PAA Laboratories, PAA A15-751, Ontario, Canadá) 

• Albúmina sérica bovina (Santa Cruz Biotechnology, sc-2323, Texas, USA) 

• Albúmina sérica bovina libre de ácidos grasos por choque térmico (Equitech-Bio 

BAH66-0100) 
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• Ácido palmítico (Sigma-Aldrich CAS 57-10-3, San Luis, Misuri) 

• Ácido palmitoleico (Sigma-Aldrich P9417, San Luis, Misuri) 

• Ácido linoleico (Sigma-Aldrich L1376, San Luis, Misuri) 

• Ácido esteárico (Sigma-Aldrich S47S1, San Luis, Misuri) 

• N-hexanoil-D-esfingosina (Sigma-Aldrich H6524, San Luis, Misuri) 

• LPS Escherichia coli 0111: B4 (Sigma-Aldrich L2630, San Luis, Misuri) 

 

 

6.2. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 
 

 

6.2.1. Cultivo celular de microglía 
 
6.2.1.1. Cultivo primario 

 

• Se extrajeron los cerebros de ratas de 2 días de edad (P2), a los cuales se les 

removió la corteza cerebral y fue depositada en una placa de Petri que contenia 

10 mL del medio Leibovitz's (L-15) a 4˚C. Se removieron las meninges y se 

colocaron en tubos conicos de 50 mL con 1 mL de medio L-15 a 4˚C, por cada 

2 cerebros procesados. El tubo fue centrifugado a β,500g por 5 min a 4˚C. Al 

terminar la centrifugacion se reemplazo el medio por L-15 nuevo en el cual se 

disgrego el tejido por pipeteo, 10 pipeteos con una pipeta de 10  mL, seguido 

por otros 10 pipeteos con una pipeta de 2 mL. 

• Se centrifugó a β,500g por 5 min a 4˚C y se reemplazo el medio L-15 con 

medio de cultivo DMEM completo (20% SFB y GM-CSF 20 nM), 1 mL por 

cada 2 cerebros procesados, resuspendiendo el precipitado mediante pipeteo. 

• Se sembró 1 mL del mix de células obtenido en el paso anterior en botellas 

para cultivo de 75 cm2 que contenia 11 mL de medio DMEM completo. 

• Las botellas se mantuvieron en cultivo por 7 días a 37°C con 5% de CO2, el 

medio se reemplazaba cada 3 días. 

• A los 7 días de cultivo, el medio de cultivo se reemplazó y se procedió a 

cosechar la microglía en una incubadora con agitación constante a 200 rpm 
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por 1 h a 37°C. Inmediatamente después se recuperó el medio de cultivo de 

todas las botellas y se depositó en un tubo cónico de 50 mL donde se 

centirfugó a β,500g por 5 min a 4˚C. Se desechó el sobrenadante y las células 

se resuspendieron en 1 mL de medio DMEM (20% SFB). 

• Las células fueron contadas en una cámara de Neubauer y se sembraron a una 

concentracion de 2X105 células/mL en placas de 12 pozos. Las células se 

dejaron incubando por 24 h para que se adhirieran a las placas. Al cabo de este 

tiempo se procedieron a realizar los estímulos con los lípidos saturados, 

insaturados y ceramida, como se indica más adelante. 

 

 

6.2.2. Preparación de las soluciones empleadas en los tratamientos 
 

Albúmina sérica bovina libre de ácidos grasos (ASBLAG) 

• Se diluyeron 5 g de albúmina en 50 mLde medio DMEM sin ASB. 

Concentración final de ASBLAG del 10%. 

Ácido palmítico  

• Se diluyeron 0.00256 g de ácido palmítico en polvo en 1 mL de etanol grado 

molecular filtrado (concentración final 10 Mm).  

• De esta dilución se tomaron 100 μL y se agregaron a 900 μL de ASBLAG al 

10% (concentración final 1 mM). Finalmente, se agregaron 150 μL de esta 

última dilución a cada pozo de una placa de 12 pozos con 1.350 μL de medio. 

La concentración final fue de 100 μM.  

Ácido esteárico  

• Se diluyeron 0.00284 g de ácido esteárico en 1 mL de etanol grado molecular 

filtrado (concentración final de 10 mM).  

• De esta dilución se tomaron 100 μL y se agregaron a 900 μL de BSAFFA al 

10% (concentracion fianl 1 mM). Finalmente, se agregaron 150 μL de esta 

última dilución a cada pozo de una placa de 1β pozos con 1.γ50 μL de medio. 

La concentración final fue de 100 μM.  

Ceramida C6  

• Fueron pesados 0.00103 g de la ceramida y se diluyeron en 1.036 mL de etanol 

grado molecular filtrado (concentración 2.5 mM). 
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• De esta dilución se tomaron 100 μL y agregaron a 900 μL de ASBLAG al 10%, 

la concentración de esta dilución será de 0.25 mM.  

• Finalmente,  se agregaron 150 μL de la última dilución a cada pozo de una 

caja de 12 que contenga 1.350 μL de medio de cultivo (concentración final de 

25 μM). 

Ácido palmitoleico  

• Se diluyeron 0.00284 mL del stock de ácido palmitoleico en 1 mL de ASBLAG 

al 10%, se obtendrá una (concentración final de 10 mM).  

• De esta dilución se tomaron 100 μL y se agregaron a 900 μL de BSAFFA al 

10% (concentración final 1 mM). Finalmente, se agregaron 150 μL de esta 

última dilución a cada pozo de una placa de 1β pozos con 1.γ50 μL de medio. 

La concentración final fue de 100 μM.  

Ácido linoleico (LIN) 

• Tomar 0.0032 mL del stock de ácido linoleico y diluirlos en 1 mL de ASBLAG 

(concentración final de 10 mM).  

• De esta dilución se tomaron 100 μL y se agregaron a 900 μL de ASBLAG al 

10% (concentración final 1 mM). Finalmente, se agregaron 150 μL de esta 

última dilución a cada pozo de una placa de 1β pozos con 1.γ50 μL de 

medio. La concentración final fue de 100 μM.  

 

Lipopolisacárido (LPS) 

• De la solución concentrada de LPS se tomaron 3 μL del stock y diluirlos en 

27 μL de agua miliQ estéril, se tendrá una dilución a 25 μg/mL.  

• Finalmente, agregamos 150 μL de la dilución anterior en un pozo de una caja 

de 12 que contenia 1.350 μL de medio de cultivo (concentración final 0.1 

μg/mL). 

Fluido cerebro espinal artificial (FCEA) 

• Se tomaron 7.γ5 mL de NaCl 1M, β.β mL de CaClβ 0.05M y 0.066 mL de 

KCl γM, posteriormente se aforo a 50mL para preparar el ACSF. La solución 

fue ajustada a pH 7.β. 
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6.2.3. Cuantificación de las citocinas liberadas 
 

Las cuantificaciones se realizaron mediante la técnica de ELISA. Para la detección de IL-

1ȕ e IL-6 se empleó el siguiente procedimiento: 

 

• En una placa de 96 pozos se adicionaron 100 µL de los estándares en orden 

ascendente, así como 100 µL del medio de cultivo de células de la microglía 

estimulada con los distintos lípidos. Se dejó incubando a 4˚C toda la noche en 

agitación.  

• Después de esto desechamos el contenido de la placa y realizamos 4 lavados 

con γ00 µL de la solución de lavado incluida en el kit. Al finalizar el último 

lavado se agregaron 100 µL del anticuerpo de detección biotinilado a cada 

pozo, se dejó incubando por 1h a temperatura ambiente. 

• El anticuerpo se desechó después del periodo de incubación y nuevamente 

realizamos 4 lavados con γ00 µL de la solución de lavado incluida en el kit 

• Se adicionaron 100 µL del reactivo colorimétrico γ,γ',5,5'-tetrametilbencidina 

(TMB) a cada pozo. Incubamos la placa por γ0 min a temperatura ambiente 

agitándose en oscuridad. 

• Posterior al tiempo de incubación se agregaron 50 µL de la solución de paro 

a cada pozo. Inmediatamente después de procedió a leer la placa a una 

longitud de 450 nm. 

 

Para la detección del TNF-α se siguió el siguiente procedimiento: 

• Se cubrió la placa de 96 pozos Corning costar 9010, incluida en el kit, con 100 

µL del anticuerpo de captura. La placa fue sellada e incubada toda la noche a 

4˚C. 

• Después de la incubación retiramos el excedente de anticuerpo y se realizaron 

γ lavados con β50 µL del buffer de lavado a cada pozo. Se secó la placa en 

papel absorbente luego del último lavado. 

• Se adicionaron β00 µL de la solución de bloqueo 1X ELISA/ELISPOT a cada 

pozo y se dejó incubar por 1h a temperatura ambiente. Pasado el tiempo se 

realizaron γ lavados con β50 µL del buffer de lavado a cada pozo. 
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• Empleando la solución 1X ELISA/ELISPOT, diluimos los estándares según 

las instrucciones del kit. Luego de la dilución se adicionaron 100 µL de cada 

estándar a los pozos en orden creciente por duplicado. De igual manera, se 

adicionaron 100 µL de las muestras a cada pozo. Incubamos la placa toda la 

noche a 4˚C. 

• Después de la incubación retiramos el excedente de muestra y se realizaron γ 

lavados con β50 µL del buffer de lavado a cada pozo. Se secó la placa en papel 

absorbente luego del último lavado. 

• Se adicionaron 100 µL del anticuerpo de detección y después de sellar la placa 

se dejó incubando por 1 h a temperatura ambiente. Nuevamente se hicieron γ 

lavados con β50 µL del buffer de lavado. 

• Pasado el tiempo de la incubación, se procedió a agregar 100 µL del reactivo 

Avidin-HRP a cada pozo. Se selló la placa y se incubó por γ0 min a 

temperatura ambiente. 

• Luego de los γ0 min se realizaron los últimos 6 lavados con β50 µL del buffer 

de lavado, entre cada lavado dejamos el buffer en la placa por 1min antes de 

retirarlo. 

• Posteriormente adicionamos 100 µL del reactivo colorimétrico TMB a cada 

pozo. Se incubó a temperatura ambiente por 15min. 

• Finalmente, se agregaron 50 µL de la solución de paro a cada pozo y se 

procedió a leer la placa a 450 nm y 570 nm, se le restaron los valores de 570 

nm a los de 450 nm. 

 

6.2.4. Determinación de la activación de la vía NF-κB y TBK en células de la 
microglía 

 
Para la realización de estos experimentos se empleó cultivo primario de células de la 

microglía. 

 

6.2.4.1. Cultivo primario 

• Posterior a las β4h de sembrar las células de la microglía, se aplicaron los 

siguientes tratamientos: 
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• Adicionamos 150 µL de la solución madre de cada uno de los tratamientos a 

las cajas de 1β pozos.  Concentración final de ácidos grasos saturados e 

insaturados de 100 Μm, en el caso de la ceramida, la concentración final fue 

de β5 mM y la concentración del LPS fue de 0.1 µg/mL.  

• El periodo de incubación fue de β4 h a γ7°C.  

• Se lavó β veces con β ml de PBS a 4°C.  

• Inmediatamente se agregaron 75 µL de buffer de lisis a cada una de las placas 

y fueron sonicadas a β0% de amplitud con γ pulsos/segundo (γ0 veces).  

• Se incubo a 4°C/ γ0 min resuspender con el vortex. 

• Se llevó a cabo una centrifugación a 1,500g por 10 min a 4˚C. Recuperar el 

sobrenadante. 

• Se prepararon las muestras para el western blot. 

 

 

6.2.4.3. Western blot 

• Después de preparar las muestras para carga en los geles, se cargaron γ0 µg 

de proteína por carril en geles de poli-acrilamida al 8%. Las proteínas se 

separaron por electroforesis primero a 95 mV por 15 min y, posteriormente a 

1γ0 mV por 1h. 

• Habiendo terminado la electroforesis se procedió a la transferencia hacia una 

membrana de nitrocelulosa. La transferencia se realizó a β5 mV por 1βh a 4˚C. 

Una vez terminada la transferencia, se procedió a bloquear las membranas con 

albúmina sérica bovina al 5% por 1h en agitación. 

Posterior al bloqueo, las membranas se incubaron con el anticuerpo 

correspondiente (Anti-TBK1, p-TBK1, NF-κB o p-NF-κB) todos a una 

concentración de 1: 1,000, seincubó por 1βh a 4˚C en agitación constante. 

• Posterior a la incubación con el anticuerpo primario se incubó con el 

anticuerpo secundario correspondiente por β.5 h a temperatura ambiente. 

Finalmente, se reveló la membrana en un transiluminador ChemiDoc XRS+ 

Bio-Rad.  
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• Las señales obtenidas mediante el Western Blot fueron cuantificadas 

empleando un programa de procesamiento de imagen digital desarrollado en 

el National Instituteof Health, “Image J”. 

 

 

6.2.5. Cirugía estereotáxica 

Para realizar las cirugías se emplearon ratas de la cepa Wistar de un peso entre 260g 

y 280g. 

 

• El animal fue sedado con ketamina 10 mg/kg + xilacina β mg/kg vía 

intraperitoneal. Se esterilizó la zona de la cabeza empleando yodo, 

posteriormente se procedió a realizar una incisión en la piel empleando bisturí 

a partir del punto de referencia lambda y hasta los ojos de la rata. 

• Empleando un estereoscopio se ubicó el punto de referencia bregma y con 

referencia al atlas de Paxinos y Watson, se identificaron las coordenadas del 

tercer ventrículo (Ap: -β.56 mm, Lat: 0 mm y DV: -9.8 mm). 

• Una vez localizadas las coordenadas se realizó un trépano, en el área 

correspondiente al tercer ventrículo, hasta llegar a la duramadre. Se lubricó el 

cráneo con vaselina con la finalidad de impedir el calentamiento excesivo del 

hueso. 

• Aproximadamente a 5 mm del trepano se aseguró un tornillo de anclaje. Luego 

de asegurar el tornillo de anclaje se implantó la cánula. posteriormente tanto 

el tornillo como la cánula se aseguraron en su sitio recubriéndolos con acrílico 

dental. 

• Finalmente, se suturó a la rata con aguja e hilo de cirugía, colocándolas en 

jaulas individuales, con un periodo de recuperación de 7 días antes de realizar 

las inyecciones. 

 

6.2.5.1. Inyección intracerebroventricular  

Una vez pasado el periodo de recuperación se realizaron las administraciones como 

se describe a continuación: 

• Los lípidos fueron inyectados a través de la cánula a un flujo de β µL/min. 
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• Las ratas fueron dividías en 4 grupos a los cuales se les administraron βµL de 

la solución control (ACSF), ácido palmítico (γβ.4 mM) o LPS (0.1 µg/mL).  

• Se les aplicó una inyección diaria por 5 días. A todos los animales se les 

colocaron 60g de alimento diario, con la finalidad de determinar el porcentaje 

de consumo diario. 

 

6.2.6. Curva de tolerancia a la insulina (ITT) y curva de tolerancia a la 

glucosa (GTT)  

Todas las determinaciones de glucosa en sangre se realizarán empleando el 

Glucómetro ACCU-CHEK Performa a la misma hora del día (10:00 -12:00 am). 

 

6.2.6.1. Curva de tolerancia a la insulina 

La curva de tolerancia a la insulina se realizó el día posterior a la última inyección 

intracerebroventricular de lípidos. 

• Los animales fueron sometidos a un ayuno de 4h antes de realizar la prueba. 

• Luego del periodo de ayuno se cuantificó la concentración de glucosa basal 

en sangre, este será el tiempo cero. 

• Posteriormente se administró 1U/Kg de insulina vía intraperitoneal a los 

animales y se determinó la concentración de glucosa a los 5, 15, γ0, 60, 90 y 

1β0 minutos después de la inyección.  

 

6.2.6.2. Curva de tolerancia a la glucosa 

Antes de realizar la curva de tolerancia a la glucosa se dejó pasar una semana luego 

de la curva de tolerancia a la insulina. 

• Se dejaron a los animales en ayuno nocturno por 1βh. Al cabo de este tiempo 

se determinaron los valores basales de glucosa en sangre. 

• Administramos βg/Kg de glucosa vía intraperitoneal y se determinó la 

concentración de glucosa a los 5, 15, γ0, 60, 90 y 1β0 minutos posteriores a 

la inyección. 
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6.2.7. Pruebas de sensibilidad a la grelina 

Se dejó pasar un día después de realizar la curva de tolerancia a la insulina antes de 

hacer esta prueba. 

• Se inyectaron βµL de grelina a una concentración de 1mg/mL a un flujo de 

βµL/min en el tercer ventrículo a través de la cánula previamente implantada. 

• Inmediatamente después de la inyección se alojaron a los animales en jaulas 

separadas y se les colocaron γ0g de alimento a cada uno. 

• Se determinó el consumo de alimento en gramos por cada animal después de 

las 4h de la inyección de la grelina. 

 

6.2.8. Análisis estadístico 
 

Para el análisis estadístico primero se realizó una prueba de normalidad para 

corroborar que los datos tuvieran una distribución normal, luego se procedió a realizar una 

tabla de ANOVA, finalmente se llevó a cabo una prueba de Tukey con una significancia de p 

<0.05. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



30 | P á g i n a  

7. RESULTADOS 
 

 

Capacidad inductora de la secreción de citocinas por ácidos grasos saturados, 

insaturados y ceramida en cultivo primario de celulas de la microglia 

 

La primera parte del presente proyecto consistió en la estandarizacion del cultivo 

primario. Como se puede apreciar en la figura 5, la morfología de nuestros cultivos primarios 

de células de microglía es concordante con la morfología de cultivos primarios de referencia 

(Valdearos M et al, 2014). Una vez obtenidas las células, se procedió a realizar estimulación 

con 100μM de los distintos lípidos y 25µM de la ceramida C6 por 24h, y tal como se muestra 

en la figura 6, el ácido palmítico induce una secreción de TNF-α del 400% comparado con 

el control y del 200% comparado con los ácidos grasos insaturados; ácido palmitoleico y 

ácido linoleico, asi como la ceramida de seis carbonos. 
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En cuanto a la interleucina 6 (IL-6) el ácido palmítico indujo una secreción 1.5 veces 

mayor a la observada en el grupo control, mientras que fue 6 veces mayor a la observada en 

el grupo tratado con la ceramdia C6 (Figura. 7). 
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Finalmente, en la figura 8 se puede apreciar nuevamente que el ácido palmítico 

representa el principal inductor de secreción de la interleucina 1ȕ (IL-1ȕ) incrementando su 

produccion 1.5 veces en comparación con el control y el ácido palmitoleico. Ningún otro 

lípido probado indujó la secreción de citocinas de forma significativa. 
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Activación de TBK1 en cultivo primario de células de la microglía expuestos a 

ácidos grasos 

 

Al analizar las células estimuladas con los diversos lípidos mediante Western Blot, se 

pudo apreciar un incremento en la fosforilación de la proteína TBK1 en los grupos tratados 

con LPS y ácido palmitoleico (Figura 8A), no así en el resto de los SFA probados (Figura 8). 
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Alteraciones metabólicas inducidas por una inyección intracerebroventricular 
(ICV) de ácido palmítico en el tercer ventrículo  
 

Una vez identificado el lípido más eficiente para inducir la secreción de citocinas 

inflamatorias, se procedió a con su administración a ratas Wistar mediante inyección ICV en 

el tercer ventrículo, con la finalidad de identificar si dicha manipulación regulaba los niveles 

de glucosa en el plasma y/o la ingesta de alimento. Previamente, se determinó el sitio exacto 

para implantación de la cánula de inyección ICV con base en el atlas de Paxinos y Watson 

(1985); el sitio corresponde al tercer ventrículo localizado justo al lado del ARC en las 

coordenadas Anteroposterior: -β.56, lateral: 0, dorso ventral: -8.9 (Figura 9). 
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Una vez localizado el sitio de implantación, se procedió a realizar las 

administraciones con ácido palmítico por 5 días y se realizaron curvas de tolerancia a la 

insulina (Figura 10) y a glucosa (Figura 11). 

 

 

Los resultados demuestran que a pesar de verse un incremento en la concentración de 

glucosa en sangre a los 15 y 90 min en animales administrados con ácido palmítico en 

comparación al control en los ensayos de tolerancia a la insulina (Figura 10A), este cambio 

no representa una alteración global significativa en la concentración de glucosa (Figura 10B). 

De manera similar, no se observaron cambios significativos en la concentración de glucosa 

en sangre en ningún punto del tiempo (Figura 11A), así como a nivel global (Figura 11B), 

esto en los ensayos de tolerancia a la glucosa. 
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Si bien no se observaron alteraciones en la homeostasis de la glucosa si observamos 

que los animales presentan incremento en el consumo de alimento (Figura 12A). Este efecto 

quedo demostrado luego de una administración ICV de grelina. En este protocolo se 

administró la grelina y se observó la ingesta de alimento durante 4 horas. Los resultados 

indican que los animales administrados con ácido palmítico consumen 3.5 veces más 

alimento que el grupo control. Similarmente, los animales administrados por LPS 

consumieron 5 veces más alimento que el control.  No se encontraron diferencias 

significativas entre los grupos administrados con ácido palmítico y LPS (Figura 12B). 
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Con la finalidad de identificar si existía alguna relación entre el incremento en la 

ingesta de alimento y el componente inflamatorio dado por el LPS y el ácido palmítico, se 

procedió a determinar si existía alguna alteración en la vía de activación de TBK1 y NF-κB. 

Tal como se puede apreciar en la figura 13, luego de un estímulo con LPS por 4 días, se 

observó una disminución significativa del 75% en la fosforilación de la proteína TBK1 en 

comparación al control (Figura 13B); por su parte, estímulos con ácido palmítico si bien 

redujeron en un 50% (Figura 13B) la fosforilación de nuestra proteína de interés, en 

comparación al control, este cambio no fue estadísticamente significativo. 

 

 
 

Finalmente se evaluó la inducción de inflamación en el ARC del hipotálamo mediante 

la fosforilación del factor nuclear kappa B (NF-κB) (Figura 14A). Al realizar las pruebas 

pertinentes pudimos corroborar que, la administración de LPS induce la fosforilación de NF-

κB (Figura 14B) mostrando un índice de fosforilación 4 veces mayor respecto al control; el 

ácido palmítico, por su parte, si bien induce un cierto grado de fosforilación, este no es 

estadísticamente significativo. 
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8. DISCUSIÓN 
 

La activación del sistema inmune mediando la producción de citocinas pro-

inflamatorias durante la obesidad, es un evento que ha sido reportado desde hace algunos 

años. Sin embargo, la caracterización de los tipos celulares implicados selectivos de cada 

órgano y su perfil de activación temporal no ha sido descifrado a la fecha.  

 

En el presente estudio se demostró que la estimulación de las células de la microglía 

con el lípido saturado ácido palmítico, induce la secreción de diversas citocinas pro-

inflamatorias (TNF-α, IL-1ȕ e IL-6). Lo anterior coincide con resultados aún no publicados 

por nuestro grupo de investigación empleando la línea celular de microglía SIM-A9 y 

concuerda con lo que se ha reportado anteriormente (Calegari VC et al, 2011; Graeber MB 

et al, 2011; Milanski M et al, 2009). Además, se demostró que a pesar de identificar la 

liberación de citocinas proinflamatorias durante la estimulación con lípidos o LPS, no fue 

posible evidenciar la activación de la proteína TBK1 en cultivo primario de células de la 

microglía. La única función reportada hasta la fecha de TBK1, en lo que respecta a respuesta 

inmune, ha sido su capacidad como mediador en la producción de interferón beta (INF-ȕ) y 

gamma (INF-Ȗ) en respuesta a infecciones virales, a través de TLR3 y TLR4 (Hemmi H et 

al, 2004; Abe T et al, 2014). Sumado a los resultados observados en el modelo animal y a la 

capacidad de dicha proteína para activar NF-κB (Pomerantz JL et al, 1999; Perry AK et al, 

2004; Abe T et al, 2014), es posible suponer que TBK1 podría estar involucrada en la 

producción de citocinas inflamatorias en presencia de concentraciones altas de SFA libres.   

 

El efecto en la liberación de citocinas pro-inflamatorias inducido por la estimulación 

de lípidos saturados en la microglía en cultivo y en la línea celular SIM-A9 se analizó en un 

modelo in vivo empleando ratas Wistar. Los resultados mostraron que la administración ICV 

de LPS o ácido palmítico por 5 días indujo decremento del 75% y 50% en la fosforilación de 

TBK1 en el ARC del hipotálamo, respectivamente. La región del ARC ha sido propuesta 

como uno de los principales sitios de neuroinflamación dados por microglía en un contexto 

lipotóxico (Calegari VC et al, 2011; Thaler JP et al, 2012; Maric T et al, 2014; Valdearcos 

M et al, 2014). Esta aparente contradicción en nuestros resultados puede deberse a la 

diversidad de mecanismos y tipos celulares que contiene un sistema in vivo respecto a uno in 

vitro y al tiempo de estimulación de ambos modelos. En este contexto, Knobloch J et al. 
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2016, demostraron que la estimulación de linfocitos T cooperadores tipo 1 (Th1) con LPS 

promueven la liberación de interleucina 2 (IL-2), y la activación subsecuente de macrófagos 

desencadenando una respuesta inmune de tipo celular (Romagnani S, 1999). Sin embargo, 

en el contexto de inducción de inflamación crónica, las células Th1 sufren un cambio en las 

vías de señalización, pasando de la vía MyD88/TRIF hacia la vía TRIF/IKKε/TBK1 y el 

decremento en la producción de IL-2 (Knobloch J et al, 2016). Además, durante la respuesta 

inflamatoria en nuestro modelo in vivo intervienen diversos tipos de celulares en donde 

probablemente también se encuentren células inmunes periféricas, tales como los linfocitos 

B y T con capacidad de infiltración al sistema nervioso central (Winer DA et al, 2011). Tal 

es el caso de los linfocitos T activados que pueden atravesar la barrera hematoencefálica e 

interactuar con la microglía (Engelhardt B & Ransohoff RM, 2005). De hecho, la activación 

de un proceso inflamatorio temprano inducido por la exposición a dieta alta en grasa durante 

dos semanas, fomenta efectos de activación inflamatoria a nivel del hipotálamo a tiempos 

prolongados de hasta 8 días (Thaler JP et al, 2012). Con ello, resulta pertinente formular la 

hipótesis de que la falta de correlación entre la liberación de citocinas y la activación de la 

vía TBK1 en nuestro modelo coincide con lo observado por el grupo de Knobloch J et al, 

2016, Proponiendo que la activación aguda temprana de TBK1 en la microglía de las ratas 

administradas con LPS y/o ácido palmítico, induce la secreción temprana de citocinas 

inflamatorias, sin embargo, la estimulación inflamatoria crónica de este sistema no se 

correlaciona con el incremento en la fosforilación de TBK1 en esta ventana de tiempo. 

 

Una de las hipótesis a probar en el presente trabajo fue determinar si la inducción de 

inflamación hipotalámica crónica alteraba los niveles plasmáticos de glucosa. En el modelo 

animal no se observó que la administración ICV de SFA o LPS indujera alteraciones en los 

niveles de glucosa periférica, y esto concuerda con el reportado por Calegari VC et al en 

2011, quienes demostraron que la administración ICV de ácido esteárico o TNF-α no 

modifica los niveles de glucosa en plasma. Sin embargo, los autores demuestran un 

decremento en la glucosa sanguínea al realizar un ensayo de tolerancia a la insulina en 

tiempos tempranos, hecho que solo fue observado en un punto de la curva (15 min) en nuestro 

modelo de estudio. Las razones de esta discrepancia pueden ser diversos; en primer lugar, al 

tratarse de ácidos grasos distintos, es posible tener un nivel de toxicidad diferente (Virtue S 

& Vidal-Puig A. 2008.) y, si bien, los tiempos de administración fueron iguales (5 días), el 

número de dosis (2 veces por día), así como la concentración de ácido graso (180 µM) fue 
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mayor en el estudio publicado. Sin embargo, a pesar de no observar alteraciones en la 

homeostasis de glucosa, nuestro protocolo pudo determinar la activación de inflamación 

evidenciado por la fosforilación del factor nuclear NF-κB en el ARC del hipotálamo, lo cual 

asemeja a lo reportado con anterioridad (Calegari VC et al, 2011). En cuanto a la activación 

de TBK1, nuestros datos reflejan que a pesar de evidenciar decremento en su activación 

inducido por la administración con LPS o ácido palmítico, los animales mostraron aumento 

del consumo de alimento sensible a la grelina en comparación al control. Con anterioridad, 

se ha sido reportado que la exposición a una dieta alta en grasas por 11 semanas en ratas 

Wistar presentan resistencia a la grelina (Naznin F et al, 2015); sin embargo, tiempos 

tempranos de hasta 3 semanas, conservan la sensibilidad a la acción de esta hormona (Briggs 

DI et al, 2014). Adicionalmente, también es posible que señales inflamatorias provenientes 

del colon o el efecto de anticuerpos específicos contra dicha hormona puedan mediar la 

resistencia a la grelina o potenciación del efecto orexigénico de la misma, respectivamente 

(Takagi K et al, 2013; Waise TM et al, 2015), siendo relevantes en el desarrollo de daño 

inflamatorio en el contexto de obesidad (Briggs DI et al, 2014; Naznin F et al, 2015; Ristic 

N et al, 2016). Finalmente, en diversos estudios se ha identificado propiedades anti-

inflamatorias a diversos neuropéptidos como la hormona estimulante de alfa melanocitos 

(MSH-α), el péptido intestinal vasoactivo (VIP), neuropéptido Y (NPY) (Colombo et al, 

2008; Gonzalez-Rey E & Delgado M, 2008; Ferreira R et al, 2011) e inclusive a la grelina, 

la cual induce el cambio a fenotipo anti-inflamatorio en la microglía (Siegl D et al, 2015; 

Carniglia L et al, 2017). Con todo lo anterior, la activación de la vía de señalización 

inflamatoria (NF-κB) en el hipotálamo y el incremento en la acción orexígena de la grelina 

de nuestros resultados suponemos que puede estar relacionado a uno de los siguientes tres 

mecanismos: 1) El periodo de inducción de inflamación intracerebral fue muy corto como 

para afectar la sensibilidad a la grelina. 2) La capacidad anti-inflamatoria de la hormona 

protege contra el estímulo inflamatorio impidiendo así el desarrollo de cualquier alteración 

en el cerebro y, por consiguiente, disrupciones en el metabolismo periférico, y 3) La 

activación del sistema inmune en el hipotálamo potencia la acción orexígena de la grelina. 

 

En resumen, los SFA, principalmente el ácido palmítico, inducen la secreción de citocinas 

inflamatorias, hecho que involucra la activación de TBK1 en tiempos inferiores a 5 días. Si 

esta proteína activa directa o indirectamente al factor nuclear NF-κB, o está involucrada en 

exposiciones más crónicas no está del todo claro. Un estímulo inflamatorio agudo que 
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involucra la activación de NF-κB y disminución de la fosforilación de TBK1 parece 

incrementar la sensibilidad de las neuronas del ARC hacia la acción orexígena de la grelina. 
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9. CONCLUSIONES 
 

1. La estimulación de células de la microglía con ácido palmítico promueve la 

secreción de las citocinas inflamatoriasIL-1ȕ, IL-6 y TNF-α 

2. La estimulación de estas citocinas, está correlacionada con el aumento en la 

fosforilación de TBK1 y NF-κB. 

3. La administración ICV de ácido palmítico por 5 días induce la activación de NF-

κB y promueve un mayor incremento en la ingesta de alimento sensible a la 

grelina.  

4. Con nuestros resultados proponemos a la proteína TBK1, como un nuevo 

mediador de neuroinflamación en el contexto de lipotoxicidad. 
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10. PERSPECTIVAS 
 
 
Se recomienda realizar experimentos posteriores donde se acorte el tiempo de administración 

del ácido palmítico con la finalidad de determinar su efecto sobre la activación de TBK1 y la 

sensibilidad a la insulina. 

 

Identificar si el efecto potenciador en la ingesta de alimento regulada por grelina observada, 

es debido a su acción directa en las neuronas del núcleo arqueado del hipotálamo o por su 

efecto antinflamatorio en las células de la microglía. 
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