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Identificacion de p-actina y del marcador de inflamacion NF-kB p65 en
higado, rifion y tejido adiposo de ratones con sindrome metabdlico
inducido, un estudio piloto.
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Resumen

Introduccién. El factor de transcripcion NF-kB ha sido implicado en el desarrollo de enfermedades
metabolicas debido a su papel en la regulacion de las respuestas inflamatorias. Se ha estudiado en relacion
con estas enfermedades y ha abierto nuevas perspectivas para enfoques terapéuticos en su tratamiento.
Ademas, también se menciona el uso de plantas en la investigacion para desarrollar nuevas estrategias de
tratamiento para estos trastornos metabdlicos.

Amphipterygium adstringens, conocido popularmente como cuachalalate, palo de rosa, cuachalala, maxiteran
y volador, es un arbol endémico de México que se encuentra en varios estados de la republica y ha
despertado gran interés cientifico debido a las diversas propiedades farmacoldgicas que se le atribuyen, como
ser anticancerigeno, antiinflamatorio, gastroprotector, antimicrobiano y cicatrizante.

Objetivo. El objetivo de este trabajo fue estandarizar un método para la deteccion molecular por Western Blot
de la subunidad p65 de NFkB en tejido adiposo, rifion e higado proveniente de ratones usados como modelo
de sindrome metabdlico.

Materiales y métodos. Los tejidos de higado, rifién y tejido adiposo provenientes de ratones tratados con un
extracto de Amphipterygium adstringens y una dieta rica en grasa durante 14 semanas, se sometieron a la
homogenizacion (lisis) para extraer y cuantificar las proteinas. SDS-PAGE, electrotransferencia y Western
Blot se usaron para la deteccién molecular por anticuerpos dirigido a p65 y B-actina.

Resultados. En este estudio, se obtuvieron con éxito y buen rendimiento y de forma integra las proteinas
extraidas de los tejidos de higado, rifidn y tejido adiposo. Las muestras proteicas de tejidos fueron transferidas
a membranas donde se detecté sefial de la expresion de B-actina en los tres tejidos con las concentraciones
de anticuerpos de 1:6000 y 1:1000. Mientras que la subunidad p65 fue Unicamente detectada en tejido de
higado usando la concentracién de anticuerpo a 1:500.

Conclusién. Mediante la extraccion de proteinas de tejido adiposo, higado y rifién, se establecio las
condiciones iniciales de concentracién de proteinas y anticuerpos para detectar 3-actina, p65 y otros futuros
marcadores.

Palabras clave: Sindrome metabdlico; Amphipterygium Astringens; Western Blot; p65; B-actina; NF-kB

Introduccion

El sindrome metabdlico es un conjunto de alteraciones metabdlicas que son pauta de causar el desarrollo de
una enfermedad cardiovascular, diabetes, aterosclerosis y otros problemas de salud graves [1]. La principal
causa de un trastorno metabdlico es el peso de las personas por el alto consumo de alimentos ricos en grasa
y azucar, provocando que las células adiposas que se acumulan aumentan las concentraciones de sustancias
quimicas denominadas acidos grasos libres, que a su vez, aumentan las concentraciones de otras sustancias
quimicas y hormonas que causan un mal deterioro de concentracion de azucar en la sangre, ocasionando
que el cuerpo no tolere la insulina (hormona encargada de la absorcidon de azicar en el cuerpo) [2]. Ahora se
reconoce ampliamente que la inflamacién crénica de bajo grado juega un papel clave en el inicio, propagacion
y desarrollo de enfermedades metabdlicas. De acuerdo con el papel central en la coordinacién de las
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respuestas inflamatorias, numerosos estudios recientes han implicado al factor de transcripcidon nuclear de la
region kappa de las células B (NF-kB) en el desarrollo de tales enfermedades, estableciendo la inflamacion
como un factor critico en su etiologia [3].

ElI NF-kB desempefia un papel importante antes respuestas celulares a cambios ambientales. Es un regulador
de expresion del gen de la cadena ligera kappa de los linfocitos B y modula la transcripcion de varias citocinas
y proteinas relacionadas a la inflamacion y al estrés oxidativo que pueden ser activados por los acidos grasos
libres, hiperglicemia e hiperinsulinemia [5]. La forma activa del NF-kB la constituye un heterodimero, que
generalmente se compone de dos subunidades proteicas denominadas p65 y p50, estas se encuentran
unidas por el inhibidor kB (IkB), impidiendo que se transloque al nucleo celular. Cuando la célula recibe una
estimulacion, ciertas quinasas especificas llevan a cabo la fosforilacion del kB, lo que provoca una
degradacion de esta proteina mediante los proteosomas [5]. Como resultado, las proteinas p65 y p50 pueden
ingresar al nucleo de la célula, donde se unen a secuencias especificas en las regiones promotoras de los
genes objetivos. Como parte de la via de sefializacion de NF-kB, la p65 suele estar involucrada en la
respuesta inflamatoria del cuerpo [4].

En personas con obesidad, el tejido adiposo presenta una mayor infiliracion de macréfagos en comparacion
con individuos de peso normal, que son atraidos por la liberacién de citocinas proinflamatorias (adipocinas)
[5]. También los adipocitos pueden producir factores de complemento, enzimas, factores de desarrollo y
hormonas que contribuyen a un estrés oxidativo con niveles elevados de especies reactivas de oxigeno, lo
que se ha vinculado con la resistencia a la insulina y al desarrollo diabetes mellitus. Por su parte, el NF-kB
también esta involucrado en una amplia variedad de respuestas inflamatorias y apoptosis celular, por lo tanto,
el estrés oxidativo generado por el sindrome metabdlico contribuye a mantener el ambiente inflamatorio,
activando casi todo el tiempo a NF-kB, lo que estimula la expresion de genes que codifican proteinas y
moléculas involucradas en los procesos inflamatorios [5-6].

En el caso del higado, al aumentar el suministro de acidos grasos libres al higado (AGL), actian como sefiales
para activar el factor de transcripcion PPAR-a (Receptores activados por proliferadores peroxisémicos), lo
que conduce a un incremento en la oxidacion de acidos grasos en diferentes compartimentos celulares como
la mitocondria, microsomas y peroxisomas. Durante este proceso, los productos de la oxidacién de los AGL
(como peréxido de hidrégeno, superdxido y peréxidos lipidicos) generan peroxidacion lipidica y causan estrés
bioldgico (tales como un exceso de lipidos, falta de oxigeno o niveles elevados de insulina), causando que el
reticulo endoplasmico desencadene una serie de efectos negativos en el organismo como la resistencia a la
insulina, proceso de apoptosis mediado por la proteina caspasa 4, inflamacion regulada por NF-kB vy
alteraciones en el funcionamiento de las mitocondrias [5-6].

En el rifidn, la activacion de NF-kB estimula la produccion de diversas citocinas generadoras de inflamacion
como lo son la interleucina-6 (IL-6) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), entre otras. Las cuales
promueven la migracion de células inflamatorias como macréfagos y linfocitos hacia el tejido renal
ocasionando una afeccién en las funciones renales de las células epiteliales del rifion que son esenciales
para la reabsorcion de nutrientes y la eliminacion de productos de desecho lo que conlleva a la perdida de
funcion renal y aparicion de enfermedades crénicas renales [7].

Por esta razén, NF-kB se utilizé en este trabajo como marcador para identificar la actividad de inflamacion
presentes en algunos tejidos por medio de su expresion, y con ello poder evaluar posibles alteraciones de la
regulacion de inflamacioén por el efecto de nuevos tratamientos terapéuticos proveniente de plantas.

Amphipterygium adstringens (Schltdl.) es un arbol endémico que se encuentra en Meéxico, conocido
popularmente por los nombres de cuachalalate, palo de rosa, cuachalala, maxiteran y volador [8]. Este arbol
se encuentra en el Pacifico, en los Estados de Sinaloa, Nayarit, Jalisco, Colima, Michoacan, Morelos,
Guerrero, Oaxaca y Chiapas. La altura de este arbol varia entre 6-10 cm, tiene un tallo curvo y sus hojas son
gruesas. La capa mas externa inicia con la periderma, una fina y lisa cubierta de color gris oscuro adornada
con multiples lenticelas, hablando sobre la corteza interna es de tonalidad rosada, que desprende una resina
blanca y cremosa de aroma fuerte y agrio [9]. La parte que se utiliza del arbol es la corteza del tallo para tratar
las diferentes enfermedades [9]. Dentro de los ultimos afios ha sido de interés cientifico por las diferentes
propiedades farmacologicas que se le han atribuido como: anticancerigeno, antiinflamatorias,
gastroprotectoras, antimicrobianas y cicatrizantes [10-11].

Actualmente no existen estudios que prueben que esta planta tenga un efecto sobre control del peso y que
pueda alterar la expresién del marcador de inflamacién p65-NFkB con la cual se esta siendo monitoreada.
Por ello, el objetivo de este estudio fue estandarizar un método para la detecciéon molecular por Western Blot
de la subunidad p65 de NF-kB en tejido adiposo, rifién e higado proveniente de la cepa de ratones C57BL/6J,
usados como modelo de sindrome metabadlico.
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Materiales y métodos

Animales: Se trabajé con ratones macho de la cepa C57BL/6J (cepa susceptible a desarrollar sindrome
metabolico) alimentados con una dieta alta en grasas al 60% kCal (HFD: High-Fat Diet; research diets
#D12492) para inducir obesidad y comorbilidades. Durante sus primeras 12 semanas de vida tuvieron una
dieta normal (nutricubos y agua a voluntad) y las 14 semanas siguientes fueron alimentados con la dieta alta
en grasas, hasta ser sacrificados a las 26 semanas de edad. En esas 14 semanas de la dieta rica en grasa,
tres grupos de ratones fueron tratados con los extractos de cuachalalate con las dosis de 10, 50 y 100 mg/kg.
El protocolo de este proyecto fue revisado y aprobado por el Comité de ética en la investigacion del Instituto
de Neurobiologia de la Universidad Auténoma de México (Proyecto 132.A).

Homogenizacion de tejidos: Los tejidos de higado, rifién y tejido adiposo se extrajeron de ratones alimentados
con dieta normal (DN), dieta rica en grasa (DG) sin tratamiento y administrados por via oral con 10, 50 y 100
mg/kg del extracto de cuachalalate. Los tejidos se guardaron a -80°C para su uso posterior. Los tejidos
obtenidos fueron descongelados y pesados para la adicion de solucion de lisis RIPA
(Radioimmunoprecipitation Assay) que contiene: 25 mm de Tris pH 7.4, 150 mM de NaCl, 1mM de EDTA, 1%
(v/v) de NP-40 y 0.5 % (p/v) de Deoxicolato de sodio, suplementado con inhibidor de proteasas. Por cada 50
mg de tejido adiposo se adiciond 300 ul de solucién de lisis; para 10 mg de tejido de higado se le adiciond 10
gl de solucion lisis y para 10 mg de tejido de rifion se adiciond 20 ul de solucién de lisis. Los tejidos con
solucion se traspasaron a tubos con perlas de ceramica de circonio (3mm) para proceder con la
homogenizacion (rompimiento celular) con 3 ciclos de 45 segundos/3700 rpm con descansos de 1 minuto en
hielo para evitar el calentamiento. Los homogenizados se centrifugaron a 12500 rpm por 15 min y se obtuvo
la fase del sobrenadante, descartando el pellet y la fase lipidica formada.

Cuantificacion de proteinas por Bradford: Se prepararon diferentes concentraciones conocidas de proteina
(0-1.5 mg/kg). La proteina utilizada del método para la preparacion de la curva fue la albumina de suero
bovino (BSA). Las muestras obtenidas de tejido se diluyeron 1:1 en PBS 1x a un volumen final de 10 uL.
Todas las muestras se hicieron por duplicado y por cada 10 pl de muestra se agregé 190 pl del reactivo de
ensayo Pierce™ Coomassie Plus (Bradford). Las lecturas de absorbancia se midieron por espectrofotometria
a una longitud de onda de 630 nm en el lector de microplacas Chromate. Se obtuvo una curva patrén de BSA
y un coeficiente de determinacion (R?) para determinar las concentraciones de las muestras. El rendimiento
de proteina total obtenida por cada mg de tejido se calculé multiplicando la concentracion de la muestra (ug/pl)
por el volumen de homogenizado obtenido (ul) entre el peso del tejido (mg) que fue homogenizado.

SDS-PAGE vy electotransferencia: Se prepararon geles de poliacrilamida al 10% y se cargaron 20 pg de
proteina en cada pozo (carril). Seguido se corrid la electroforesis a 110 V por 2 horas en condiciones
desnaturalizantes con SDS (dodecilsulfato soédico). Una vez terminada la electroforesis, las proteinas
separadas y presentes en el gel de poliacrilamida fueron transferidas por electroforesis (20V/1h) a
membranas de PVDF (Fluoruro de polivinilideno) con poro de 0.20 pm, utilizando el Médulo Mini Blot
(Thermofisher). Una vez terminada la electrotransferencia, se tifieron las proteinas de las membranas con
rojo de Ponceau para confirmar la transferencia de proteinas.

Western Blot: Las membranas transferidas, se bloquearon con la solucién iBindFlex (Invitrogen) para luego
proceder a la incubaciéon con anticuerpos en el sistema de Western Blot iBind™ Flex Western Device
(Invitrogen), siguiendo las instrucciones del equipo. Se usaron anticuerpos para detectar B-Actina a
concentraciones de 1:10000, 1:6000 y 1:1000; mientras que para detectar p65 se incubaron con los
anticuerpos anti-p65 a concentraciones de 1:5000, 1:3000 y 1:500. Para el anticuerpo secundario anti-IgG se
uso una dilucion de 1:20000. Los anticuerpos primarios y secundarios se diluyeron en la solucién iBind™ Flex
(invitrogen). Se dejo incubar toda la noche y al dia siguiente se retiraron las membranas y fueron lavadas en
solucion PBS 1x y posteriormente se adicionaron superficialmente los reactivos de luminol y peroxido
(Sustrato para inmunotransferencia de ECL Pierce™) para revelar la membrana. La visualizacion se hizo en
el equipo ChemiDoc™ Touch Imaging System (Biorad) con un tiempo de exposicion de 10 minutos.

Remocién de anticuerpos y reusé de membranas: Para probar las diferentes concentraciones de anticuerpos
sobre las mismas membranas, fueron sometidas por 20 minutos con una solucion amortiguadora (1.5 % (p/v)
de dlicina, 1% (p/v) de tween-20 a pH 2.6) que favorece el desprendimiento de los anticuerpos. Las
membranas fueron lavadas tres veces por 10 minutos con soluciéon PBS 1x a pH 7.5, y quedaron listas para
ser reusadas y seguir el protocolo de Western Blot mencionado anteriormente.
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Obtencion y cuantificacion de proteinas de higado, rifnion y tejido adiposo.

Para extraer las proteinas requeridas para este estudio, como primer paso, se llevo a cabo el rompimiento de
los tejidos de higado, rifién y tejido adiposo. La lisis celular y la solubilizacién de proteinas son fundamentales
para la identificacion de marcadores moleculares. Después de la centrifugacion del homogenizado, se
observé una capa lipidica muy densa formada en la superficie en los tres tejidos, sobre todo en el tejido
adiposo y de rifion (Figura 1a-c). También se observé un color rojizo obtenido en el higado (figura 1a) y una
fraccion insoluble (pellet) al fondo del tubo en cada uno de los tejidos. Tanto la fase lipidica y el pellet se
descartaron y solo se recuper6 el sobrenadante para proceder a la cuantificacion de proteinas.

c)

Capa

Capa
lipidica

lipidica
Capa
Pellet lipidica
Pellet

Figura 1. Extracciones obtenidas de la homogenizacion de a) higado, b) rifidn y c) tejido adiposo. Las flechas denotan las fases
obtenidas después de la centrifugacion del lisado del tejido.

Para determinar la concentracion de proteinas totales de las muestras obtenidas de la homogenizacién, los
resultados de absorbancia se interpolaron a una curva de calibracién construida con albumina sérica bovina
(BSA) con concentraciones de 0-1.5 mg/ml obteniendo un coeficiente de determinacion (R?) del 95%, lo cual
nos permitié cuantificar con mejor exactitud la cantidad de proteina obtenida de los tejidos (figura 2). A partir
de la curva BSA se obtuvieron los datos mostrados en la tabla 1, donde se obtuvo una concentracién desde
2.44 hasta 9.22 pg/ul y con rendimientos obtenidos desde 15 hasta 99 ug de proteina por cada miligramo de
tejido, donde se obtuvo mejor rendimiento principalmente el tejido de higado y rifién.
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Figura 2. Curva estandar de BSA (Bovine Serum Albumin) con concentraciones de 0-1.5 mg/kg, para determinar la cantidad
de proteinas presentes en las muestras de tejido adiposo, higado y rifidn. Las absorbancias fueron medidas a una longitud de
onda de 630 nm. En la grafica se muestra la ecuacion y coeficiente de determinacion (R?) obtenida.
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Tabla 1. Resultados obtenidos del rendimiento de proteinas totales obtenidas por la homogenizacién de los tejidos higado,
rindn y tejido adiposo.
Tratamiento | Pe3098) | Tipg g tajido | Posodel | Homogenizado cde:,s;;%° " | Rendimiento proteina
DG+100 mg/kg 31 Rifion 29.4 600 2.44 49.80
DG+50 mg/kg 32 Rifion 33.3 600 3.70 66.67
DG+10 mg/kg 31 Rifion 321 600 5.18 96.82
DG 34 Rifion 311 600 2.34 45.14
DN 29 Rifion 36.0 600 5.96 99.33
DG+100 mg/kg 31 Higado 75.6 700 4.40 40.74
DG+50 mg/kg 32 Higado 80.5 700 8.10 70.43
DG+10 mg/kg 33 Higado 84.0 700 7.85 65.42
DG 34 Higado 73.0 700 7.99 76.62
DN 26 Higado 71.8 700 9.27 90.38
DG+100 mg/kg 31 Tejido adiposo 76.5 359 3.46 16.24
DG+50 mg/kg 32 Tejido adiposo 47.6 186 5.18 20.24
DG+10 mg/kg 31 Tejido adiposo 2249 1149 5.56 28.41
DG 34 Tejido adiposo 178.70 872 3.1 15.18
DN 29 Tejido adiposo 126.1 657 6.64 34.60

DG, Dieta rica en grasa; DN, Dieta normal; *peso de los ratones antes de ser sacrificado.

Deteccion de f-actina y p65 en higado, rifion y tejido adiposo.

Las muestras provenientes de la homogenizacién de tejidos se sometieron a electroforesis de SDS-PAGE.
Una vez terminada la electroforesis, las proteinas se transfirieron por electrotransferencia a membranas
absorbentes de PVDF y tefiidas con rojo de Ponceau, como se muestra en la figura 3 a, b y ¢ (panel superior),
donde en el carril 1 se muestra el marcador de Peso molecular (PM), carril 2 muestra la electroforesis del
extracto proteico de los tejidos provenientes de los ratones que solamente se sometieron a una dieta normal
(DN), carril 3 corresponde al extracto de tejido de ratones que llevaron una dieta rica en grasa (DG), mientras
que en carril 4, 5y 6 corresponden a la separacion de proteinas provenientes de ratones que también llevaron
una dieta rica en grasa y ademas tratados con las dosis 10, 50 y 100 mg/kg de cuachalalate. Las membranas
tefiidas con rojo de Ponceau demostraron que las extracciones proteicas de los tejidos estan integras y no
presentan degradacion.

Las membranas reveladas mostraron sefial como resultado de la incubacién con los anticuerpos. Como se
muestra en la figura 3a (paneles inferiores), a una concentracion de 1:6000 de anticuerpo para B-actina, se
detectd una sefial en la membrana con las muestras provenientes de higado con un peso molecular
aproximado de 43 kDa que corresponde a B-actina, pero solo se logré visualizar en los carriles DN y DG,
mientras que a una concentracion de 1:1000 se logré detectar sefial en todos los carriles. Cabe mencionar
que usando la concentracion 1:10000 del anticuerpo contra B-actina, no se logré visualizar sefial en el
revelado. Para el caso de la deteccién de p65 (subunidad de NF-kB no fosforilado), usando la concentracion
de anticuerpo a 1:500, se logré observar una sefial a ~70 kDa que corresponde al peso molecular esperado
de p65 (figura 3a, panel inferior de p65). Caso contrario, ni una sefial fue visualizada usando concentraciones
de anticuerpo de 1:5000 y 1:3000.

Para el revelado de la membrana con proteinas provenientes del rifion mostrados en la figura 3b (paneles
inferiores), se logro visualizar una sefial a ~43 kDa con las concentraciones de anticuerpo para 3-actina de
1:6000 y 1:1000. Ni una sefial fue detectada a concentracion de 1:10000. En el caso de la deteccion de p65
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de NF-kB, tampoco se pudo detectar sefial en el revelado a concentraciones de anticuerpo de 1:6000, 1:3000
y 1:500.

La membrana con las proteinas de tejido adiposo mostrada en la figura 3c (parte inferior) tuvo resultados
similares al western blot de rifion, donde solo se visualiz6 sefial con un peso de ~43 kDa en todos los carriles,
a concentraciones de anticuerpo para f3-actina de 1:6000 y 1:1000. Caso contrario con la concentracion
anticuerpo de 1:10000 no se visualizé sefial en el revelado. Para la a deteccion de p65 de NF-kB tampoco se
obtuvo éxito en la deteccion usando concentraciones de anticuerpos 1:6000, 1:3000 y 1:500.

a) b) c)

Cuachalalate (mg/kg) Cuachalalate (mphg)

PM (kDa) ON DG 10 50 100 PM(Da) ON 0G 10 % 100

£ s 8 2

Cuachalalate (mghg)

ON DG 10 50 100 SO
oN  0G 10 % 100

B racting wp
1:6000
43400

Cuachalalate (mg/kg)
100 _ON DG 10 50 100 .oy DN DG 10 50 o0  Fcte  ON_DG__i0_ S0 100

B-actin

B-actin

oo v o >

Cuachalalate (moikg)
DN DG 10 50 100

pES 1:500

Figura 3. Resultados obtenidos de la electrotransferencia y Western Blot. En los incisos a, b y ¢ se observan las muestras
cargadas proveniente de higado, rifidn y tejido adiposo, respectivamente. En la parte superior se muestra la membrana con
las proteinas transferidas y tefiidas con rojo de Ponceau de cada uno de los tejidos. Las muestras provienen de ratones acorde
a la dieta que siguieron: DN, dieta normal; DG, dieta rica en grasa y que ademas fueron tratadas con las tres dosis empleadas
de cuachalalate (10, 50 y 100 mg/kg). En la parte inferior se muestra el revelado de las membranas por Western Blot y se
denotan los anticuerpos y las concentraciones usadas.

Discusion

El primer paso para poder cuantificar las proteinas extraidas de las células es el rompimiento celular, el cual
se puede realizar por medio de un método mecanico (homogenizacién, sonicacion, ciclos de congelado-
descongelado y uso de presiones altas). Durante el rompimiento de la membrana celular, es fundamental que
la solucién de lisis sea suplementada con compuestos quimicos que pueda inhibir a las enzimas proteasas,
esto para poder mantener la integridad de las proteinas y evitar una degradacion total de ellas, obteniendo
asi una solucién con extractos proteicos y diferentes compuestos quimicos (metabolitos, biomoléculas,
fragmentos celulares, entre otros) [12].

Durante la realizaciéon de este trabajo, se utilizé el homogeneizador automatico usando perlas de circonio
para triturar el tejido, sometiéndolo a altas presiones con la finalidad de llevar a cabo el rompimiento celular,
cuidando evitar dafiar los componentes celulares por la generacién de calor provocado por la fuerza
mecanica, que con éxito se pudo extraer proteinas de manera integra [12].

El siguiente paso fue la cuantificacion de proteinas de estos tejidos homogenizados por el método de
Bradford, que como principio, detecta por interacciéon los grupos amino y carboxilo presentes en los
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aminoacidos, ya que se unen dichas proteinas a un colorante azul denominado Coomassie Brilliant Blue G-
250, ocasionando un cambio de coloracién que puede ser cuantificado por medio de un espectrofotometro a
una longitud de onda de 595 nm, permitiendo asi determinar la concentracién de proteinas en la muestra. El
uso de este método fue tomando en cuenta su sensibilidad, facilidad de uso y rapidez, lo que lo convirtié en
una herramienta eficiente para calcular la cantidad de proteina extraida y su rendimiento obtenido de las
muestras tanto de higado, rifidn y tejido adiposo [13].

Una vez que se obtuvo el sobrenadante del homogenizado de las muestras y conocida su concentracion, se
realizé la separacion de proteinas en funcion de su masa molecular por electroforesis en gel de poliacrilamida
con dodecilsulfato sodico (SDS-PAGE), que les confiere una carga negativa neta a las proteinas,
separandose y volviéndose proteinas mas lineales por la desnaturalizacion. La velocidad y la resolucién de
la separacion de las proteinas unidas al SDS a través del gel depende principalmente de su tamario,
permitiendo estimar el peso molecular al compararlo con marcadores de pesos moleculares conocidas [15].
Las moléculas mas pequeinas se moveran mas rapidamente y las mas grandes quedaran cerca del lugar de
partido en el gel [16].

Durante el proceso de homogenizacion y cuantificacion de proteinas, se obtuvo con éxito la obtencion de los
extractos proteicos con buenos rendimientos (de 16 hasta 99 ug por cada mg de tejido) de cada uno de los
tejidos, donde notablemente se observé en cada uno de los extractos una formacion de capa lipidica que
hace coherencia al exceso de grasa que consumieron en sus dietas los ratones durante 14 semanas.

Para continuar con la deteccion especifica de B-actina y p65 a partir de las muestras de tejido, se llevé a cabo
la inmunotransferencia de proteinas o mejor conocida como Western Blot. Esta técnica se basa en la
separacion de proteinas acorde a su carga y el peso molecular en geles de poliacrilamida como fue
mencionado anteriormente, asi como la transferencia a una membrana sdlida en la cual un anticuerpo
identificara la proteina de interés. Como se ha mencionado en la introduccién de este trabajo, los reportes
indican que, en situaciones de inflamacion provocadas por obesidad, la expresién del p65 se ve aumentada,
y por ese motivo, se decidid estandarizar la deteccion molecular de p65, y como control de carga (3-actina por
la técnica Western Blot, con el uso anticuerpos especificos, que nos proporciond informacion relevante sobre
la presencia de estos marcadores en los tejidos evaluados en este trabajo, asi como las condiciones
metodolégicas para poder detectar en futuro otros marcados en estos tejidos provenientes de ratones con
sindrome metabdlico inducido [17].

Debido a que B-actina es una proteina de expresion constitutiva y abundante en las células y tejidos, se usé
como control de carga en este estudio [19]. B-actina fue detectada facilmente en los tres tejidos evaluados
(higado, rifién y tejido adiposo), a concentraciones de anticuerpos usados de 1:6000 y 1:1000, mejorando su
visualizacion con la concentracion de 1:1000. Sin embargo, para p65 solo fue detectado en tejido de higado,
y no en los tejidos de rifion y adiposo. Esto puede deberse a que los niveles de expresion p65 en estos tejidos
sean menores que en higado, por lo tanto, se sugiere aumentar la cantidad de proteina y anticuerpo para
lograr detectar p65 en estos tejidos.

Cabe mencionar que, en las membranas tefiidas con rojo, pareciera a simple vista que no hay diferencias en
las cantidades de proteinas cargadas y transferidas, sin embargo, durante el Western Blot se pudo detectar
variaciones de sefiales (unas bandas mas intensas que otras). Las variaciones de intensidad de sefal vistas
en los carriles del western blot para p65 (en higado) y principalmente para B-actina, no se debe a diferencias
de niveles de expresién causadas por los tratamientos como se esperaba, si no que las diferencias pudieron
haber sido por errores en las lecturas reales de absorbancias durante cuantificacion de proteinas, debido a
que la solucién de lisis RIPA contiene Tris y detergentes como NP-40 que reaccionan con el reactivo Bradford
y cambian de color por si solos, causando fondo en la lectura de absorbancia real y por lo tanto alterando la
cantidad que realmente fue cargada en los geles de poliacrilamida, esto quiere decir que se pudo haber
cargado mas o menos cantidad de proteina que la cantidad de 20 ug tedricos calculados con la curva de BSA
[18]. Se sugiere que, en futuro, la homogenizacidon de muestras sea con una solucién que no interfiera con el
método de Bradford o cambiar el método de cuantificacion de proteinas por otro que no interfiera con los
componentes de la solucién de lisis, como es el método de BCA (acido bicinconinico)

Este estudio piloto, nos permitié establecer las primeras condiciones extraccion proteica durante la
homogenizacion (lisis), la cuantificacion y las concentraciones de anticuerpos para el western blot. Las
tinciones con rojo de Ponceau y la deteccién de B-actina, demostraron que las extracciones proteicas fueron
integras y no presentaron degradacion en las muestras. Sin embargo, es importante resolver el problema de
la cuantificacion de proteinas por el fondo de lectura de absorbancias causados por la solucion de lisis que
altera las cantidades reales de proteinas. También se sugiere seguir probando relaciones estequiométricas
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de cantidad de proteina y concentracién de anticuerpos para lograr identificar a p65 y otros marcadores de
interés por western blot.

Conclusion

En este trabajo se pudo con éxito extraer proteina de tejido adiposo, higado y riiidn, y ademas se
establecieron las condiciones preliminares de concentracion de proteinas y anticuerpos para la deteccion de
B-actina y p65. Se sugiere que, en futuros experimentos, se siga estandarizando el método de cuantificacion
de proteinas, la cantidad de proteina y anticuerpo para mejorar la deteccion de p65 y otros marcadores de
inflamacién involucrados en el sindrome metabdlico.
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