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Resumen 

La disfunción endotelial inducida por lipotoxicidad es un factor clave en la progresión 

de enfermedades cardiovasculares asociadas con obesidad y síndrome metabólico. 

En este estudio se evaluó el efecto del β-hidroxibutirato (BHB) sobre células 

endoteliales expuestas a ácido palmítico (AP, 200 µM), un modelo in vitro de daño 

endotelial. 

El tratamiento con AP indujo una disminución significativa en la viabilidad celular, 

acumulación intracelular de lípidos, incremento en la expresión de citocinas 

proinflamatorias (IL-1β, IL-18, TNF-α, IL-6), aumento de NOX4 y NOS2, y reducción 

de NOS3 y óxido nítrico (NO), manifestando un fenotipo disfuncional. 

La coadministración de BHB (1, 2.5 y 5 mM) atenuó estos efectos de manera 

concentración-dependiente. BHB promovió la recuperación parcial de la viabilidad 

celular, disminuyó la acumulación lipídica, restauró la expresión de NOS3 y la 

producción de NO, y redujo la expresión de ICAM-1 y VCAM-1. Aunque se observó 

un aumento en NOX4 con BHB a concentraciones altas, podría representar una 

respuesta adaptativa. La expresión constante de PECAM-1 confirmó la identidad 

endotelial. 

Estos hallazgos indican que el BHB modula los efectos adversos del AP sobre el 

endotelio, regulando procesos clave como inflamación, metabolismo lipídico, estrés 

oxidativo y función endotelial, y sugiere su potencial como agente terapéutico en 

contextos de daño vascular inducido por exceso de lípidos. 

 

Palabras clave 

Disfunción endotelial; ácido palmítico; β-hidroxibutirato; inflamación; estrés 

oxidativo; óxido nítrico; células endoteliales; síndrome metabólico. 
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Abstract 

Endothelial dysfunction induced by lipotoxicity plays a critical role in the progression 

of cardiovascular diseases associated with obesity and metabolic syndrome. This 

study aimed to investigate the effect of β-hydroxybutyrate (BHB) on endothelial cells 

exposed to palmitic acid (PA, 200 µM), an in vitro model of lipotoxic endothelial 

injury. 

PA treatment led to a significant reduction in cell viability, increased intracellular lipid 

accumulation, elevated expression of proinflammatory cytokines (IL-1β, IL-18, TNF-

α, IL-6), and upregulation of NOX4 and NOS2, accompanied by decreased NOS3 

expression and nitric oxide (NO) production, indicating a dysfunctional endothelial 

phenotype. 

Co-treatment with BHB (1, 2.5, and 5 mM) attenuated these effects in a 

concentration-dependent manner. BHB partially restored cell viability, reduced lipid 

accumulation, reestablished NOS3 expression and NO production, and 

downregulated ICAM-1 and VCAM-1 expression. Although NOX4 levels increased 

at higher BHB concentrations, this may reflect an adaptive response rather than 

additional oxidative stress. Sustained expression of PECAM-1 confirmed endothelial 

identity under all conditions. 

These findings suggest that BHB modulates the deleterious effects of PA on 

endothelial cells by regulating key processes such as inflammation, lipid metabolism, 

oxidative stress, and endothelial function. BHB emerges as a potential therapeutic 

agent for vascular alterations linked to lipid overload, as seen in obesity and 

metabolic syndrome. 

Keywords 

Endothelial dysfunction; palmitic acid; β-hydroxybutyrate; inflammation; oxidative 

stress; nitric oxide; endothelial cells; metabolic syndrome. 
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Introducción 

Las dislipidemias son trastornos metabólicos caracterizados por niveles anormales 

de lípidos en la sangre, tales como colesterol, triglicéridos y lipoproteínas (1). Estos 

trastornos son factores de riesgo importantes para el desarrollo de enfermedades 

cardiovasculares, como la disfunción endotelial y la aterosclerosis, estrechamente 

relacionados con el estilo de vida moderno, incluyendo dietas ricas en grasas 

saturadas, falta de actividad física y otras condiciones como la obesidad y la 

diabetes tipo 2. Dado su impacto en la salud pública global, el tratamiento de las 

dislipidemias se ha convertido en una prioridad dentro de la medicina preventiva y 

cardiovascular (2).  

A lo largo de los años, diversos enfoques terapéuticos, como cambios en el estilo 

de vida y el uso de fármacos, han sido implementados para manejar y reducir los 

riesgos asociados con estos trastornos. A continuación, se presentan los 

antecedentes relacionados con un enfoque particular en el impacto del ácido 

palmítico sobre la función endotelial y el potencial terapéutico del beta-

hidroxibutirato (BHB) como tratamiento para contrarrestar estos efectos.  
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Problemática  

La disfunción endotelial es un evento temprano y determinante en el desarrollo de 

enfermedades cardiovasculares, especialmente en contextos metabólicos como la 

obesidad y la resistencia a la insulina, donde se promueve un entorno caracterizado 

por estrés oxidativo, inflamación crónica y acumulación de lípidos. Entre los factores 

que contribuyen a este estado patológico se encuentra el ácido palmítico (AP), un 

ácido graso saturado cuya exposición se ha asociado con daño estructural y 

funcional en células endoteliales, afectando su viabilidad y capacidad de mantener 

la homeostasis vascular. 

Ante esta problemática, se ha propuesto el β-hidroxibutirato (BHB), un cuerpo 

cetónico endógeno, como posible agente modulador con propiedades antioxidantes 

y antiinflamatorias. No obstante, la evidencia científica actual es contradictoria: 

mientras algunos estudios sugieren que el BHB mejora la función endotelial y reduce 

el daño inducido por lípidos, otros reportan efectos neutros o incluso perjudiciales, 

lo que genera incertidumbre sobre su verdadero papel en el contexto de 

enfermedades cardiovasculares. 

Esta falta de investigación limita el desarrollo de estrategias terapéuticas basadas 

en BHB y evidencia la necesidad de realizar investigaciones que aclaren sus efectos 

en modelos celulares de disfunción endotelial inducida por lípidos.  
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Justificación. 

Este estudio utilizó ácido palmítico (AP) para inducir daño en las células 

endoteliales, con el fin de evaluar el potencial terapéutico del β-hidroxibutirato (BHB) 

frente al estrés oxidativo y la inflamación inducidos por el AP. El BHB es un cuerpo 

cetónico producido de manera natural durante la cetosis y se ha propuesto que 

posee propiedades antioxidantes y antiinflamatorias que podrían contrarrestar el 

daño por el AP (8). Sin embargo, existe controversia respecto a su papel en 

enfermedades cardiovasculares, ya que algunos estudios sugieren efectos 

beneficiosos sobre la función endotelial, mientras que otros han reportado hallazgos 

contradictorios. Por ello, resulta relevante investigar su efecto en este contexto 

experimental. 

Este enfoque terapéutico, basado en el uso de BHB para mitigar los efectos de la 

disfunción endotelial, está respaldado por investigaciones que exploran sus 

propiedades beneficiosas en el contexto de enfermedades cardiovasculares, 

especialmente aquellas relacionadas con la obesidad y la resistencia a la insulina. 

La presente investigación se fundamenta en la necesidad de investigar a fondo los 

mecanismos mediante los cuales el BHB podría mejorar la salud vascular y prevenir 

la progresión de enfermedades metabólicas y cardiovasculares asociadas a la 

obesidad. 

 

 

 

 

 

 



Introducción 

6 

Antecedentes. 

Los antecedentes de este estudio se centran en la revisión de investigaciones 

previas sobre la disfunción endotelial, siendo uno de los primeros eventos en el 

desarrollo de enfermedades cardiovasculares. Esta condición está fuertemente 

asociada con factores metabólicos como la obesidad y la resistencia a la insulina, 

lo que contribuye al desarrollo de enfermedades cardiovasculares, como la 

aterosclerosis, hipertensión y enfermedades coronarias (1)(2). 

Estudios previos han documentado que el consumo excesivo de grasas saturadas, 

como el ácido palmítico (AP), desencadena una serie de reacciones que dañan el 

endotelio, lo que resulta en un deterioro de su función y contribuye al desarrollo de 

enfermedades cardiovasculares (3). Esta disfunción endotelial está estrechamente 

vinculada con el aumento del estrés oxidativo y la inflamación, dos factores 

fundamentales en la progresión de enfermedades como la aterosclerosis (4). 

En estudios realizados en células endoteliales, se ha demostrado que el ácido 

palmítico induce un aumento en la producción de especies reactivas de oxígeno 

(ROS), lo que afecta negativamente la biodisponibilidad de óxido nítrico (NO), 

molécula clave para la regulación del tono vascular (5). Este aumento en los ROS 

activa mecanismos que alteran la función mitocondrial de las células endoteliales, 

promoviendo la disfunción de la barrera endotelial, lo que favorece el daño vascular 

(6). 

Otros estudios sugieren que la exposición prolongada a grasas saturadas, como el 

ácido palmítico, puede llevar a una disminución de la capacidad de las células 

endoteliales para mantener la homeostasis vascular, lo que contribuye al deterioro 

de la salud cardiovascular (7). Estos hallazgos resaltan la necesidad de investigar 

alternativas terapéuticas que puedan mitigar los efectos del daño endotelial, como 

el uso de compuestos con propiedades antioxidantes y antiinflamatorias. 
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Objetivos. 

Objetivo general. 

Investigar el impacto del tratamiento con beta-hidroxibutirato en células con 

disfunción endotelial provocada por ácido palmítico. 

 

Objetivos específicos. 

• Evaluar la viabilidad celular y realizar análisis de microscopía para observar 

cambios morfológicos asociados con los tratamientos. 

• Determinar cambios en la expresión génica entre los grupos tratados con 

ácido palmítico, beta-hidroxibutirato y controles. 

• Realizar un análisis estadístico para determinar diferencias significativas 

entre los grupos tratados y control. 

• Investigar la posible correlación entre la expresión de los genes evaluados y 

las concentraciones de cuerpos cetónicos en el medio de cultivo. 
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Hipótesis. 

Hipótesis nula. 

• (H₀): El β-hidroxibutirato (BHB) no tiene efecto significativo sobre la mejora 

de la función endotelial ni en la reducción del estrés oxidativo y la inflamación 

en células endoteliales tratadas con ácido palmítico. 

Hipótesis alternativa. 

• (H₁): El β-hidroxibutirato (BHB) mejora significativamente la función 

endotelial, reduce el estrés oxidativo y la inflamación en células endoteliales 

tratadas con ácido palmítico. 
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Marco teórico 

El sobrepeso y la obesidad son un problema de salud pública global, con una 

creciente prevalencia en Latinoamérica (9), y México ocupa el segundo lugar 

mundial en términos de obesidad en adultos, donde más del 70 % de la población 

adulta tiene exceso de peso (10). La Organización Mundial de la Salud considera la 

obesidad como la epidemia del siglo XXI, y su aumento simultáneo con el síndrome 

metabólico es un fenómeno global, incluyendo a México (Figura 1), lo que resalta la 

gravedad de esta condición y justifica la implementación de programas de salud 

efectivos para abordarla (11). Este panorama subraya la importancia de comprender 

los mecanismos biológicos subyacentes que perpetúan este problema, en particular 

el papel del tejido adiposo, que no es solo un almacén de energía, sino un órgano 

endocrino activo. 

 

 

(Figura 1). Datos Relevantes del Día Mundial de la Obesidad. Gráfico que ilustra el panorama de la 
obesidad en Latinoamérica durante el Día Mundial de la Obesidad (Nación Paisa, 2023).  
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Existen diferentes tipos de tejido adiposo en el organismo, cada uno con funciones 

fisiológicas particulares: el tejido adiposo blanco (white adipose tissue, WAT), el 

tejido adiposo marrón (brown adipose tissue, BAT) y el tejido adiposo beige, también 

denominado "brite" (brown in white). El tejido adiposo blanco es el más abundante 

en adultos y cumple principalmente una función de almacenamiento energético. 

Almacena triglicéridos en grandes gotículas lipídicas dentro de los adipocitos y los 

libera en forma de ácidos grasos libres en situaciones de demanda energética. 

Además de su papel metabólico, este tejido actúa como un órgano endocrino, 

secretando diversas adipocinas como leptina, adiponectina, resistina y visfatina, que 

regulan funciones como el apetito, la sensibilidad a la insulina, el metabolismo 

lipídico y la inflamación (12). 

En contraste, el tejido adiposo marrón se especializa en la termogénesis no 

temblorosa, un proceso mediante el cual se genera calor a través del 

desacoplamiento de la cadena respiratoria en las mitocondrias, mediado por la 

proteína desacoplante UCP1. Este tipo de tejido es más abundante en recién 

nacidos y tiende a disminuir con la edad, aunque se ha identificado en adultos en 

áreas como la región supraclavicular. Recientemente, se ha descrito un tercer tipo, 

el tejido adiposo beige, que aparece dentro del tejido adiposo blanco en respuesta 

a ciertos estímulos fisiológicos como el frío o el ejercicio. Los adipocitos beige tienen 

la capacidad de expresar UCP1 y adquirir características termogénicas similares a 

los adipocitos marrones, fenómeno conocido como “browning” (13). 

En el contexto de la obesidad, el tejido adiposo blanco sufre una expansión excesiva 

debida a la acumulación crónica de energía. Esta expansión puede producirse por 

hipertrofia (aumento del tamaño de los adipocitos), hiperplasia (aumento del número 

de adipocitos) o ambos procesos. Sin embargo, la hipertrofia adipocitaria, más 

común en la obesidad visceral, se asocia con una reducción de la perfusión tisular 

y estrés celular, lo que favorece un ambiente hipóxico e inflamatorio. En este 

contexto, los adipocitos comienzan a secretar mayores cantidades de citocinas 

proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α), la interleucina 6 
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(IL-6), IL-1β e IL-18, promoviendo un estado de inflamación crónica de bajo grado 

que caracteriza a la obesidad (14). 

Cuando los adipocitos blancos se expanden debido al exceso de energía, 

comienzan a liberar citocinas proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral 

alfa (TNF-α), e interleucinas como la IL-6, IL-1β e IL-18, desencadenando un estado 

de inflamación crónica de bajo grado (15). 

Esta inflamación en el tejido adiposo atrae macrófagos, los cuales amplifican la 

liberación de mediadores inflamatorios (Fig. 2), que juegan un papel clave en la 

amplificación de la respuesta inflamatoria (16). Al mismo tiempo, el exceso de grasa 

visceral aumenta la resistencia a la insulina, elevando los niveles de glucosa y 

ácidos grasos libres en la sangre, lo que contribuye a la dislipidemia (exceso de 

colesterol LDL y triglicéridos) y a un mayor riesgo cardiovascular (17-18). 

 

(Figura 2).  Inflamación Crónica en Obesidad. Representación del reclutamiento de macrófagos en 
el tejido adiposo durante la obesidad, promoviendo la inflamación crónica y la disfunción metabólica.  

 

Citocinas Proinflamatorias  

• TNF-α (Factor de Necrosis Tumoral Alfa): es una de las citocinas más 

importantes involucradas en la respuesta inflamatoria. Se produce 

principalmente en el tejido adiposos, los macrófagos y otras células 
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inmunitarias. Tiene múltiples efectos proinflamatorios, como la activación de 

vías de señalización que inducen la producción de otras citocinas, la 

apoptosis de células y la alteración del metabolismo de los lípidos (19). El 

TNF-α está estrechamente asociado con la resistencia a la insulina y la 

obesidad visceral. 

• IL-6 (Interleucina 6): Es una citocina multifuncional que actúa tanto como 

proinflamatoria como antiinflamatoria, dependiendo del contexto. En la 

obesidad, la IL-6 se produce en grandes cantidades en el tejido adiposo y 

está involucrada en la inducción de la inflamación crónica y a su vez con  la 

resistencia a la insulina, el metabolismo de los lípidos y la aparición de 

enfermedades metabólicas como la diabetes tipo 2. 

• Interleucina 1β  (IL-1β): Es una de las citocinas más potentes en la inducción 

de inflamación. Se produce en respuesta a la activación del inflamasoma, un 

complejo proteico dentro de las células que responde a las señales de daño 

o estrés. La IL-1β actúa como un mediador clave de la inflamación en el tejido 

adiposo, aumentando la expresión de otras citocinas proinflamatorias y 

promoviendo la disfunción metabólica. Su elevada presencia está asociada 

con enfermedades cardiovasculares y la resistencia a la insulina (15). 

• Interleucina 18 (IL-18) : La IL-18 es otra citocina proinflamatoria que, al igual 

que la IL-1β, se activa por el inflamasoma. Está relacionada con el desarrollo 

de enfermedades metabólicas y cardiovasculares. Se ha demostrado que la 

IL-18 favorece la inflamación sistémica, exacerba la resistencia a la insulina 

y está implicada en el daño endotelial. Su expresión elevada en el tejido 

adiposo de personas obesas refuerza la conexión entre la inflamación 

crónica y el riesgo cardiovascular (20). 

Dislipidemia 

La dislipidemia es una condición caracterizada por alteraciones en los niveles de 

lípidos en la sangre, particularmente un exceso de colesterol LDL (lipoproteínas de 
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baja densidad) y triglicéridos. El colesterol LDL, comúnmente conocido como 

"colesterol malo", se acumula en las paredes de las arterias, lo que facilita la 

formación de placas que endurecen las arterias, aumentando el riesgo de infartos y 

accidentes cerebrovasculares (21). Mientras que los triglicéridos elevados son otro 

marcador común de la dislipidemia, y se relacionan con un mayor riesgo 

cardiovascular, ya que el exceso de triglicéridos en la sangre puede promover la 

inflamación en las paredes arteriales y alterar la función endotelial. Además, este 

desajuste en los niveles lipídicos también puede ser consecuencia de la alteración 

en el metabolismo de las grasas debido a la resistencia a la insulina y el aumento 

de la grasa visceral (22).  

La presencia de altos niveles de ácidos grasos libres en la sangre tiene varios 

efectos perjudiciales. Primero, los ácidos grasos libres contribuyen a la acumulación 

de grasa en otros órganos, como el hígado (lo que puede llevar a la esteatosis 

hepática o hígado graso) y los músculos, lo que empeora aún más la resistencia a 

la insulina. Además, estos ácidos grasos libres circulantes son conocidos por 

promover la inflamación sistémica (23). Al ser liberados, los ácidos grasos libres 

pueden activar varias vías de señalización que inducen la producción de citocinas 

proinflamatorias, que son factores clave en el desarrollo de una inflamación crónica 

de bajo grado (24). 

La inflamación sistémica resultante de la liberación de ácidos grasos libres y la 

elevada glucosa circulante agrava aún más la resistencia a la insulina. Este círculo 

vicioso perpetúa el desequilibrio metabólico, favoreciendo un estado de inflamación 

crónica que contribuye a la progresión de enfermedades metabólicas como la 

diabetes tipo 2, enfermedades cardiovasculares y otras comorbilidades asociadas 

con la obesidad (25-26).  

El consumo de dietas hipercalóricas y altas en grasas contribuyen de manera 

importante al aumento de los lípidos en sangre, uno de los ácidos grasos que se ha 

descrito juegan un papel importante en el desarrollo de dislipidemias es el ácido 

palmítico. Este ácido graso saturado, es abundante en alimentos procesados y 
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aceites vegetales refinados, se acumula en el tejido adiposo y en la circulación como 

ácidos grasos libres (AGL)   

 

El Ácido Palmítico en el Descontrol Metabólico 

Cuando el ácido palmítico se encuentra en altas concentraciones en el organismo, 

activa la vía de señalización del receptor tipo Toll 4 (TLR4), estimulando la 

inflamación a través de la activación del factor de transcripción NF-κB aumentando 

la producción de las citocinas proinflamatorias (Figura 3) mencionadas 

anteriormente (27-28-29).  

 

Figura 3. Enfoque inmunometabólico. Mecanismo de activación del receptor tipo Toll 4 (TLR4) por el 
ácido palmítico, lo que conduce a la activación de NF-κB y la producción de citocinas 
proinflamatorias.  

 



Marco teórico 

15 

Esto facilita la migración de células inmunes hacia la pared arterial promoviendo la 

producción de moléculas en las células endoteliales y hepáticas, aumentando el 

estrés oxidativo y favoreciendo el desarrollo de resistencia a la insulina. Este 

proceso interfiere con la correcta señalización de la insulina en tejidos periféricos, 

como el músculo y el hígado, lo que provoca una disminución en la captación de 

glucosa y el aumento de los niveles de glucosa en sangre (30). A medida que la 

resistencia a la insulina progresa, el páncreas aumenta la producción de insulina, lo 

que lleva a niveles elevados de insulina en la sangre (hiperinsulinemia). Sin 

embargo, debido a la resistencia a la insulina, esta no puede ejercer su función 

adecuadamente, y como resultado, los niveles de glucosa en la sangre continúan 

elevados (31). 

Simultáneamente, la resistencia a la insulina también afecta al metabolismo de los 

ácidos grasos. En condiciones normales, la insulina facilita el almacenamiento de 

los ácidos grasos en los tejidos adiposos. Sin embargo, en la resistencia a la 

insulina, este proceso se ve alterado, lo que promueve la liberación de ácidos grasos 

libres desde el tejido adiposo hacia la circulación. Esto ocurre porque los adipocitos, 

incapaces de almacenar los ácidos grasos de manera eficiente, los liberan al 

torrente sanguíneo (32). 

Por lo tanto, la combinación de resistencia a la insulina, altos niveles de glucosa y 

ácidos grasos libres en la circulación no solo contribuye a la alteración del 

metabolismo, sino que también amplifica la inflamación sistémica, lo que agrava el 

daño a nivel vascular (33). 

 

Disfunción endotelial  

El endotelio es una delgada capa de células que recubre el interior de los vasos 

sanguíneos, regula el flujo sanguíneo mediante la producción de factores relajantes 

y contráctiles. Uno de los principales factores relajantes derivados del endotelio es 
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el óxido nítrico (NO) (34), una molécula clave para la vasodilatación, que permite la 

expansión de los vasos sanguíneos, y la prevención de la agregación plaquetaria, 

lo que evita la formación de coágulos. El NO también desempeña un papel 

fundamental en el mantenimiento de la homeostasis vascular, promoviendo una 

circulación adecuada.  

Sin embargo, el estado inflamatorio inducido por la obesidad y el exceso de ácidos 

grasos saturados, como el ácido palmítico, interfiere con la producción de NO. Esto 

provoca vasoconstricción, aumenta la presión arterial y favorece la adhesión de 

monocitos a las paredes vasculares (Figura 2) (35), un proceso mediado por la 

expresión de moléculas de adhesión como la VCAM-1 (molécula de adhesión 

vascular-1) y la ICAM-1 (molécula de adhesión intercelular-1), que facilitan la 

migración de células inmunes al sitio de inflamación, exacerbando el daño endotelial 

(36).  

Aquí entra en juego el estrés oxidativo: las especies reactivas de oxígeno (ROS) 

que reducen aún más la biodisponibilidad del óxido nítrico (NO), esencial para la 

vasodilatación y la función vascular. Una de las principales enzimas productoras de 

ERO en la vasculatura es la NADPH oxidasa (NOX4) lo que exacerba la disfunción 

endotelial y favorece la progresión de la aterosclerosis (37). En este contexto, la 

función vasodilatadora de la óxido nítrico sintasa endotelial (NOS3) se ve 

comprometida, ya que el estrés oxidativo desregula su capacidad para generar NO 

de forma adecuada (38). Además, la inflamación crónica altera la expresión de 

NOS2 (inducible), que, a diferencia de NOS3, produce grandes cantidades de NO 

en respuesta a los estímulos inflamatorios. Sin embargo, este exceso de NO, en 

presencia de ROS, favorece la formación de peroxinitrito (ONOO-), lo que 

contribuye a un daño aún mayor en el endotelio (39). La desregulación de NOS2 y 

NOS3, junto con el aumento de ROS generados por NOX4, establece un ciclo 

perjudicial que agrava la disfunción endotelial y facilita el proceso aterosclerótico 

(40). 
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Figura 4. Inflamación y Estrés Oxidativo como Factores Clave en la Disfunción Endotelial. Impacto 
de la inflamación y el estrés oxidativo en la disfunción endotelial. Se muestra la reducción en la 
biodisponibilidad de óxido nítrico (NO) y el aumento de moléculas de adhesión (VCAM-1, ICAM-1).  

 

 

Aterosclerosis, un Daño Irreversible 

La combinación de inflamación crónica y disfunción endotelial crea el escenario 

perfecto para la aterosclerosis. En este proceso, las LDL oxidadas (oxLDL) se 

infiltran en la pared arterial, donde son captadas por los macrófagos, los cuales, al 

intentar eliminar estas partículas, se transforman en células espumosas (41). Estas 

células espumosas se acumulan en las paredes arteriales y forman las placas 

ateroscleróticas, compuestas principalmente de lípidos, células inflamatorias y tejido 

fibroso. Con el tiempo, estas placas se agrandan y endurecen, estrechando el lumen 

de las arterias y reduciendo el flujo sanguíneo (Figura 5) (42). 

 



Marco teórico 

18 

 

Figura 5. Proceso de formación de placas ateroscleróticas. infiltración de LDL oxidadas (oxLDL), 
transformación de macrófagos en células espumosas y estrechamiento de la luz arterial, muestra 
también el impacto en la rigidez vascular y el flujo sanguíneo. Se ilustra el riesgo de ruptura de placas 
y formación de trombos  

 

El proceso es gradual, y las arterias se vuelven más rígidas y menos capaces de 

dilatarse adecuadamente. Además, las placas ateroscleróticas pueden romperse o 

fisurarse, lo que provoca la formación de coágulos sanguíneos que pueden obstruir 

por completo el paso de sangre, ocasionando eventos cardiovasculares graves 

como infartos de miocardio o accidentes cerebrovasculares (ACV) (43). La 

progresión de la aterosclerosis está íntimamente relacionada con la inflamación 

crónica y el estrés oxidativo, que favorecen tanto la formación de placas 

ateroscleróticas como su eventual complicación con eventos trombóticos (44).  

Estos procesos patológicos contribuyen a la complicación de la enfermedad 

cardiovascular. Sin embargo, enfoques metabólicos como la dieta cetogénica y el 

ayuno intermitente han demostrado ser estrategias eficaces para reducir la 

inflamación sistémica y mejorar el perfil lipídico, factores clave en la prevención de 

la aterosclerosis (45). Al inducir un estado de cetosis, estos métodos no solo 

favorecen la utilización de grasas como fuente primaria de energía, sino que 

también impactan positivamente en el metabolismo y la salud cardiovascular, 

reduciendo así los factores de riesgo asociados a la enfermedad aterosclerótica 

(46). 
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La Cetogénesis 

El cuerpo es capaz de ajustar su metabolismo para adaptarse a la falta de glucosa, 

que normalmente es su fuente primaria de energía. En lugar de depender de los 

carbohidratos, el cuerpo empieza a utilizar grasas como fuente principal de energía 

(Figura 6). Este proceso metabólico es conocido como cetogénesis, y tiene lugar 

principalmente en el hígado (47). A través de este proceso, se producen cuerpos 

cetónicos, que son moléculas que sirven como una fuente alternativa de energía 

para los órganos, especialmente el cerebro, que normalmente depende de la 

glucosa (48). 

 

Figura 6. Principales mecanismos en respuesta a una elevada intensidad de consumo de grasa 
energética, un elevado flujo glucolítico aumenta el piruvato y lactato generando más Acetil CoA. E 
inhibe la oxidación de AG (PDH enzimas clave). La cantidad de carnitina libre decrece con el Acetil 
CoA, limitando el funcionamiento de CPT1 y de la CD36, claves en el transporte de AG a la 
mitocondria.  

 

Factores que favorecen la síntesis de cuerpos cetónicos  

Existen diversos factores que obligan al cuerpo a utilizar las grasas como fuente 

principal de energía en lugar de carbohidratos como son: 
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• La dieta Cetogénica: (<50 g/día de carbohidratos) este enfoque se basa en 

una severa restricción de carbohidratos, lo que induce un estado metabólico 

conocido como cetosis. Durante la cetosis, el cuerpo descompone las grasas 

en cetonas (como el beta-hidroxibutirato (BHB)), que se convierten en la 

fuente principal de energía para el cerebro y los músculos. La dieta 

cetogénica promueve un alto consumo de grasas saludables (aceite de oliva, 

aguacates, nueces) y un consumo moderado de proteínas (carnes magras, 

pescados, huevos), mientras que los carbohidratos se limitan principalmente 

a verduras bajas en almidón (49). 

• Ayuno Intermitente: En el ayuno intermitente, se alternan períodos de ingesta 

de alimentos con períodos de ayuno. Este patrón alimenticio favorece la 

quema de grasas como fuente de energía, ayudando a regular los niveles de 

insulina en sangre y mejorando la utilización de grasas durante los períodos 

sin comida. El ayuno intermitente puede potenciar los efectos de la dieta 

cetogénica y también contribuir a la reducción de la grasa corporal. 

• Bajos niveles de glucosa en sangre: Cuando los niveles de glucosa en sangre 

son bajos, el cuerpo recurre a las reservas de grasa para obtener energía, 

estimulando la producción de cuerpos cetónicos.  

• Diabetes no tratada tipo 1: En personas con diabetes tipo 1 no tratada, la falta 

de insulina impide que la glucosa entre en las células para producir energía, 

lo que lleva al cuerpo a producir cuerpos cetónicos a partir de grasas.  

• Inanición: Durante periodos prolongados de inanición, el cuerpo agota sus 

reservas de glucógeno y comienza a descomponer las grasas para obtener 

energía, lo que induce la cetosis.  

• Ayuno prolongado: El ayuno prolongado o períodos extendidos sin alimentos 

obligan al cuerpo a utilizar las grasas como fuente principal de energía, 

favoreciendo la formación de cuerpos cetónicos.  
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• Alta demanda energética (ejercicio prolongado): En situaciones de ejercicio 

intenso o prolongado, el cuerpo también recurre a las grasas como fuente de 

energía para sostener el rendimiento, lo que promueve la producción de 

cuerpos cetónicos.  

• Consumo crónico de alcohol: El consumo crónico de alcohol puede llevar a 

una reducción de los niveles de glucosa en sangre y a una mayor utilización 

de grasas como fuente de energía, induciendo la formación de cuerpos 

cetónicos (50). 

Estos enfoques y condiciones inducen un estado metabólico que tiene varios 

efectos positivos para la salud: 

• Pérdida de peso: Al promover la quema de grasas como fuente principal de 

energía, estos factores pueden ayudar en la reducción de grasa corporal. 

• Mejora del control de glucosa: La restricción de carbohidratos y el ayuno 

ayudan a regular los niveles de glucosa en sangre, lo que es beneficioso para 

personas con diabetes tipo 2 o resistencia a la insulina. 

• Mejora de la salud cardiovascular: Estos enfoques pueden mejorar los 

niveles de lípidos en sangre, reduciendo el riesgo de enfermedades 

cardiovasculares. 

• Mayor energía y rendimiento físico: El uso de cetonas como fuente de 

energía proporciona una fuente más estable y duradera de energía, lo que 

puede mejorar el rendimiento físico y mental. 

Durante estos procesos, el cuerpo moviliza los ácidos grasos desde el tejido 

adiposo, los cuales son transportados al hígado. Allí, ingresan a las mitocondrias 

donde sufren un proceso de beta-oxidación, generando como producto acetil-CoA. 

Este compuesto es el precursor para la síntesis de cuerpos cetónicos (51). 

La síntesis de cuerpos cetónicos: 
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En este proceso, el cuerpo empieza a descomponer las grasas para producir 

energía, y una de las formas en las que lo hace es mediante la formación de cuerpos 

cetónicos, moléculas que sirven como una fuente de energía alternativa cuando los 

carbohidratos (que se descomponen en glucosa) son escasos (52). Los tres 

principales cuerpos cetónicos son: Acetoacetato, Beta-hidroxibutirato (BHB) y 

Acetona (Figura 7). 

 

Figura 7.Principales cuerpos cetónicos producidos en el hígado. acetoacetato, beta-hidroxibutirato 
(BHB) y acetona.  

 

Todo comienza con el: 

1. Exceso de Acetil-CoA: 

El acetil-CoA es una molécula clave en el metabolismo energético. Se produce 

cuando se descomponen las grasas (en forma de ácidos grasos) a través de un 

proceso llamado beta-oxidación en condiciones de baja glucosa, la principal fuente 

de acetil-CoA son los ácidos grasos (Figura 8). 

Cuando hay un exceso de acetil-CoA en el cuerpo (generalmente debido a una alta 

quema de grasas), este se dirige hacia la formación de cuerpos cetónicos en lugar 
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de entrar en el ciclo de Krebs, que es donde normalmente se utiliza para generar 

energía a partir de carbohidratos. 

 

Figura 8. Beta-Oxidación. Conversión de ácidos grasos en acetil-CoA mediante beta-oxidación en la 
mitocondria hepática, facilitando la producción de cuerpos cetónicos.  

 

2. Formación de Acetoacetato: 

El exceso de acetil-CoA se convierte en  acetoacetato. Este es el primer cuerpo 

cetónico que se forma en las mitocondrias del hígado, a través de una serie de 

reacciones enzimáticas (Figura 9). El acetoacetato es el precursor de los otros dos 

cuerpos cetónicos: como el BHB y la acetona. 

 

3. Transformación a Beta-hidroxibutirato (BHB): 

El acetoacetato puede ser transformado en beta-hidroxibutirato (BHB). Esta 

conversión ocurre en el hígado y es una forma de almacenar energía de manera 

más estable y eficiente. El BHB es considerado el cuerpo cetónico principal que el 

cuerpo utiliza para obtener energía durante la cetosis. El BHB es transportado a 

través del torrente sanguíneo hacia varios tejidos y órganos, como el cerebro, los 

músculos y el corazón, donde puede ser utilizado como fuente de energía. 
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Figura 9.Esquema de la cetogénesis. Se observa  la conversión de acetil-CoA en cuerpos cetónicos 
(acetoacetato, beta-hidroxibutirato y acetona), su transporte en sangre y eliminación por exhalación 
y orina.  

 

4. Formación de Acetona: 

La acetona es otro de los cuerpos cetónicos producidos, pero en menor cantidad en 

comparación con el acetoacetato y el BHB. A diferencia de los otros dos, la acetona 

no se utiliza tanto como fuente de energía (Figura 10). En lugar de ello, la acetona 

se excreta del cuerpo a través de la orina y respiración (es la razón por la cual 

algunas personas en cetosis tienen un aliento que huele a fruta o "acetona"). (53-

54). 
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Figura 10. Metabolismo de los cuerpos cetónicos. cetogénesis, cetolisis y eliminación de acetona.  

 

5. Utilización en tejidos periféricos: 

 El BHB viaja a órganos como el cerebro, el corazón y el músculo, donde es 

convertido nuevamente en acetil-CoA y utilizado en el ciclo de Krebs para obtener 

energía (Figura 11) (55). 

 

Niveles Normales de BHB en Sangre 

Los niveles de BHB en sangre varían según el estado metabólico del individuo, y su 

medición es crucial para evaluar el estado de cetosis o posibles trastornos 

relacionados con el metabolismo de las grasas. 

• Estado Basal (Dieta Normal): 

Rango de BHB: 0.1 - 0.5 mM 
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En una persona que sigue una dieta normal y consume una cantidad 

adecuada de carbohidratos, los niveles de BHB en sangre se mantienen 

relativamente bajos, ya que el cuerpo prefiere utilizar la glucosa como fuente 

primaria de energía. En este estado, el cuerpo produce cuerpos cetónicos en 

pequeñas cantidades, como subproductos de la beta-oxidación de las 

grasas, pero estos no son suficientes para proporcionar una fuente de 

energía dominante. 

 

Figura 11. Utilización de los cuerpos cetónicos en los tejidos periféricos, donde el BHB se convierte 
nuevamente en acetil-CoA para su uso en el ciclo de Krebs.  

 

• Ayuno de 24-48 horas: 

Rango de BHB: 1 - 3 mM 

Durante el ayuno prolongado, el cuerpo empieza a utilizar las reservas de 

grasa como fuente principal de energía, ya que la glucosa en sangre 

disminuye. La producción de cuerpos cetónicos aumenta para reemplazar la 

glucosa como combustible, y el BHB se eleva significativamente en la sangre. 

En este rango, el cuerpo entra en un estado de cetosis leve, donde los 
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cuerpos cetónicos proporcionan una fuente eficiente de energía tanto para el 

cerebro como para los músculos. 

 

• Dieta Cetogénica: 

Rango de BHB: 0.5 - 3 mM 

En individuos que siguen una dieta cetogénica, los niveles de BHB en sangre 

se mantienen dentro de este rango. La severa restricción de carbohidratos 

obliga al cuerpo a descomponer las grasas para producir cuerpos cetónicos 

como el BHB, que se utilizan como fuente primaria de energía. La dieta 

cetogénica está diseñada para mantener al cuerpo en un estado de cetosis 

de manera constante, lo que permite una mayor quema de grasas y una 

regulación más estable de los niveles de glucosa en sangre. 

 

• Cetoacidosis Diabética (Estado Patológico): 

Rango de BHB: >10 mM 

La cetoacidosis diabética (CAD) es un estado patológico grave que se 

presenta principalmente en personas con diabetes tipo 1 no controlada. En 

este estado, la falta de insulina impide que la glucosa ingrese a las células 

para ser utilizada como energía. Como resultado, el cuerpo aumenta la 

producción de cuerpos cetónicos de manera excesiva, lo que lleva a un nivel 

extremadamente alto de BHB en sangre (generalmente superior a 10 mM). 

Este aumento puede resultar en un entorno ácido en la sangre, lo que pone 

en riesgo al paciente debido a la posible alteración del equilibrio ácido-base, 

deshidratación y otros problemas metabólicos graves. La cetoacidosis 

diabética requiere tratamiento médico urgente para reducir los niveles de 

cuerpos cetónicos y restaurar el equilibrio de glucosa e insulina (56). 
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Tratamientos con BHB: Un Posible Aliado 

El beta-hidroxibutirato (BHB), no solo actúa como una fuente de energía alternativa 

en el organismo, sino que también ha demostrado tener efectos antiinflamatorios, 

antioxidantes, y protectoras en varios sistemas fisiológicos. 

 

• Efectos antiinflamatorios 

El BHB tiene la capacidad de modular la respuesta inflamatoria al inhibir la 

activación del inflamasoma NLRP3. El inflamasoma NLRP3 es una proteína 

compleja que juega un papel crucial en la inflamación aguda y crónica. Su 

activación conduce a la liberación de IL-1β (interleucina-1 beta) y otras 

citocinas proinflamatorias. La inhibición de NLRP3 por parte del BHB puede 

contribuir a reducir la inflamación sistémica, lo que sería beneficioso en el 

tratamiento de enfermedades inflamatorias crónicas y trastornos metabólicos 

(57). 

• Efectos sobre la función Endotelial. 

El BHB ha demostrado tener efectos protectores sobre el endotelio vascular, 

el revestimiento de los vasos sanguíneos que juega un papel clave en la 

regulación de la función vascular. En condiciones de estrés oxidativo e 

inflamación, la biodisponibilidad del NO se ve comprometida  para el 

mantenimiento de la salud cardiovascular. El BHB ayuda a aumentar la 

biodisponibilidad del NO, lo que favorece la vasodilatación y mejora el flujo 

sanguíneo, reduciendo la hipertensión y protegiendo contra la aterosclerosis. 

(58).  

• Efecto sobre el estrés oxidante El BHB también tiene un potente efecto 

antioxidante, ya que modula la producción de especies reactivas de oxígeno 

(ROS) regulando la actividad de la NADPH oxidasa. Además, el BHB 



Marco teórico 

29 

aumenta la expresión de genes antioxidantes como la super óxido dismutasa 

(SOD) y la catalasa. (57-41). 

 

Potencial Terapéutico del BHB: Enfermedades Metabólicas, 

Neurodegenerativas y Cardiovasculares 

Dada su capacidad para influir en procesos metabólicos, inflamatorios y 

antioxidantes, el BHB ha generado un creciente interés en su uso terapéutico en 

diversas condiciones clínicas: 

• Enfermedades Metabólicas: En enfermedades como la diabetes tipo 2, la 

obesidad y el síndrome metabólico, el BHB puede mejorar la sensibilidad a 

la insulina y reducir la inflamación crónica, lo que ayuda a controlar los niveles 

de glucosa en sangre y mejorar el perfil lipídico. Además, al reducir el estrés 

oxidativo, el BHB podría proteger los órganos afectados por la diabetes, 

como los riñones y los ojos, previniendo complicaciones como la nefropatía 

y la retinopatía diabética (58). 

• Enfermedades Neurodegenerativas: El BHB tiene un efecto protector sobre 

las neuronas, reduciendo el daño neuronal inducido por el estrés oxidativo. 

Este efecto antioxidante podría tener un potencial terapéutico en el 

tratamiento de enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer, 

Parkinson y otras demencias. El BHB también proporciona una fuente 

alternativa de energía para las células cerebrales, lo que puede ser útil en 

condiciones en las que la glucosa no es utilizada eficientemente por el 

cerebro, como en las fases iniciales de estas enfermedades (59). 

• Enfermedades Cardiovasculares: El BHB, al mejorar la función endotelial y 

aumentar la biodisponibilidad de NO, puede proteger el sistema 

cardiovascular, reduciendo el riesgo de hipertensión y enfermedades 

arteriales. También tiene efectos beneficiosos sobre los lípidos sanguíneos, 
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disminuyendo los niveles de triglicéridos y colesterol LDL, lo que reduce el 

riesgo de aterosclerosis y otros trastornos cardíacos (60). 

 

Investigación y Desafíos en el Uso Clínico del BHB 

Aunque los efectos del BHB son prometedores en muchos contextos, se requiere 

más investigación para evaluar su seguridad y eficacia a largo plazo en diversas 

condiciones clínicas. Los suplementos de BHB están siendo estudiados en ensayos 

clínicos, especialmente para su uso en enfermedades como la diabetes, 

enfermedades neurodegenerativas y enfermedades cardiovasculares. Si bien los 

estudios preliminares sugieren efectos beneficiosos también hay estudios en los 

que no se observan cambios o se producen efectos no deseados con el uso del 

BHB, Por lo que es necesario abordar varios desafíos antes de que el BHB se 

convierta en una terapia estándar para estas enfermedades, como la determinación 

de dosis óptimas, la seguridad a largo plazo y la posible interacción con otros 

tratamientos farmacológicos.
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Metodología 

Disección de la arteria aorta. 

Se emplearon ratas Sprague-Dawley de 3 meses de edad,  provenientes del bioterio 

de la Unidad de Investigación Médica en Bioquímica del Centro Médico Nacional 

Siglo XXI. Las ratas fueron sacrificadas mediante una inyección intraperitoneal de 

pentobarbital sódico (50 mg/kg). Se realizó una incisión sagital desde el abdomen 

hasta el tórax con tijeras quirúrgicas y se extrajo la aorta torácica.  La aorta fue 

transferida a una caja Petri, donde se lavó con PBS  (solución salina tamponada 

con fosfato) estéril y se retiró el  tejido adiposo perivascular (TAPV) (Fig. 1). 

Finalmente, la aorta se colocó en un tubo Falcon de 15 ml con PBS estéril y se 

transportó al cuarto de cultivo celular para el aislamiento de las células endoteliales. 

 

 

 

 

 

 Figura 1. Izquierda: Arteria aorta recién disecada. Derecha: Arteria aorta limpia. 

 

Cultivo primario de células endoteliales de la aorta de rata  

La aorta se colocó en un tubo de micro centrifuga de 1.5 ml y se adicionaron 100 μl 

de colagenasa P disuelta en medio DMEM (CAPRICORN scientific, 4.5 g/L) alto en 

glucosa (2 mg/ml pH 7.4) dentro del lumen arterial, se incubó por 25 minutos a 37°C 

en un ambiente de 95% O2 y 5% CO2 (Thermo scientific). En seguida se adicionaron 

200 μl de DMEM + suero bovino fetal 10% (SBF) (B-bio, PREMIUM) + antibiótico-
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antimicótico 0.01% (AA) (ver Tabla A1 en el Anexo A) dentro del lumen arterial, para 

detener la reacción de la colagenasa P. Se retiró la aorta del tubo de 

microcentrífuga, se centrifugó el medio de cultivo con células endoteliales a 1200 

rpm por 8 minutos a 4°C, se verificó la formación del pellet y se desechó el 

sobrenadante. El pellet se resuspendio en 1 ml de DMEM alto en glucosa preparado 

con SBF 10% y AA 0.01% y se sembró en botellas (Corning) para cultivo celular de 

25cm2. En seguida se adicionó 1 ml más de DMEM alto en glucosa y se incubó a 

37°C en un ambiente de 95% O2 y 5% de CO2 dentro de una incubadora de cultivo 

celular. Transcurridas 24h, se verificó que las células estuvieran pegadas a la base 

de la botella de cultivo, lo cual se confirmó al observar su morfología alargada 

(Figura 2). 

 

 

Figura 2. Cultivo primario de células endoteliales pegadas a la base de la botella de cultivo. 

Microscopio invertido. Objetivo 40x 

 

Cambio de medio de cultivo  

Se cambió el medio de cultivo cada 48 h hasta que las células endoteliales llegaron 

al 90% de confluencia, una vez llegada la confluencia se retiró el medio y se lavaron 

con 2 ml de PBS  (pH 7.4) estéril . En seguida se añadieron 2 ml de DMEM alto en 
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glucosa preparado a la botella de cultivo y se incubó nuevamente en la incubadora 

a 37°C en un ambiente de 95% O2 y 5% de CO2 (Figura 3). 

 

Figura 3. Cultivo primario de células endoteliales con una confluencia del 90% 

 

Conteo celular en cámara de Neubauer 

Para determinar el número de células/ml las células se despegaron adicionando 1 

ml de tripsina al 0.025% (gibco 0.25% Trypsin-EDTA 1X), hasta observar en el 

microscopio que las células endoteliales comenzaron a despegarse de la base de 

la botella, lo que se confirmó al observar que perdieron su forma alargada y tomaron 

una forma redonda como al inicio (Figura 4).  

 

 Figura 4. Cultivo primario de células endoteliales Tripsinizadas 
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Una vez que las células estaban despegadas, se les añadieron 2 ml de DMEM 

preparado con SBF y AA para detener el efecto de la tripsina y posteriormente se 

pasaron a un tubo falcón de 15 ml y se centrifugó a 1200 rpm por 8 minutos a 4°C. 

Se desechó el sobrenadante y el pellet se resuspendió en 1 ml de DMEM alto en 

glucosa preparado con SBF y AA. Se tomaron 40 µl de medio con células 

endoteliales y 20 µl de azul de tripán (Blue Rhexis, sterile solution al 0.06%)  se 

mezclaron y se colocaron en la cámara de Neubauer para el conteo de células/ml 

utilizando la siguiente fórmula: 

 

Donde:  

C = Concentración celular en células por mL 

N = Número de células contadas en las 4 grandes cuadrículas (es decir, el número 

total de células contadas en la cámara de Neubauer). 

L = Longitud de la cámara de Neubauer (mm2) 

A = Ancho de la cámara de Neubauer (mm2) 

P = Profundidad de la cámara de Neubauer (mm3) 

FD = Factor de dilución = Volumen final/Volumen de células (µl) 

V= Volumen de resuspensión del pellet de células (µl) 

 

Resiembra de células endoteliales de aorta de rata  

Se calculó el volumen necesario para resembrar 5000 mil células/ml ya sea en 

botella, placa de 96 pozos, placa multipozo de 6 pozos o cámaras de cultivo sobre 
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portaobjetos (Corning/Biolab/SARSTED) (Figura 5), dependiendo del análisis a 

realizar. Una vez resembradas, se les añadió  DMEM alto en glucosa preparado con 

SBF y AA, se a 37°C en un ambiente de 95% O2 y 5% de CO2 Cambiando el  medio 

de cultivo cada 48 h hasta que las células endoteliales llegaron al 90% de 

confluencia. 

 

Figura 5. GreenVector. Frasco y placas para cultivo celular: Ilustración vectorial de equipos de 

laboratorio utilizados en experimentos de ciencias naturales. Depositphotos. 

https://st3.depositphotos.com/6027554/12763/v/950/depositphotos_127631690-stock-illustration-

flask-and-plates-for-cell.jpg 

 

Inmuncitoquímica  

Antes de iniciar los tratamientos, se realizaron pruebas de inmunocitoquímica para 

confirmar que las células obtenidas fueran principalmente células endoteliales y que 

no se diferenciaran a otro tipo celular por efecto de los pases realizados o la 

incubación con el ácido palmítico o el BOH. Una vez alcanzado el 90% de 

confluencia en las células de las cámaras de cultivo sobre portaobjetos, se retiró el 

medio y se lavaron con PBS estéril para proceder con el análisis. 

Después del lavado, las células se fijaron con  p-formaldehido (PFA  4%) (SIGMA, 

Germany) durante 30 minutos, posteriormente  se realizaron 3 lavados con PBS pH 

7.4 (5 minutos por lavado), para eliminar residuos del fijador. 

https://st3.depositphotos.com/6027554/12763/v/950/depositphotos_127631690-stock-illustration-flask-and-plates-for-cell.jpg
https://st3.depositphotos.com/6027554/12763/v/950/depositphotos_127631690-stock-illustration-flask-and-plates-for-cell.jpg
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Las preparaciones se incubaron con Tritón X-100 al 0.1% (SIGMA X100-100Ml) 

durante 10 minutos para facilitar la entrada de anticuerpos en el interior celular. 

Posteriormente, se repitieron tres lavados con PBS  a pH 7.4 (5 minutos por lavado), 

para eliminar restos de tritón X-100. 

Se realizo una incubación  con albumina sérica bovina (BSA, Bovine Serum 

Albumin) al 0.1% durante 1 hora a 37°C en una cámara húmeda para evitar la unión 

inespecífica de los anticuerpos. Después se repitieron los tres lavados con PBS a 

pH 7.4 (5 minutos por lavado), para eliminar restos de la proteína. 

A continuación, se incubaron con el anticuerpo primario (concentración 1:100) 

específico para reconocer la proteína de interés PECAM (Platelet Endothelial Cell 

Adhesion Molecule-1 o CD31, Santa Cruz Biotechnology)  y se dejó incubar durante 

24 horas en cámara húmeda. Una vez transcurrido el tiempo se realizaron los 

lavados con PBS para eliminar el exceso de  anticuerpo primario no unido y después  

incubó durante una hora  con el anticuerpo secundario (concentración 1:50) 

acoplado a un agente fluorescente que detecta al anticuerpo primario (Alexa 488 

Anti-Mouse, Alexa 488 Anti-Rabbit). Se realizaron tres lavados con PBS para 

eliminar el exceso de anticuerpo secundario no unido.  

Además,  se realizó una incubación  con DAPI durante 5 minutos para teñir los 

núcleos celulares y facilitar la identificación de las células. Se realizaron lavados con 

PBS por 10 minutos para eliminar el exceso de DAPI.  

Finalmente, se dejó la muestra  a temperatura ambiente y se colocó una gota de 

glicerol al 10%, como medio de montaje, sobre la muestra para preservar la 

fluorescencia, luego se colocó un cubreobjetos limpio y se selló con esmalte 

transparente, asegurándose de realizar todo el procedimiento bajo condiciones 

controladas y protegidas de la luz para evitar la degradación de los fluoróforos. 

Los portaobjetos se observaron en un microscopio de fluorescencia (Leica DM500 / 

DM750) (Figura 6). Este tipo de microscopio está diseñado para detectar la 
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fluorescencia emitida por los fluoróforos presentes en los anticuerpos secundarios 

que se han unido a las proteínas de interés.  

 

 

Figura 6. Imagen obtenida mediante microscopia de fluorescencia, mostrando tinción con DAPI 
para resaltar los núcleos celulares (color azul) 

 

Tratamiento de las células con AP y BHB 

Una vez que los cultivos celulares alcanzaron el 90% de confluencia en los 

diferentes tipos de placas que se utilizaron, se lavaron las células con PBS  y se 

añadieron 2 ml de DMEM bajo en glucosa sin SBF (Tabla A2-Anexo A) y se dejaron 

en arresto por 24 h. Posteriormente se incubaron con Ácido palmítico (AP) (SIGMA, 

SigmaUltra, 99% pureza) (55), y Beta-hidroxibutirato (BHB) (ALDRICH, Sodium 3-

hidroxybutyrate 99% pureza) durante 24 horas con.  las concentraciones descritas 

en la  Tabla B3 en el Anexo  a 37°C en un ambiente de 95% de O2 y 5% de CO2 

durante 24 h, para posteriormente determinar la viabilidad celular, concentración de 

ácidos grasos y extracción de RNA. 
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Ensayos de viabilidad celular  

Para determinar si los tratamientos con AP y BHB producían cambios en la 

viabilidad celular, se realizaron las pruebas de viabilidad en placas de cultivo de 96 

pozos (figura 7). Después de las 24 horas de incubación con cada tratamiento, 

descrito anteriormente, se  agregaron 10 µL de solución de resazurina (Resazurin 

Cell Viability Assay Kit, Biotium  (60)) a cada pozo de la placa con tratamiento (ver 

Tabla B1). simultáneamente se  realizó una curva estándar de ácido palmítico y una 

con BHB, las cuales se prepararon siguiendo las concentraciones indicadas en el 

Anexo C. La placa se dejó incubar con resazurina a 37°C, realizando las lecturas a 

1, 3 y 6 horas con la finalidad de determinar el tiempo óptimo de incubación. 

Las placas se cuantificaron a  570 nm y 600 nm en un el espectrofotómetro (E poch). 

Una vez obtenidas las mediciones se debe restar la absorbancia de fondo a 600 nm 

de la absorbancia de  570  para cada muestra. Finalmente se graficaron los valores 

obtenidos para determinar los cambios en la viabilidad. 

 

 

 

Figura 7. Placa de 96 pozos utilizada para el ensayo de viabilidad celular, donde se colocó 
Resazurina en cada y se incubo durante 1, 3 y 6 horas. 
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Concentración de ácidos grasos 

Para la determinación de la concentración de ácidos grasos se realizó con el kit Free 

Fatty Acid Assay Kit (Abcam) (61).  

 

Se utilizó una cantidad aproximada de 1×10⁶ células por ensayo, las cuales fueron 

lavadas con PBS 1, se despegaron con  1 mL de Tripsina. Posteriormente, las 

células se homogenizaron en 200 µL de una solución de cloroformo/Tritón X-100 

(1% Tritón en cloroformo puro). Esta mezcla se incubó en hielo durante 20 minutos 

para asegurar una adecuada disolución de los lípidos. 

La mezcla se centrifugó durante 10 minutos a 12000 rpm para asegurar las fases. 

La fase orgánica, que contenía los lípidos, se recolecto y se secó al aire durante 30 

minutos para eliminar el exceso de cloroformo. Los lípidos secos se disolvieron en 

200 µL de Assay Buffer. 

Para la cuantificación de ácidos grasos se realizó una curva estándar de ácido 

palmítico (Anexo C1). Esto permitió establecer una relación precisa entre la 

concentración de ácido graso y la señal obtenida en el ensayo  

Las reacciones se llevaron a cabo añadiendo en cada pocillo 50 µL de Reaction Mix 

(44 µL de Assay Buffer, 2 µL de OxiRed Probe, 2 µL de Acyl CoA Enzyme Mix y 2 

µL de Enhancer). Posteriormente se agregaron 2 µL de ACS Reagent a cada pocillo. 

Las reacciones se incubaron a 37°C durante 30 minutos para permitir que se 

produjera la reacción enzimática. Para las lecturas se midió la absorbancia a 570 

nm. 
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Extracción de RNA  

Para la extracción de RNA de células endoteliales se utilizaron las células 

adherentes en las placas para cultivo celular de 6 pozos, las cuales ya tenían 24 

horas del tratamiento con ácido palmítico y β-hidroxibutirato, se lavaron con PBS  y 

se añadió 1 mL de TRIzol (INVITROGEN-CTR Sientific) directamente a cada pozo, 

para ayudar al desprendimiento de las células se utilizó un raspador (cell scraper) 

Posteriormente la mezcla de células lisadas se transfirió a un tubo para 

microcentrifuga, se homogenizó mediante pipeteo repetido para luego agregarle 

200 µL de cloroformo (MP-USA, grado biología molecular) a la muestra y se agitó 

vigorosamente durante unos segundos. 

La mezcla se dejó reposar a temperatura ambiente durante 15 minutos. Se 

centrifugó a 14,000 rpm durante 15 minutos a 4°C para separar la mezcla en tres 

fases: una fase acuosa superior (contiene RNA), una fase intermedia (contiene 

proteínas) y una fase orgánica inferior (contiene lípidos y material insoluble). se 

separó cuidadosamente la fase acuosa y se transfirió a un tubo nuevo. 

Se añadieron 500 µL de isopropanol (Sigma-Aldrich, grado biología molecular 

99.5% GC) y se homogeneizo por inversión. La mezcla se dejó incubar a -70°C toda 

una noche y al día siguiente se centrifugó a 14000 rpm durante 15 minutos a 4°C 

para precipitar el RNA. 

El sobrenadante se decantó y el pellet de RNA se lavó con 1 ml de etanol al 75% 

en agua DEPC y se centrifugó nuevamente a 14000 rpm durante 15 minutos a 4°C 

para precipitar el RNA. 

Se determino la integridad del RNA por electroforesis en un gel de agarosa al 1% y 

se determinó su concentración utilizando un espectrofotómetro a 260 nm(E poch). 

La calidad se determinó por la relación de absorbancias 260/280. 
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Síntesis de cDNA  

Se utilizó una concentración de 1 µg de RNA total. La síntesis de cDNA se realizó 

de acuerdo con las instrucciones del fabricante con el kit (thermoscientific, RevertAid 

RT kit, molecular biology).  

La mezcla de reacción (Tabla D1, Anexo D) con el RNA se colocaron en tubos de 

0.2 mL y se incubaron en un termociclador con los siguientes ciclos de temperatura: 

 

Temperatura (ºC) Tiempo  Etapa/Propósito 

25 10 minutos Unión de primers random 

42 50 minutos Síntesis de cDNA 

70 15 minutos Inactivación de la transcriptasa inversa  

4 Hasta uso final Enfriamiento de la mezcla  

 

El cDNA sintetizado se almacenó a -70°C hasta su uso en PCR.  

 

PCR tiempo real (qPCR) 

Para realizar PCR en tiempo real (qPCR) se mezclaron los  componentes en la 

Tabla E1 del Anexo E (thermoscientific, molecular biology) para un volumen total de 

reacción de 5 µl Una vez cargada la placa de 384 pozos se configuro el 

termociclador de qPCR a las siguientes temperaturas:  
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Fase  Temperatura (ºC) Tiempo  Descripción  

Desnaturalización 
inicial 

95 3 minutos Activación de la polimerasa y 
desnaturalización completa  

Ciclo de amplificación (x40 ciclos) 

Desnaturalización  95 10-15 s Separación de cadenas de ADN 

Alineamiento  55-60 20-30 s Unión de los primers al ADN 
molde 

Extensión/lectura 72 20-30 s Síntesis de nueva cadena y 
detección de fluorescencia  

Fase de disociación (melting curve) 

desnaturalización 95 15 s Desnaturalización inicial del 
ADN amplificado 

Enfriamiento  60 1 minuto Permite alineación parcial antes 
de disociación gradual 

Disociación gradual 60-90 (incrementa) Variable Análisis de la especificidad 
mediante curva de disociación 

 

Una vez completada la PCR en tiempo real, se obtuvieron los valores de Ct (umbral 

de ciclo) para cada muestra que nos sirven para calcular la cantidad relativa de 

expresión génica de un gen de interés en comparación con un gen de referencia, 

se utilizó la fórmula:   2-ΔΔCt . 

 

Concentración de Nitrato/Nitrito 

Una vez transcurridas las 24 horas de tratamiento en las células de las placas de 6 

pozos  se recolecto el medio y se almacenó a -70ºC, hasta su análisis.  

El medio se descongelo a temperatura ambiente y para la cuantificación de NO se 

realizó de acuerdo con las instrucciones del fabricante del kit Nítrate/Nítrate 

Colorimetric (Cayman Chemical) (58). 
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Para la cuantificación de NO se realizó una curva estándar de Nitrato y Nitrito según 

lo indicado en el Anexo G (Ver Tablas G1 y G2). Se agregaron 100 µL tanto de las 

concentraciones de la curva estándar como de cada una de las muestras en una 

placa de 96 pozos. Se añadieron 10 µL de cofactores y enzima  (excepto a los pozos 

en blanco), y se incubó todo durante 2 horas a temperatura ambiente. Transcurrido 

este tiempo se añadieron 50 µL del reactivo de Griess R1 y R2 a cada pozo y se 

incubó durante 10 minutos. Posteriormente, se midió la absorbancia a 540 nm y, 

finalmente, se realizaron los cálculos correspondientes siguiendo las fórmulas 

establecidas. 

 

Total (Nitrato + Nitrito)(µL) = (
𝐶𝑆𝑀 − (𝑦 − 𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟𝑠𝑒𝑐𝑐𝑖ó𝑛)

𝑃𝑒𝑛𝑑𝑖𝑒𝑛𝑡𝑒
) x2.5 x Dil. de la muestra 
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Resultados y discusión 

Inmunofluorescencia  

Para confirmar que las células endoteliales (CE) utilizadas en el estudio mantienen 

su identidad fenotípica y no sufren diferenciación hacia otro tipo celular, se realizó 

un análisis de inmunofluorescencia utilizando marcadores específicos para células 

endoteliales como PECAM-1 y el Factor VW. 

Las imágenes obtenidas muestran una expresión clara y uniforme del marcador 

endotelial PECAM-1 (CD31), en todas las muestras, lo que indica que las células 

conservan su identidad endotelial independientemente del número de pases 

celulares y el tipo de tratamiento utilizado. (Figura 8). 

Estos resultados confirman que los efectos observados en los demás análisis son 

atribuidos a los efectos de los tratamientos sobre células endoteliales, sin 

interferencias por posibles cambios en su identidad celular.  
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Figura 8. Imágenes representativas de inmunofluorescencia en células endoteliales (CE) marcadas 

con PECAM (CD31) como marcador específico, validando que las células tratadas no presentan 

diferenciación del linaje endotelial. 

 

 

La inmunofluorescencia evidenció que las células endoteliales empleadas en este 

estudio conservaron su fenotipo característico a lo largo de los diferentes pases 

celulares, independientemente del tratamiento aplicado. Esto respalda la 

consistencia del modelo celular y permite atribuir con confianza los efectos 

observados en viabilidad, expresión génica y metabolismo a la acción de los 

tratamientos, descartando una posible diferenciación no deseada como factor de 

interferencia 

 

Viabilidad Celular 

 Curva de viabilidad para ácido palmítico (AP) 

Para determinar la concentración de  AP a utilizar en las incubaciones celulares se 

realizó una curva de viabilidad a diferentes concentraciones de AP (100 – 300 µM). 

Observamos que la incubación con AP redujo significativamente la viabilidad celular 

de manera dependiente de la concentración desde la concentración de 150 µM 

(p<0.0001) (Figura 9). Con los resultados obtenidos decidimos utilizar para las 

incubaciones posteriores la concentración de 200 µM de AP, la cual produjo una 

disminución del 40% en la viabilidad.   
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Figura 9. Curva de viabilidad celular en células expuestas a diferentes concentraciones de ácido 
palmítico (AP, 100–300 µM), obtenida a partir de 3 repeticiones. Se realizó un análisis estadístico 
mediante ANOVA, seguido de una prueba post hoc para comparar cada concentración con el grupo 
control. Se observaron diferencias estadísticamente significativas en las concentraciones de 150 µM 
(P ≤ 0.01), 200 µM (P ≤ 0.001), 250 µM (P ≤ 0.001) y 300 µM (P ≤ 0.0001), indicadas en la gráfica 
mediante asteriscos. Estos valores de P indican el nivel de significancia estadística en comparación 
con el grupo control, donde un valor menor sugiere una mayor confianza en que la diferencia 
observada no es producto del azar. 

 

 

Curva de viabilidad  para Beta-hidroxibutirato (BHB) 

 

Para asegurarnos que el tratamiento con BHB no afectaba la viabilidad celular en 

las concentraciones de BHB utilizadas se realizó una curva de viabilidad (1, 2.5 y 5 

mM). Los resultados obtenidos muestran que no hay cambios significativos en la 

viabilidad con las concentraciones de BHB en ninguna de las concentraciones 

evaluadas. Lo que sugiere que este compuesto no es citotóxico para las células 

endoteliales a estas concentraciones. (Figura 10).  
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Figura 10. Curva de viabilidad celular en células endoteliales expuestas a diferentes 
concentraciones de beta-hidroxibutirato (BHB, 1, 2.5 y 5 mM), obtenida a partir de 3 repeticiones. 

Se realizó un análisis estadístico mediante ANOVA, seguido de una prueba post hoc para 
comparar cada concentración con el grupo control. Se observaron diferencias estadísticamente 
significativas en la viabilidad celular a todas las concentraciones de BHB: 1 mM (P ≤ 0.001), 2.5 
mM (P ≤ 0.01) y 5 mM (P ≤ 0.05), indicadas mediante asteriscos en la gráfica. Estos resultados 

sugieren que el BHB influye significativamente en la viabilidad celular en comparación con el 
control. 

 

 

Incubación con la combinación de  ácido palmítico y b-hidroxi butirato. 

 

Para determinar si el  BHB podría revertir el daño causado por el  AP, se incubaron 

las células con 200 µM de AP y diferentes concentraciones de BHB (1, 2.5 y 5). 

Observamos  que todas las concentraciones de BHB tienen una mejor viabilidad 

celular que el grupo incubado solo con AP, lo que demuestra que el BHB produce 

una recuperación parcial de la viabilidad celular  (Figura 11).  
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Figura 11. Viabilidad celular en células endoteliales tratadas con ácido palmítico (AP, 200 µM) y 
diferentes concentraciones de beta-hidroxibutirato (BHB, 1, 2.5 y 5 mM), obtenida a partir de 3 

repeticiones. Se realizó un análisis estadístico mediante ANOVA, seguido de una prueba post hoc 
para comparar cada concentración con el grupo control. Se observaron reducciones 

estadísticamente significativas en la viabilidad celular con AP (**P ≤ 0.0001) y con todas las 
concentraciones de BHB: 1 mM (P ≤ 0.01), 2.5 mM (P ≤ 0.01) y 5 mM (P ≤ 0.05), indicadas 

mediante asteriscos en la gráfica. 

 

 

Los resultados indican que el ácido palmítico (AP) a la concentración de 200 µM 

tiene un efecto tóxico sobre las células endoteliales que puede ser parcialmente 

revertido por el beta-hidroxibutirato, el cual no mostró toxicidad en las 

concentraciones evaluadas. 

  

Concentración de Ácidos Grasos  

Para evaluar el impacto del ácido palmítico (AP) y el beta-hidroxibutirato (BHB) en 

el metabolismo lipídico de células endoteliales (CE), se midió la concentración de 

ácidos grasos acumulados dentro de las células tras la exposición a los diferentes 

tratamientos. 

Los resultados muestran que el tratamiento con AP (200µM) aumento 

significativamente la concentración de ácidos grasos en comparación con el grupo 
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control (p<0.05), sugiriendo que las células endoteliales podrían estar alterando su 

metabolismo en respuesta al estrés inducido por el AP (Figura 12). 

 

 

Figura 12. Concentración de ácidos grasos en células endoteliales tras el tratamiento con ácido 
palmítico (AP, 200 µM) y sus combinaciones con β-hidroxibutirato (BHB; 1, 2.5 y 5 mM). Los datos 
corresponden a X repeticiones independientes. El análisis estadístico se realizó mediante ANOVA 
de una vía, seguido de la prueba post hoc de comparaciones múltiples de Dunnett para comparar 
cada tratamiento con el grupo control. Se observaron aumentos estadísticamente significativos en la 
concentración de ácidos grasos en los grupos tratados con AP solo (P < 0.0001), AP + BHB 1 mM 
(P = 0.0002) y AP + BHB 2.5 mM (P = 0.0028), en comparación con el control. La combinación con 
BHB 5 mM no mostró diferencias significativas. Los niveles de significancia se indican en la gráfica 
mediante asteriscos:** P < 0.01, *** P < 0.001, **** P < 0.0001. 

 

 

El tratamiento con BHB no solo modifico significativamente la concentración de 

ácidos grasos en comparación con el control, indicando que no altera el 

metabolismo de las CE. 

En los grupos tratados con AP+BHB, se observó que BHB disminuye 

significativamente el contenido de ácidos grasos en las células endoteliales de 

manera dependiente de su concentración en comparación con AP solo.  
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Expresión de las óxido nítrico sintasas inducible (NOS2) y endotelial 

(NOS3)  

El tratamiento con ácido palmítico (AP) provocó un aumento significativo en la 

expresión de NOS2 en comparación con el grupo control, lo que sugiere un efecto 

proinflamatorio en las células endoteliales. Al evaluar los tratamientos combinados 

con β-hidroxibutirato (BHB), se observó que las concentraciones de 1 mM y 5 mM 

incrementaron aún más la expresión de NOS2 respecto al control, siendo ambos 

efectos estadísticamente significativos. En contraste, la combinación con BHB a 

2.5 mM resultó en una disminución significativa en la expresión de NOS2 respecto 

al control, lo que sugiere un posible efecto inhibitorio o protector a esa concentración 

específica. 

En el caso de NOS3, el tratamiento con ácido palmítico (AP) produjo una ligera 

disminución en su expresión con respecto al grupo control, aunque esta diferencia 

no fue estadísticamente significativa. Al evaluar las combinaciones con β-

hidroxibutirato (BHB), se observó una disminución más pronunciada de la expresión 

con las concentraciones de 1 mM y 2.5 mM, ambas por debajo de los niveles del 

control, lo que podría estar relacionado con una alteración adicional de la función 

endotelial. En contraste, la combinación con BHB a 5 mM indujo un aumento muy 

marcado en la expresión de NOS3, superando ampliamente los niveles del control 

de forma altamente significativa (p < 0.0001), lo que sugiere un posible efecto 

restaurador o protector a concentraciones elevadas. (Figura 13). 
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Figura 13. Cambios en la expresión génica de NOS2 y NOS3 en células endoteliales tratadas con 
ácido palmítico (AP, 200 µM) y β-hidroxibutirato (BHB; 1, 2.5 y 5 mM). A)Expresión de NOS2. El 
tratamiento con AP aumentó significativamente la expresión de NOS2 en comparación con el grupo 
control (P < 0.0001). La combinación con BHB a 5 mM indujo un incremento aún mayor (P < 0.0001 
frente al control), mientras que BHB a 1 mM también elevó significativamente la expresión (P = 
0.0002 frente al control). En cambio, la combinación con BHB a 2.5 mM mostró una disminución 
significativa en la expresión respecto al control (P = 0.0048), lo que sugiere un posible efecto 
modulador a esta concentración. B) Expresión de NOS3. El tratamiento con AP no provocó cambios 
estadísticamente significativos en la expresión de NOS3 respecto al grupo control. Sin embargo, las 
combinaciones con BHB a 1 mM y 2.5 mM redujeron aún más la expresión por debajo del control, 
ambas de manera significativa (P = 0.0355 y P = 0.0210, respectivamente). Por el contrario, la 
combinación con BHB a 5 mM generó un aumento marcado y altamente significativo de la expresión 
por encima del control (P < 0.0001), lo que sugiere un efecto restaurador o protector a 
concentraciones elevadas. El análisis estadístico se realizó mediante ANOVA de una vía seguido de 
prueba post hoc de Dunnett. Los niveles de significancia se indican en la gráfica mediante asteriscos: 
* P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001, **** P < 0.0001. 

 

Expresión de NOX4 – Estrés Oxidativo  

El tratamiento con ácido palmítico (AP) indujo un aumento significativo en la 

expresión de NOX4 en comparación con el grupo control (P < 0.0001), lo que 

sugiere un incremento en el estrés oxidativo. Las combinaciones con β-

hidroxibutirato (BHB) a 2.5 mM y 5 mM provocaron aumentos aún más marcados en 

la expresión de NOX4 frente al control (P < 0.0001 en ambos casos), siendo el 

efecto más pronunciado con BHB a 5 mM. En cambio, la combinación con BHB a 

1 mM no mostró diferencias significativas respecto al grupo control (P = 0.9293), lo 

que indica que a esta concentración no se potencia el efecto prooxidante del AP  

(Figura 14).  

A) A) B) 
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Figura 14. Expresión relativa de NOX4 en células endoteliales tratadas con ácido palmítico (AP, 
200 µM) y sus combinaciones con β-hidroxibutirato (BHB; 1, 2.5 y 5 mM). El análisis estadístico se 
realizó mediante ANOVA de una vía seguido de la prueba post hoc de comparaciones múltiples de 
Dunnett. El análisis estadístico se realizó mediante ANOVA de una vía seguido de la prueba post 
hoc de comparaciones múltiples de Dunnett. El tratamiento con AP aumentó significativamente la 
expresión de NOX4 en comparación con el grupo control (P < 0.0001). Este aumento fue aún más 
pronunciado en los grupos tratados con AP + BHB a 2.5 mM y 5 mM (P < 0.0001 en ambos casos), 
lo que sugiere un posible efecto aditivo sobre la inducción de estrés oxidativo. En cambio, la 
combinación con BHB a 1 mM no mostró diferencias significativas respecto al control (P = 0.9293). 
Los niveles de significancia se indican en la gráfica mediante asteriscos: * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P 
< 0.001, ****\ P < 0.0001. 

 

 

Se evaluó la expresión de genes involucrados en la disfunción endotelial, 

inflamación y estrés oxidativo en células endoteliales tratadas con ácido palmítico 

(AP), beta-hidroxibutirato (BHB) y su combinación en tres concentraciones 

diferentes de BHB.  

 

Expresión de citocinas Inflamatorias – IL-1β, IL-18, IL-6 y TNF-α. 

El tratamiento con ácido palmítico (AP) promovió un aumento significativo en la 

expresión de las citocinas proinflamatorias IL-1β y TNF-α en comparación con el 

grupo control (P < 0.05), mientras que IL-18 mostró una disminución significativa. 

En el caso de IL-6, se observó una ligera reducción respecto al control, aunque sin 
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alcanzar significancia estadística (P = 0.0540). Estos hallazgos reflejan una 

respuesta inflamatoria heterogénea inducida por AP en las células endoteliales. 

La administración de β-hidroxibutirato (BHB) mostró efectos variables según la 

citocina y la concentración. 

Para IL-1β, BHB a 1 mM redujo ligeramente su expresión respecto a AP, aunque los 

niveles se mantuvieron por encima del control (significativo). A 2.5 mM, la expresión 

aumentó aún más que con AP solo, mientras que 5 mM logró reducirla hasta niveles 

similares al control (sin significancia). 

En IL-18, BHB a 1 mM y 2.5 mM provocó un aumento progresivo en su expresión 

respecto al control (significativo), siendo el mayor con 1 mM. En contraste, 5 mM no 

mostró diferencias significativas respecto a AP. 

En cuanto a IL-6, ni AP ni BHB a 1 mM mostraron diferencias significativas frente al 

control. Sin embargo, las concentraciones de 2.5 mM y 5 mM de BHB redujeron 

notablemente su expresión, siendo esta última la más baja (significativa), lo que 

sugiere un posible efecto antiinflamatorio a dosis altas. 

Respecto a TNF-α, AP redujo su expresión significativamente respecto al control. 

BHB a 1 mM tendió a revertir esta reducción (sin significancia), mientras que 2.5 mM 

disminuyó aún más la expresión (significativo), y 5 mM indujo un aumento 

pronunciado, aunque sin alcanzar significancia. 

 

 

A) B) 
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Figura 15. Expresión relativa de citocinas inflamatorias en células endoteliales tratadas con ácido 
palmítico (AP, 200 µM) y sus combinaciones con β-hidroxibutirato (BHB; 1, 2.5 y 5 mM). El análisis 
estadístico se realizó mediante ANOVA de una vía seguido de la prueba post hoc de comparaciones 
múltiples de Dunnett. A) IL-1β: El tratamiento con AP incrementó significativamente la expresión de 
IL-1β frente al control (P < 0.0001). BHB a 1 mM también elevó su expresión de forma significativa 
(P < 0.0001). En contraste, BHB a 2.5 mM redujo parcialmente este aumento (P < 0.0001), mientras 
que 5 mM normalizó los niveles, aunque sin alcanzar significancia estadística (P > 0.9999). B) TNF-
α: AP provocó un aumento significativo de TNF-α (P = 0.0472). BHB a 2.5 mM atenuó esta expresión 
de forma significativa (P = 0.0106), mientras que 1 mM y 5 mM no mostraron efectos 
estadísticamente relevantes. C) IL-18: La expresión de IL-18 se elevó con AP (P = 0.0309), pero fue 
reducida significativamente por BHB a 1 mM (P = 0.0001) y 2.5 mM (P = 0.0015). La combinación 
con 5 mM no presentó cambios significativos respecto al control (P = 0.1142). D) IL-6: Aunque AP 
tendió a aumentar IL-6, esta diferencia no fue significativa (P = 0.0540). Sin embargo, BHB a 2.5 mM 
(P = 0.0296) y 5 mM (P = 0.0042) redujeron significativamente su expresión frente al control, 
indicando un posible efecto antiinflamatorio a concentraciones más altas. Los niveles de significancia 
se indican en la gráfica mediante asteriscos:* P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001, ****\ P < 0.0001. 

 

Estos resultados confirman que el tratamiento con AP induce una respuesta 

inflamatoria compleja y un aumento en el estrés oxidativo en las células 

endoteliales, evidenciado por la alteración en la expresión de citocinas, moléculas 

de adhesión y enzimas prooxidantes. La coadministración de BHB revierte 

parcialmente estos efectos, aunque su impacto no es estrictamente dosis-

dependiente ni uniforme entre las distintas citocinas. En conjunto, los hallazgos 

sugieren que BHB podría ejercer un papel inmunomodulador en el contexto de daño 

endotelial inducido por lípidos, lo cual podría tener relevancia en enfermedades 

cardiovasculares asociadas a la obesidad y al metabolismo de los ácidos grasos. 

 

C) D) 
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Moléculas de adhesión (ICAM-1 y VCAM-1) 

El tratamiento con ácido palmítico (AP) indujo un aumento significativo en la 

expresión de VCAM-1 e ICAM-1 en comparación con el grupo control, lo que sugiere 

una activación endotelial y una mayor propensión a la adhesión de células 

inflamatorias. 

En cuanto a VCAM-1, el tratamiento con β-hidroxibutirato (BHB) a 1 y 2.5 mM 

aumentó significativamente su expresión en comparación con el control, pero no 

logró reducir la expresión frente al grupo tratado solo con AP. De manera 

interesante, la concentración de 5 mM mostró una diferencia marginalmente 

significativa respecto al control, pero sin cambios significativos en comparación con 

AP. Esto sugiere que BHB no tiene un efecto suficiente para contrarrestar la 

activación inducida por el AP en VCAM-1. 

Por otro lado, el tratamiento con BHB a 5 mM redujo significativamente la expresión 

de ICAM-1 en comparación con el grupo tratado solo con AP, mostrando un posible 

efecto antiinflamatorio dependiente de la concentración. Además, la combinación 

con BHB a 1 mM también redujo de manera significativa los niveles de ICAM-1 frente 

al control, aunque sin ser suficiente para revertir el efecto inducido por AP. Sin 

embargo, BHB a 2.5 mM no mostró diferencias significativas respecto al control, lo 

que indica que esta concentración no tiene un efecto destacable en la reducción de 

ICAM-1.(Figura 16).  
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Figura 16. Expresión relativa de las moléculas de adhesión VCAM-1 e ICAM-1 en células endoteliales 
tratadas con ácido palmítico (AP, 200 µM) y sus combinaciones con β-hidroxibutirato (BHB; 1, 2.5 y 
5 mM). El análisis estadístico se realizó mediante ANOVA de una vía seguido de la prueba post hoc 
de comparaciones múltiples de Dunnett. A) VCAM-1: El tratamiento con AP aumentó 
significativamente la expresión de VCAM-1 en comparación con el grupo control (P < 0.0001). Las 
combinaciones con BHB a 1 y 2.5 mM también presentaron aumentos significativos (P = 0.0002), 
mientras que BHB a 5 mM mostró una diferencia marginalmente significativa respecto al control (P = 
0.0497). No se observaron reducciones significativas respecto al grupo tratado con AP. B) ICAM-1: 
AP elevó significativamente la expresión de ICAM-1 respecto al control (P < 0.0001). La combinación 
con BHB 5 mM redujo significativamente esta expresión (P < 0.0001), mientras que BHB a 1 mM 
también tuvo un efecto atenuante (P = 0.0053). La combinación con BHB a 2.5 mM no presentó 
diferencias significativas respecto al control (P = 0.3437). Los niveles de significancia se indican en 
la gráfica mediante asteriscos: * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001, ****\ P < 0.0001. 

 

Determinación de NO   

Para evaluar el efecto de los tratamientos sobre la producción de NO, se midió la 

concentración de nitratos+nitritos en el medio de cultivo, como productos finales de 

NO. 

Los resultados muestran que el tratamiento con ácido palmítico (AP, 200 µM) redujo 

significativamente la concentración de nitratos+nitritos en comparación con el grupo 

control, lo que sugiere una disminución en la producción de NO y, por ende, una 

potencial disfunción endotelial. 

Por otro lado, el tratamiento con β-hidroxibutirato a diferentes concentraciones 

también modificó de forma significativa los niveles de nitratos en todas sus 

concentraciones en comparación con el control, se observó que las concentraciones 

de 2.5 mM y 5 mM de BHB aumentaron significativamente la concentración de 

B) A) 
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nitratos con respecto al grupo tratado solo con AP, sugiriendo un efecto restaurador 

sobre la producción de NO. 

Estos hallazgos respaldan la hipótesis de que AP reduce la biodisponibilidad de NO, 

contribuyendo a una disfunción endotelial, mientras que el BHB, especialmente a 

2.5 mM y 5 mM, podría contrarrestar este efecto negativo, restaurando los niveles 

de NO y promoviendo la recuperación de la función endotelial. 

 

 

Figura 17. Concentración de nitratos en el medio de cultivo como indicador indirecto de la producción 
de NO en células endoteliales tratadas con ácido palmítico (200 µM), BHB (1 mM, 2.5 mM, 5 mM) y 
las combinaciones correspondientes.  

 

 

EL AP afecta negativamente la producción de NO, lo que podría estar relacionado 

con la disfunción endotelial observada en diversas enfermedades cardiovasculares. 

Sin embargo, la administración de BHB revierte parcialmente este efecto, 

promoviendo la producción de NO y sugiriendo un potencial de protección en la 

función vascular.  
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DISCUSIÓN  

Inmunocitoquímica 

La validación del fenotipo endotelial mediante inmunofluorescencia demostró una 

expresión uniforme y clara del marcador PECAM-1 (CD31) en todas las condiciones 

experimentales. Este hallazgo garantiza que las células utilizadas mantuvieron su 

identidad endotelial a lo largo de los pases celulares y tratamientos, descartando la 

posibilidad de diferenciación no deseada. Esta confirmación es crucial, ya que 

respalda que los efectos observados en viabilidad, expresión génica y metabolismo 

lipídico son atribuibles exclusivamente a las respuestas funcionales de las células 

endoteliales frente a los tratamientos con ácido palmítico (AP) y β-hidroxibutirato 

(BHB). 

Viabilidad celular: efecto del AP y BHB 

Los resultados de viabilidad mostraron que el AP afecta negativamente a las células 

endoteliales de manera dosis-dependiente, con una reducción significativa desde 

150 µM. La elección de 200 µM como concentración para estudios posteriores se 

justificó por su impacto sustancial (40% de disminución), sin comprometer 

completamente la viabilidad celular, permitiendo así evaluar los efectos protectores 

del BHB. 

Por otro lado, el BHB no mostró citotoxicidad a las concentraciones evaluadas (1, 

2.5 y 5 mM), lo cual es fundamental para atribuirle un posible efecto protector sin 

interferencias por toxicidad propia. En presencia de AP, el BHB mejoró 

significativamente la viabilidad celular en todas las concentraciones, aunque sin 

alcanzar los niveles del control. Este efecto sugiere una acción parcialmente 

citoprotectora del BHB frente al daño inducido por lípidos saturados, posiblemente 

mediada por mecanismos antioxidantes, antiinflamatorios o de regulación del 

metabolismo celular (7)(8). 
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Metabolismo lipídico: concentración de ácidos grasos intracelulares 

El tratamiento con AP aumentó significativamente la acumulación de ácidos grasos 

intracelulares, lo que refleja una alteración en el metabolismo lipídico de las células 

endoteliales. Este exceso lipídico puede contribuir al estrés oxidativo, inflamación y 

disfunción observados en otros ensayos. 

Interesantemente, el BHB redujo de forma dependiente de la concentración esta 

acumulación cuando se administró junto al AP. En particular, la concentración de 

5 mM de BHB logró revertir completamente el efecto del AP, sin mostrar diferencias 

significativas frente al control. Estos resultados sugieren que el BHB podría estar 

modulando rutas de oxidación de ácidos grasos o promoviendo mecanismos de 

eliminación de lípidos intracelulares, lo cual podría ser clave en su efecto protector 

frente a la lipotoxicidad (12)(13). 

Expresión de NOS2 y NOS3 

El aumento significativo en la expresión de NOS2 inducido por el ácido palmítico 

(AP) confirma un entorno proinflamatorio y prooxidante en las células endoteliales. 

Esta activación de la vía inducible del óxido nítrico (NO) refleja una respuesta típica 

al estrés celular, en la que el exceso de NO puede derivar en la formación de 

especies reactivas como el peroxinitrito, contribuyendo al daño oxidativo. La 

combinación con BHB a 1 mM amplificó esta expresión, y 5 mM la potenció aún más, 

lo que podría representar una respuesta adaptativa pero también riesgosa al 

aumentar el desequilibrio redox. En cambio, BHB a 2.5 mM redujo significativamente 

la expresión de NOS2 respecto a AP, acercándose a niveles del control, lo que 

sugiere un posible efecto modulador a esa concentración intermedia.  

En el caso de NOS3, se observó un patrón opuesto. AP disminuyó claramente su 

expresión, lo que se asocia con disfunción endotelial, dado que eNOS (enzima 

codificada por NOS3) es esencial para mantener la homeostasis vascular y la 

integridad del endotelio. La administración de BHB a 2.5 mM promovió una 

recuperación significativa de la expresión, mientras que 5 mM no solo revirtió la 
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supresión inducida por AP, sino que superó incluso los niveles del grupo control. 

Esto respalda la idea de que el BHB, en concentraciones adecuadas, puede actuar 

como un modulador positivo de la vía del NO endotelial. En cambio, BHB a 1 mM 

no logró revertir el efecto supresor del AP, lo que sugiere que su acción beneficiosa 

requiere concentraciones más altas. 

En conjunto, estos resultados indican un efecto dual y dependiente de la dosis del 

BHB sobre la expresión de las isoformas de NOS. Mientras que a bajas 

concentraciones puede potenciar respuestas inflamatorias (a través de NOS2), a 

dosis más altas promueve la recuperación de funciones endoteliales clave 

(mediante NOS3). Esto resulta relevante al considerar el potencial terapéutico del 

BHB en contextos de daño vascular inducido por lipotoxicidad, como en 

enfermedades metabólicas y cardiovasculares asociadas a la obesidad (20)(21). 

 

Expresión de NOX4: estrés oxidativo 

La sobreexpresión de NOX4 inducida por el tratamiento con ácido palmítico (AP) es 

coherente con un aumento del estrés oxidativo en células endoteliales, tal como se 

ha reportado en contextos de lipotoxicidad. Notablemente, la combinación de AP 

con BHB a 2.5 mM y 5 mM no revirtió este efecto, sino que lo potenció 

significativamente, lo cual sugiere que el BHB, en ciertas condiciones, podría no 

actuar simplemente como un agente antioxidante, sino como un modulador 

metabólico más complejo. 

Este aumento podría reflejar una respuesta adaptativa mitocondrial, donde la 

sobreexpresión de NOX4 forma parte de un mecanismo compensatorio frente al 

nuevo estado energético inducido por el BHB. Si bien esta activación puede 

favorecer procesos como la biogénesis mitocondrial o una mayor eficiencia 

metabólica, también puede conllevar un incremento transitorio en la producción de 

especies reactivas de oxígeno (ROS), explicando los niveles elevados de NOX4 

observados. 
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Por otro lado, la combinación con BHB a 1 mM no mostró cambios significativos 

respecto al control, lo que sugiere la existencia de un umbral de concentración a 

partir del cual el BHB desencadena esta respuesta oxidativa adaptativa. 

En conjunto, estos resultados indican que el efecto del BHB sobre el estrés oxidativo 

en células endoteliales no es simplemente inhibitorio, sino que podría estar 

vinculado a mecanismos de reprogramación metabólica o de respuesta adaptativa 

al estrés, que requieren mayor exploración para comprender su impacto 

fisiopatológico (35). 

 

Expresión de citocinas inflamatorias 

El tratamiento con ácido palmítico (AP) provocó un aumento significativo en la 

expresión de las citocinas inflamatorias IL-1β, TNF-α, IL-18 e IL-6, lo que concuerda 

con un estado proinflamatorio típico de la disfunción endotelial inducida por lípidos 

saturados. Esta activación sugiere que el AP genera un entorno celular propenso al 

daño vascular y al deterioro de la función endotelial. 

El β-hidroxibutirato (BHB) mostró un efecto modulador dependiente de la 

concentración. La concentración de 2.5 mM fue particularmente efectiva, 

reduciendo significativamente la expresión de IL-1β, TNF-α e IL-18, así como IL-6, 

cuya expresión no fue significativamente elevada por AP, pero sí atenuada por BHB. 

Este patrón sugiere un efecto antiinflamatorio óptimo a dosis intermedias, 

posiblemente mediado por la inhibición de rutas como NF-κB o mecanismos 

epigenéticos, tal como han propuesto estudios previos. 

En contraste, BHB a 5 mM mostró un efecto menos claro: aunque se observaron 

algunas tendencias a la baja, la mayoría de los cambios no fueron estadísticamente 

significativos. Esto podría reflejar una pérdida de eficacia a dosis más altas, quizás 

por activación de rutas compensatorias o alteraciones en la señalización celular y 

en la biodisponibilidad de metabolitos. 
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En conjunto, estos resultados respaldan la hipótesis de que el efecto antiinflamatorio 

del BHB es dosis-dependiente, con una eficacia máxima en un rango intermedio 

(2.5 mM). A concentraciones más altas, pueden activarse mecanismos que reducen 

o contrarrestan su acción, lo cual subraya la importancia de evaluar cuidadosamente 

su dosis terapéutica en contextos inflamatorios y vasculares (31)(32). 

 

Moléculas de adhesión: ICAM-1 y VCAM-1 

El aumento en la expresión de VCAM-1 e ICAM-1 tras el tratamiento con ácido 

palmítico (AP) confirma la activación endotelial inducida por lípidos saturados. Este 

tipo de activación favorece la adhesión de leucocitos al endotelio y contribuye a 

establecer un entorno inflamatorio, lo cual es clave en el desarrollo de 

enfermedades cardiovasculares de origen inflamatorio. 

Respecto al efecto del β-hidroxibutirato (BHB), los resultados muestran una 

respuesta diferencial entre ambas moléculas de adhesión. En el caso de ICAM-1, el 

tratamiento combinado con BHB a 5 mM logró una reducción significativa frente al 

grupo tratado con AP, y 1 mM también tuvo un efecto atenuante respecto al control. 

Esto sugiere que BHB puede modular parcialmente esta molécula, posiblemente a 

través de vías relacionadas con la inhibición de la inflamación o la reducción del 

estrés oxidativo. 

En cambio, la expresión de VCAM-1 no fue revertida por ninguna de las 

concentraciones de BHB, y en realidad se mantuvo elevada incluso en presencia 

del compuesto. Este hallazgo podría indicar una resistencia de VCAM-1 a la 

modulación por BHB, o que su regulación depende de vías de señalización que no 

son directamente sensibles al BHB, al menos en las condiciones evaluadas. 

También podría estar relacionado con una cinética distinta de expresión, más 

estable o prolongada en comparación con ICAM-1. 

En conjunto, estos resultados indican que el efecto del BHB sobre las moléculas de 

adhesión es selectivo y probablemente dependiente del tipo de señal involucrada, 
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siendo más eficaz sobre ICAM-1 que sobre VCAM-1. Este comportamiento 

diferencial puede tener implicancias importantes en el contexto de la inflamación 

vascular, ya que sugiere que el BHB puede ejercer cierto control sobre la 

adhesividad endotelial, pero de forma parcial y dependiente de la molécula en 

cuestión (30)(36). 

 

Producción de óxido nítrico (NO) 

La reducción significativa de nitratos y nitritos inducida por el tratamiento con ácido 

palmítico (AP) indica una menor producción de óxido nítrico (NO), lo cual es un 

marcador funcional clásico de disfunción endotelial. Esta disminución 

probablemente se relaciona con la supresión de NOS3 observada en los análisis de 

expresión génica, reflejando una alteración directa en la vía endotelial del NO. 

La restauración parcial o total de los niveles de nitratos con BHB, especialmente a 

2.5 y 5 mM, refuerza su papel como modulador positivo de la función endotelial. Este 

efecto coincide con la recuperación de la expresión de NOS3, lo que sugiere que el 

BHB no solo contrarresta el efecto inhibitorio del AP, sino que también puede 

estimular la producción de NO en condiciones basales, posiblemente a través de la 

activación de vías metabólicas mitocondriales o epigenéticas que promueven una 

mayor disponibilidad de eNOS. 

En conjunto, los hallazgos de este estudio demuestran que el ácido palmítico induce 

una disfunción endotelial multifactorial, caracterizada por pérdida de viabilidad 

celular, acumulación de lípidos intracelulares, aumento del estrés oxidativo, 

activación inflamatoria, inhibición de la producción de NO y sobreexpresión de 

moléculas de adhesión. Este conjunto de alteraciones representa un perfil funcional 

y molecular típico de la disfunción endotelial temprana, un proceso clave en el 

desarrollo de enfermedades cardiovasculares relacionadas con el síndrome 

metabólico y con dietas ricas en grasas saturadas. 
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Ante este escenario, el β-hidroxibutirato (BHB) emerge como un posible modulador 

metabólico con propiedades protectoras, especialmente cuando se administra a 

concentraciones intermedias como 2.5 mM. Entre sus efectos beneficiosos 

destacan: la mejora de la viabilidad celular, la reducción del contenido lipídico 

intracelular, la recuperación de la producción de NO, la disminución de citocinas 

proinflamatorias, y la modulación parcial de moléculas de adhesión y enzimas 

oxidativas. 

No obstante, algunos de estos efectos fueron complejos y dependientes de la 

concentración, como se observó en la expresión de NOX4 o en la regulación de 

VCAM-1, lo cual sugiere que el impacto del BHB sobre la fisiología endotelial no es 

lineal ni universalmente protector, sino que podría involucrar una reprogramación 

metabólica más amplia, con posibles efectos bifásicos. 

Estos resultados subrayan la importancia de entender el contexto celular y la dosis 

específica al evaluar el uso terapéutico del BHB, y abren nuevas líneas de 

investigación sobre sus mecanismos de acción y potencial uso clínico en 

enfermedades cardiovasculares asociadas a disfunción endotelial (18)(33)(41). 

Este trabajo proporciona evidencia experimental relevante sobre el papel dual del 

BHB como intermediario metabólico y agente regulador de la homeostasis vascular 

frente al daño lipotóxico. Estos hallazgos abren nuevas perspectivas para explorar 

el potencial del BHB como estrategia terapéutica en enfermedades 

cardiovasculares relacionadas con disfunción endotelial inducida por ácidos grasos 

saturados. No obstante, se requieren estudios adicionales para determinar su efecto 

a largo plazo, su interacción con otras vías celulares y su aplicabilidad in vivo. 
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Conclusiones 

• Ácido palmítico (AP) induce disfunción endotelial al reducir la viabilidad 

celular, incrementar la acumulación de ácidos grasos intracelulares y alterar 

la expresión de genes relacionados con inflamación, estrés oxidativo y 

producción de óxido nítrico. 

• El tratamiento con β-hidroxibutirato (BHB) no afecta negativamente la 

viabilidad de las células endoteliales, lo que indica su seguridad como agente 

terapéutico en concentraciones de 1 a 5 mM. 

• El BHB atenuó parcialmente los efectos perjudiciales del AP, promoviendo la 

recuperación de la viabilidad celular, disminuyendo la inflamación (IL-1β, IL-

18, TNF-α, IL-6) y restaurando la expresión de NOS3 y la producción de NO, 

especialmente a concentraciones de 2.5 mM y 5 mM. 

• Los efectos del BHB fueron concentración-dependientes y moduladoras, 

mostrando respuestas distintas en los distintos parámetros evaluados. En 

algunos casos (ej. expresión de NOX4 y NOS2), concentraciones más altas 

potenciaron ciertos efectos del AP, lo que sugiere una acción compleja y no 

lineal. 

• Las células endoteliales conservaron su identidad fenotípica en todos los 

tratamientos, como lo demuestra la expresión estable de PECAM-1, 

validando la confiabilidad del modelo experimental. 

• Estos hallazgos respaldan el potencial del BHB como modulador de la 

función endotelial, proponiéndolo como un posible agente terapéutico frente 

al daño vascular inducido por lípidos en contextos como la obesidad, la 

resistencia a la insulina y enfermedades cardiovasculares. 
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Este estudio demuestra que el β-hidroxibutirato (BHB) ejerce un efecto modulador 

sobre la disfunción endotelial inducida por el ácido palmítico (AP), atenuando sus 

consecuencias negativas sobre la viabilidad celular, el metabolismo lipídico, la 

inflamación y la producción de óxido nítrico. La acción del BHB fue dependiente de 

la concentración y mostró una respuesta diferenciada según el parámetro evaluado, 

revelando un mecanismo de acción complejo. A pesar de que en algunos casos 

concentraciones más altas amplificaron ciertos efectos proinflamatorios u 

oxidativos. Estos hallazgos posicionan al BHB como un agente con potencial 

terapéutico para proteger la función endotelial frente a agresores lipotóxicos, 

especialmente en condiciones asociadas a obesidad y enfermedades 

cardiovasculares. Además, la estabilidad fenotípica de las células endoteliales a lo 

largo del estudio refuerza la validez del modelo experimental y la solidez de las 

conclusiones obtenidas.
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Anexos 

Anexo A. Composición de medios utilizados. 

• Tabla A1. Medio DMEM alto en glucosa  

Componente  Concentración/Proporción Cantidad para 1L 

DMEM medio basal ------ 900 mL 

Suero Bovino Fetal (SBF) 10% 100 mL 

Antibiótico-Antimicótico (AA) 0.01% 1 mL 

Total ------ 1 L 

 

• Tabla A2. Medio DMEM bajo en glucosa  

Componente  Concentración/Proporción Cantidad para 1L 

DMEM bajo en glucosa 1x 1 L 

Antibiótico-Antimicótico (AA) 0.01% 1 mL 

 

Solución de PBS 500 mL 

Reactivo Cantidad  (g) 

NaCl 40.3 

KCl 1.1 

Fosfato de Sodio 5.75 

Fosfato de Potasio 1 
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Anexo B. Tratamiento con AP y β-hidroxibutirato 

Tabla B. Tratamiento con AP y β-hidroxibutirato 

Tratamiento Composición 

BCO DMEM bajo en glucosa sin células 

CTRL DMEM bajo en glucosa con células 

AP DMEM bajo en glucosa con ácido palmítico 200 µM 

BHB DMEM bajo en glucosa con β-hidroxibutirato 5 mM 

AP + BHB (1mM) DMEM bajo en glucosa + ácido palmítico 200 µM y β-hidroxibutirato 1 mM 

AP + BHB (2.5mM) DMEM bajo en glucosa + ácido palmítico 200 µM y β-hidroxibutirato 2.5 mM 

AP + BHB (5mM) DMEM bajo en glucosa + ácido palmítico 200 µM y β-hidroxibutirato 5 mM 

 

Descripción de los tratamientos.  

• BCO (control de medio sin células). Se utilizo DMEM bajo en glucosa sin 

células. Esto sirve como base para evaluar el efecto de otros tratamientos 

sobre el medio din la influencia de las células.  

• CTRL (control con células). Se utilizo DMEM bajo en glucosa con las células, 

es el grupo de referencia para evaluar el comportamiento de las células en 

condiciones normales.  

• AP (Ácido palmítico): Se añadió acido palmítico 200 µM al DMEM bajo en 

glucosa, para estudiar los efectos del ácido graso sobre las células en 

condiciones de baja glucosa.  

• BHB (β-hidroxibutirato): Se utilizo β-hidroxibutirato a una concentración de 5 

mM en DMEM bajo en glucosa, para evaluar los cuerpos de un cuerpo 

cetónico como fuente alternativa de energía  
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• AP + BHB (1mM): Se añadió acido palmítico 200 µM y β-hidroxibutirato 1mM 

al medio DMEM bajo en glucosa para estudiar los efectos combinados del 

ácido palmítico y β-hidroxibutirato a baja concentración. 

• AP + BHB (2.5mM): Se añadió ácido palmítico 200 µM y β-hidroxibutirato 2.5 

mM en DMEM bajo en glucosa, para evaluar los efectos de una 

concentración intermedia de β-hidroxibutirato junto con el ácido palmítico. 

• AP + BHB (5mM): Se añadió ácido palmítico 200 µM y β-hidroxibutirato 5 mM 

en DMEM bajo en glucosa para estudiar los efectos combinados a la 

concentración más alta de β-hidroxibutirato 

 

Diagrama B1. Stock de Ácido palmítico (AP) 

 

 

 

 

 

 

Diagrama B2. Stock de β-hidroxibutirato 

 

 

 

Se disolvió 51.28 mg 

de AP en 1 mL de 

etanol 

Se preparo una 

solución de albúmina 

sérica bovina libre de 

ácidos grasos al 10% 

Se mezclo la 

solución stock de AP 

(200mM) con la 

albumina en una 

proporción 1:19 

 

Con la intención de preparar 

alícuotas de trabajo con una 

concentración de 10 mM 

Se calentó la mezcla a 55°C en baño maría y 
posteriormente se filtró con membrana de 0.45 
µm y se almaceno a -80°C hasta su uso. 

 

Se disolvió 25.218 

mg en 1 mL de agua 

destilada  

Se prepararon 2 con una 

concentración final de 

200mM y se almacenaron a 

-80°C hasta su uso 
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Anexo C. Preparación de Curva de Viabilidad  

Los datos contenidos en la tabla para realizar la curva estándar se hacen por 

triplicado para garantizar que los resultados sean más robustos, consistentes y 

confiables, lo cual es fundamental para interpretar correctamente la relación entre 

la concentración del tratamiento y la respuesta observada. 

Tabla C1. Rango de Concentración de la curva estándar de AP. 

Concentración de 

ácido palmítico (µM) 

Volumen de ácido 

palmítico (µL) 

Volumen de 

DMEM (µL) 

Concentración 

final (µM) 

100 10 90 100 

150 15 85 150 

200 20 80 200 

250 25 75 250 

300 30 70 300 

Anexo D. Concentración de ácidos grasos  

Tabla D1. Estándares para construcción de la curva de ácidos grasos. 

Componente Cantidad (µL) 

Tampón de ensayo 44 

Sonda OxiRed/Sonda de ácidos grasos 2 

Mezcla de enzimas Acyl CoA/Mezcla de enzimas 2 

Potenciador 2 
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Tabla D2.  Estándares para la construcción de la curva de AP de ácidos grasos. 

Estándar Vol. de AP 
estándar (µl) 

Tampón de 
ensayo (µl) 

Vol. Final de estándar por 
pozo (µl) 

Conc. Final de 
AP por pozo 
(nmol/pocillo) 

1 0 150 50 0 

2 6 144 50 2 

3 12 138 50 4 

4 18 132 50 6 

5 24 126 50 8 

6 30 120 50 10 

 

Anexo E.  Síntesis de cDNA 

Tabla E1. Composición de los reactivos utilizados para la síntesis de cDNA. 

Reactivo Cantidad 

RNA total 5 µg 

Random Hexamer Primer 1 µL 

Agua libre de nucleasas Para completar 12 µL 

Tampón Reacción 5x 4 µL 

Inhibidor de RNAasa 1 µL 
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Mezcla de dNTP 10mM 2 µL 

Revert Aid RT 1 µL 

Volumen total 20 µL 

 

Anexo F. qPCR 

Las cantidades de la siguiente tabla se realizaron por triplicado para cada una de las 

enzimas.  

Tabla F1. Reactivos para qPCR 

 

Reactivo Cantidad  

Primer F 0.5 µL 

Primer R 0.5 µL 

Agua libre de nucleasas  0.5 µL 

cDNA 1 µL 

Syber Green 2.5 µL 

Volumen Total  5 µL 

 

A continuación, se presentan las secuencias de los primers utilizados en el análisis 

de los genes β-actina, VCAM, ICAM, NOS2, NOS3 y NOX4. 
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Tabla F1. Primers PCR 

Gen Primer Forward (5' -> 3') Primer Reverse (5' -> 3') 

Β-actina 5´-CCCGCGAGTACAAC CCTTCT-3` 5´-CGTACATCCATGGC GAACT-3´ 

VCAM 5´-GGCTTTGAAGCAG AGAVTT-3´ 5´-GCTTGAGAGACTG CAAACAG-3´ 

ICAM 5´-GCTAAAGGCACGG CACTTGTA-3´ 5´-CAGATGGTGTCCC GCTGCCTA-3´ 

NOS2 5´-GTGACCATGGAGC ATCCCA-3´ 5´-CTCCAGGAGCATG TTGGCCAC-3´ 

NOS3 5´-CCTGTACCCCAAG ACGCTG-3´ 5´-CCAATAGCTGCTC AGTGGGT-3´ 

NOX4 5´-GCTCATTTCCCACA GACCTGG-3´ 5´-AGGTTTGTTGCTC CGGATGCA-3´ 

TNF-a 5´-CTGCCTCTGGCTC ACAAGG-3´ 5´-CTGTGCCTCAGGG AACAGTC-3´ 

IL-18 5´-GGAATCAGACCAC TTTGGCA-3´ 5´-TGTCAACGAAGAG AACTTGGT-3´ 

IL-1β 5´-GTCACAGAGGACGGGCTCTT-3´ 5´-GGAATCAGACCACTTTGGCA-3´ 

IL-6 5´-GCCTTCTTGGAGACTGATGCT-3´ 5´-GACAGGTCTGTTGGGAGTGG-3´ 

 

Anexo G.  Curvas Estándar de Nitrato/Nitrito 

Tabla  G1. Estándares para la construcción de la curva de Nitrato 

Celda Bulk Nítrate Standard (µL) Assay Buffer 

(µL) 

Nítrate standard 

concentration (µL) 

A1,A2 0 80 0 

B1,B2 5 75 5 

C1,C2 10 70 10 

D1,D2 15 65 15 
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E1,E2 20 60 20 

F1,F2 25 55 25 

G1,G2 30 50 30 

H1,H2 35 45 35 

 

 

Tabla G2. Estándares para la construcción de la curva de Nitrito 

Celda Bulk Nítrate Standard (µL) Assay Buffer 

(µL) 

Nítrate standard 

concentration (µL) 

A1,A2 0 80 0 

B1,B2 5 75 5 

C1,C2 10 70 10 

D1,D2 15 65 15 

E1,E2 20 60 20 

F1,F2 25 55 25 

G1,G2 30 50 30 

H1,H2 35 45 35 

G1,G2 30 50 30 

H1,H2 35 45 35 
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Productividad 

Como parte de las actividades de divulgación científica derivadas del presente 

trabajo de tesis, se logró la publicación de un artículo de divulgación titulado “Efecto 

de la cetosis en la aterosclerosis” en la revista iBIO, Vol. 6 Núm. 1 (2024), orientado 

a comunicar las bases de este estudio a un público general y especializado. 
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Asimismo, los resultados de esta investigación fueron presentados en el XI 

Congreso Internacional de Biotecnología SOCIBI y V Encuentro de estudiantes del 

posgrado del CICB-UATx, realizado en Tlaxcala, México durante el mes de 

Diciembre del 2024, mediante la ponencia titulada “Effect of beta-hydroxybutyrate 

on endothelial cells treated with palmitic acid: metabolic and vascular implications”. 

Esta participación permitió compartir los hallazgos con la comunidad académica, 

fomentar el intercambio de ideas y fortalecer la formación profesional del autor/a 

como investigador/a. 

A continuación, se presentan las constancias de publicación y participación: 
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Como parte de mi compromiso con la difusión del conocimiento, durante el periodo 

de realización de la presente tesis, asistí al XXIV Congreso Nacional y XIII Congreso 

de Ingeniería Bioquímica, con las XXI Jornadas Científicas de Biomedicina y 

Biotecnología Molecular, donde presenté un trabajo titulado “Expresión del receptor 

A TSH en el tejido adiposo epididimal durante el envejecimiento” relacionado con 

un tema diferente al de la tesis. Dicho trabajo fue posteriormente publicado en 

JOURNAL OF BIOENGINEERING AND BIOMEDICINE RESEARCH (JBBR), 

con ISSN: 2594-052X, correspondiente a la edición de Marzo del 2025. Esta 

participación y publicación me permitieron ampliar mi experiencia en la divulgación 

científica y fortalecer mis competencias en investigación y presentación de trabajos 

en congresos. 

A continuación, se anexa la constancia de participación y publicación: 

 

 



Productividad 

87 

 

 



Productividad 

88 

De igual manera participe en un simposio organizado por el Tecnológico de Estudios 

Superiores de Ecatepec titulado “Productos Naturales 2023”, donde presente un 

trabajo relacionado con un tema diferente al de la tesis. Esta participación me 

permitió compartir mis conocimientos y obtener retroalimentación académica, lo que 

contribuyó al desarrollo de habilidades en la divulgación científica y la presentación 

de investigaciones en un entorno académico. 

A continuación, se anexa la constancia de participación en el simposio: 

 

 

 

 


