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Resumen

Las dos principales causas de muerte en México son: enfermedades
cardiovasculares y diabetes mellitus y estan relacionadas con el sindrome metabdlico
(SMe) ). Existen tratamientos farmacoldgicos y no farmacolégicos para el
tratamiento del SMe; dentro de los no farmacoldgicos se encuentran modificaciones
en la ingesta de acidos grasos omega 6 y 3 en especial el acido docosahexaenoico
(DHA) y el acido eicosapentaenoico (EPA) que, junto con una buena alimentacion y
ejercicio, ayudan a contrarrestar el SMe. Los triacilglicéridos de cadena media (MCT)
han demostrado tener un efecto benéfico en el control del sobrepeso, obesidad,
glucosa elevada, presion arterial elevada y el metabolismo de lipidos, en
comparacion con dietas ricas en acidos grasos de cadena larga (LCT) @ ®_ El aceite
de coco es una fuente de MCT, 50 % de &cido laurico (C12:0) . Al aceite virgen de
coco, se le han atribuido mayores propiedades benéficas para la salud, contiene
tocoferoles, fitoesteroles y polifenoles en mayor proporcién que otras presentaciones

del aceite ©.

El PPARy (receptor activado proliferador peroxisomal gamma) es un factor
transcripcional asociado a adipogénesis y lipogénesis, y promueve la expresion de
genes para la produccién y sensibilidad a la insulina (6) (7) (8). Por otra parte el
neuropéptido Y (NPY), es un importante neurotransmisor en la regulacion del apetito,
entre otros (9) (10) (11). Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue analizar el efecto
del aceite de coco (virgen y refinado) sobre el sindrome metabdlico en un modelo
inducido por fructosa y evaluar su impacto en la expresion de PPARYy y neuropéptido
Y.

Se utilizaron ratas Wistar macho a las que se les indujo el SMe por la administracion
de fructosa al 30 % en el agua de bebida durante 15 semanas. Después se
administrd por via intragastrica una mezcla de aceite de maiz-canola (MC) , aceite de
coco virgen (VCO), aceite de coco refinado (RCO) y suplemento de aceite de alga

(SAA, rico en EPA y DHA n-3) durante seis semanas. Al término del tratamiento se



evaluaron diversos parametros referentes al sindrome metabdlico y se midié la

expresion de genes relacionados con la adipogénesis y el apetito.

Con el aceite VCO se obtuvieron resultados que demuestran un efecto benéfico
sobre el SMe: disminucion de glucosa 28 %, tejido adiposo epididimal 11%,
triacilglicéridos 34 %; aumento de sensibilidad a insulina 18 %. Los resultados son
comparables con los obtenidos con SAA. Ademas, el SAA indujo la expresion del gen
de PPARYy (163 % en higado, 187 % en adiposo) y el VCO indujo la expresion del

NPY (142 %), lo que puede estar influenciando beneficios sobre el SMe.
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INTRODUCCION

El sindrome metabdlico (SMe), ha tenido diferentes nombres y criterios para su
diagndstico, sin embargo en los ultimos afos la prevalencia de este diagndstico ha
aumentado, es por eso que en el 2009 la Federacion Internacional de Diabetes (IDF),
la asociacién americana del corazén (AHA), Instituto Nacional del corazén, sangre y
pulmones (NHLBI), la Federacion mundial del corazén y la Asociacién Internacional
para el estudio de la obesidad, propusieron una definicion armonizada para el

diagnostico del SMe. (12

Debido al descubrimiento de los acidos grasos esenciales, por George y Mildred Burr
en 1929 y tiempo después del conocimiento que estos AGE son precursores de
nuevos acidos grasos poliinsaturados '*). Se consideré que los acidos grasos
poliinsaturados conllevan un mayor beneficio en comparacion a los acidos grasos

saturados, relevando el interés de los acidos grasos saturados para uso alimentario.

En estudios recientes se ha encontrado que el consumo de acidos grasos de cadena
media ayuda en la disminucién de tejido adiposo. Lo que ha hecho, al aceite de coco
con su alto contenido de acidos grasos saturados de cadena media, un posible
candidato para el estudio, al cual se le estan atribuyendo efectos benéficos para la

salud.

En la revision bibliografica se ha encontrado que las ratas a las que se les
suplementa su dieta con aceite de coco, ingieren una menor cantidad de alimento, es
por eso que se propone medir la expresion de genes relacionados con el apetito, al
igual que algunos genes relacionados con la adipogénesis y lipogénesis que se ha

encontrado que pueden ser inhibidos por los acidos grasos de cadena media.

viii
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ANTECEDENTES

En el 2013 en México las dos principales causas de muerte fueron las enfermedades
cardiovasculares y Diabetes mellitus, M que al sumar las causas resulta en un 33 %.
Estas enfermedades junto con enfermedades del higado y cerebrovasculares pueden
estar relacionadas con el sindrome metabdlico. A nivel mundial las enfermedades

cardiovasculares son la principal causa de muerte. "%

Principales causas de muerte en México

6 Enfermedades cerebrovasculares
5 Enfermedades del higado

4 Accidentes

3 Tumores malignos

2 Diabetes mellitus

1 Enfermedades del corazén

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

FIGURA 1. Principales causas de muerte en México en 2012 "

1.1 Sindrome metabdlico

El sindrome metabdlico es una compilacidon de factores de riesgo que predisponen al
desarrollo de enfermedades como Diabetes mellitus tipo 2, enfermedades

cardiovasculares, etc.

El sindrome metabdlico fue descrito por primera vez en 1988, ® y ha tenido
multiples definiciones desde entonces. En un esfuerzo conjunto de varias
organizaciones (Organizacion Mundial de la Salud, Federacion Internacional de la

diabetes, Instituto Nacional del Corazén, Pulmén y Sangre, Asociacion americana del
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corazon, Federacion Mundial del Corazén, Sociedad Internacional de Aterosclerosis,
Asociacion Internacional para el estudio de la Obesidad) se propuso un diagndstico

(12

armonizado del sindrome metabdlico . Donde poseer tres de los cinco factores de

riesgo de la tabla 1, son causa de diagnostico del sindrome metabdlico.

TABLA 1. Criterios para el diagnéstico de sindrome metabdlico ('?

Parametros Puntos limite caracteristicos

Circunferencia abdominal  Parametros especificos para paises y

poblaciones
Triglicéridos =150 mg/dL
Colesterol HDL Men < 40 mg/dL Women < 50 mg/dL
Presion arterial = 130/ 285
Glucosa en ayuno = 100 mg/dL

En este esfuerzo conjunto realizado por diversas organizaciones se trato de realizar
un diagndstico eficiente de la presencia del sindrome metabdlico, aunque existen
otros parametros para diagnosticar el sindrome metabdlico estos cinco son faciles de

medir y estan relacionados directamente con la presencia del SMe.

Diversos factores contribuyen al desarrollo del SMe factores genéticos, estilo de vida,
obesidad y resistencia a la insulina, todos juegan un papel importante en el desarrollo
de SMe °).

1.2 Resistencia a la insulina

Shulman en el 2000, sugiere el aumento en la concentracién plasmatica de acidos
grasos libres induce la resistencia a la insulina, debido a la inhibicién de transporte y
fosforilacién de glucosa; por la reduccion de la sintesis de glucogeno en el musculo y

la oxidacion de glucosa 7.
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Un buen balance en la gliceroneogénesis en el higado y tejido adiposo, conlleva a
una menor taza de acidos grasos libres que interfieren con la insulina provocando
resistencia a la insulina. En el tejido adiposo una menor taza de gliceroneogénesis

conlleva a una mayor liberacion de acidos grasos libres y en el higado una mayor

taza de gliceroneogénesis conduce a la sintesis y exportacion de triacilglicéridos ('

Pyruvate

Oxaloacetate

FLEF carboxykinass
Phosphoenolpyruvate
multistep

Dihydroxyacetone phosphate

ghyeerol 3-phosphate

CH,OH
(I)HOH O
(IJH2 —0 —Il:l’ —0°
-
Glycerol 3-phosphate

Triacyiglycerol synthesis

FIGURA 2. Ruta de gliceroneogénesis a partir de piruvato '®
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El PPARy induce la expresion de genes de enzimas relacionadas con
gliceroneogénesis, como la piruvato carboxilasa comprobado en células

preadipocitarias 3T3-L1 y ratones con el gen PPARy2 Knock-out 9.

1.3 Aceite de coco

El aceite de coco es rico en acidos grasos saturados, que se han relacionado con
enfermedades cardiovasculares, creando una mala reputacion del aceite de coco, sin
embargo la mayoria de los acidos grasos saturados que contiene el aceite de coco
son acidos grasos de cadena media “_ Conteniendo aproximadamente un 50 % de

acido laurico, tabla 2.

El aceite de coco se puede encontrar en diferentes presentaciones, dependiendo el
método de extraccion y los procesos a los que lo han sometido. Algunas de ellas son:

aceite virgen de coco (VCO), aceite copra (CO) y aceite refinado de coco (RCO).

TABLA 2. Composicién de acidos grasos del aceite de coco ¥

Aceite de coco

Acido graso %

C6:0 ND-0.7
C8:0 4.6-10.0
C10:0 5.0-8.0
C12:0 45.1-53.2
C14:0 16.8-21.0
C16:0 7.5-10.2
C18:.0 2.0-4.0
C18:1 5.0-10.0
C18:2 1.0-2.5
C18:3 ND-0.2
C20:0 ND-0.2
C20:1 ND-0.2
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El VCO, es el aceite al que se le han atribuido mayores propiedades benéficas, esto
puede ser debido a un mayor contenido de antioxidantes y polifenoles % ©

comparado con los otros aceites de coco.

Marina en 2009, encuentra que las propiedades quimicas del VCO son igual de
buenas que el RCO, con el beneficio que el VCO contiene un mayor contenido de
compuestos fendlicos que le confieren una mayor capacidad antioxidante de hasta
un 80 %, mientras que el RCO presenta solo un 50 %. El tocoferol y BHA se

utilizaron como estandar y presentaron un 94 % y 84 % respectivamente ",

TABLA 3. Niveles de tocoferol y fitoesteroles en aceite VCO vy aceite copra (CO)®

VCO CcoO

Vitamina E 30.87 £ 0.70 12.76 £ 0.26
pg/100 g

Campesterol 17.29 £ 0.29 25.07 £ 0.13
ng/100 mg

Estigmasterol 63.13+£0.19 57.05+0.13
ng/100 mg

B-Sitosterol 73.03 £ 0.26 57.00 £ 0.29
ng/100 mg

Existen estudios donde se observan efectos benéficos del aceite de coco, como de
triglicéridos de cadena media (MCT), comparados con triglicéridos de cadena larga

(LCT) mayormente.

1.4 Triacilglicéridos de cadena media

Existen en el mercado aceites con MCT, que llevan este nombre por el alto contenido
de acidos grasos de cadena media. Los acidos grasos de cadena media, abarcan los

acidos grasos de 6, 8, 10 y 12 carbonos.
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La mayoria de los estudios que se encuentran disponibles son realizados utilizando
aceites comerciales que contienen acidos grasos de 8 y 10 carbonos encontrando
efectos interesantes en modelos de ratas sanas y ratas con algun desorden

metabadlico como hipertensién y diabetes.

Estudios como el de Turner 2009, donde administré a ratas Wistar macho sanas
aceite de coco hidrogenado como fuente de acidos grasos de cadena media, y
manteca de cerdo como fuente acidos grasos de cadena larga. Obtuvo que las ratas
alimentadas con aceite de coco hidrogenado disminuyeran su masa corporal, tejidos
adiposos, glucosa vy triglicéridos en plasma, asi como aumento de triglicéridos en el
higado y disminucion de triglicéridos en el musculo comparados con las ratas

alimentadas con manteca %,

1.5 Efecto de acidos grasos de cadena media en modelos murinos

Los articulos encontrados sobre los efectos de los acidos grasos de cadena media se
han basado en modelos de ratas o ratones sanos o con algun factor del SMe

alterado.

Han en 2003, administr6 a ratas Sprague-Dawley sanas una dieta con 20 g de grasa,
proveniente de aceite de MCT (C8 71 % y C10 26 %) y LCT (C16 11 %, C18:1 30 %
y C18:2 59 %) obteniendo que el grupo alimentado con MCT obtuvo una menor

ganancia de masa corporal; asi como un menor peso de los tejidos adiposos @),

Takeuchi en 2006, administré en la comida a ratas Wistar macho sanas aceite de
colza como fuente de LCT y aceite MCT comercial por 8 semanas obteniendo una
menor ganancia de peso, menor peso de tejidos adiposo, disminucion de glucosa y
leptina en las ratas alimentadas con aceite MCT comparadas con las ratas

alimentadas con aceite de colza %,

Nevin and Rajamohan 2004, 2009, administraron aceite copra, aceite virgen de coco,
aceite de cacahuate y colesterol (8 % y 15 % de la dieta) a ratas Sprague-Dawley
sanas y encontraron que en las ratas alimentadas con VCO bajaron sus niveles de
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triacilglicéridos, fosfolipidos, colesterol LDL (lipoproteinas de baja densidad) y

aumento el colesterol HDL (lipoproteinas de alta densidad) ? ©).

Kochikuzhyil 2010, en un modelo de ratas diabéticas inducidas por estreptozotocina
administré dietas enriquecidas con aceites: aceite de coco, aceite de palma y aceite
de cacahuate. Encontrando que en el grupo de ratas alimentadas con aceite de coco,
disminuy6 el colesterol total, triglicéridos y glucosa en suero sanguineo comparadas

con los otros grupos alimentados con aceite de palma y cacahuate ?*.

Kamisah 2015, en un modelo de ratas hipertensas inducidas con aceite de palma
recalentado, administré (1.42 mL/ Kg) VCO conjuntamente con el aceite de palma
recalentado obtuvo que el grupo alimentado con VCO y aceite de palma recalentado

no desarrollé hipertension .

Deol 2015, administr6 mezclas de aceite de soya y aceite de coco en la dieta a
ratones machos sanos, encontrando que el grupo que consumia mayor cantidad de
aceite de coco, disminuy6 la obesidad y los niveles de glucosa e insulina en sangre.
En este estudio también evaluaron la fructosa donde ellos encuentran que el aceite

de soya es mas obesogénico que la fructosa .

1.6 Adipogénesis

La adipogénesis consiste en la generacion de células comunmente llamadas
adipocitos que son las encargadas de acumular energia en forma de grasa dentro de
ellas, estos forman tejido adiposo que puede ser blanco o marrén y varia por la

funcion y el contenido de mitocondrias ).

En los animales el exceso de energia proveniente de la dieta se puede acumular en
forma de triacilglicéridos; que en situaciones de ayuno prolongado o falta de

carbohidratos se pueden procesar para obtener energia, calor y otros productos.

Para la lipogénesis o acumulacion de grasa en forma de triacilglicéridos en

adipocitos, y en la adipogénesis (diferenciacion de preadipocitos) para convertirlos en
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tejido adiposo blanco o marrén, intervienen muchos factores, algunos de estos son

los factores de transcripcidon con una gran importancia biolégica.

1.6.1 Factores de transcripcion

Algunas proteinas que permiten la diferenciacion de preadipocitos son regulados
desde su expresion por factores de transcripcion que actuan como reguladores de la
expresion génica. Entre los factores de transcripcion mas importantes para el
proceso de diferenciacion destacan C/EBPa (proteina potenciadora de unién) y el
receptor nuclear PPARy (Receptor activado por proliferadores peroxisomales). Otros
factores de transcripcién que destacan en la diferenciacion adipocitaria son: C/EBPf,
C/EBP9, el factor de transcripcion ADD1/SREBP1c (proteina de unién al elemento

regulador del esterol) y el receptor nuclear RXR (receptor de retinol X) ).

. C/EBPo
c/eBpg| [ N\ .
1< | Genes del Adipocito,
C/EBPS| . | ) ;
Y PPARY " ~ igondos /

- S 3

SREBP-1/ADD-1——— —
{ \

(
\ /
\‘\ ,/‘
N A
ST

FIGURA 3. Factores de transcripcién involucrados en la cascada adipogénica ¢”
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Han en 2003, encontr6 que los acidos grasos de cadena media inhiben
eficientemente la expresion del factor de transcripciéon PPARYy, reduciendo la sintesis
de triacilglicéridos celulares. Por otra parte los acidos grasos de cadena larga activan

los factores transcripcionales PPARy .

En la figura 4 se puede apreciar el porqué de la teoria; que los acidos grasos de
cadena media inhiban a PPARy. En A) se puede observar una grafica de la
expresion de PPARy2 en tejido adiposo proveniente de ratas alimentadas con MCT y
LCT, donde se observa una menor expresién de PPARy2 en el tejido adiposo de
ratas alimentadas con MCT. En B) se observa como colocando células 3T3-L1 (linea
celular preadipocitaria) en soluciones con diferente concentracion de decanoato, la
expresion de PPARy2 va disminuyendo conforme aumenta la concentracion. En C)
se observa la sintesis de novo en adipocitos utilizando oleato y decanoato y se
aprecia como el decanoato inhibe la acumulacion de triglicéridos en adipocitos
comparandola con el oleato. D) Esto no ocurre en células HepG2 que participan en la

sintesis de triglicéridos pero que no expresan PPARy @

04
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FIGURA 4. Inhibicion de PPARYy por MCT y la sal decanoato, en tejido
adiposo blanco y preadipocitos ?



Antecedentes | 2017

Han, propone que los acidos grasos de cadena media inhiben el factor de
transcripcion PPARYy (figura 5) asi como la lipoproteina lipasa (LPL) y acil-CoA
sintasa 1 (ACS-1) en el tejido adiposo blanco y eleva la produccion de calor y 3-

oxidacion en el musculo y tejido adiposo marron.

MCFA LCFA
Muscle, liver, etc. Muscle, etc.

heatT

o, TG 1

adipose adipose

(A) MCT-fed (B) LCT-fed

FIGURA 5. Mecanismo propuesto para la inhibicion de lipogénesis
en el adipocito @

Por otra parte Greenberger en 1966 evalud la absorcion de los triacilglicéridos de
cadena media y encuentra que al no necesitar de un transportador, los acidos grasos
de cadena media son mas facilmente absorbidos y al presentar este nivel de
absorcion las ratas consumen una menor cantidad de estos y presentan una menor

liberacion de acidos grasos libres ?® (29),

1.7 Regulacion del apetito

El hambre, la saciedad y el balance energético, se regulan por un sistema

neuroendocrino redundante, integrado a nivel del hipotalamo ©%.

10
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El hipotalamo es la regiéon donde se integra una compleja red de vias neuronales que
regulan el hambre y la saciedad. Cuando se dafan experimentalmente los nucleos
hipotalamicos ventromedial y paraventricular se originan hiperfagia y obesidad, en
tanto que el dafo del hipotalamo lateral produce anorexia severa y pérdida de peso
corporal. El nucleo hipotaldmico ventromedial es el centro de la saciedad, en tanto

que el hipotalamo lateral es considerado el centro del hambre %G1,

NPY es una proteina del hipotalamo neuroendocrino que es miembro de una familia
de proteinas estructuralmente relacionadas. NPY se expresa a través del cerebro de
los mamiferos con los mayores niveles de expresion encontrados en el nucleo

arqueado del hipotalamo.

En la figura 6, se observa como la leptina e insulina inhiben la produccion de
neuropéptido Y en las neuronas orexigénicas del nucleo arqueado y activan la
produccion de melanocortina en las neuronas anorexigénicas. El neuropéptido Y,
provoca la sefial de hambre, mientras la melanocortina, provoca la senal de

saciedad.

11
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FIGURA 6. Regulacion del apetito en el ntcleo arqueado y papel del neuropéptido Y ¢

Dziedzic en el 2007 encontré que ratas alimentadas con dosis altas de grasas con
acidos grasos saturados, acidos grasos poliinsaturados n-6, y acidos grasos
poliinsaturados n-3 disminuian la expresién de NPY y otros genes relacionados,
mientras la expresion de melanocortina aumentaba. Esto se podia deber a que la
insulina y leptina aumentan en estos animales. Por otra parte existe la teoria que el
bloqueo cronico de receptores de melanocortina genera obesidad en ratas

independientemente del NPY 2 33),
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Lee en el 2005 encontré que dos lineas celulares disminuian la expresion de la
proteina r- agouti (AgRP) y de NPY con dosis altas de glucosa por intervencién de la

enzima, proteina quinasa activada por AMP (AMPK) %),

13
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OBJETIVOS

Objetivo general

+ Analizar el efecto de la ingesta de aceite de coco (virgen y refinado) sobre el

sindrome metabdlico en un modelo inducido por fructosa.

Objetivos especificos
e Inducir de sindrome metabdlico con fructosa.

e Evaluar el efecto del aceite de coco (virgen y refinado) sobre los parametros

del sindrome metabdlico.
e Evaluar la expresion de genes relacionados con la adipogénesis y el apetito.

e Comparar los resultados con los obtenidos con SAA.

14
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HIPOTESIS

El consumo de aceite de coco (virgen y refinado) tendra efectos benéficos sobre el
sindrome metabdlico, como resultado en parte de la modificacion del apetito y

factores de transcripcion en Rattus norvegicus.

15
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METODOLOGIA

2.1 Diagrama general

Para el modelo experimental se utilizaron ratas Wistar macho recién destetadas, y
para evitar contratiempos se mantuvieron por una semana con croqueta y agua ad
libitum, seguido de la induccion de SMe por fructosa. Se continué con la
administracion de sus respectivos aceites, una mezcla de 1 parte de aceite de maiz
con 3 partes de aceite de canola (MC), aceite virgen de coco (VCO), aceite refinado
de coco (RCO) y un suplemento alimentario enriquecido con aceite de algas con un
alto contenido de acido docosahexaenoico (SAA), durante la administracion de aceite
se realizaron las curvas de tolerancia a la glucosa e insulina. Después de sacrificar a
los animales se determinaron diversos parametros de suero sanguineo referentes al
SMe, asi como la determinacion de la expresion de genes relacionados con la

adipogénesis y el apetito por RT-PCR.

Ratas Wistar

Induccién de sindrome
metabdlico
U Administracion de aceites

n Curvas CTG y CTI
{\ Parametros en suero
sanguineo

Expresion de genes
adipogéneticos y de
apetito

FIGURA 7. Diagrama general de metodologia

16
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2.2 Diseno experimental

En el disefio experimental (figura 8), los sujetos de estudio se dividieron en dos
grupos, grupo testigo sano (TS) y el grupo que se le indujo SMe, al cual se le
administré fructosa por 15 semanas y posteriormente su respectivo aceite o
suplemento por 6 semanas antes del sacrificio. Los animales fueron colocados en
jaulas individuales en un cuarto aislado a una temperatura 24 °C £1 °C con un ciclo

invertido de luz y oscuridad de 12 horas.

GruPo Grupo SMe
Testigo . »
(n=8) (n=28) Modelo de induccién por
fructosa (15 semanas)
Agua ‘
Testigo SMe + SMe + SMe + SMe + Dieta experimental
8 MC VCO RCO SAA (6 semanas)
(n=7) (n=7) (n=7) (n=7)

FIGURA 8. Disefio experimental para la evaluacién de MC, VCO, RCO y SAA en un
modelo de SMe

2.3 Dieta experimental

Se utilizaron ratas Wistar macho y el alimento empleado fue Rodent laboratory 5001
ad libitum, se administr6 agua afadiendo el 30 % de fructosa p/v y se colocé ad
libitum para la induccion de sindrome metabdlico. Los aceites (MC, VCO, RCO) y el
suplemento de aceite de alga (SAA) fueron administrados por via intragastrica
mediante una canula y se le administré 1.5 mL de emulsion (anexos) que contenia
0.64 g de aceite o suplemento a cada rata por dia, lo cual era equivalente al 8 % de
consumo energético en promedio aproximadamente para los aceites y 5 % para el
SAA.

17
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2.4 Perfil de acidos grasos

Los acidos grasos son los principales componentes de los triacilglicéridos. Son
cadenas lipidicas hidrocarbonadas de diferente longitud o numero de atomos de
carbono con un grupo carboxilo en un extremo. Existen diferentes formas de
clasificarlos y es primordial saber el contenido de acidos grasos en los aceites y

suplementos administrados a los animales experimentales.

Para determinar los acidos grasos en los aceites (MC, VCO, RCO), previamente se
metilaron para poderse analizar por cromatografia de gases. Debido a que el SAA

no era un aceite puro se trato por el método de Folch ©.

2.4.1 Extraccion de lipidos método de Folch

El método de Folch que se utilizé fue modificado y ajustado en el laboratorio de
Postcosecha de la UNIDA. Dependiendo la cantidad de muestra era la proporcion de

los solventes y compuestos utilizados.

Para una muestra de 10 g se utiliz6 200 mL de una mezcla de cloroformo- metanol
(1:1), se paso a un sonicador a 60 °C durante 10 minutos y se agité ocasionalmente,
después se agregaron 100 mL de cloroformo para alcanzar la relacion (2:1), se agitd
vigorosamente y se dejo reposar unos minutos, después se filtré6 con papel filtro y se
pasoé a un embudo de separacion, se anadio 100 mL de KCI 1 molar y se agito

vigorosamente para dejar reposar toda la noche a 4 °C.

A la mafana siguiente se recuperd la fase inferior en un matraz de baldn
previamente llevado a un peso constante. Se rota-evapord la muestra y se colocé
nuevamente en el desecador para posteriormente pesar el matraz nuevamente para

obtener el peso de la grasa extraida.

Se procedié a hacer lavados con 5 mL de una solucién de hexano-isopropanol (3:2),

y se paso a tubos para almacenarlos hasta su posterior utilizacion.
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2.4.2 Metilacion de acidos grasos

Se tomaron 100 mg de muestra en caso de los aceites (MC, VCO, RCO) y lo
correspondiente a 100 mg del resultado de la extraccidn por el método de Folch, la
muestra tratada por Folch se secd con nitrégeno y se corrobor6 el peso. Después a
las muestras se les agregd 2 mL de hexano y se agitd, seguido de 200 uL de KOH

metandlico 2M y agitacion con vortex por 30 segundos.

El siguiente paso fue la administracion de 2 mL de NaCl saturado, que se suministro
lentamente y pegado a la pared del tubo. Al final se recupero la parte superior con

extremo cuidado de no mezclar las fases.

2.4.3 Extraccion de fitoesteroles

Los fitoesteroles son esteroles vegetales de origen vegetal y son similares al
colesterol animal, estan presentes en pequefas cantidades en aceites vegetales y se

esta estudiando el efecto en la salud humana por el consumo de fitoesteroles.

Se pesaron 100 mg de aceite en tubos con rosca, en caso del SAA se tomo el
volumen correspondiente a 100 mg, y se evaporo el solvente hasta llegar a peso

constante.

A todas las muestras se les agregd 100 uL de estandar interno dihidrocolesterol (1.28
mg/mL) y 3 mL de una solucion de KOH metandlico 4N, se cubrié con abundante
cinta teflon antes de colocar el tapon del tubo, se agitdé con vortex y se dejo en

agitacion en un shaker por 18 horas.

Se procedié con dos lavados para eliminar las grasas saponificables agregando 2.5
mL de diclorometano y 5 mL de acido citrico 1 % en cada lavado, se mezclo
cuidadosamente y se centrifugd por 10 minutos a 5000 rpm, se retir6 la fase superior
con ayuda de una pipeta Pasteur después de la centrifugacion, al final se extrajo la
fase superior completamente para evitar restos de agua. Las muestras se colocaron
en tubos previamente pesados y se evaporaron, se agregoé cloroformo o hexano para

mantener la muestra o se resuspendié en 500 mL de hexano-éter (8:2).
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Se colocaron columnas en un recolector de vacio en fase sélida, se preparo la
columna de silice gel agregando un poco de sulfato de sodio y dejando pasar 3 mL
de hexano para activar la columna. Se agrego la muestra y se dejé que empacara, y
se anadieron 5 mL de hexano-éter (8-2), se dejoé correr y se descartoé el permeado.
Se colocaron tubos cénicos previamente pesados y se afiadio a la columna 4 mL de
hexano-éter (1:1) y al final 3 mL de metanol. Una vez recogido el permeado se

evaporo.

Para la silanizacion se afadido 2 mL de una mezcla de piridina, hexametildisilazano y
clorotrimetilsilano se colocé en una parrilla de calentamiento a 40 °C por 15 minutos,
se evaporo la mezcla silanizante y resuspendié en 1 mL de hexano, se agitdé con
vortex y se centrifugd; con cuidado se tomo la parte transparente y se coloco en un
vial, se evaporo el solvente y afiadieron 300 yL de hexano para proceder a inyectar

en el cromatografo de gases.

2.4.4 Analisis de ésteres metilicos mediante GC-MS

Para el analisis se inyectd 2 yL de muestra en un cromatografo de gases marca
Agilent Technologies, modelo 6890N (Net Work GC system), equipado con una
columna DB-5, 5%-fenil-metilpolisiloxano (Agilent Technologies) de 60 metros de
longitud, 0.25 mm de diametro interno y 0.25 pym de espesor de pelicula. La
temperatura de inicio fue 150 °C, la cual se mantuvo durante 5 min, posteriormente la
temperatura se elevdé hasta 210 °C usando una rampa de calentamiento de 30
°C/min. De 210 °C pas6 a 213 °C a una velocidad de 1 °C/min; finalmente, de esta
temperatura pasoé a 225 °C a una velocidad de 20 °C /min, durante 40 min haciendo
un total de 50.6 min por corrida para cada muestra. Se usé helio como gas

acarreador a un flujo de 1 mL/min, la temperatura del inyector fue 250 °C.

Una vez obtenido el cromatograma, la identificacion de cada uno de los picos se llevd
a cabo mediante espectrometria de masas empleando un espectrometro de masas

marca Agilent Technologies modelo 5975 inert XL. Los espectros de masas se
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obtuvieron mediante ionizacién por impacto electronico a 70 eV, para la identificacion
se compararon los espectros de masas obtenidos para cada compuesto, con una
base de datos (HP Chemstation-NIST 05 Mass Spectral search program, version
2.0d), ademas de la comparacion con un estandar (FAME mix, C8:C22, No. de

catalogo 18920-1AMP, Sigma-Aldrich) analizado bajo las mismas condiciones.

2.4.5 Método para cunatificar fitoesteroles en cromatégrafo

Para la determinacién de fitoesteroles se inyectd 1 yL de muestra en el cromatdgrafo
de gases 7820(G4350A), el programa del horno fue a las siguientes temperaturas:
precalentado a 280 °C a un incremento de temperatura de 10 °C/min hasta llegar a
300 °C y se mantuvo esa temperatura por 53 min, seguido de 3 min a 280 °C, para
hacer un tiempo total de corrida de 60 min.

Se utilizd la columna Agilent 19091J-413: 1637.67414 HP-5 5% phenyl methyl
siloxan de 30 m x 320 um x 0.25 uym con un flujo de N2 de 1 mL/min. El detector FID
fue calentado a 325 °C con un flujo de H2 de 30 mL/min y un flujo de aire de 300

mL/min.

2.5 Curva de tolerancia a la glucosa e insulina

Las curvas de tolerancia a la glucosa (CTG), e insulina (CTI), que se llevaron a cabo
en la quinta semana de administracion de los aceites, para la CTG se inyectd por via
intraperitoneal glucosa (2 g/Kg) después de una noche de ayuno utilizando solucién
salina al 0.9 % como vehiculo. Para la CTl se administr6 Insulina (0.75 u/Kg). Para
las curvas se tomaron mediciones de glucosa antes de la inyeccion de la solucion de
glucosa o insulina y a los tiempos 15, 30, 60 y 120 min después de la inyeccién. Se

midio la glucosa con ayuda del aparato FreeStyle Lite y sus tiras reactivas. ?®
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2.6 Parametros séricos relativos al sindrome metabdlico

Para la medicion de los parametros séricos se obtuvieron muestras de sangre de los
animales tratados, se dejaron coagular, después se centrifugaron y se almacenaron
a-70 °C.

2.6.1 Determinacion de glucosa

La determinacién de glucosa se lleva a cabo por la catalisis de la oxidacion de
glucosa a acido glucoénico por la enzima glucosa oxidasa (GOD). El perdoxido de
hidrogeno (H20,) producido se detecta indirectamente por fenol y un aceptor

cromogénico de oxigeno, 4-aminofenazona (4-AF) catalizado por peroxidasa (POD):
(36) (37)

B-D-Glucosa + O, + H,O0 —°° 5 Acido glucénico +H,0;

H,O, + Fenol + 4-AF — 2225 Quinona + H,O

La intensidad del color es proporcional a la concentracion de glucosa en la muestra.

Para llevar a cabo las pruebas se descongelaron las muestras, se tomé 10 pL de
suero o patron y 1 mL de reactivo previamente atemperado a 25 °C, se incubaron a
25 °C por 20 min, la lectura de la absorbancia se realizé en un espectrofotometro a

505 nm. Se utilizd la siguiente férmula para calcular la concentracion: "

(A)Muestra — (A)Blanco
(A)Patréon — (A)Blanco

* Concentracion de patrén = mg/dL
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2.6.2 Determinacion de colesterol

El principio de la prueba se basa en la reaccidon llevada a cabo por la enzima
colesterol esterasa (CHE) con los ésteres de colesterol, liberando colesterol y acidos
grasos seguidos de la reaccion de la enzima colesterol oxidasa (CHOD) con el
colesterol; liberando 4-colestenona mas H,0,, el peroxido de hidrégeno reacciona

con peroxidasa dando quinonimina un compuesto color rosado ©?.

Esteres colesterol + H,O —<"€ 5 Colesterol + Acidos grasos

Colesterol + 0, —S"9P 5 4-Colestenona + H,0,

2 H,0, + Fenol + 4-Aminofenazona —<1°2_s Quinonimina + 4H,0

Las muestras de suero y reactivos fueron atemperados antes de su uso y se
utilizaron colocando 10 yL de muestra o patron con 1 mL de reactivo, se mezclaron
e incubaron a 25 °C por 10 min y se leyeron en un espectrofotometro a 505 nm. Se

utilizé la siguiente féormula: %

(A)Muestra — (A)Blanco
(A)Patréon — (A)Blanco

* Concentracion de patréon = mg/dL

2.6.3 Determinacion de triacilglicéridos

El principio quimico del método consiste en la liberacion del glicerol proveniente de
los triacilglicéridos por la enzima lipoproteinlipasa (LPL), después el glicerol es
fosforilado por glicerol quinasa (GK) y ATP, para producir glicerol-3-fosfato (G3P)
mas ADP. El G3P y O, es convertido a H»0, mas dihidroxiacetona (DAP) por la
glicerol fosfato deshidrogenasa (GOP). La ultima reaccién se lleva a cabo entre H,0,,
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4-aminofenazona y p-clorofenol catalizado por peroxidasa resultando en un

compuesto color rosa (quinona) y agua “% @1,

Triacilglicéridos + H,0 —*= 5 Glicerol + Acidos grasos libres
Glicerol + ATP %X 5 G3P + ADP
Glicerol + 02 P2 §  DAP + H,0,

H,0, + p-clorofenol + 4- AF —P°2_s. Quinona + H,O

El procedimiento se realizé utilizando 10 pL de muestra o patrén y 1 mL de reactivo
atemperado a 25 °C, se incubo durante 10 min a 25 °C y se leyeron las muestras en
un espectrofotometro a 505 nm. Para determinar la concentracion se utilizd la

siguiente formula: “?

(A)Muestra — (A)Blanco
(A)Patréon — (A)Blanco

* Concentracion de patrén = mg/dL

2.6.4 Determinacion de acido urico

El principio del método se basa en la oxidacién del acido urico por la enzima uricasa
a alantoina y peroxido de hidrégeno (H202), el peréxido de hidrogeno se reduce en
presencia de 4-aminofenazona (4-AF) y 2-4 diclorofenol sulfonato (DCPS) resultando

en un compuesto rosaceo (quinonaimina) 4%,

Acido trico + O, + 2H,0 212 o Alantoina + CO, + 2H,0;

2H,0, + DCPS +4-AF _P°° 5 Quinonaimina + 4H,0
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En primer lugar se descongelaron las muestras y se atemperaron junto con los
reactivos los cuales se mezclaron en partes iguales para formar una nueva solucion,
se tomaron 25 pL de muestra o patron y se colocaron en un tubo, después se agregd
1 mL de la solucién antes preparada a cada tubo y se incubo6 por 10 min a 25 °C. Las
muestras fueron leidas en un espectrofotometro a 520 nm y se determind la

concentracion por la siguiente férmula: ¢4

(A)Muestra — (A)Blanco
(A)Patron — (A)Blanco

* Concentracion de patrén = mg/dL

2.6.5 Determinacion de creatinina

La determinacién de la creatinina se basa en el método de Jaffé descrito en el afio
1886 donde la creatinina reacciona con acido picrico (picrato) en solucién basica
dando un compuesto de color rojizo. El método de Jaffé es un método colorimétrico
que tiene algunos compuestos que interfieren en la reaccidbn positiva o
negativamente, sin embargo al medirlo en forma cinética se vuelve un método

colorimétrico confiable ¢ “6),

O
2N CH
3
O NO5
O5N
creatinina picrato complesso di Janovski

FIGURA 9. Reaccion de Jaffé “”
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Para la realizacion de las pruebas se atemperaron muestras de suero y reactivos.
Los reactivos de acido picrico (R1) e hidroxido sdédico (R2) se mezclaron en
volumenes iguales. Se agregd 100 yL de muestra o patron a una celda de plastico y
1 mL de la mezcla de reactivos, se midio la absorbancia a 492 nm en dos tiempos
(30 seg y 120 seqg) para realizar una cinética. La concentracion se obtuvo por la

siguiente formula: “#®

(AA)Muestra — (AA)Blanco
(AA)Patron — (AA)Blanco

* Concentracion de patrén = mg/dL

2.6.6 Determinacion de urea

La urea presente en la muestra reacciona con o-ftalaldehido en un medio acido

dando un compuesto coloreado “9).

H

\/\

N—C—N}lz or \o NH;
/

/\

CHO HzN \
+ c-o—>
CHO HzN

/

/\/\

o-phthalaldehyde Urea

Se utiliz6 el método cinético para ayudar a disminuir las interferencias de otros
compuestos que interfieran en la reaccion. Los reactivos se colocaron en una
incubadora a 37 °C y las muestras se dejaron atemperar en el laboratorio, se agregd
1 mL de R1 (o-ftalaldehido) a una celda y después 50 yL de muestra o patrén, se
mezcld y se dejé incubar por 1 min, después del cual se afadié 1 mL de R2 (solucion
acida), se mezclé y se midié absorbancia en un espectrofotometro a 510 nm a los

tiempos de 1 min y 2 min. Se utilizd la siguiente férmula para realizar los calculos: %
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(AA)Muestra — (AA)Blanco
(AA)Patréon — (AA)Blanco

* Concentracion de patréon = mg/dL

2.6.7 Determinacion de albumina

El principio quimico de esta prueba consiste en que la albumina presente en la
muestra reacciona con el verde de bromocresol, y al irse basificando el medio por la

concentracion de proteina, cambia de amarillo verdoso a verde azulado ),

Hydrated Acid, HB+H 50

Para la realizacion de esta prueba se atemperaron reactivos y muestras, se
afiadieron 5 pL de muestra o patrén a un tubo y se agregd 1 mL de reactivo (verde
bromocresol) se mezcld e incubo por 10 min a temperatura ambiente para después

leer la absorbancia a 630 nm. Para realizar los calculos se utiliz6 la siguiente formula:
(52)

(A)Muestra — (A)Blanco
(A)Patréon — (A)Blanco

* Concentracion de patron = g/dL

2.7 Expresioén de genes por RT-PCR

La RT-PCR o PCR en tiempo real es un método que cuantifica la amplificacion de
genes utilizando fluoréforos. La deteccion de fluorescencia ocurre por ciclo de

replicacion y es detectada por el sistema 6ptico del equipo, el ROX es utilizado para
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normalizar la sefial de fluorescencia no relacionada con la PCR. Esta metodologia se
puede aplicar utilizando RNA o cDNA en cualquiera de los casos se requiere enzima
retrotranscriptasa para convertir el RNA monocatenario en cDNA donde una de las

cadenas es la complementaria del RNA con las bases correspondientes al DNA %)
(54)

Los dos agentes reporteros mas comunes son: SYBR Green que es un fluoréforo
que se une a la doble cadena del DNA aumentando la fluorescencia conforme
aumenta el numero de amplicones. La otra forma comun de producir la fluorescencia
es mediante las sondas tagman que son oligonucleétidos con un fluoréforo y un
interruptor. Conforme se libera un nuevo amplicon la sonda fluorece, este sistema es

muy especifico y eficaz, sin embargo aumenta los costos de la reaccién ©® %),

En realidad la RT-PCR es una version mejorada de una PCR donde se logra medir
comparativamente la expresién de un gen con diversos métodos y tecnologia
afadida al equipo. Aunque existen diversos métodos de medir la expresion el mas

comun y economico es por medio del método comparativo.

2.7.1 Método de Ct comparativo

Este método consiste en la comparaciéon de los tratamientos a medir contra un
calibrador, y se necesita medir un gen constitutivo de la misma muestra de cDNA o

RNA. Este método esta basado en la siguiente formula:

Expresion relativa = 274t
Dénde:
Ct = numero de ciclos en el umbral
ACt = Ct gen - Ct gen endbgeno

AACt = ACt tratamiento - ACt calibrador
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Para realizar este método se necesita hacer una validacion de la eficiencia de
amplificacion de cada juego de primers. Para esto se realizan curvas estandar.
2.7.2 Curva estandar para eficiencia

Se realizan diluciones seriadas (1/10) de un calibrador a una concentracién conocida
utilizando los primers. Obteniendo una grafica semi logaritmica donde la pendiente
que indica una eficiencia del 100 % es -3.32. La ecuacién de la regresion lineal es la

siguiente:

Ct = m [log(Qty)] + b
Donde:
Ct = numero de ciclos en el umbral
m = pendiente
Qty = cantidad inicial de DNA

b = punto de intercepcién

La eficiencia se puede calcular con la pendiente de la recta en la siguiente formula:

E = (10_1/pendiente — 1) * 100

Una manera facil de entender porque -3.32 ciclos significa 100 % de eficiencia es
basandote en el principio de PCR donde en un ciclo de replicacion la polimerasa
duplica el numero de amplicones por lo tanto se necesitan 3.32 ciclos

aproximadamente para subir un logaritmo decimal.

29



Metodologia | 2017

2.7.3 Extraccion de RNA

La extraccion de RNA se realizo con el método de trizol ©®. Se tomé una parte de
tejido y se moli6 en un mortero de acero inoxidable previamente esterilizado y
enfriado con nitrégeno liquido, el tejido molido y congelado se colocé en tubos
eppendorf, después se agrego trizol y se realizé el procedimiento como lo indica el
fabricante. A excepcion de las muestras referentes al tejido adiposo donde se agregd
un paso extra después de que se agrego el trizol y se agité vigorosamente se
centrifugd y descartoé la fase superior aceitosa, haciendo esto se continué con el
método del fabricante. A las extracciones se les midié la concentracion de RNA con
el Nanodrop 2000 UV-vis spectrophotometer y se comprobd la presencia de RNA

corriendo geles de agarosa con bromuro de etidio (especificaciones en anexos).

2.7.4 Purificaciéon y conversion de RNA a cDNA

Se tomd 1 ug de RNA por muestra y se purific6 con DNase | del kit DNase Treatment
and Removal Reagents ®®, para después hacer la conversién a cDNA con RevertAid
First Strand cDNA Synthesis Kit ©7).

2.7.5 Expresion de NPY y PPARy

Para medir la expresion de los genes se utilizdé con el equipo StepOne™ Real-Time
PCR System, los genes a cuantificar fueron los genes de PPARy, NPY y como gen
endégeno se utilizd B actina. Los tejidos utilizados fueron tejido adiposo blanco e
higado para PPARYy e hipotdlamo para NPY. Los reactivos necesarios para realizar
las pruebas, como el SYBR Green, ROX, dNTPs, polimerasa... Fueron
proporcionados por el KAPA SYBR FAST Universal gPCR Kit.

Los primers utilizados fueron adquiridos en Integrated DNA Technologies y fueron

resuspendidos en agua libre de nucleasas a 100 yM como solucién de stock, con la

30



Metodologia | 2017

cual se preparé una solucién a 10 uM de cada primer. Los primers utilizados en este
trabajo fueron los siguientes: 8 %

Gen Primers
Forward: 5-ACGAGGCCCAGAGCAAGAG-3’
Reverse: 5-GGTGTGGTGCCAGATCTTCTC-3
PPARY Forward: 5-ATTCTGGCCCACCAACTTCGG-3’
Reverse: 5-TGGAAGCCTGATGCTTTATCCCCA-3’
NPY Forward: 5-CACAGAAAATGCCCCCAGAA-3
Reverse: 5-GTCAGGAGAGCAAGTTTCATTTCC-3’

B actina

Para la expresion de genes, se realizaron experimentos previos para corroborar si los
primers, condiciones de temperaturas y cDNA amplificaban en un termociclador para
PCR. Los elementos de la PCR fueron los siguientes:

PCR
Volumen 5 uL de .25 uL de .25 L de 25yl de | 4.25puL
total 10 yL | Master mix | forward primer | reverse primer cDNA de H20

Termociclador

95 °C 95 °C 60 °C 72 °C 72 °C 12 °C
35 ciclos

2 min 1 min 1 min 1 min 10 min

Comprobado esto, se decidid pasar al equipo StepOne™ con la modificacion de

utilizar 61 °C en vez de 60 °C en el paso de alineamiento.
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El primer paso realizado para obtener los niveles de expresion de los genes PPARYy y
NPY fue la realizacion de curvas estandar con los diferentes genes, para determinar

la eficiencia de amplificacion y obtener los umbrales de cada gen.

Para hacer las curvas de eficiencia se partié de una dilucion (1/5.2) de cDNA y se

hicieron diluciones seriadas decimales.

11070 F

.5 pL de cDNA (1/10) (1/100) (1/1000)
2.1 yL de agua

El volumen de reaccién utilizado para RT PCR fue de 13 yL de los cuales estaban

conformados de la siguiente manera:

4.42 yL de Agua

6.5 pL de Master Mix 2x
200 nM de forward B-actina
200 nM de reverse B-actina
0.26 pL de ROX high 50x
1.3 pL de cDNA

Las curvas preliminares aportaron los datos de eficiencias, umbrales y la dilucion a
la cual medir la expresion de los genes. Se prepararon dos mezclas madres por vez,

una para gen endogeno (3-actina) y otra para gen problema (PPARy o NPY).
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Para 23 muestras anadir: Para 23 muestras anadir:
101.66 pL de Agua 101.66 pL de Agua

149.5 pL de Master Mix 2x 149.5 pL de Master Mix 2x
5.98 L de forward B-actina 598 L de forward

5.98 pL de reverse B-actina 5.98 L dereverse

5.98 pL de ROX high 50x 5.98 L de ROX high 50x

Se tomd 11.7 pL de la mezcla madre y se cargo al pozo de la placa, se agrego el
cDNA al final por duplicado. Se tapoé la placa con una cubierta optica y se centrifugd

para romper las burbujas que se formaron.

El método utilizado en el equipo fue el siguiente:

Enable AutoDelia

Starting Cycle: |1

100 —| 950°C 95.0°C

10:00 100% 00:15 .

.

75 7 ™~
/ 1069,

~. 61.0°C
~

25 —|

Step 1 Step1 Step 2 Step1 Step 2 Siep 3

Figura 10. Programa en el termociclador del equipo
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RESULTADOS Y DISCUSION

Este trabajo esta enfocado en el efecto del aceite de coco sobre el sindrome
metabdlico. Sin embargo conjuntamente se evalué el suplemento de aceite de alga

con un alto contenido de DHA.

3.1 Analisis cromatografico de aceites

Para el perfil de acidos grasos los aceites fueron analizados por cromatografia de
gases acoplado a espectrometria de masas después de realizar la metilacion ©®. En
caso del SAA la metilacién se realiz6 después de extraer la grasa por el método de
Folch. ®®. Como complemento se analizé el contenido de fitoesteroles en los aceites
y el SAA.

3.1.1 Mezcla de aceite de Maiz y canola (MC)

La mezcla de los aceites de maiz y canola se realizd con el objetivo de obtener un
aceite que no alterara los efectos provocados por la fructosa utilizando la relacion de

omegas 3y 6 ©V.

Este aceite es rico en acido oleico y linoleico, los cuales se encuentran en una
concentracion considerable respecto a los otros acidos grasos, si se comparan los
resultados del acido linoleico (omega 6) y el acido linolénico (omega 3) tabla 4, se

puede calcular una relacion 15/1 aproximadamente.
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TABLA 4. Perfil de acidos grasos de aceite MC

Aceite MC (1 parte maiz: 3 partes canola)

T.R. (min)
17.039

17.147
18.172
18.246
18.263
18.286
19.345
19.476

Acido graso Promedio ( % )
Acido palmitoleico (C16: 1) 0.03 £0.02
Acido palmitico (C16: 0) 5.97 +0.205
Acido linoleico (C18: 2) 31.49 +2.235
Acido oleico (C18:1) 58.59 £2.395
Acido linolénico (C18:3) 2.18 +0.675
Acido estearico (C18:0) 1.66 +0.25
Acido eicosenoico (C20:1) 0.07 +0.035
Acido araquidico (C20:0) 0.02 £0.005

Los fitoesteroles y fitoestanoles son esteroles de origen vegetal a los cuales se les

atribuye efectos

enfermedades cardiovasculares ®?. Ademas se ha estudiado el efecto antioxidante

de estos, abriendo la puerta para el uso de fitoesteroles como posibles gentes

anticancerigenos

saponificables y la mezcla utilizada de aceite de maiz y aceite de canola, (tabla 5)

hipocolesterolémicos, que han demostrado beneficios contra

(63)

demostrd contener mayor cantidad de estos compuestos que los otros aceites.

TABLA 5. Contenido de fitoesteroles en aceite MC, extraidos de 100 mg de aceite

Aceite MC (1 parte maiz: 3 partes canola)

T.R. (min)  Compuesto ng/100mg
31.34 Campesterol 412 6.2
32.95 Estigmasterol 36 0.5
36.47 B sitosterol 801 £24.8
37.48 Sitostanol 54 £13.9
Total 1303 +44.4
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3.1.2 Aceite de coco (VCO y RCO)

Se evaluaron dos diferentes aceites de coco, uno virgen y otro refinado que al ser
evaluados por cromatografia de gases acoplado a masas. No se observé diferencia
en el contenido de acidos grasos entre estos aceites, tabla 6. Entre las muestras de
VCO y RCO no existe una diferencia a simple vista. Sin embargo el aceite de virgen

de coco también contiene antioxidantes y grasas insaponificables como fitoesteroles
(21) (20)

TABLA 6. Contenido de acidos grasos en los dos aceites de coco (VCO y RCO)

Aceite de coco

TR Acido graso VCO RCO

(min) % %

12175 Acido caprilico (C8:0) 3.51+0.59 3.18+0.36
13.64 Acido céaprico (C10:0) 3.04+0.32 3.14+0.11
14.904 Acido laurico (C12: 0) 73.86+0.66 70.60+1.85
16.072 Acido miristico (14:0) 13.71+0.04 15.56+1.2
17.136 Acido palmitico (C16: 0) 3.55+0.14 4.01+0.54
18.114 Acido oleico (C18:1) 1.71+£0.06 2.77+0.41
18.229 Acido estearico (C18:0) 0.64+0.025 0.74+0.18

Los fitoesteroles mas comunes en los aceites de semillas y vegetales son el -
sitosterol y campesterol, el aceite de coco los contiene (tabla 7). Y aunque en la
mezcla de aceite de maiz y canola existe un contenido mayor de fitoesteroles, el
aceite de coco en especial el virgen de coco contiene tocoferol y compuestos

fenolicos “? @Y que también presentan efecto antioxidante y beneficios para la salud
(64)
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TABLA 7. Fitoesteroles extraidos de la parte no saponificable de los aceites de coco

Aceite de Coco

T.R. (min)  Compuesto VCO RCO
ng/100mg ng/100mg
31.34 Campesterol 23 +1.5 25 +1.0
32.95 Estigmasterol 22 +0.5 18 +0.7
36.47 B-sitosterol 71 +0.3 65 +2.2
37.48 Sitostanol 16 +1.2 32 +2.0
Total 132 0.6 140 6.0

3.1.3 Suplemento de aceite de alga

El SAA, es un polvo blanco con una concentracion aproximada de 30 % de aceite de
alga, que en promedio contiene 44 % de acido docosahexaenoico, y 12 % de acido
eicosapentaenoico, tabla 8. Este suplemento también contiene solidos de jarabe de

glucosa, almidon de maiz entre otras cosas, (figura 63).

TABLA 8. Acidos grasos del aceite de alga contenidos en SAA

Suplemento SAA

T.R. (min) Acido graso %

16.072 Acido miristico (C14:0) 5.06+0.115
17.136 Acido palmitico (C16:0) 20.64+0.09
18.114 Acido oleico (C18:1) 16.92+0.465
18.229 Acido estearico (C18:0) 1.11£0.19
20.53 Acido eicosapentaenoico (C20:5) 12.18+0.575
20.64 Acido docosahexaenoico (C22:6) 44.10+1.26
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Recientemente a los acidos grasos omega 3 se les ha descubierto variados
beneficios en diversas enfermedades cardiovasculares, sistema nervioso central,

cancer, entre otras © ©0) (67

Los omegas 3 mas estudiados son acido
eicosapentanoico (EPA) y acido docosahexaenoico (DHA) la mayoria de las veces
estudiados de manera conjunta. Pero algunos estudios estan revelando efectos

diferentes entre estos dos acidos grasos ©® 9,

En la literatura el fitoesterol predominante en el aceite alga es el B-sitosterol ), sin
embargo en la tabla 9 se observa que este suplemento presento un mayor contenido
de estigmasterol. EI cromatograma de la parte no saponificable del SAA (figura 43)

mostro diversos compuestos que no fueron posibles de identificar.

TABLA 9. Principales fitoesteroles en 100 mg de aceite extraido del SAA

Suplemento SAA

TR (min) Compuesto Promedio
ng/100mg
31.34 Campesterol -
32.95 Estigmasterol 271 £7.1
36.47 B-sitosterol 93 +2.1
37.48 Sitostanol -
Total 363 £9.2

3.2 Analisis experimental

Durante el modelo experimental descrito anteriormente en la metodologia se fue
midiendo semanalmente los siguientes parametros: Consumo de alimento, solucion
de fructosa al 30 %, peso y talla de cada animal experimental. La medicion de estos

parametros arrojo los siguientes resultados.
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En la figura 11 se observa el consumo de croqueta por parte de los animales, donde
se destaca el mayor consumo de croqueta por parte del grupo TS. También se
observa que los animales de los grupos SMe conforme pasaba el tiempo consumian

menores cantidades de alimento.

220
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140 ~

120 ~
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40 A

Croqueta consumida ( g )

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Semanas

—@— TS @  SMeMC —A— SMeVCO
— xy— SMeRCO — @ — SMeSAA

FIGURA 11. Alimento consumido en promedio por cada animal del grupo en una semana.

En la figura 12 se observa el consumo energético de los animales en Kcal y se
aprecia como el grupo TS al cual no se le administré fructosa al 30 %, tuvo un menor

consumo caldérico mientras el resto de los grupos experimentales obtuvieron un
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aporte calérico extra proporcionado por la fructosa. En la semana 15 se empezo a
administrar su respectivo aceite y los animales con SMe comenzaron a tener un

repunte en la energia consumida.

700 -
— _ Q
©
(&) T i
X 600 - . . 71\
o _ E \I/
D : T4
(@) ] = T y .
E 500 1 ‘ . }F
S N
o 1 Y
£ 400 - L -1 11
> 1 1
C . .
(@]
O
300 -
200 T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Semanas
—-@— TS @ SMe MC —A— SMe VCO
— =y —  SMeRCO — €@ — SMeSAA

FIGURA 12. Consumo en Kcal aportadas por croqueta, fructosa y aceite o suplemento

Los animales en los grupos con SMe tuvieron una mayor ganancia de peso,
comparados con el grupo sano. Sin embargo esta tendencia no fue estadisticamente

significativa (figura 13).
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FIGURA 13. Promedio del peso del grupo semana a semana

3.3 Analisis de induccion de sindrome metabdlico 14 semanas

A las 14 semanas se midieron los niveles de glucosa, colesterol y triacilglicéridos
para confirmar un cambio del grupo SMe respecto al grupo TS. En la figura 14 se
observa una elevacién de la glucosa por parte del grupo SMe pudiéndolo asociar con

la presencia de sindrome metabdlico.
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FIGURA 14. Glucosa a 14 semanas de experimento

En la figura 15 se observan las mediciones de colesterol a las 14 semanas y se
aprecia una diferencia estadistica entre los niveles de colesterol del grupo TS vy el

grupo al que se le administro fructosa al 30 %.
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FIGURA 15. Colesterol a 14 semanas de experimento

La primera fuente de energia para el organismo proviene de los carbohidratos
ingeridos, el organismo puede almacenar unos cientos de gramos en forma de
glucoégeno lo suficiente para unas 12 horas de energia, el resto se convierte en
triacilglicéridos "®. Al suministrar fructosa al 30 % es légico que aumentara el nivel

de triacilglicéridos en la sangre para los animales del grupo SMe, figura 16.
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FIGURA 16. Triacilglicéridos a 14 semanas de experimento

3.4 Recoleccion de muestras y tejidos

El sacrificio de los animales experimentales se realizd6 cumpliendo 21 semanas del
comienzo del experimento, las ratas fueron puestas en ayuno durante toda la noche,
después se recolectaron muestras de sangre y se diseccionaron, retirando diferentes
organos: higado, tejido adiposo epididimal, tejido adiposo intercostal, grasa
pericardica y visceral.

Al extraer y pesar el higado de los animales se encontrd que las ratas de los grupos
SMe VCO y SMe SAA presentaban un menor porcentaje de peso menor que los
grupos SMe MC y SMe RCO figura 17. Una porcidén del higado se utilizé para la
extracciéon de RNA por estar involucrado en el metabolismo lipidico para medir la
expresion de PPARy. El incremento en la entrada de acidos grasos libres al
combinarse con alteraciones potenciales en el metabolismo hepatico puede resultar
en esteatosis hepatica "), el aceite de coco aunque no activa a PPARy como lo
hacen los omegas 3 (72), mejora el metabolismo lipidico por su contenido de acidos

grasos de cadena media y compuestos de la parte no saponificable %
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El porcentaje de peso del tejido adiposo epididimal figura 18, indica un mayor peso y
por consiguiente indica una mayor acumulacién de grasa por parte del grupo SMe
MC. El tejido adiposo epididimal fue escogido para extraer el RNA para las pruebas
de expresién de PPARYy.

En el peso del tejido adiposo intercostal, no hubo diferencia entre ninguno de los
grupos que consumio fructosa, figura 19. Esta grasa esta unida a los rifiones y las
glandulas suprarrenales, la parte mas cercana al rifidn se considera tejido adiposo
marron y difiere en las cualidades de almacenamiento, por lo cual se decidié no

utilizar este tejido para los analisis de expresion.

En el porcentaje de peso del tejido adiposo visceral figura 20, no se hall6 diferencia
entre ningun grupo, en la extraccidén de este tipo de tejido es complicada y debido a
esto es facil cometer errores, este es uno de los factores que impidio realizar un buen
analisis estadistico del peso del tejido. Un aumento en el tejido adiposo visceral

predispone a enfermedades del higado e hiperinsulinemia V.

El peso del tejido adiposo epicardico o grasa pericardica pudé ser influenciado a la
hora de la extraccidn, y por consecuencia en la figura 21, solo encontramos la
diferencia entre el grupo TS y el grupo SMe SAA. Aunque no existe diferencia
significativa entre los grupos alimentados con fructosa, al VCO se le atribuyen

efectos; vasodilatadores, cardioprotectores, antilipémicos y antiaterogénicos > °)

(73)

Al juntar el total de tejidos adiposos extraidos se observa (figura 22) que no existe
una diferencia significativa entre los grupos suplementados con fructosa al 30 %,
esto puede ser por la fisiologia y metabolismo de las ratas. Al estar consumiendo
fructosa durante todo el experimento los animales convertian la fructosa en grasa, y
aunque la obesidad es uno de los factores de riesgo para presentar sindrome
metabdlico y diabetes mellitus tanto una persona delgada como una obesa pueden

desarrollar resistencia a la insulina y sindrome metabdlico "),
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3.5 Resultados de analisis séricos al final del experimento

Los resultados de glucosa al final del experimento (figura 23) indican que los
animales suministrados con VCO, SAA bajaron la glucosa 28 % y 23 %
respectivamente comparandolos con el grupo SMe MC, el aceite RCO no presento
un efecto sobre los niveles de glucosa. La mayoria de los efectos benéficos del
aceite de coco se considera que son debido al contenido de compuestos no

| 29200521 sin embargo se les

saponificables, como fenoles, fitoesteroles, tocofero
considera que los acidos grasos de cadena media juegan un papel importante al
bajar los niveles de glucosa e insulina @4 En especial el acido caprico y acido laurico

que promueven la secrecién de insulina .
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FIGURA 23. Resultados glucosa al final del experimento

Los niveles de colesterol (figura 24) de los animales al final del experimento no
presentaron una diferencia significativa entre el grupo TS, SMe MC y SMe VCO,
solamente un aumento del 17 % por el grupo SMe RCO comparandolo con el grupo

SMe MC y una reduccion del 19 % por parte del grupo SMe SAA. Indicando una
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reduccion del colesterol por parte del VCO y el SAA. La diferencia entre el grupo
SMe VCO y SMe RCO se puede deber al mayor contenido de compuestos fendlicos
del VCO y a una sinergia de estos con el tocoferol y fitoesteroles, el RCO pierde
compuestos fendlicos y tocoferol por calor a la hora de extraer el aceite y la
refinacion ®” @V También se encuentra un efecto antitrombético por parte del VCO
(75) Aunque existen articulos que indican que el aceite de coco eleva los niveles de
colesterol, estos han utilizado aceite de coco hidrogenado, que contiene un menor
nimero de compuestos no saponificables con actividad biolégica ® ©).
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FIGURA 24. Resultados de colesterol al final del experimento

Al medir los niveles de triacilglicéridos al final del experimento (figura 25) se observo
como el grupo SMe MC mantuvo el nivel de triacilglicéridos igual al de las 14
semanas (figura 16), y solo el grupo SMe VCO presento una diferencia en la
disminucion de triacilglicéridos 34 %. Existen diversos estudios donde se presenta
disminucién de triacilglicéridos en la sangre por el consumo de acidos grasos de

cadena media y aceite virgen de coco, los cuales encuentran que estos efectos se

50



Resultados y discusion | 2017

deben a la diferencias de absorcidén entre los acidos grasos de cadena media, que
son mas facilmente hidrolizados en el intestino ®®, y al ser mas digeribles que los
acidos grasos de cadena larga los animales que consumen LCT, lo compensan
consumiendo mayor cantidad ®®. Los &cidos grasos de cadena media al ser mas
facilmente absorbidos se producen una menor cantidad de acidos grasos libres

provocando una menor resistencia a la insulina '® (7).
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FIGURA 25. Resultados de triacilglicéridos al final del experimento

El &cido urico se deriva de la degradacion de purinas y niveles altos de acido urico en
la sangre, son indicativos de un funcionamiento anormal de los rifiones al purificar. El
grupo SMe RCO presento un mayor nivel de acido urico 53 % (figura 26), en el resto
de los grupos no hubo diferencia significativa. Aunque el acido urico no se toma en
cuenta a la hora de diagnosticar SMe, existen estudios que encuentran una

M (78) gl efecto

asociacion entre el acido urico y la hipertension y disfuncion cardiaca ¢
perjudicial del acido urico en el rifidn involucra dafio endotelial y el incremento en la

presion hidrostatica, ademas niveles altos de acido urico elevan el sistema renina-
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angiotensina aldosterona que alteran el equilibrio de electrolitos del agua
repercutiendo en la aparicion de hipertension ).

Acido arico (mg/dL)

TS SMe MC SMe VCO SMe RCO SMe SAA
Grupo

FIGURA 26. Resultados de acido urico al final del experimento

Aunque existen diferencias entre las mediciones de albumina en suero (figura 27),
por parte de los grupos SMe MC y SMe RCO que presentan una mayor
concentracion de albumina en suero, y aunque niveles altos de albumina en la

sangre estén asociados al sindrome metabdlico, esto puede ser un factor de
proteccidn contra el riesgo de SMe €.
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FIGURA 27. Resultados de albumina al final del experimento

La creatinina es un producto de desecho generado por la degradacion de creatina en
los musculos y que los rifones filtran para excretar en la orina, niveles altos de esta
en la sangre se asocia con un malfuncionamiento de los rifiones. Los niveles de

creatinina (figura 28), revelan que no existe diferencia entre los grupos.
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FIGURA 28. Resultados de creatinina al final del experimento

En la figura 29 se observa que el grupo TS presento el mayor nivel de urea en la
sangre y aunque niveles altos indiquen un posible malfuncionamiento renal, este
grupo consumié una mayor cantidad de proteina proporcionada por la croqueta, y
como la urea es el producto resultante de la degradacién de las proteinas, es posible
que la mayor concentracion de urea del grupo TS, se deba a eso. Sin embargo el
grupo SMe RCO presento un mayor contenido de urea entre los grupos SMe y en
concordancia con los resultados de acido urico (figura 26) es indicativo de un posible
dano renal.
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FIGURA 29. Resultados de urea al final del experimento

3.6 Curvas de tolerancia a la glucosa e insulina

Las curvas de tolerancia a la glucosa son una de las pruebas utilizadas para el
diagndstico de diabetes mellitus tipo 2, y la curva de tolerancia a la insulina se utiliza

para observar si existe resistencia a la insulina.

En la figura 30, se aprecia un promedio grupal de las curvas de tolerancia a la
insulina graficadas con su desviacién estandar, y se observa como el grupo SMe MC
tiene una tendencia a una mayor area, que se ve reflejada en la grafica del area bajo
la curva (figura 31) donde se observa una mayor area por parte del grupo SMe MC
donde existe una diferencia entre este grupo y el resto, indicando que el resto de los
grupos no presenta una resistencia a la insulina y en todo caso el grupo SMe MC
presenta resistencia a la insulina. Se ha encontrado que los triacilglicéridos de
cadena media son mejor absorbidos provocando una menor cantidad de acidos

28)

grasos libres y por consiguiente una menor resistencia a la insulina ® @9, en el caso

del grupo SMe SAA la mayor sensibilidad a la insulina puede provenir por la
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expresion y activacion de PPARy y genes a los que este factor de transcripcion
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FIGURA 30. Curvas de tolerancia a la insulina
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FIGURA 31. Ara bajo la curva de CTI

En la curva de tolerancia a la glucosa (figura 32) se observa que todos los grupos
presentaron un patron similar y solo el grupo SMe MC presento un ligero cambio en
el comportamiento, que al calcular el area bajo la curva (figura 33), no se observo
una diferencia entre los grupos, esto puede corroborar el modelo de sindrome
metabdlico, y no el desarrollo de diabetes mellitus. En un trabajo realizado
anteriormente autores encuentran que el consumo de una dieta alta en fructosa no
provoca diabetes en 20 semanas, debido a que aunque la fructosa eleva los niveles
de glucosa, no desarrolla la resistencia a la insulina tanto como el aceite de soya .
Existe un debate entre los crecientes casos de diabetes mellitus y el consumo de

fructosa por el uso de jarabes fructosados en bebidas como jugos y refrescos " €2,
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Figura 32. Curva de tolerancia a la glucosa
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FIGURA 33. Area bajo la curva de CTG

3.7 Analisis de expresion relativa de PPARy y NPY

El célculo de la expresion de los genes se realizé por el método comparativo que en
este caso consiste en la comparaciéon de la expresion del gen de PPARYy de los
grupos SMe MC, SMe VCO, SMe RCO y SMe SAA contra la expresion del gen
PPARYy en el grupo TS.

3.7.1 Expresion de PPARy en higado

En la figura 34 se observa que los aceites de MC, VCO, no cambiaron la expresion
de PPARYy, que resulto igual a la expresion del grupo TS, usado como calibrador,
Shamsi en 2014, encuentran que la expresion de PPARy aumenta a etapas
tempranas de obesidad, seguida de una disminucién de la expresion ©¥. En realidad
la expresion de PPARYy y la consiguiente activacion como factor transcripcional
conlleva a la expresion de genes para la produccién de insulina y aumentar la

sensibilidad a esta ©® " ® _ En el higado y tejido adiposo, el factor transcripcional
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PPARYy, esta asociado con el metabolismo y biosintesis de triacilglicéridos esto se
puede comprobar por la expresion o activacion de enzimas relacionadas (1% ®4 | Se
conoce que los acidos grasos omega 3 aumentan y activan la expresion de PPARy
("2 Y en la figura 33, se observa que el grupo SMe SAA es el que presento la mayor
expresion de PPARy que puede estar relacionado con el mayor contenido de acidos
grasos DHA y EPA.
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FIGURA 34. Porcentaje de expresiéon de PPARYy en higado

3.7.2 Expresion de PPARYy en tejido adiposo epididimal

En la figura 35 se observa la expresién de PPARYy en tejido adiposo epididimal, en
donde vuelve a destacar una mayor expresion por parte del grupo SMe SAA. Existen
estudios que asocian el incremento de la expresion de PPARy con problemas de
obesidad, inflamacion, por el hecho de estar relacionado con diferenciacion de

(85) (86)

adipocitos y lipogénesis @7 Sin embargo al estar relacionado PPARYy con
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algunas enzimas como por ejemplo la piruvato carboxilasa que interviene en la
gliceroneogénesis " y ayudan a reducir la resistencia a la insulina al reducir el
nimero de acidos grasos libres en musculos y torrente sanguineo '®). Sin embargo el
grupo SMe VCO al no presentar una elevacion en la expresiéon de PPARYy y presentar
una disminucion de resistencia a la insulina, menor cantidad de triacilglicéridos y
menor nivel de glucosa en sangre, esto indica que el VCO no realiza estos cambios a

través del factor transcripcional PPARYy.
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FIGURA 35. Porcentaje de expresiéon de PPARY en tejido adiposo epididimal

3.7.3 Expresion de NPY en hipotalamo

En la figura 36, se observa el porcentaje de expresién de NPY en los diferentes
grupos tomando como grupo calibrador al TS, y aqui se observa que a excepcion de
SMe VCO, hubo una disminucion de la expresion de NPY por parte de los grupos

que ingirieron fructosa al 30 %, y si comparamos vs SMe MC observamos un
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aumento de la expresion de un 53 % por parte del grupo SAA, 90% para SMe RCO y
142 % para SMe VCO, lo que indica que el aceite refinado y en especial el virgen
aumenta la expresion de NPY llegando incluso a niveles de ratas sanas por el grupo
SMe VCO.

La sobreexpresion de NPY por estar relacionado con la sehal de hambre en el
hipotalamo se asocia con problemas de salud, enfermedades cardiovasculares,
sindrome metabdlico y diabetes mellitus (19 8 #9) Entre otros temas donde el NPY
interviene estan los ciclos circadianos "', el balance energético, aprendizaje,

memoria, ansiedad, depresién, adicciones, y epilepsia ©°

. Aunque la sefial que
transmite el NPY es de hambre en estudios se ha encontrado que una disminucion
del NPY provoca a su vez un desbalance que se asocia con hiperfagia, obesidad,

resistencia a la insulina entre otros ©" (92 (93),

La insulina y leptina inhiben la expresion de NPY, al encontrar que la expresién de
NPY en el grupo SMe VCO es igual al del grupo sano, es posible concluir que los
niveles de insulina bajaron para este grupo. Por otro lado se ha encontrado que ratas
alimentadas con dosis altas de grasas y lineas celulares a las que se suministrd

glucosa reducen la expresion de NPY 234
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FIGURA 36. Porcentaje de expresion de NPY en hipotalamo

TABLA 10. Resumen de resultados concernientes al SMe

Grupo Gluc. Col. Tri. AUC CTI PPARy PPARy NPY
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/min*dL) higado adiposo hipotalamo
(% exp) (% exp) (% exp)

TS 67.0 71.6 67.5 9897.8 104.6 106.0 100.1
SMe MC 94.6 81.3 252.8 12086.5 106.1 92.3 43.1
SMe VCO 67.7 73.5 165.9 9936.1 103.0 125.9 104.4
SMe RCO 90.5 95.4 225.4 10488.2 204.0 164.3 82.1
SMe SAA 724 66.2 202.5 9154 .4 278.9 265.5 65.9

3.8 Discusion general

Se ha encontrado que las dietas altas en LCT son mayormente inductoras de SMe

comparadas con la fructosa como inductor (26), por el proceso de generacion de
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resistencia a la insulina '”

, Sin embargo se decidié utilizar fructosa como inductor de
SMe, porque los compuestos a evaluar eran de naturaleza lipidica, y el mayor poder
edulcorante de la fructosa generaria un mayor consumo a esta en los animales en
comparacién con la sacarosa por el placer del sabor dulce a menudo comparado con

las drogas 9.

El aceite de coco contiene acidos grasos de cadena media en especial acido laurico
al cual se le atribuyen efectos para la produccion de insulina ™, junto a que al
presentar una mejor absorcion en el intestino y no necesitar transportador para pasar
a través de las membranas la cantidad de acidos grasos libres es menor que para los

a @ @9 E| VCO aparte de presentar estas propiedades

acidos grasos de cadena larg
potencializa su efecto por el alto contenido de fenoles, tocotrienoles, fitoesteroles,
tocoferoles y otros compuestos no saponicables que evitan la oxidacion y liberacion
de radicales libres mejorando los niveles de triacilglicéridos colesterol, evitando la
formacion de ateromas y reduciendo la constriccidon para reducir la presion arterial,

mejorando diversos parametros del sindrome metabdlico 9% ¢2) (2% (96) (75) (3) (21),

La reduccién en la concentracién de insulina, repercutio sobre la expresion de
neuropéptido Y, y posiblemente compuestos del aceite de coco pudieron inducir la
expresion a niveles sanos en el hipotalamo, el VCO no aumenté la expresion de
PPARYy sin embargo el RCO lo hizo y esto puede deberse a que en fases tempranas
de obesidad la expresién de PPARy aumenta ).

El grupo SMe SAA presento una menor glucosa, colesterol, mayor sensibilidad a la
insulina, estos efectos se le pueden atribuir en parte a la expresion de PPARYy, su
posterior activacion y la induccién de genes para la produccion de insulina en el
pancreas, la activacion de adipogénesis y lipogénesis en el tejido adiposo blanco y
genes para la biosintesis de triacilglicéridos en el higado que en conjunto conlleva a
reducir los acidos grasos libres evitando la resistencia a la insulina, pero no llega a

restablecer la expresién de NPY a niveles del grupo sano (" (72 (69),
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusiones

El aceite de coco tuvo efectos benéficos sobre el sindrome metabdlico, siendo el
VCO el que presentd mejores resultados. Los efectos del VCO sobre parametros
asociados al SMe son comparables con los obtenidos con el SAA.

Los acidos grasos del VCO no promueven la expresion de PPARy, sin embargo

restauran y posiblemente induzcan la expresion de NPY.

En base a los resultados obtenidos se deduce que los beneficios sobre el sindrome
metabalico por parte del VCO resultan en parte por accion de los acidos grasos de
cadena media y potencializada por compuestos lipidicos no saponificables como

polifenoles, tocotrienoles, fitoesteroles, tocoferol y B carotenos principalmente.

Ademas de ser agonistas de PPARy, los acidos grasos del SAA, inducen la
expresion de su gen en tejido adiposo epididimal e higado.

4.2 Recomendaciones

Buscar una posible complementariedad entre el VCO vy los acidos grasos omega 3,
porque actuan de diferente manera pero promueven resultados similares sobre el
SMe.

Medir la expresidon de melanocortina en el hipotalamo para corroborar el balance
entre ambos y comprobar si el bloqueo de los receptores de melanocortina genera
obesidad.

En trabajos recientes se ha evaluado medicamentos contra la epilepsia que actuan
induciendo la expresion de NPY, y repercuten sobre diversas enfermedades, se
recomienda investigar sobre la correlacidon entre el NPY y estos medicamentos para
determinar si el VCO se puede implementar como un alimento funcional en este

aspecto.
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ANEXOS

Cromatogramas de perfil de acidos grasos

En el cromatograma de la figura 37, se observa graficamente la proporcion tan

grande de acido oleico y linoleico comparandolo con el resto de los acidos grasos

que son imperceptibles a simple vista.
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FIGURA 37. Cromatograma de aceite MC
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En figura 38 se observa el cromatograma de aceite virgen de coco, que presento
resultados muy similares al aceite refinado de coco donde el pico mas alto es el

contenido de acido laurico.
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FIGURA 38. Cromatograma de aceite de virgen de coco
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En la figura 39, se observa el contenido de acidos grasos del suplemento de aceite

de alga, con un mayor contenido de EPA y DHA.
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FIGURA 39. Perfil de acidos grasos extraido de suplemento SAA.

Cromatogramas para cuantificacion de fitoesteroles

Para la cuantificaciéon de acidos grasos se analizaron las muestras por duplicado

resultando en cromatogramas muy similares, y para no provocar tedio solo se

muestra uno de los cromatogramas de cada muestra.
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FIGURA 40. Cromatograma de parte no saponificable de mezcla MC

FIGURA 41. Cromatograma de parte no saponificable de VCO
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FIGURA 42. Cromatograma de parte no saponificable de RCO

FIGURA 43. Cromatograma de parte no saponificable de SAA
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Emulsion de aceites

Las emulsiones de los aceites se realizaron pesando 5.152 g de aceite o suplemento,
se anadio 0.36 mL de tween 20, se aforé a un volumen de 12 mL con agua y se agité
en vortex. Se administré 1.5 mL de estas emulsiones en una sola exhibicién a cada

rata por dia.

Recoleccion de muestras

La recoleccion de las muestras de sangre o tejidos se realizé durante el sacrificio, las
ratas fueron puestas en ayuno 10 horas antes del sacrificio y la sangre fue extraida
de arteria, centrifugada y se separo el suero sanguineo, se almacendé a -70 °C hasta

su posterior uso en cada analisis sérico realizado.

FIGURA 44. Fotografia de una rata del experimento antes de recolectar los érganos
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Se recolectod el hipotalamo, higado, tejido adiposo epididimal, intercostal, visceral y
epicardico, las muestras fueron congeladas en nitrégeno liquido y almacenadas a -70
°C.

FIGURA 46. Cerebro antes de extraerle el hipotalamo
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Resultados de RNA

Las muestras de los tejidos congelados fueron trituradas en un mortero de acero con
nitrégeno liquido para facilitar la posterior extraccion y evitar la degradacion por

temperatura.

FIGURA 47. Mortero de acero para triturar organos

TABLA 11. Lecturas de concentracion de RNA, extraido de tejido adiposo

No TS SMe MC SMe VCO SMe RCO SMe SAA
(ng/pL) (ng/pL) (ng/pL) (ng/pL) (ng/pL)

2 837.43 631.80 197.73 362.00 526.30

4 629.33 968.10 351.63 172.47 182.93

6 1020.33 184.33 298.43 1359.30 453.50

8 464.77
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TABLA 12. Lecturas de concentracion de RNA, extraido de higado

No TS SMe MC SMe VCO SMe RCO SMe SAA

(ng/pL) (ng/pL) (ng/pL) (ng/pL) (ng/pL)
1 455.00 1536.93 1666.57 987.87 2046.57
2 144.40 1361.47 1864.23 1068.60 1403.70
3 771.97 1498.03 1653.17 1462.83 1325.77
4 974.80 1160.77 1110.60 985.77 1422.10
5 1826.40 1151.17 972.30 1753.27 1100.00
6 722.43 1606.23 1305.67 1122.40 1731.93
7 1655.90 1317.70 1992.30 1223.80 2427.40
8 1820.60

TABLA 13. Lecturas de concentracién de RNA, extraido de hipotalamo

No TS SMe MC SMe VCO SMe RCO SMe SAA
(ng/pL) (ng/pL) (ng/pL) (ng/pL) (ng/pL)

1 675.07 779.13 1098.73 733.00 992.53

2 808.70 1120.43 754.57 972.43 596.27

3 1594.33 1055.97 655.70 1213.93 726.87

4 949.07 1136.23 1070.37 1077.70 909.97

5 773.30 1201.57 722.83 1085.30 1061.83

6 849.00 871.57 1358.93 678.77 1219.30

7 1474.00 1093.33 841.87 988.63 763.43

8 978.17
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Geles de agarosa

Los geles de agarosa se realizaron al 1 % (p/v) de agarosa y se utilizé 1 pyL de
bromuro de etidio por cada 30 uL de solucién. Al observar el RNA extraido de los
tejidos en un gel de agarosa, podemos observar dos bandas definidas (28S y 18S).
En las siguientes imagenes podemos deducir que las muestras de RNA extraido
donde se observen las dos bandas definidas se encuentran en buenas condiciones.
Las muestras que no presentaban las dos bandas de RNA en el gel de agarosa se

volvieron a extraer.

FIGURA 48. Muestras de RNA extraido del hipotalamo
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FIGURA 49. Muestras de RNA extraido de tejido adiposo epididimal

CLRLURL DAL LT

FIGURA 50. Muestras de RNA extraido de higado
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Se realizaron pruebas preliminares en PCR para comprobar que los amplicones
presentaban el tamafio adecuado correspondiente a su par de primers. En la figura
51, se observa una sola banda, sin embargo en los NTC se presentan ciertas bandas
que no deberian estar. Por lo cual se aument6 el Tm de 60 °C a 61 °C. Las bandas
del primer y tercer pozo se encuentran en el lugar que corresponden, es decir 99 pb
para 3 actina y 339 para PPAR, el marcador molecular utilizado es de 100 a 1000 pb
con una banda extra de 1500 pb. En el equipo para RT PCR se corroboré que no

habia productos inespecificos con la melt curve.

FIGURA 51. PCR de (3 actina, NTC de B actina, PPARy, NTC de PPARy y marcador

En la figura 52, se aprecia como en el carril 2 y 6 se observan bandas definidas que
corresponden a la amplificacién de los primers de (3 actina y NPY donde este ultimo

tiene una longitud de 75 pb.
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FIGURA 52. NTC de B actina, B actina, NTC de NPY y gen NPY

Curvas de eficiencia para RT-PCR

Para realizar las curvas de eficiencia se partio de 0.25 uL de cDNA disueltos en 1.3
ML de agua libre de nucleasas y se realizaron diluciones seriadas 1:10 para cada par
de primers (B actina, PPARy, NPY) y se sometieron a las mismas condiciones a las

cuales se sometieron las muestras.
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FIGURA 53. Curva de eficiencia para B-actina
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FIGURA 54. Melt curve de la curva de eficiencia de B- actina
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FIGURA 56. Melt curve de la curva de eficiencia de PPARy
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FIGURA 58. Melt curve de la curva de eficiencia de NPY
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Aceites y suplementos utilizados

En la figura 59, se observan los aceites de maiz y canola que posteriormente se
mezclaron para administrarse. Se mantuvieron protegidos de la luz y a temperatura
ambiente (25 °C).
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FIGURA 59. Aceites utilizados para administrar al grupo SMe MC

En la figura 60, se observa el aceite virgen de coco utilizado para este experimento,
que fue adquirido en una tienda COSTCO y almacenado a 4°C durante todo el

experimento.
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FIGURA 60. Aceite virgen de coco

En la figura 61, se observa el aceite refinado de coco implementado durante el
experimento, y que fue proporcionado por la empresa “FABRICACION Y VENTA DE
GRASAS Y ACEITES VEGETALES AAK MEXICO S.A. de C.V.” y que fue sellado al

vacio, protegido de la luz y almacenado a 4°C para evitar su oxidacion.
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FIGURA 61. Aceite refinado de coco

En la figura 62 se observa el suplemento de aceite de alga nombrado “Life’s DHA™
S10-P200”, comprado a la empresa “GRUPO HARMONY ONE STEP SOLUTION”,
se almacend a 4°C antes y durante todo el experimento, en la figura 61 se describe

sSu composicion.
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FIGURA 62. Suplemento de aceite de alga
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DSM

Product lnformation BRIGHT SCIENCE, BRIGHTER LIVING,

life’sDHA™ S10-P200

Ingredient Statement

Ingredients: Glucose syrup solids, algal oil, modified corn starch, mannitol, sodium ascorbate,
and 2% or less of sodium polyphosphate, glycerol mono- and di-stearate, tricalcium phosphate,
high oleic sunflower oil, sunflower lecithin, natural flavors, mixed natural tocopherols and
ascorbyl palmitate (as antioxidants).

Glucose Syrup Solids 30-40%
Algal Oil 30-40%
Modified Comn Starch 20-25%
Mannitol 5-10%
Sodium Ascorbate 1-5%
Sodium Polyphosphate <2.0%
Glycerol Mono- and Di-stearate <2.0%
Tricalcium Phosphate <2.0%
High Oleic Sunflower Oil <2.0%
Sunflower Lecithin <2.0%
Natural Flavors <2.0%
Mixed Natural Tocopherols <2.0%
Ascorbyl Palmitate <2.0%

FIGURA 63. Composicion del suplemento de aceite de alga

En la figura 64, se observa el equipo StepOne utilizado para realizar la expresién

relativa de los genes de PPARY y neuropéptido Y
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FIGURA 64. Equipo Step One de Applied biosystems

En la figura 63, se observa el cromatégrafo de gases utilizado para la medicion de
fitoesteroles.
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FIGURA 65. Cromatografo de gases 7820A (G4350A)
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