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Resumen

La leche es un producto con un elevado contenido nutrimental cuya composicion se
modifica por distintos factores entre los que se encuentra la alimentacion del animal.
Por otra parte, su consumo se ha asociado con el desarrollo de la obesidad debido a su
elevada densidad energética.

El propdsito de este estudio fue determinar el efecto de la leche caprina provenientes
de sistemas de alimentacion distintos sobre alteraciones metabdlicas in vivo de ratones
C57BL/6 con obesidad inducida por dieta. Para este fin, los ratones fueron alimentados
por un periodo de 14 semanas con una dieta baja en grasa o control (C), dieta alta en
grasa (DAG), dieta alta en grasa con leche de dieta base (DAG+LDB), dieta alta en
grasa con leche de pastoreo (DAG+LP) y dieta alta en grasa con leche de dieta base
complementada con 30% de frutos de Acacia farnesiana (DAG+LAF). Se evalud el
contenido energético de las dietas experimentales, la ganancia de peso acumulada
(GPA), el consumo de alimento, la composicion corporal, el gasto energético y la
tolerancia a glucosa e insulina.

En el presente ensayo se observo que la GPA producida por la DAG+LDB (9.55 g) y
DAG+LAF (11.79 g) fue menor que la DAG (21.56 g) y estadisticamente igual al grupo
control (9.45 g). Por otra parte, a pesar de tratarse de dietas altas en grasa, se observé
que los ratones de los grupos DAG+LDB, DAG+LP y DAG+LAF tuvieron una mayor
acumulacion de masa magra que el grupo de la DAG. Este efecto contribuyd al
aumento en el gasto energético donde se observd que los ratones de los grupos
DAG+LDB, DAG+LP y DAG+LAF presentaron el mayor valor de gasto energético en
posprandio y un coeficiente de intercambio respiratorio (RER) que indicaba la oxidacion
de lipidos y proteinas, produciendo una menor acumulacién de grasa. Esto a su vez
favorecio la tolerancia a la glucosa y contribuyd a la prevencion de resistencia a la
insulina dado que los valores de glicemia de los ratones alimentados con DAG+LDB,
DAG+LP y DAG+LAF fueron estadisticamente igual al grupo control en la prueba de
tolerancia a la glucosa, mientras que en la prueba de tolerancia a la insulina, los
valores de glicemia indicaron que las dietas DAG+LP y DAG+LAF previnieron la
resistencia a la insulina. Este ensayo revel6é que la leche caprina de dieta base, de
pastoreo y con los frutos de Acacia farnesiana dentro de una DAG para roedores
previno las alteraciones metabdlicas de la obesidad.
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l. Introduccion

La obesidad es una enfermedad causada por multiples factores dentro de los cuales se
encuentra el alto consumo de alimentos ricos en lipidos e hidratos de carbono. De
acuerdo con reportes realizados por la FAO (2010), la asociacion entre el consumo de
lipidos y la obesidad esta basado en la alta densidad energética de estos nutrimentos;
sin embargo, una disminucién en la dieta de estos alimentos no ha revertido la

problematica por lo que definitivamente esta relacion ha sido soslayada.

En la actualidad, el incremento en la incidencia de enfermedades crénicas demanda el
desarrollo de tratamientos efectivos debido al riesgo de muerte que éstas representan.
Un estado en comun en las enfermedades cronicas es la inflamacion prolongada o
persistente debido a la produccidn de sustancias inflamatorias que contribuyen a la
patogénesis de estas enfermedades, desencadenando anomalias metabdlicas

conocidas como sindrome metabdlico.

Hipocrates (Grecia, 460-370 a. C.) sefiald: “que tu medicina sea tu alimento, y el
alimento tu medicina”. La alimentacidn es la obtencion de las moléculas necesarias
para la subsistencia del organismo y de energia a partir de los nutrimentos presentes
en la dieta, la alimentacién correcta previene del desarrollo de enfermedades cronicas.
Para este fin, se busca adoptar alimenticios en los que se modere la cantidad de
nutrimentos ingeridos con base en las recomendaciones nutricionales para cada pais.
No obstante, desde finales del siglo XX se han descubierto propiedades en los
alimentos que involucran no solo la nutricion sino el aporte de otros compuestos

biolégicamente activos que proveen efectos benéficos a la salud.

En la actualidad se conoce a un alimento funcional como “cualquier alimento natural o
procesado que contiene compuestos conocidos o no, biolégicamente activos, que en
cantidades definidas, efectivas y no tdéxicas proveen un beneficio clinicamente probado

y documentado para la prevencion, manejo o tratamiento de enfermedades crénicas”.
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Los compuestos bioactivos se encuentran en los alimentos como lipidos, proteinas,
péptidos, carbohidratos o compuestos fendlicos tales como flavonoides, terpenoides,
carotenoides, vitaminas, esteroles, entre otros. Se busca que los alimentos funcionales

sean productos de consumo cotidiano.

La leche y sus derivados son productos cuyo consumo y produccion ha ido en aumento
en los ultimos 25 afos, representando un grupo de alimentos importante en el que es
menester el desarrollo de productos funcionales (OECD y FAO, 2016a). La leche de
cabra representa el 2.6% de la produccion mundial, por debajo de la produccion de la
leche de vaca; sin embargo, el consumo de leche de cabra se ha incrementado gracias
a su mayor digestibilidad de grasa y proteina y a la baja alergenicidad de la caseina
propia de esta leche. En México, se producen 160 mil litros de leche caprina, pero ésta
es consumida en forma de queso o cajeta. El mayor inventario caprino se encuentra en
el estado de Puebla especificamente en la mixteca poblana, lugar donde el clima semi-
calido subhumedo exige el uso de recursos vegetales forrajeros (especialmente en
estiaje) que son consumidos gracias a la adaptabilidad de las cabras a los distintos

tipos de forrajes.

Las Acacias son el género mas grande de leguminosas con amplia distribucion en el
mundo, las cuales crecen en climas calidos y semi-calidos. Su follaje y las vainas se
aprovechan como alimento para ganado caprino en las regiones aridas de México, y en
especial en la mixteca poblana. Estudios realizados en la region semiarida de México,
identificaron y evaluaron 25 especies vegetales consumidas por caprino en pastoreo,
dentro de las cuales se encontraban Acacia farnesiana y Acacia shaffneri con alto
contenido de compuestos bioactivos (Cuchillo et al, 2013). Dentro de estos
compuestos bioactivos se han identificado compuestos fendlicos terpenos y esteroles
(Hussein et al., 2002; Lin et al., 2009; Pedernera et al., 2010; Abrantes et al., 2013;
Sanchez et al., 2013; Delgadillo et al., 2018).
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Se sabe que la composicién de la leche varia de acuerdo con distintos factores tales
como el estado de lactacion, la estacion del afo y el tipo de alimentacion,
principalmente en lo que respecta a la composicion de acidos grasos (Jenness, 1980;
Ellis et al., 2006, Sanz Sampelayo et al., 2007). Bajo este principio, la leche es un
alimento al cual se pueden transferir compuestos bioactivos mediante la alimentacion
estratégica del animal productor (Tian et al., 2019). Por ello, el proposito de este
ensayo fue evaluar el efecto de la leche de cabras alimentadas con una dieta base
complementada con frutos de Acacia farnesiana o dieta de pastoreo sobre alteraciones

metabdlicas in vivo de ratones C57BL/6 con obesidad inducida por dieta.
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Il. Antecedentes

1.1 Balance energético

La energia es requerida por un cuerpo para realizar trabajo. En los humanos, el cuerpo
obtiene energia a partir de las macromoléculas provenientes de los alimentos: hidratos
de carbono, proteinas y lipidos. Estas moléculas son metabolizadas y la energia
producida es utilizada para el mantenimiento de las funciones corporales en forma de
gasto energético basal (GEB) en el cual también se incluye el gasto energético en
reposo (GER), termogénesis alimentaria (TA) y actividad fisica (AF); estos elementos
constituyen el gasto energético total (GET). Por consiguiente, debe existir un balance
energético en el cual la energia consumida sea empleada. Cuando no es asi, existe un
aumento de peso corporal en forma de tejido adiposo. En este sentido, el peso ha sido

indicador del gasto energético (Spiegelman y Flier, 2001; Ireton-Jones, 2017).

El GEB corresponde a la cantidad minima de energia requerida para el mantenimiento
del individuo. Este contribuye en un 60-70% al GET en individuos sedentarios y 50% en
individuos activos. El valor de este parametro puede conocerse cuando una persona se
encuentra en reposo fisico y mental y en un ambiente termoneutral (Pinheiro Volp et al.,
2011; Ireton-Jones, 2017).

El gasto energético en reposo (GER) se expresa como la energia gastada en las
funciones normales del cuerpo y la homeostasis. En estos procesos se involucra la
respiracion, la circulacion, el mantenimiento del sistema nervioso central, el transporte
de iones en células, la sintesis de compuestos y el mantenimiento de la temperatura
corporal. El principal factor que influye sobre el gasto energético en reposo es la
cantidad de masa de tejido magro, el cual contribuye con 20% del GER con respecto al
resto de los 6rganos. Dado que la cantidad de tejido magro varia con la edad, el
género, la composicion corporal y el tamafio del cuerpo, estos factores influyen
directamente sobre el GER (Gallagher et al., 2006; Ireton-Jones, 2017).
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1.2 Tejido adiposo

El tejido adiposo ademas de ser considerado como un almacén energético, es un
organo endocrino, paracrino y autdcrino que regula la homeostasis metabdlica; se
compone de adipocitos, tejido conectivo y otras células como glébulos rojos, células
endoteliales, neuronales y pericitos. Se ubica en diferentes zonas del cuerpo, no es
uniforme y presenta diferencias morfologicas discretas (lbrahim, 2010; Berry et al.,
2013; Coelho et al., 2013). En los mamiferos existen dos tipos de tejido adiposo: el
tejido adiposo pardo y el tejido adiposo blanco. Las funciones de ambos tejidos son
distintas al igual que los tipos de adipocitos y su morfologia.

El tejido adiposo pardo (TAP) no esta presente mayoritariamente en adultos pero es
abundante en los recién nacidos. Su principal funcion es la conversion de nutrimentos
en calor (termogénesis) gracias a la cantidad de mitocondrias presentes (Spiegelman vy
Flier, 2001; Cannon y Nedergaard, 2004; Berry et al., 2013; Coelho et al., 2013).

El tejido adiposo blanco se encuentra distribuido en todo el cuerpo en la region
subcutanea y visceral, principalmente (Cuadro 1). Su funcidon principal es el
almacenamiento de lipidos, los cuales seran liberados a la circulacion como acidos
grasos y oxidados para la produccion de energia cuando el organismo lo requiera. Este
tejido libera sustancias endodcrinas con actividad metabdlica conocidas como
adipocinas (leptina, interleucina 6 (IL-6), factor de necrosis tumoral (TNF-a),
adiponectina, resistina, visfatina, angiotensina, inhibidor y activador de plasminogeno
(PAI-1), proteina quimioatrayente de macréfagos y monocitos (MCP-1) y la proteina
estimuladora de acilacion (ASP), entre otras), las cuales comunican al tejido adiposo
con otros tejidos y con el sistema nervioso central para regular el apetito, el balance
energético y la inmunidad (Kershaew vy Flier, 2004; Ibrahim, 2010; Coelho et al., 2013;
Feijoo-Bandin et al., 2016).

Los adipocitos hipertroficos se caracterizan por ser resistentes a la insulina, lo que los
hace hiperlipoliticos ya que no responden favorablemente al efecto inhibitorio de la
lipdlisis de la insulina. Los adipocitos pequefios son mas sensibles a la insulina y tienen

alta afinidad por los acidos grasos libres y los triacilgliceroles, lo cual permite una
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mayor acumulacion de grasa. Por otra parte, cuando existe una acumulacion excesiva
de grasa, los adipocitos pueden aumentar de tamafo y volverse disfuncionales.
Cuando el tejido adiposo excede la capacidad de aumentar su tamafo y almacenar
mas lipidos, estos comienzan a depositarse en otras zonas fuera de este tejido
(Ibrahim, 2010).

Cuadro 1. Comparacion entre tejido adiposo visceral y subcutaneo.

Tejido adiposo

Caracteristicas Visceral Subcutaneo
Localizacién Area abdominal en Area femerogluteral y
mesenterio y omentum pared abdominal
Proporcion en cuerpo 5-8% 80%
Adipocitos Largos Pequefios
Resistencia a insulina Resistente No resistente
Actividad lipolitica Muy activo Poco activo
Captacion de glucosa Alta Baja
Actividad secretora Muy activo Poco activo
Adipocinas secretadas en IL-6, PAI-1, Leptina y adiponectina®
mayor proporcion angiotensinogeno,
resistina

(Fuente: Lihn et al., 2004; Ibrahim, 2010; Coelho et al., 2013)
*Se han encontrado resultados contradictorios que requieren investigacion.

La proporcién del tejido adiposo en una persona se distribuye como: androide y ginoide
(Figura 1). Conocer la distribucion permite predecir si existe riesgo de padecer
enfermedades coronarias, dislipidemias, hipertension, diabetes, higado graso no
alcohdlico, entre otras. Se ha identificado que poseer una mayor cantidad de tejido
adiposo visceral (TAV) incrementa el riesgo de padecer estas enfermedades (Jacobs et
al., 2010). EI TAV hiperlipolitico presenta una alta actividad pro-inflamatoria con la
presencia de resistina, TNF-a e IL-6 ademas de leptina (Kershaw y Flier, 2004;
Bernstein, 2010; Lysen e Israel, 2017; Noland, 2017). De igual manera la presencia de
TNF-a en altas concentraciones es debido a la infiltracibn de macrofagos atraidos por
la secrecion de MCP-1 y otras sustancias (Coelho et al., 2013). En este sentido se
reconoce a la obesidad como un estado de inflamacion crénica en el cual la produccion
de adipocinas se encuentra desbalanceada y contribuye al desarrollo de anomalias
metabdlicas (Noland, 2017).
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Figura 1.Consecuencias de la obesidad.
Imagen adaptada y generada por el autor. Fuente: Bernstein, 2010; Ibrahim, 2010,
Feijoo-Bandin et al., 2016

11.3 Obesidad

La obesidad es una enfermedad caracterizada por la acumulacion anormal de grasa,
como resultado de un balance inadecuado entre la energia consumida y la energia
gastada; las causas son un conjunto de factores agrupados en el estilo de vida, el
ambiente y la genética (factores psicologicos, culturales vy fisioldgicos; Figura 2). No
obstante, destacan dos factores causantes de obesidad: aumento en la ingesta de
alimentos de alta densidad energética (comunmente con alto contenido de hidratos de
carbono, grasa y sal) y una disminucion en la actividad fisica debido a un estilo de vida
sedentario en el que las actividades desempefiadas por los individuos requieren un
minimo esfuerzo fisico (Lysen e Israel, 2017; Davis et al., 2018; Ravussin y Ryan,
2018; WHO, 2018a, 2018b). En la Figura 3, se observa un aumento en la incidencia
mundial de esta enfermedad, durante las ultimas tres décadas tanto en nifios, como en

adolescentes y adultos.
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de sobrepeso. Fuente: WHO, 2017a; 2017b; 2017c; 2017d

En México, de acuerdo con la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion de Medio camino
(ENSANUT) (INSP, 2016), se observé un incremento en la incidencia de sobrepeso y

obesidad combinada en adolescentes al igual que en adultos mayores de 20 afos. Los
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habitos de alimentacién (bebidas lacteas azucaradas, botanas, dulces y postres y
cereales dulces), reduccion actividad fisica, trastornos de suefio (<7h/dia) y habitos
sedentarios favorecen la obesidad y el sobrepeso. La relevancia de esta enfermedad
radica el incremento del riesgo de padecer sindrome metabdlico, enfermedades
cardiovasculares, cerebrovasculares, diabetes, dislipidemias, higado graso no
alcoholico y cancer (Jacobs et al., 2010; Lysen e Israel, 2017; Noland, 2017; WHO,
2018a).

1.4 Intolerancia a la glucosa y resistencia a la insulina

Una de las consecuencias de la obesidad es el sindrome metabdlico, el cual es el
conjunto de anomalias metabdlicas que incluyen altos niveles de triacilgliceroles en
sangre, dislipoproteinemias, resistencia a la insulina, hiperglucemia e hipertension. Las
personas que lo padecen se encuentran en un estado pro-oxidativo, pro-inflamatorio y
pro-trombotico (NHLBI, 2012). El desarrollo de la resistencia a la insulina (RI) e
intolerancia a la glucosa acoplado a un incremento de la secrecion de IL-6 y TNF-a por
el tejido adiposo, evita la captacion de glucosa por las células promoviendo la
preferencia por los acidos grasos libres (AGL) como fuente de energia. Un incremento
en la cantidad de éstos en el tejido adiposo, plasma, higado y otros 6rganos explican
parcialmente el desarrollo de la RI. Inicialmente, el exceso de triglicéridos en el TAV
causa hipertrofia de los adipocitos, propiciando su RI. Por consiguiente, no responden
al efecto anti-lipolitico de la insulina, exacerbando este proceso (lbrahim, 2010; Al
Goblan et al., 2014). La liberacién excesiva de AGL por el TAV produce su elevacion en
plasma, lo que aumenta su captacion por el higado, favoreciendo su acumulacion.
Ademas del flujo de AGL al higado, estos también pueden comenzar a acumularse en

musculo y pancreas (Fraulob et al., 2010).

La RI se hace presente en el musculo como consecuencia de la acumulacién de AGL,
disminuyendo la captacién de glucosa por los miocitos, pero favoreciéndola en el
higado para su posterior conversion en grasa contribuyendo al desarrollo del higado
graso no alcohdlico. De igual manera, al disminuir el transporte de glucosa mediado por

insulina en el musculo, existe una preferencia por los AGL como fuente de energia
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causando hiperglicemia e hiperinsulinemia en plasma (Ibrahim, 2010). El estudio de la
RI en musculo es amplio, se ha propuesto que un exceso de acidos grasos saturados
en la periferia de este organo interfiere en el transporte de glucosa mediado por
insulina (Figura 4). Se cree que éstos interfieren en la cascada de sefalizacion
producida por la unién de la insulina con su receptor en la membrana del miocito que

permitira la captacion de glucosa por GLUT 4 (Martins et al., 2012).

Cuando los niveles de glucosa en sangre son altos, el pancreas secreta insulina para
activar su captacion por otros érganos. Cuando la glicemia es demasiado alta (causada
por RI en musculo u otro 6rgano), la demanda de insulina aumenta y las células B
sanas son capaces de abastecer estos requerimientos. Por otra parte, la acumulacion
de grasa en la zona visceral y el higado graso favorece la deposicion de grasa en el
pancreas causando una falla en las células B (Neligan, 2010). Las consecuencias de la
disfuncionalidad de estas células son la secrecion basal aumentada de insulina o falla
en la estimulacion de secrecion de insulina por glucosa, causando hiperglicemia (Al
Goblan et al., 2014).

Alto consumo energético
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— > lSensibiIidad
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Figura 4. Modelo de desarrollo de resistencia a insulina.
Imagen adaptada y generada por el autor. 1,2,3,4,5 indica orden de eventos en el
desarrollo de resistencia a la insulina. Fuente: Neligan, 2010; Ibrahim, 2010; Al Goblan
et al., 2014; Martins et al., 2012
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I11.5 Alimentos funcionales

Los alimentos funcionales son definidos como cualquier alimento natural o procesado
que contienen compuestos conocidos, que son biologicamente activos. Que en
cantidades definidas, efectivas y no toxicas, proveen un beneficio clinicamente probado
y documentado para la prevencion, manejo o tratamiento de enfermedades cronicas
(Martirosyan y Singh, 2015).

El término de alimento funcional nacié en Japén; siendo pionero en el estudio de sus
propiedades y de su regulacion normativa. Para que un alimento sea denominado
como funcional, se debe seguir un método de investigacion que lo consolide como tal.
Inicialmente se estudia la matriz alimenticia para identificar los compuestos presentes
que puedan presentar actividad biologica. Esta actividad se evidenciara estableciendo
marcadores bioldgicos que se evaluaran en un modelo in vivo o in vitro. Estos deben
ser confiables, reproducibles y especificos para el efecto estudiado, que puede ser
bioquimico, fisiolégico, de comportamiento o psicolégico. Los marcadores son
resultados de analisis especificos para la ruta biolégica sobre la que actua un
compuesto y pueden conocerse a partir de estudios realizados en fluidos, tejidos o
heces fecales en los que se han medido proteinas, enzimas y metabolitos, entre otros.
Una vez finalizada esta etapa, el establecimiento de la cantidad efectiva y no tdxica a
consumir para observar el efecto, se logra mediante la experimentacion en humanos.
Esta etapa en conjunto con el desarrollo de un vehiculo es de suma importancia, ya
que es preferible o indispensable que un alimento funcional forme parte del consumo
cotidiano y que esté presente en la dieta en cantidades recomendadas por instituciones
oficiales (Roberfroid, 2000; Biesalski et al., 2009; Martirosyan y Singh, 2015; Leal et al.,
2016).

Finalmente, se difunde el consumo de este alimento y se realizan estudios
epidemioldgicos que ratifiquen y avalen los efectos a largo plazo del producto y asi
determinar su efectividad. Adicionalmente, el concepto de alimentos funcionales

excluye a los “nutraceuticos” (Roberfroid, 2000; Martirosyan y Singh, 2015).
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1.6 Compuestos bioactivos en alimentos

Los compuestos bioactivos se encuentran en los alimentos como lipidos, proteinas o

péptidos, hidratos de carbono y en menores proporciones compuestos fendlicos,

terpenoides, compuestos azufrados, vitaminas y esteroles, entre otros (Aluko, 2012;

Anal et al., 2014). Estos compuestos actuan a través de distintos mecanismos y en

diversos organos para mejorar la salud o disminuir el

riesgo de desarrollar

enfermedades cronicas degenerativas. En la Figura 5, se describe la actividad biolégica

de estas moléculas, pudiendo ser antimicrobiana y antioxidante; asi como funciones en

organos como el intestino induciendo la diversidad de la microbiota y el sistema

nervioso, modulando la produccién de sustancias que regulan las emociones, el

desarrollo cognitivo, la percepcion del dolor y el apetito, entre otros (Roberfroid, 2000).

La actividad de muchos compuestos depende de su capacidad de alcanzar los érganos

diana en su forma activa, lo cual continua en investigacion.
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Figura 5. Compuestos bioactivos presentes en alimentos

Imagen adaptada y generada por el autor. Fuente: Yamashita et al., 1984; Bouhnik et
al., 1999; Nijveldt et al., 2001; Arts y Hollman, 2005; Delzenne y Cani, 2005; Graf et al.,
2005; Delmée et al., 2006; Tsao, 2010; Brewer, 2011; Aluko, 2012; Anal et al., 2014
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1.7 Leche

La leche es la secrecidn natural de las glandulas mamarias de las vacas sanas o
cualquier otra especie animal, excluido del calostro (Secretaria de Salud, 2010). La
leche es un producto de consumo mundial, mas de 6 billones de personas alrededor
del mundo consumen leche y derivados, siendo estos ultimos los de mayor consumo
cotidiano. La poblacién de paises en vias de desarrollo es la que mas los consume,
siendo Norte América la region con el mayor consumo con 250 kg por persona al afio
(FAO, 2018a, 2018b). Se espera que esta tendencia aumente dado que este efecto se
ha observado a partir de datos obtenidos desde hace dos décadas (Figura 6). Aunque
la tasa de incremento ha registrados algunos intervalos no favorables, la tendencia
continuara en aumento (OECD y FAQO, 2016a).
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Figura 6. Consumo mundial de leche y derivados.
Perspectivas basadas desde 1993-2026. Imagen adaptada y generada por el
autor. Fuente OECD y FAO, 2016b

La produccién mundial de leche ha crecido (1986 a 2016) de 522 a 798 millones de
toneladas, siendo India el mayor productor con un 16% de la produccion mundial (FAO,
2013; FAO, 2018a). La leche que se produce en mayor cantidad (85%) y que ha sido
estudiada con mayor frecuencia es la leche bovina; sin embargo, otros tipos de leche
contribuyen a la produccion mundial como la de bufala (11%), cabra (2%), oveja (1%) y
camella (0.4%) (FAO, 2013).
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En México, poco mas del 60% de la poblacion consume alimentos lacteos, siendo el
grupo de escolares el que mas consume (66%) con respecto a adolescentes y adultos
(61%), y es un grupo de alimentos que se encuentra dentro los alimentos
recomendables (INSP, 2016). De acuerdo con la SAGARPA (2018), el consumo de
leche per capita es de 98.7 L, el cual ha aumentado con respecto a afos anteriores al

igual que su produccion.

La leche es un alimento que provee proteinas y grasas de alta calidad, ademas de
contribuir al cumplimiento de los requerimientos de calcio, magnesio, selenio,
riboflavina, vitamina B4z y Bs . Esto es particularmente importante para la poblacion de
paises en vias de desarrollo ya que frecuentemente se observa un problema de
desnutricion debido a deficiencias en micronutrientes como hierro, yodo, vitamina A y
B4z, folato y zinc, entre otros (Burchi et al., 2011; FAO, 2018b).

La leche de animales domésticos contiene una alta proporcion de acidos grasos
saturados donde el 40% corresponde a los acidos grasos laurico, miristico y palmitico,
aunque también contiene una alta proporcion de acido estearico. En cuanto a los
acidos grasos insaturados, uno de los que se encuentran en mayor proporcion es el
acido oleico. También se encuentran en menores proporciones acidos grasos de
interés biolégico como el acido linolénico conjugado (CLA), acido docosahexaenoico
(DHA), acido eicosapentaenoico (EPA) y acido a-linolénico (ALA). Se reconoce que el
contenido de acidos grasos y otros nutrimentos en la leche, varia dependiendo de la
estacién del afo, el sistema de alimentacion del animal, el forraje y el estado de
lactacion, entre otros (Ellis et al., 2006; Sanz Sampelayo et al., 2007; FAO, 2018b).

Ademas de los acidos grasos, las proteinas que contiene la leche son de buena calidad
y producen péptidos bioactivos durante la digestion, que favorecen la regulacion del
apetito, efectos insulinotropicos, hipoglucemiantes e hipotensivos (Luhovyy et al., 2007;
Jakubowicz y Froy, 2013; Yamin et al., 2014; Anderson et al., 2011). De igual manera
se ha establecido que los productos lacteos favorecen la pérdida de peso debido a que
el calcio y la 1,25-hidroxi vitamina D regulan el metabolismo de lipidos en los

adipocitos, estimulando la oxidacién de grasa e inhibiendo la lipogénesis (Zemel, 2003;
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FAQO, 2013). Ademas, se ha estudiado que el calcio favorece la excrecion de grasa en

heces, lo que evita su acumulacién (Jacobsen et al., 2005).

A pesar de los efectos biologicos de la leche, existen estudios que sustentan que su
consumo favorece una ingesta energética alta (Hollis y Mattes, 2007). Se ha planteado
la posibilidad de que la leche, al contener el factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-
1) en pequenas cantidades (4-50 ng/mL), cuya sefalizacion se encuentra relacionada
con la regulacion del crecimiento fetal, la proliferacion celular, la patogénesis de acné,
la arterosclerosis, la diabetes, el cancer, la obesidad y las enfermedades
neurodegenerativas; pueda actuar favorablemente al desarrollo de estas anomalias. No
obstante, estos mecanismos no han sido estudiados, solamente se ha planteado la

hipdtesis que requiere mayor investigacion (Melnik, 2009; Yamin et al., 2014).

11.8 Leche de cabra

La leche de cabra contribuye en un 2% a la produccion mundial (FAO, 2018a). Se
consume y produce principalmente en el sur de Asia en India y Bangladesh en regiones
rurales (FAO, 2013). En México, su produccion es de aproximadamente 160 mil litros,
distribuida entre Coahuila con 37.2%, Durango con 21%, Guanajuato con 16.8%,
Nuevo Ledn con 9.9%, Jalisco con 3.7% y Zacatecas con 3.2% (SAGARPA, 2015).

La produccion de leche de cabra para consumo humano en México, se encuentra por
debajo de paises asiaticos y algunos europeos (FAO, 2017). Se sabe que la produccion
de leche caprina se encuentra destinada a la elaboracion de queso y productos de
confiteria (SAGARPA, 2017), siendo México el noveno productor mundial de queso de

cabra (Figura 7).
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Figura 7. Produccién de queso de cabra en el mundo.
Imagen adaptada y generada por el autor. Fuente FAO, 2017

La composiciéon de la leche de cabra no presenta grandes diferencias con respecto a la
de vaca (Cuadro 2). Por otra parte, las diferencias radican en el tipo de nutrimentos que
contiene u otras caracteristicas fisicoquimicas, es decir, en la composicion de acidos
grasos, en el tamafio del glébulo de grasa y tipo de proteinas (Haenlein, 2004; Raynal-
Ljutovac et al., 2008; Young, 2010; Clark y Mora, 2017).

Cuadro 2. Composicion de la leche de cabra y de vaca

(g/100 mL de leche)

Componente Leche de cabra Leche de vaca
Energia (kcal) 66 62
Proteina 3.4 3.3
Lipidos totales 3.9 3.3
Lactosa 4.4 4.7
Cenizas 0.8 0.7
Minerales (mg/100 mL)

Calcio 125 112
Sodio 48 42
Magnesio 14 11
Foésforo 100.4 91
Potasio 202 145
Selenio (ug) 1.1 1.8
Manganeso (ug) 18 8
Vitaminas (Mg/100 mL)

Vitamina A (1U) 167 208
Vitamina D 0.1 0.2
Vitamina C (mg) 1.1 1.0
Vitamina E 50 80
Tiamina 68 40
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Riboflavina 130 200

Niacina 240 130
Vitamina Be 50 40
Folato 1.0 8.5
Vitamina B12 0.07 0.51
Biotina 2.5 2.0
Lipidos (g/100 mL)

Acidos grasos saturados 2.5 2.9
Colesterol (mg) 10 15

Fuente: Young, 2010; FAO, 2013; USDA, 2018a, 2018b

Estudios en leche de cabra destacan diferencias importantes de las proteinas del suero
y caseina con respecto a la leche de vaca. La razén del estudio de estas diferencias es
que éstas juegan un papel importante en la alergenicidad de la leche (Clark y Mora,
2017). La leche de vaca contiene proteinas potencialmente alergénicas entre las que
se encuentran enzimas, caseinas (a, B y K) y proteinas del suero como a-lactalbumina,
B-lactoglobulina, albumina sérica bovina e inmunoglobulinas. No obstante, las proteinas
de mayor alergenicidad son las caseinas y la B-lactoglobulina. La leche de cabra
contiene una fraccion mayor de B-caseina, similar a la leche humana lo que la hace
mas digerible (EI-Agamy, 2007).

La leche de cabra como alternativa a la leche de vaca aplica cuando la alergia presente
en la persona no involucra mecanismos inmunoldgicos mediados por IgE (El-Agamy,
2007). Una de las diferencias estudiadas entre ambas leches es la alergenicidad
causada por la caseina a, la cual presenta 2 fracciones: as1 Y 0s2. Con respecto a la
leche de cabra, ésta presenta una cantidad menor de la fraccion as1 y su estructura
primaria es diferente, lo cual se debe a un polimorfismo en el gen que codifica para
esta proteina en cabras (Haenlein, 2004; Raynal-Ljutovac et al., 2008; Ballabio et al.,
2011; Clark y Mora, 2017).

Los globulos de grasa en la leche de cabra son de menor tamafio que los de la leche
de vaca (Clark y Mora, 2017). De igual manera, los acidos grasos mas abundantes son
los de cadena media, los cuales llevan su hombre gracias a este factor: acido caprico,
acido caproico y acido caprilico. Estos acidos grasos son liberados en el estbmago por

la lipasa gastrica y en el duodeno por la lipasa pancreatica para ser absorbidos
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directamente por los enterocitos sin ser esterificados. Una vez absorbidos, son
transportados por via porta al higado para ser oxidados, lo que evita su acumulacién en
el tejido adiposo. Por esta razon, se destaca que la leche caprina es de mas facil
digestibilidad que la leche bovina, ademas de que estos acidos grasos representan una
fuente de energia rapida para individuos que sufren de desnutricion o aquellos que
presentan problemas de absorcion de grasas debido a fallas en secrecion de sales
biliares, insuficiencia pancreatica o pacientes que han sufrido una reseccién intestinal
(Alférez et al., 2001; Sanz-Sampelayo et al., 2007; Raynal-Ljutovac et al., 2008).

De igual manera, la leche de cabra contiene oligosacaridos presentes en la leche
materna como el acido sialico (acido n-acetiimuramico). Este oligosacarido esta
presente en una mayor proporcion comparada con la leche de vaca con 23 mg/100g
contra 6 mg/100 g respectivamente (Puente et al., 1996). El &acido sidlico es
considerado como parte de la fibra dietética que promueve la proliferacion de
bifidobacterias en recién nacidos, ademas, este polimero es confundido como mucosa
intestinal por microorganismos patdgenos lo cual evita su proliferacion en el intestino y
se cree que participa en el desarrollo del cerebro del neonato (Gopal y Gill, 2000;
Raynal-Ljutovac et al., 2008).

La leche de cabra continua en investigacion dado que su composicion le confiere
propiedades tecnoldgicas unicas que pueden ser aprovechadas para el procesamiento
y la obtencion de productos como quesos frescos y madurados, asi como de productos

de confiteria.

11.9 Ganado caprino

El mayor inventario de cabras en el mundo pertenece al continente asiatico, donde
China es el pais que mas cria cabras y a su vez el mayor productor de carne con 1,
474,519.42 toneladas de carne en promedio por ano (Figura 8). América es el
continente que contribuye con 4.3% al inventario caprino, siendo Brasil, México y
Argentina los de mayor importancia; paises que a su vez son los mayores productores

de carne en el continente americano (FAO, 2017). La cabra es un animal que habita en
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regiones de todo el mundo, aunque en distinta proporcion y diferentes razas. Este
hecho provee informacién sobra la capacidad de adaptacion que tienen las cabras a
distintos sistemas de alimentacién, ambientes y climas. Se ha discutido que la
adaptabilidad de las cabras es unica gracias a la alta eficiencia en su digestion, su
tamafo, sus habilidades metabodlicas para reducir sus requerimientos de agua y
proteina, asi como su capacidad de digerir forrajes de baja digestibilidad como arbustos
u otras fuentes que contienen celulosa y lignina, pero que son digeribles gracias a la
microbiota ruminal de las cabras (Silanikove, 2000; Alexandre y Mandonnet, 2005).
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Figura 8. Inventario mundial de ganado caprino.
Cantidades expresadas en cabezas de ganado.

Imagen adaptada por el autor. Fuente: FAO, 2017
La cabra fue introducida a México por los espafnoles hace mas de 400 afnos (Calderon
et al.,, 2011a; SAGARPA, 2017), las razas que se explotan para la obtencion de carne
son la Angora, Boer, Toggenburg y criolla, mientras que para la produccion de leche se
encuentran la raza Alpina, Anglonubia y Saanen (SAGARPA, 2017). Las entidades
mexicanas con mayor poblacion caprina son Puebla con 15.4%, Oaxaca con 12%, San
Luis Potosi con 10.5%, Guerrero con 7.9% y Zacatecas con 6.1%. La cria de los
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caprinos en México, ademas de la obtencién de leche para productos procesados, esta
destinada a la produccion de carne, a la utilizacion de la piel para la obtencién de cuero
y la fabricacion de zapatos, guantes, billeteras, entre otros (SAGARPA, 2017).

El mayor inventario caprino se encuentra en los estados de Puebla y Oaxaca,
principalmente en la region de la mixteca. Esta zona esta caracterizada por la
presencia de un clima semi-calido subhumedo, donde la lluvia es escasa y la
temperatura oscila entre 12 y 18°C (Figura 9; Garcia, 2004; Calderon et al., 2011a),
ademas de la presencia de flora perteneciente a selva caducifolia (Challenger y
Soberon, 2008).
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Figura 9. Region de la mixteca
(A) Senalizacion de la region mixteca en la Republica Mexicana. (B) Sefalizacion de
clima calido semi-calido subhumedo (rosa) y templado subhumedo (verde). (C)
Sefalizacion de selva caducifolia (rojo). Fuente: INEGI, 2008a; INEGI, 2008b;
Fundacién Ayu, 2015

Antecedentes | 21



Dentro de las especies vegetales reconocidas en esta area se encuentran el copal
(Brusera bipinnata y B. copallifera), coco introducido (Cocos nicifera), tepeguaje
(Lysiloma spp.), huizache (Acacia farnesiana) y otras especies de leguminosas como A.
cochliacantha, Lysiloma tergemina, Mimosa lacerata, Acacia pennatula y Leucaena
esculenta, entre otras, de las cuales se sabe que algunas son utilizadas por las cabras
en pastoreo; aunque no todas son altamente digeribles, contienen una proporcion de
proteina importante de 16% aproximadamente (Calderon et al., 2011b, CONABIO,
2012).

110 Arboles y arbustos como fuente forrajera

La utilizacién de diversas fuentes forrajeras para el ganado caprino ha sido evaluada en
paises asiaticos y africanos (Ben Salem et al., 2001; Devendra y Sevilla, 2002; Sarwar
et al., 2002). Muchas de estas fuentes forrajeras son residuos de la industria agricola,
flora local (arbustos, cactaceas, pastos, leguminosas, etc.) O recursos no
convencionales (cascara de cacao, residuos de camaron, residuos de semillas, etc.)
que al ser obtenidos en proporciones importantes y gracias a las caracteristicas

metabdlicas de las cabras, representan una alternativa de alimentacién econémica.

Estudios realizados en arboles de leguminosas concluyen que existe un alto potencial
en la utilizacidon de estos forrajes en época de estiaje, en regiones aridas y en diversos
sistemas de alimentacion. Adicional a los parametros como la digestibilidad y contenido
de proteina, la cantidad de compuestos bioactivos en este tipo de vegetacion y sus
efectos metabdlicos in vivo en el modelo caprino han sido evaluados (Devendra, 1985;
Devendra, 1992; Devendra y Sevilla, 2002; Sarwar et al., 2002; Makkar, 2003; Blache
et al., 2008; Calderon et al., 2011b). La importancia de estos compuestos radica en
conocer si existe algun efecto de la alimentacion sobre la composicion de carne y leche
(Raynal-Ljutovac et al., 2008; Toral et al., 2011; Vasta y Luciano, 2011). La presencia
de compuestos bioactivos en el metabolismo de los rumiantes o provee productos de
origen animal con algunas ventajas nutricionales (Vasta et al., 2009; Hilario et al.,
2010), tecnoldgicas (Merin, 2000; Boyazoglu y Morand-Fehr, 2001; Nieto et al., 2010), y
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sensoriales (Roy et al., 2002; Priolo et al., 2009; Nieto et al., 2010), entre otras (Figura
10).
Alimentacion en pastoreo
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Figura 10. Ventajas obtenidas en productos de cabras alimentadas en pastoreo o
con vegetacién local.
Imagen adaptada y generada por el autor. Fuente: Merin, 2000; Boyazoglu y Morand-
Fehr, 2001; Roy et al., 2002; Priolo et al., 2009; Vasta et al., 2009; Hilario et al., 2010;
Nieto et al., 2010

Se ha buscado que la modificacidén del perfil quimico de los productos de origen animal
se logre de una manera natural, es decir, que estén presentes compuestos benéficos
sin la necesidad de ser afadidos por el hombre. Es por ello que la investigacién sobre
la alimentacion animal es relevante, principalmente la alimentacion en pastoreo o
suplementada con recursos forrajeros no convencionales, gracias a que se ha
demostrado que existe una mayor cantidad de componentes benéficos a la salud en
productos de animales alimentados bajo este régimen respecto a una dieta
convencional; no obstante, la variacion en el perfil de acidos grasos ha sido mas
estudiado (Ellis et al., 2006; Morand-Fehr et al., 2007). La modificacion de la
composiciéon de carne y leche por efecto de la alimentacién puede llevarse a cabo
mediante dos tipos de rutas: por la transferencia directa de compuestos bioactivos del

forraje a la leche o carne (Monino et al., 2008; Hilario et al., 2010) o debido a que los
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compuestos modifican rutas metabdlicas en el animal provocando la obtencién de un
perfil quimico diferente al comunmente observado en estos productos (Morand-Fehr et
al., 2007; Vasta y Luciano, 2011).

11.11 Género Acacia

Se identifica al género de las Acacias como el segundo mas grande de la familia de las
leguminosas, cuenta con 1,350 especies distribuidas por el mundo, siendo Australia el
pais con mayor abundancia con 957 especies, seguida de América con 185 (Figura
11), Africa con 144 y Asia con 89 (Maslin et al., 2003).

Figura 11. Distribucién del género Acacia en México
Fuente: CONABIO, 2018

En las Acacias se han identificado compuestos como aminas, alcaloides, aceites
esenciales, aminoacidos no proteicos, cumarinas, diterpenos, acidos grasos (palmitico,
linoleico, oleico, estearico escualeno, miristico), triterpenos, fitoesteroles, saponinas,
flavonoides, gomas, taninos hidrolizables y condensados (Seigler, 2003). Algunos de
éstos son reconocidos como compuestos biologicamente activos, lo que justifica que
diversas partes de la planta sean utilizadas dentro de la medicina tradicional. Se ha
documentado que muchos de estos compuestos tienen efectos hipertensivos vy
vasoconstrictores (Amos et al., 1999), actividad antioxidante (Chang et al., 2001;
Ogawa y Yasaki, 2018), actividad hipoglucemiante (Wadood et al., 1989; Hegazy et al.,
2013; Chen et al., 2018), antihiperlipidémica (Hegazy et al., 2013), hipotensiva (Ogawa
y Yasaki, 2018), antiinflamatoria (Dafalah y Mustafa, 1996) actividad antimicrobiana y
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efectos contra el desarrollo de obesidad evitando la acumulacion de grasa (Ogawa vy

Yasaki, 2018), entre otros.

Las plantas del género Acacia son utilizadas como forraje para el ganado caprino
(Calderdn, 2011b; Devendra, 1992), y el estudio de distintas fuentes forrajeras en la
zona central de México, ha permitido la identificacion de A. farnesiana y A. shaffneri
con alto contenido de polifenoles totales y alta actividad antioxidante con respecto a
otras especies vegetales de la misma zona (Cuchillo et al., 2013; Delgadillo Puga et al.,
2015).

.12 Acacia farnesiana (L.) Willd

Acacia farnesiana (AF), conocida coloquialmente como huizache, es un arbol de
leguminosa cuyos tallos son ramificados y lisos con muchas espinas blancas; sus flores
son cortas de color amarillo con un fuerte aroma, sus semillas se presentan dentro de
vainas cortas de superficie redondeada y lisa (Figura 12). En América se distribuye
desde el sur de Estados Unidos hasta Argentina y, en México se distribuye en la
vertiente del Pacifico desde el sur de Sonora hasta Chiapas, y de manera heterogénea
en la vertiente Atlantica en climas calidos y semi-calidos. AF puede encontrarse en
orillas de caminos, arroyos, parcelas abandonadas, terrenos con disturbios o sitios con
suelos desde arcillosos hasta arenosos (Gomez et al.,1970). Los estados en los que se
encuentra este recurso son: Aguascalientes, Baja California Norte, Baja California Sur,
Campeche, Chihuahua, Chiapas, Coahuila, Colima, Durango, Guerrero, Guanajuato,
Quintana Roo, Sinaloa, Sonora, Puebla, San Luis Potosi, Tabasco, Tamaulipas,
Yucatan, Veracruz y Zacatecas (Heike, 2009) Algunos estudios realizados en los frutos
de Acacia farnesiana, revelan actividad antioxidante y antiinflamatoria de distintos
extractos, los cuales contienen compuestos fendlicos como metil galato, acido galico,
isobmero de digaloilglucosa, entre otros (Delgadillo et al., 2018). Su follaje y las vainas
se aprovechan como alimento para ganado caprino en las regiones aridas de México,

en especial en la mixteca poblana (Rzedowski, 1988).
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Figura 12. Acacia farnesiana (L.) Willd.
(A) Leguminosa completa. (B) Frutos. Fuente: Tenorio, 2002; Delgadillo et al., 2018

.13 Acacia farnesiana como recurso forrajero no convencional

La alimentacion del modelo caprino con forrajes no convencionales ha sido estudiada
como un mecanismo de modificacion de la calidad funcional de los productos de
consumo humano. Acacia farnesiana (AF) se ha escogido como forraje dentro de esta
linea de investigacion no solo gracias a su amplia distribucidén y persistencia en época
de estiaje, sino por su alta cantidad de compuestos con actividad antioxidante y
antiinflamatoria (Cuchillo et al., 2013; Delgadillo Puga et al., 2015).

En la mixteca, la cria de ganado caprino es un sector econbmicamente importante
(Calderdn et al., 2011b) y se ha estudiado el efecto que tiene la alimentacion en
pastoreo. En este sentido, el sistema de alimentacion de pastoreo favorece la
presencia de compuestos benéficos a la salud en leche y carne comparado con una
alimentacion convencional o dieta base (DB). Estudios previos realizados en esta linea
de investigacion comprendieron la evaluacion del efecto de la incorporacion de frutos
de AF a una dieta a base de cereales sobre la composicion de la leche caprina. Para el
ensayo se recolectaron 500 kg de vainas de AF en época de estiaje en el agostadero
del rancho “Las Espinas” sitiado en Acatlan de Osorio, Puebla en México (18° 04' 24" y
18°21'30" N, 97° 55' 18" y 98° 11' 24" O). Estas vainas fueron secadas durante 10 dias
en bastidores protegidas de la luz solar y una vez secas se molieron empleando un

molino de martillo y se obtuvo una harina. La harina obtenida de los frutos de Acacia
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farnesiana (FAF) fue incorporada en niveles crecientes (10%, 20% y 30%) dentro de
una dieta base o convencional (DB) para cabras lecheras; que contenia heno de alfalfa,
ensilado de maiz y alimento concentrado comercial (Cuadro 3). La evaluacion

comprendio la alimentacion con estas dietas en estabulacion y en pastoreo (P).

Cuadro 3. Composicion de dietas para alimentacion de modelo caprino

(kg/animal)

Componente DB P DB DB DB

+10% FAF +20% FAF +30% FAF
Heno de 1.2 1.08 0.96 0.840
alfalfa Libre
Ensilado de 0.8 pastoreo 0.729 0.648 0.567
maiz en una
Alimento 1.0 regién de 0.891 0.792 0.693
concentrado bosque
comercial caducifolio
FAF - 0.300 0.6 0.9
Total 3.0 3.0 3.0 3.0

DB=Dieta base, P= Libre pastoreo, FAF= frutos de Acacia farnesiana

Este ensayo se realizo en la granja Puma ubicada en el municipio del Marqués en
Querétaro, México (20°35’ N, 100°18’ E. 1,950 metros sobre el nivel del mar) durante el
verano de 2015. Este predio cuenta con agostadero, donde los animales
pertenecientes al grupo de libre pastoreo se situaron sobre 14 hectareas. El agostadero
es clasificado como bosque espinoso caducifolio compuesto por gramineas (Bouteloua
curtipendula, Chloris virgata, Bothriochloa saccharoides, Leptochloa dubia,
Rhynchelytrum roseum, Panicum obtusum, Bouteluoa repens, Aristida adscensionis,
Setaria parviflora, Urochloa fasciculata, Pennisetum ciliare), leguminosas (Prosopis
leavigata, Acacia farnesiana, Acacia schaffneri, Mimosa biuncifera), arbustos (Celtis
pallida, Psilactis brevilingulata, Jatropha dioica, Zaluzania augusta var. augusta, Lippia
queretarensis, Verbasina serrata) y cactaceas (Opuntia affasiacantha, O. amyctaea, O.
hytiacantha, O. robusta, O. streptacantha, O. tomentosa), entre otras (Galina et al.,
1998). Se emplearon también las instalaciones de la granja Puma para albergar a las
cabras lecheras, los corrales contaron con comederos lineales, bebederos y piso de
arena ademas de techado para protegerlos de la radiacion solar y la lluvia. Se

suministraron las cinco dietas experimentales a 50 cabras de raza Alpina Francesa
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(peso vivo promedio de 50+5 kg) de primer y segundo parto (entre 2 y 3 afos), se
dividieron en cinco grupos de 10 animales cada uno, correspondiente al numero de
dietas (P, DB y DB+10, 20, 30% FAF). El alimento fue suministrado por 14 dias como
periodo de adaptacion y 7 dias durante la recoleccion de la produccion de leche. El
volumen de leche recolectado por tratamiento fue de 8.0 L, los cuales fueron
colectados, identificados y congelados (-4°C) para ser trasladadas al INCMNSZ vy
posteriormente ser liofilizadas en la Escuela Nacional de Ciencias Biologicas del

Instituto Politécnico Nacional.

El efecto de la alimentacion se estudié sobre el perfil de acidos grasos y compuestos
bioactivos en la leche (Leon, 2017; Ramirez, 2017). Estos estudios revelaron una
relacion inversamente proporcional del contenido de grasa con respecto a la inclusion
de frutos de AF. No obstante, el contenido de acidos grasos saturados fue mayor en el
tratamiento de pastoreo y en el de DB+30% FAF. De igual manera se observo que el
contenido de CLA y DHA fue estadisticamente igual entre los niveles de inclusion de
los frutos, pero en el caso del CLA la concentracion fue menor que en pastoreo (Leon,
2017). El perfil de acidos grasos es importante para poder calcular el indice de
promocién a la salud, el indice trombogénico y la relacion n-6/n-3. De acuerdo con
Ledn (2017), el indice de promocion a la salud fue mayor en la leche proveniente de
una DB+10% FAF y dieta base; aunque la leche de DB+20% FAF no es
estadisticamente diferente de la DB+10% FAF. Se busca que la relacién n-6/n-3 sean
valores menores a 1, lo que indica una mayor cantidad de acidos grasos
poliinsaturados n-3. En esta relacion el mejor valor fue para la leche proveniente de un

régimen de pastoreo aunque no menor a 1, seguido de una DB+10% de FAF.

Ramirez (2017) realizé estudios que evaluaron la posible transferencia de compuestos
presentes en los frutos de AF (FAF), en extractos organicos (metanol:agua y
acetona:agua) de leche, reportando una actividad antioxidante del extracto de las
leches provenientes de la alimentacion con la incorporacion de FAF. No obstante, se
observaron diferencias en la actividad antioxidante de acuerdo al tipo de ensayo
realizado: en la prueba de captacion del radical DPPH" no se detectaron diferencias en

el nivel de inclusion de FAF ni con el extracto de la leche de una DB, aunque por el
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ensayo del poder antioxidante reductor férrico (FRAP) y de capacidad de absorcion del
radical oxigeno (ORAC), el extracto de leche de cabras alimentadas con DB+30% FAF
registr6 un valor mayor de actividad antioxidante que las muestras de leche
provenientes de los tratamientos dietarios restantes. Cabe mencionar que la leche de
pastoreo se tom6 como referencia, dado que se esperaba que el extracto de este tipo
de leche tuviera una mejor actividad antioxidante y un contenido alto de polifenoles
totales. Estos compuestos fueron mas altos en el extracto de leche proveniente de una
DB+30% de FAF, por lo que este tipo de leche fue utilizada en el ensayo con modelo
bioldgico.

Las determinaciones realizadas mediante cromatografia de liquidos de alta eficiencia
con deteccidén de absorcidén de radiacion ultravioleta (HPLC-UV), revelaron la presencia
en pequenas proporciones (mg/100 mL de leche) de acido galico, clorogénico, ferulico,
catequina, epicatequina y quercetina (Ramirez, 2017). A pesar de la identificacion de
los compuestos que proveen actividad antioxidante al extracto de la leche caprina, la
pregunta continua abierta ya que solo se realizaron pruebas para un tipo de extracto
con la finalidad de obtener polifenoles. Sin embargo, estos no son los unicos
compuestos potencialmente transferibles ya que pueden encontrarse también terpenos
o vitaminas (Morand-Fehr et al., 2007), los cuales son solubles en distintos extractantes
a los empleados en este estudio o compuestos volatiles que pueden ser identificados
por cromatografia de gases (Jiang et al., 2017). De igual manera, se requiere la
obtencion de estos resultados por técnicas mas sofisticadas como cromatografia de
liquidos de alta eficiencia acoplada a espectrometria de masas (HPLC-MS), métodos
espectroscopicos estructurales como resonancia magnética nuclear (RMN) ya sea del
extracto obtenido o de la leche como matriz mediante estudios metabolomicos (Palma
et al., 2016).

11.14 Pruebas en modelo biolégico con obesidad inducida

Existen diversos modelos animales que pueden ser utilizados para estudiar las
anormalidades metabdlicas producidas por la obesidad. No obstante, el modelo mas

utilizado son los roedores, dado que éstos son omnivoros, lo que permite suministrar
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diferentes tipos de dieta para inducir obesidad, presentan similitudes neuroanatéomicas,
patrones de ingesta de alimento y cambios en el peso corporal comparables con los de

los seres humanos (Thibault, 2013).

Los tipos de roedores mas utilizados para el desarrollo de la obesidad son aquellos que
presentan deficiencias en la codificacién genética de la leptina (ob/ob), del receptor de
la leptina (db/db) o algun otro gen orexigénico (Della Vadova et al., 2016). Un modelo
empleado comunmente para obesidad inducida por dieta (OID) perteneciente a la
variedad genética ob/ob es la cepa de raton C57BL/6 (Lawson, 2013, Yang et al. 2014),
la cual es altamente susceptible al desarrollo de obesidad y del sindrome metabdlico
(Figura 13).
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Figura 13. Caracteristicas de ratones de la cepa C57BL/6.
Imagen adaptada y generada por el autor. Fuente: The Jackson Laboratory, 2018

Las dietas comunmente usadas para la induccidén de obesidad contienen 45 o0 60% de
la energia proveniente de la grasa. Los ratones con una dieta alta en grasa (60%)
ganan peso a una velocidad mayor. Por otra parte, la dieta de 45% de grasa tiene mas
hidratos de carbono, lo que conducira al desarrollo de obesidad por parte de ambos

nutrimentos, como sucede comunmente en humanos (ENVIGO, 2018).

11.14.1 Composicion corporal

Anteriormente se menciond que la obesidad esta caracterizada por una acumulacion de
grasa excesiva. Por ello, para medir la composicion corporal de seres vivos, se hace
uso de la resonancia magnética nuclear (Demarest, 2017). Este procedimiento en

investigacion en animales se realiza comunmente empleando el equipo EchoMRI,
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donde se realizan escaneos independientes, los cuales consisten de la emision de
ondas de radio sobre el cuerpo del animal, lo cual causa que los protones presentes en
los distintos tejidos emitan ondas de distinta amplitud, duracién y distribucion, propias
del material escaneado: tejido magro, grasa o agua (EchoMRI, 2016).

11.14.2 Tolerancia a glucosa e insulina

La tolerancia a la glucosa se cuantifica en humanos mediante el test oral de tolerancia
a la glucosa, mientras que en ratones es un test intraperitoneal. Estas pruebas son
realizadas en ayuno, midiendo la glucosa sanguinea en estas condiciones.
Posteriormente, se suministra una carga de glucosa o insulina, ya sea oral o peritoneal
y se continua con la medicion de la glucosa sanguinea durante 2 horas en intervalos de
15-30 min. En humanos los intervalos pueden variar de 30-60 min y el test puede durar
hasta mas de 3 horas (IQWiG, 2016; DDM, 2018). A partir de estos resultados se
puede elaborar una grafica de la variacion de la concentracion de glucosa con respecto

al tiempo y obtener una curva de tolerancia a glucosa o insulina (Figura 14).
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Figura 14. Graficas de las pruebas de tolerancia a glucosa e insulina en ratones.
(A) Tolerancia a glucosa. (B) Tolerancia a insulina. Imagen adaptada por el autor.
Fuente: Liu et al., 2013; Leal-Diaz et al., 2016
Las pruebas realizadas para determinar los niveles de glucosa en sangre se utilizaban
para determinar la tolerancia de un individuo a los hidratos de carbono o diagnosticar

diabetes tipo Il (IQWiG, 2016; DDM, 2018). No obstante, estas pruebas proveen mas
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informacion debido a que las respuestas obtenidas por el organismo a la glucosa e
insulina, reflejan la habilidad de las células B del pancreas para secretar insulina, asi
como la sensibilidad de los tejidos a ésta. Asi mismo, se utiliza la forma de la curva con
fines practicos comparativos en estudios epidemiolégicos o genéticos (Stummvoll et al.,
2000; Tschritter et al., 2003).

Para determinar la resistencia a la insulina también se puede recurrir a una prediccion
matematica conocida como HOMA-IR, la cual ha sido desarrollada a partir de datos
experimentales en humanos y animales. Los datos utilizados parten del principio central
de que existe una relacion directa que modula la cantidad de glucosa e insulina basal
entre la desregulacion de produccion de glucosa por el higado y la secrecion de
insulina por las células B pancreaticas. A partir de esto, se desencadena una
resistencia a insulina en el tejido adiposo y el musculo, por lo que el desarrollo del
modelo matematico involucré mediciones de sensibilidad a insulina y captacion de
glucosa en el tejido adiposo, el musculo, el higado, la velocidad de secrecion de
insulina en células B pancreaticas, la excrecion de glucosa en orina y cantidad de
glucosa en cerebro cuya actividad depende de la oxidacion de este sustrato (Wallace et
al., 2004).

El modelo matematico actual (Ec. 1), es ampliamente usado y documentado en una
gran cantidad de articulos gracias a su practicidad, ya que se requieren pocas
mediciones para sustituir en la ecuaciéon. Por otra parte, su uso es recomendado para
estudios epidemiolégicos, ya que una gran cantidad de datos asegura una mejor

reproducibilidad y precision (Wallace et al., 2004; Hernandez Yero et al., 2011).

, puU mmol
Insulina en ayuno (—) x Glucosa en ayuno ( L )

mL
22.5

(Ec. 1) HOMA-IR=

Independientemente del método utilizado, la obtencidon de conclusiones con respecto a
la resistencia a la insulina y disfuncionalidad de células pancreaticas requiere un
analisis por parte del investigador ademas de que se pueden integrar otras pruebas

para emitir juicios concluyentes exactos.
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11.14.3 Gasto energético

Para medir el gasto energético en modelos biolégicos, se cuentan con diversos
métodos que proveen distinta informacion, por lo que la técnica a usar dependera de
los parametros de interés en el estudio. La calorimetria directa es un método que mide
el intercambio energético entre el individuo y el ambiente en un cuarto herméticamente
cerrado, con espacio suficiente para realizar actividad moderada. Se mide el calor
liberado por el cuerpo y el vapor de agua exhalado, por consiguiente, solo provee
informacion sobre la energia gastada en forma de calor pero no se conoce la fuente de
la energia. La calorimetria indirecta es el método utilizado para conocer el gasto
energético gracias a su alta reproducibilidad y bajo error. Los datos obtenidos de esta
determinacién permiten estimar el GEB y GER, ademas de conocer el sustrato oxidado
como fuente de energia en un momento en especifico (Pinheiro Volp et al., 2011;
Ireton-dones, 2017). En investigacion con animales, se ha hecho uso de los circuitos
cerrados y abiertos desde hace décadas. Actualmente, es comun encontrar sistemas
de circuito abierto, los cuales a diferencia de los de circuito cerrado, se recolecta la
mezcla de gases encontrada en un compartimento y a partir de ésta se mide el
volumen de O, y CO,. Esta técnica consiste en la cuantificacion del consumo de
oxigeno y dioxido de carbono producido cada cierto tiempo durante un periodo
determinado. Estas mediciones son necesarias para el calculo del cociente respiratorio
(CR=volumen de CO; expirado/volumen de O, consumido), cuyo valor indica el
sustrato que se esta metabolizando. El valor del CR para hidratos de carbono es de 1,
debido a que el numero de moléculas de CO, producidas es igual al numero de
moléculas de O, consumido para metaboliza y para lipidos es de 0.7, aunque este
parametro varia dependiendo de porcentaje de ambos nutrimentos. Valores mayores a
1, son asociados con sintesis de grasa, ingesta de hidratos de carbono o una ingesta
caldrica total excesiva. Por otra parte, valores muy bajos indican ingesta nutrimental

inadecuada (Pinheiro Volp et al., 2011; Ireton-dones, 2017).

Los sustratos metabolizados cambian dependiendo de si un individuo se encuentra en

ayuno o posprandio. Generalmente, los diferentes 6rganos o células de los sistemas de
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un organismo tienen la capacidad de ajustarse a la obtencion de energia dependiendo
del sustrato que se encuentre en mayor abundancia. En ayuno los lipidos son oxidados
para obtener energia y en posprandio este proceso se inhibe (por la secrecién de
insulina) para captar glucosa proveniente de la dieta y oxidarla; esta capacidad de
cambiar de sustrato se conoce como flexibilidad metabdlica. En individuos sedentarios,
los 6rganos oxidativos (como el musculo esquelético) no se ajustan a la oxidacion de
lipidos a pesar de su alta disponibilidad, por lo que comienzan a acumularse e inducen
lipotoxicidad. Este ultimo proceso causa una disrupcion en la senalizacion de insulina,

lo que causara resistencia a ésta en el musculo (Galgani et al, 2008).
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lll. Objetivos

General

Determinar el efecto de la leche de cabras alimentadas con dieta base
complementada con frutos de Acacia farnesiana o dieta de pastoreo, sobre
alteraciones metabdlicas in vivo de ratones C57BL/6 con obesidad inducida

por dieta.

Particulares

Alimentar ratones C57BL/6 por 14 semanas con dieta control (C), dieta alta
en grasa de caseina (DAG), dieta con leche proveniente de cabras
alimentadas con una dieta a base de cereales o convencional (DAG+LDB),
dieta alta en grasa con leche proveniente de cabras alimentadas al libre
pastoreo (DAG+LP) y dieta alta en grasa con leche proveniente de cabras
alimentadas con una dieta base complementada con frutos de Acacia
farnesiana (DAG+LAF).

Evaluar el contenido energético de dietas experimentales, la ganancia de
peso, el consumo de alimento, la composicién corporal, el gasto energeético,
la tolerancia a glucosa e insulina en ratones C57BL/6 con obesidad inducida

por dieta.
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IV. Justificacion

Un factor que promueve el desarrollo de enfermedades cronicas es la obesidad, ésta
es una enfermedad causada por diversos factores dentro de las cuales se encuentra
una mala alimentacion. Actualmente, en la dieta se incorporan alimentos funcionales
debido a que éstos reducen el riesgo de desarrollar anomalias metabdlicas. En este
sentido la innovacion, investigacion y desarrollo por la industria alimentaria ha sido

cada vez mas relevante.

Los alimentos lacteos son consumidos cotidianamente gracias a su aporte nutricional y
son altamente producidos en la industria. La composicion de la leche puede ser
afectada por diversos factores, donde la alimentacion del animal es determinante. Un
modelo productor de leche es la cabra, la cual es capaz de adaptarse a diferentes
climas y tipos de forraje, confiriéndole interés cientifico sobre caracteristicas

metabolicas de adaptacién y el efecto sobre los productos de consumo humano.

Un recurso forrajero no convencional de amplia distribucion en el pais es Acacia
farnesiana, tiene una alta disponibilidad en época de estiaje, presenta una diversidad
de compuestos con actividad bioldgica, potencialmente transferibles a productos de
consumo. Por consiguiente, su incorporacion estratégica en la alimentacion de
caprinos, puede modificar las propiedades nutricionales de la leche adicionando
naturalmente estos compuestos de importancia fisioldégica, los cuales han sido

estudiados previamente en la leche en esta linea de investigacion.
Por esta razén, la incorporacion de la leche caprina proveniente de la alimentacidon con

este tipo de forraje en una dieta de alta en gasa permitira conocer si los compuestos

bioactivos modulan las anomalias metabdlicas presentes en la obesidad.
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V. Hipoétesis

La leche caprina proveniente de diferentes sistemas dietarios modulara favorablemente
las alteraciones metabdlicas in vivo de ratones C57BL/6 con obesidad inducida por
dieta. La leche de pastoreo y de dieta base complementada con 30% de frutos de
Acacia farnesiana, presentaran un efecto mayor con respecto a la leche proveniente de
una alimentacion base debido a la posible presencia de compuestos bioactivos de

origen vegetal provenientes de la alimentacion animal.
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VI. Materiales y métodos

VI.1. Elaboracion de dietas experimentales

El presente protocolo fue aprobado por el Comité Interno para el Cuidado y Uso de los
Animales de Laboratorio del Instituto Nacional de Ciencias Médica y Nutricion Salvador

Zubiran identificado con el numero de proyecto NAN-1904-18-19-1.

Para evaluar la actividad biolégica de la leche caprina proveniente de distintos
tratamientos dietarios en modelo murino, se formularon dietas basadas en las
recomendaciones del American Institute of Nutrition (AIN), rodent diet 93M, basandose
en el analisis quimico composicional de la leche caprina realizado con anterioridad en
esta linea de investigacion (Cuadro 4). Se busco que el aporte energético por la grasa
en las dietas fuera de 15% para la dieta control y mayor al 50% en las dietas altas en

grasa.

Cuadro 4. Analisis quimico composicional de leche caprina liofilizada

(g/100 g base seca)

LDB LP LAF
Proteina cruda 23.42 33.14 34.79
(Nx6.38)
Extracto etéreo 35.72 31.02 28.23
Hidratos de 40.84 35.82 36.97
carbono

LDB = leche caprina proveniente de una alimentacion con dieta base; LP = leche caprina proveniente de
una alimentacion de pastoreo; LAF = leche caprina proveniente de una alimentacién con dieta base
complementada con 30% de frutos de Acacia farnesiana.

La composicién de la dieta proporcionada a los roedores se reporta en el Cuadro 5.
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Cuadro 5.Composicion de dietas para roedor.

(g/100g de dieta)

Componente C DAG DAG+LDB DAG+LP DAG+LAF
Leche caprina -- -- 85.3 60.30 57.50
liofilizada
Caseina 20 20 -- - --
Sacarosa 10 23.9 -- 16.23 18.73
Almidén de maiz 40 -- -- - --
Maltodextrina 13 13 -- - -
Manteca -- 28 -- -- -
Mantequilla -- -- -- 8.39 8.74
Aceite de soya 7 5 4.6 5 5
Celulosa 5 5 5 5 5
Vitaminas 1 1 1 1 1
Minerales 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5
L-Cistina 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3
Colina 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25

(kcal/100g de dieta)
Proteina 20.3 15.24 14.94 15.37 15.70
Hidratos de carbono 63.8 28.16 26.05 29.09 31.38
Grasa 15.9 56.59 59.01 55.53 52.92

C= Dieta control; DAG = Dieta alta en grasa; DAG+LDB = Dieta alta en grasa con leche caprina
proveniente de una alimentacion con dieta base; DAG+LP = Dieta alta en grasa con leche caprina
proveniente de una alimentacion de pastoreo; DAG+LAF = Dieta alta en grasa con leche caprina
proveniente de una alimentacion con dieta base complementada con 30% de frutos de Acacia
farnesiana.

La dieta se elabor6 mediante el mezclado (Anexo |) de los insumos indicados
previamente en el Cuadro 5. Primero se mezclaron los polvos por 1 min a temperatura
ambiente posteriormente se afiadio el aceite y/o fuente de grasa saturada y se mezclé
por 20 min. Las dietas en polvo fueron almacenadas en una bolsa de polietileno con

cierre hermético y almacenadas en congelacion.

El alimento en polvo fue mezclado con una proporcidon de agua suficiente para la
aglomeracioén de los solidos y poder formar una galleta. Para secar las galletas, éstas
fueron colocadas en charolas y cubiertas con gasa con la finalidad de dejarlas
expuestas al medio ambiente por 2 dias. Una vez secas, las galletas fueron
almacenadas en congelacion. La preparacion de la dieta y de las galletas fue realizada

conforme a la demanda del alimento por el ratén.
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V1.2 Contenido energético del alimento para ratén

Se determiné el contenido energético del alimento para raton mediante calorimetria con
una bomba calorimétrica marca Parr modelo 6400. Los datos obtenidos se utilizaron
para calcular el consumo energético de los ratones durante las semanas de
experimentacion, considerando el consumo diario de alimento en gramos; asi como la
conversion de energia consumida en masa corporal considerando la energia total por

las 14 semanas y la ganancia de peso acumulada (GPA).

V1.3 Alimentacién del modelo biolégico

Se trabajo con 30 ratones macho C57BL/6 de 21 dias de edad con un peso entre 19-23
g. La division se realizd en cinco grupos de seis ratones en promedio de acuerdo con el
numero de tratamientos dietarios: control (C), dieta alta en grasa (DAG), dieta alta en
grasa con leche caprina proveniente de una alimentacion con dieta base (DAG+LDB),
dieta alta en grasa con leche caprina proveniente de una alimentacién de pastoreo
(DAG+LP) y dieta alta en grasa con leche caprina proveniente de una alimentacion con

dieta base complementada con 30% de frutos de Acacia farnesiana (DAG+AF).

Los ratones se alojaron en el Departamento de Investigacion Experimental y Bioterio
(DIEB) del Instituto de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran. Se usaron cajas
estériles, con filtros de aire y cama de viruta de pino libre de contaminantes para
albergar a los animales, se proporciono agua sanitizada con luz UV y el alimento ad
libitum.

El ambiente fue controlado a una humedad relativa de 35%, una temperatura de 20°C +
2 y ciclos de 12 horas luz/oscuridad. El experimento fue conducido por 14 semanas (98

dias); finalizado este periodo se realizo la eutanasia.
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V1.4 Evaluacién de ganancia de peso y consumo de alimento

La evaluacion de la ganancia de peso se realizé una vez a la semana registrando el
peso vivo del animal. Se calculé la GPA mediante la diferencia del peso al final del

experimento y el peso inicial.

El alimento fue pesado diariamente, obteniendo los valores del alimento ofertado y
rechazado; la diferencia de estos valores y la division entre el numero de ratones se
denomind como el consumo voluntario, mientras que el consumo promedio consideré la
masa de alimento consumido diariamente durante las 14 semanas. La oferta del

alimento se realizé dependiendo del consumo observado para cada dieta.

La eficiencia de conversion fue calculada mediante el cociente de la GPA entre la
energia total consumida en todo el experimento, la cual fue la suma de la ingesta

energética. Este cociente fue multiplicado por 100 para obtener porcentaje.

V1.5 Evaluacion de la composicion corporal

En la semana 11 de tratamiento se determiné el contenido de grasa, masa magra, agua
libre y agua total mediante resonancia magnética haciendo uso de un equipo EchoMRI
y del software Body Composition Analyzer 2016 (Figura 15). Se pesaron los animales
previamente a la evaluacion y se coloco al ratdn en un cilindro, el cual se ensamblo
dentro del equipo. Se realizaron dos escaneos independientes para determinar dichos
parametros, tomando en cuenta el peso corporal del animal. Los resultados se
obtuvieron en gramos de cada parametro para cada ratdén; no obstante, para poder
expresar los datos como porcentaje se tomd en cuenta el cociente de la masa del

parametro de interés entre el peso del ratdn en cuestion.
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Figura 15. Equipo EchoMRI.
A) Equipo de resonancia magnética nuclear. (B) Compartimiento para colocar al animal.
Fotos generadas por el equipo de trabajo.

V1.6 Evaluacion del gasto energético y coeficiente de intercambio respiratorio

En la semana 13 de tratamiento se realizé una calorimetria indirecta haciendo uso de
un equipo de circuito abierto Oxymax Laboratory Animal Monitoring System de
Columbus Instruments con el software Oxymax v4.87 (Figura 16). Los animales
previamente pesados, se colocaron dentro de una camara de plexiglass a un flujo de
aire constante por 48 h. Los animales se dejaron en adaptacion por 24 h con acceso a
agua y alimento ad libitum. Transcurrido ese periodo, se retiro el alimento y se
realizaron mediciones en ayuno durante 12 h en el periodo de luz y con la dieta de
experimentacion durante de 12 h en el periodo de oscuridad. Se midi6é el volumen de

CO, producido y O, consumido para calcular la tasa de intercambio respiratorio (RER).

Los datos obtenidos de la variacién del volumen de oxigeno (VOz) con respecto al
tiempo en la camara fueron graficados al igual que aquellos obtenidos para el
coeficiente de intercambio respiratorio (RER). Para establecer diferencias del gasto
energético y del radio de intercambio respiratorio entre tratamientos durante el ayuno y
el posprandio, se utilizaron los datos comprendidos entre los minutos 189 a 504 para el
ayuno y 714 a 1113 min para el posprandio, de acuerdo con el comportamiento de los
graficos de VO, y RER en el periodo de 24 h.
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Figura 16. Equipb de éal;)rimetria indirecta Oxymax Laboratory Animal Monitoring
System.
(A) Camara de plexiglas (B) Sistema operativo y de deteccion del calorimetro. Fotos
generadas por el equipo de trabajo

VL.7 Prueba intraperitoneal de tolerancia a la glucosa (PITG) e insulina (PITI)

En la semana 11 de tratamiento se realizé la prueba intraperitoneal de tolerancia a la
glucosa (PITG). Los ratones fueron sometidos a un ayuno de 6 horas y se pesaron para
calcular la dosis de la disolucion de glucosa (20% m/v) a suministrar.

Al inicio de la prueba se realizé una pequefa incisién con ayuda de una hoja de bisturi
sobre la parte distal del apéndice caudal, para tomar una gota de sangre (5 pL). Se
colocé sobre una tira de prueba Freestyle Optium Neo para determinar la concentracion
de glucosa con ayuda de un glucometro marca Abbot Laboratories; a este valor se
denomin6 como glucosa basal. Posteriormente se realizé la administracion
intraperitoneal de una carga de glucosa (2 g/kg de peso corporal) repitiendo la toma de
muestra de sangre a diferentes intervalos de tiempo: 15, 30, 45, 60, 90 y 120 min
posteriores de la administracion de la carga de glucosa.

Para construir la curva de tolerancia a la glucosa e insulina se tomaron los valores
promedio de los ratones de cada tratamiento y se grafico la variacion de la

concentracion de glucosa con respecto al tiempo. Para calcular el area bajo la curva
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mediante el método del trapezoide, se tomaron en cuenta todas las curvas individuales
de cada raton y se graficaron los valores del area bajo la curva total. Los calculos se

realizaron con el software GraphPad Prism 7.0.

La prueba intraperitoneal de tolerancia a la insulina (PITI) se realizé en la semana 12
del ensayo. Para realizar esta prueba se repitié el procedimiento para la prueba de
tolerancia a la glucosa pero con administracién de una carga intraperitoneal de 0.5
Ul/kg de peso corporal de una disolucion con 0.05 Ul/mL de insulina. Los graficos y los
calculos del area bajo la curva se realizaron de acuerdo con lo mencionado

anteriormente.

V1.8 Eutanasia

La eutanasia fue realizada mediante la exanguinacion por via porta con previa
anestesia con sevofluorano. La sangre fue recuperada con jeringas heparinizadas y se
colocé en microtubos de 1.5 mL para después centrifugarla a 3000g por 10 min a 4°C.
Se tomaron muestras de higado, pancreas, bazo, tejido adiposo visceral, subcutaneo y

pardo y musculo esquelético (sdleo y gastrocnemio).

Un fragmento de las biopsias de pancreas, tejido adiposo (visceral y subcutaneo) e
higado fue colocado en un casete para histologias y sumergido en una solucion
compuesta por 10% de formaldehido en una solucion amortiguadora de fosfatos. El
resto de las muestras de tejidos fueron cortadas y colocadas en criotubos de 1.5 mL

para almacenarse a -60°C.

Los parametros bioquimicos determinados en suero post mortem para este trabajo
fueron la medicion de la cantidad de glucosa mediante el equipo Beckman Coulter
Unicel DxC 600 y la cuantificacion de insulina a través de un inmunoensayo haciendo
uso del Kit ELISA para ratén de la marca ALPCO (Cat. 80-INSMS-E01). Estos datos se
tomaron en cuenta para calcular el indice HOMA-IR (Ec.1, pag. 35) y poder determinar

resistencia a la insulina.
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V1.9 Analisis estadisticos

Los resultados fueron expresados como el promediozerror estandar de la media (EEM).
Se utilizé6 una prueba de Kolmogorov-Smirnov con el valor de P de Dallal-Wikinson-
Lillefor para comprobar una distribucién normal en los datos y homocedasticidad

mediante la prueba de Bartlett.

Los resultados se trataron estadisticamente con un analisis de varianza (ANOVA) al
cumplir con las pruebas de normalidad y homocedasticidad. La comparacion de medias
para establecer diferencias se realizé con la prueba de Bonferroni estableciendo un
valor de p<0.05 para todas las pruebas. Los datos que no se ajustaron a la normalidad
fueron analizados con una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis y fueron
comparados con la prueba de Dunn’s; estableciendo un valor de p<0.05 para todas las

pruebas. El software utilizado fue GraphPad Prism version 7.
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VIl. Resultados

V1.1 Contenido energético del alimento para ratén

El contenido energético de las dietas se reporta en el Cuadro 6. Las dietas altas en
grasa tuvieron un contenido energético de alrededor de 500 kcal por 100 g de dieta, las

cuales registraron valores superiores a la dieta control (391.22 kcal/100 g).

Cuadro 6. Contenido energético de las dietas experimentales.

(kcal/100g)
c DAG DAG+LDB DAG+LP DAG+LAF

391.22+0.65 499.56+10.42  528.99+7.85 486.38+8.45 476.22+7.80

Valores expresados como promedio + EEM. Dieta control (C), dieta alta en grasa (DAG), DAG con leche
de dieta base (DAG+LDB), DAG con leche de pastoreo (DAG+LP) y DAG con leche de dieta base
complementada con 30% de frutos de Acacia farnesiana (DAG+LAF).

VII.2 Evaluacién de la ganancia de peso y el consumo de alimento

En la grafica 1A. Se muestra la curva de crecimiento de los ratones C57BL/6
alimentados con las dietas experimentales, donde se destaca que la DAG provoco un
incremento mayor y sostenido en el peso de los animales, respecto al resto de los
tratamientos. Asi mismo se observa que el peso de los ratones alimentados con las
DAG+LP y DAG+LAF fueron similares. En la grafica 1B, se presenta la ganancia de
peso acumulada (GPA) durante 98 dias; donde los ratones alimentados con una DAG
registraron un valor de 21.56 g que fue estadisticamente diferente (p<0.05) a la GPA de
los ratones alimentados con la dieta control (9.45 g), DAG+LDB (9.55 g) y DAG+LAF
(11.79 g).
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Grafica 1. Evaluacién de ganancia de peso de ratones C57BL/6.
(A) Curva de crecimiento de ratones alimentados con dietas experimentales durante 90 dias. (B)
Ganancia de peso acumulada (90 dias).Valores expresados como promedio + EEM. abed) iterales
distintas indican diferencia estadistica significativa entre barras (p<0.05). Dieta control (C), dieta alta en
grasa (DAG), DAG con leche de dieta base (DAG+LDB), DAG con leche de pastoreo (DAG+LP) y DAG
con leche de dieta base complementada con 30% de frutos de Acacia farnesiana (DAG+LAF).

El consumo de alimento por los ratones durante los 90 dias de experimentacién mostro
fluctuaciones (Grafica 2A). No obstante, se observa una tendencia promedio (Grafica
2B) en la cual se destaca que el consumo de alimento fue mayor y estadisticamente
diferente (p<0.05) para el grupo de DAG+LP con respecto a resto de los tratamientos.

De igual manera el grupo DAG registré6 un menor consumo.
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Grafica 2. Consumo de alimento en ratones C57BL/6 durante el experimento.

(A) Curva de consumo de alimento durante 14 semanas. (B) Consumo promedio de alimento. Valores
expresados como promedio + EEM. abed jterales distintas indican diferencia estadistica significativa
entre barras (p<0.05). Dieta control (C), dieta alta en grasa (DAG), DAG con leche de dieta base
(DAG+LDB), DAG con leche de pastoreo (DAG+LP) y DAG con leche de dieta base complementada con
30% de frutos de Acacia farnesiana (DAG+LAF).

Aunque el consumo de la DAG por los ratones fue menor, el consumo energético

promedio fue estadisticamente igual al grupo de la dieta control (Grafica 3). Los ratones
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de los grupos de las DAG+LDB, DAG+LP y DAG+LAF, presentaron una ingesta
energética mayor, observandose una correlacion entre alimento consumido y densidad
energética consumida (Grafica 2B y Grafica 3). Sin embargo, al calcular la conversion
de energia consumida en masa corporal (Cuadro 7), se observa que los ratones de la
DAG ganaron 1.34 g/100 kcal consumidas, lo cual fue mayor y estadisticamente
significativo del resto de los grupos. A pesar de tratarse de una dieta de alto contenido
energético, los ratones del grupo de DAG+LDB tuvieron la menor eficiencia de
conversion (EC).

25,

20 b b

Energia promedio ingerida (kcal)

Cc DAG DAG+LDB DAGl+LP DAG+LAF

Grafica 3. Consumo energético promedio de ratones C57BL/6 durante 14
semanas.

Valores expresados como promedio + EEM. Literales distintas indican diferencia estadistica
significativa entre barras (p<0.05). Dieta control (C), dieta alta en grasa (DAG), DAG con leche de dieta
base (DAG+LDB), DAG con leche de pastoreo (DAG+LP) y DAG con leche de dieta base
complementada con 30% de frutos de Acacia farnesiana (DAG+LAF).

a,b,c,d

Cuadro 7. Eficiencia de conversion (EC, %) de ingesta energética en masa corporal

[ DAG DAG+LDB DAG+LP DAG+LAF
GPA (g) 9.46° 21.56° 9.56° 15.962° 11.79°°
+0.71 +2.23 +0.8 +2.39 +0.79

Energia total 1498.98 1609.63 1777.43 2090.12 1879.64
consumida (kcal)

% EC 0.63° 1.34° 0.54° 0.76° 0.63°

(GPA/kcal total) +0.05 +0.14 +0.05 +0.11 +0.04
Ganancia de peso acumulada (GPA). Valores expresados como promedio + EEM (excepto en la energia
total, en este parametro se sumaron valores de todo el estudio). abed | iterales distintas indican diferencia
estadistica significativa entre columnas (p<0.05). Dieta control (C), dieta alta en grasa (DAG), DAG con
leche de dieta base (DAG+LDB), DAG con leche de pastoreo (DAG+LP) y DAG con leche de dieta base
complementada con 30% de frutos de Acacia farnesiana (DAG+LAF).
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VIL.3 Evaluacion de la composicion corporal

Los ratones alimentados con una DAG (Grafica 4A y 4B), presentaron la mayor
cantidad de masa grasa (33.89%) y por consiguiente el menor porcentaje de masa
magra (64.10%). Asi mismo, los ratones alimentados con DAG+LDB presentaron la
menor cantidad de masa grasa (10.51%) y la mayor de masa magra (86.05%). Los
resultados de los ratones de los tratamientos dietarios restantes presentaron la misma
correlacion inversamente proporcional entre masa grasa y masa magra. No existid
diferencia estadistica significativa (p<0.05) entre los ratones alimentados con dieta C,
DAG+LP y DAG+LAF en su composicion corporal. Los resultados de la composicion de
agua total siguieron la tendencia observada en la cantidad de masa magra. No
existieron diferencias en cuanto a la cantidad de agua libre en los ratones de todos los

tratamientos dietarios (Grafica 4C y 4D).
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Grafica 4. Composicion corporal de ratones C57BL/6.
(A) Contenido de grasa corporal. (B) Contenido de tejido magro corporal. (C) Contenido de agua total
corporal. (D) Contenido de agua libre corporal. Valores expresados como promedio + EEM. abed| iterales
distintas indican diferencia estadistica significativa entre barras (p<0.05). Dieta control (C), dieta alta en
grasa (DAG), DAG con leche de dieta base (DAG+LDB), DAG con leche de pastoreo (DAG+LP) y DAG
con leche de dieta base complementada con 30% de frutos de Acacia farnesiana (DAG+LAF).
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VIl.4 Evaluacién del gasto energético y coeficiente de intercambio respiratorio

Las mediciones del volumen de oxigeno (VO2) consumido y del coeficiente de
intercambio respiratorio (RER) durante 24 h en ayuno y posprandio se presentan en la
Grafica 5A y 5B. En ellos se puede observar que el menor gasto energético en ambas
condiciones alimentarias se encontré en los ratones alimentados con DAG. Se observa
claramente que el gasto energético es menor en ayuno que en posprandio

independientemente del tratamiento alimentario de los ratones (Grafica 5A).

Con base en la Grafica 5B, se puede observar que el RER fue cercano a 0.8 en ayuno,
lo que indica que otros sustratos distintos de glucosa fueron catabolizados para la
obtencién de energia. Al momento de comenzar la ingestion de alimento, el sustrato
utilizado por los ratones de la dieta C fueron los hidratos de carbono por lo que el RER
fue cercano a 1; por otro lado los valores del resto de los ratones de las distintas dietas
se mantuvieron bajos, especialmente en el grupo de la DAG, indicando una preferencia

por la oxidacion de otros sustratos distintos de glucosa como fuente de energia.
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Grafica 5. Gasto energético de grupos experimentales en ratones C57BL/6

(A) Consumo de oxigeno en ayuno y posprandio. (B) Radio de intercambio respiratorio en ayuno y
posprandio. Valores expresados como promedio + EEM. Dieta control (C), dieta alta en grasa (DAG),
DAG con leche de dieta base (DAG+LDB), DAG con leche de pastoreo (DAG+LP) y DAG con leche de
dieta base complementada con 30% de frutos de Acacia farnesiana (DAG+LAF).

Se tomaron los valores promedio del intervalo lineal de la Grafica 5A y 5B en ayuno y
posprandio para construir la Grafica 6. Con base en la Grafica 6A, se establece que el
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gasto energético fue menor en los ratones alimentados con DAG, siendo
estadisticamente diferente (p<0.05) del resto de los tratamientos experimentales, tanto
en ayuno como en posprandio. Asi mismo, los grupos de ratones de las dietas que
contienen leche caprina presentaron el mayor gasto energético, diferente del grupo
control. De la Grafica 6B se puede identificar que en ayuno, el sustrato utilizado como
fuente de energia fue similar entre todos los ratones de todos los grupos. En el
posprandio el sustrato utilizado cambi6 siendo el de los ratones de la dieta control
diferente al resto de los grupos; a pesar de ello, los ratones alimentados con las dietas
que contenian leche caprina fueron diferentes a aquellos alimentados con DAG

(p<0.05).
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Grafica 6. Parametros evaluados en ayuno y posprandio de grupos

experimentales en ratones C57BL/6
(A) Consumo de oxigeno en ayuno. (B) Consumo de oxigeno en posprandio. (C) Radio de intercambio
respiratorio en ayuno. (D) Radio de intercambio respiratorio en posprandio. Valores expresados como
promedio + SEM. ***“Literales distintas indican diferencia estadistica significativa entre barras (p<0.05).
Dieta control (C), dieta alta en grasa (DAG), DAG con leche de dieta base (DAG+LDB), DAG con leche
de pastoreo (DAG+LP) y DAG con leche de dieta base complementada con 30% de frutos de Acacia
farnesiana (DAG+LAF).
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VIL.5 Prueba intraperitoneal de tolerancia a la glucosa (PITG) e insulina (PITI)

En la Grafica 7A, se observa que la glicemia en ayuno y a lo largo de la prueba fue
mayor en los ratones alimentados con la DAG que el resto de los ratones de los
distintos tratamientos dietarios. Las diferencias estadisticas (p<0.05) se determinaron
mediante los valores del area bajo la curva (Grafica 7B) y se observéo que la
intolerancia a la glucosa fue mayor en los ratones alimentados con una DAG, mientras
que entre los ratones de los grupos C, DAG+LDB, DAG+LP y DAG+LAF no existi6
diferencia.
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Grafica 7. Prueba intraperitoneal de tolerancia a la glucosa (PITG).
(A) Curva de tolerancia a la glucosa. (B) Area bajo la curva de tolerancia a la glucosa. Valores
expresados como promedio + EEM. 2P| jterales distintas indican diferencia estadistica significativa entre
barras (p<0.05). Dieta control (C), dieta alta en grasa (DAG), DAG con leche de dieta base (DAG+LDB),
DAG con leche de pastoreo (DAG+LP) y DAG con leche de dieta base complementada con 30% de
frutos de Acacia farnesiana (DAG+LAF).

En la prueba de tolerancia a la insulina, se observé de igual manera que los ratones
alimentados con una DAG fueron los que presentaron valores de glicemia superiores
antes y después del suministro de la insulina (Grafica 8A y 8B). No obstante, no se
encuentran diferencias estadisticas significativas (p<0.05) con los ratones de la dieta C
y DAG+LDB. Los valores de glicemia menores fueron observados en los ratones con
DAG+LP y DAG+LAF.
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Grafica 8. Prueba intraperitoneal de tolerancia a la insulina (PITI).
(A) Curva de tolerancia a la insulina. (B) Area bajo la curva de tolerancia a la insulina. Valores
expresados como promedio £+ EEM. 2P| jterales distintas indican diferencia estadistica significativa entre
barras (p<0.05). Dieta control (C), dieta alta en grasa (DAG), DAG con leche de dieta base (DAG+LDB),
DAG con leche de pastoreo (DAG+LP) y DAG con leche de dieta base complementada con 30% de
frutos de Acacia farnesiana (DAG+LAF).

Los parametros bioquimicos determinados a partir de la sangre recolectada en la
eutanasia fueron glucosa e insulina. De acuerdo con el Cuadro 8, se puede observar
que los ratones del grupo DAG presentaron una concentracion de glucosa ligeramente
mas alta que el resto de los tratamientos, aunque esta diferencia no fue significativa.
Por otra parte, se observd que lo valores de insulina para este grupo fueron mayores y
se registrd diferencia significativa. En lo que respecta a los valores calculados de
HOMA-IR, se puede observar que el valor mayor lo present6 el grupo de DAG,
mientras que los valores menores se registraron para los grupos DAG+LDB vy
DAG+LAF.

Cuadro 8. Parametros bioquimicos en suero post mortem.

Parametro C DAG DAG+LDB DAG+LP DAG+LAF
Glucosa 228.33 287.00 263.00 275.67 233.00
(mg/dL) +39.79 +39.97 +19.49 +13.53 +11.97
Insulina 0.86° 1.73? 0.69° 1.21° 0.67°
(ng/mL) +0.14 +0.53 +0.11 +0.36 +0.05
HOMA-IR 15.66%° 34.962 13.16° 25.682°P 11.74°

+4.71 +6.66 +1.45 +7.70 +0.53

Valores expresados como promedio + EEM. *’Literales distintas indican diferencia estadistica
significativa entre columnas (p<0.05). Dieta control (C), dieta alta en grasa (DAG), DAG con leche de
dieta base (DAG+LDB), DAG con leche de pastoreo (DAG+LP) y DAG con leche de dieta base
complementada con 30% de frutos de Acacia farnesiana (DAG+LAF).
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VIII. Discusion

A continuacion, en la Figura 17 se muestran los principales topicos que pretenden
explicar los efectos de la incorporacién de leche caprina en una dieta alta en grasa

sobre los parametros evaluados en el presente desarrollo experimental.
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Figura 17.Propuesta de los mecanismos de accion de la leche caprina sobre
la modulacion de anomalias metabdlicas en ratones C57BL/6 con obesidad
inducida por dieta.

Imagen generada por el autor.

VIIl.1 Evaluacion de la ganancia de peso y el consumo de alimento

Se esperaba que la ganancia de peso de los ratones alimentados con las dietas
altas en grasa, incluidas aquellas que contenian leche caprina fuera mayor que el
grupo de la dieta control, ya que la obesidad fue inducida por una oferta
hipercaldrica a través de un alto contenido de grasa en las dietas experimentales.

A pesar de ello, la ganancia de peso acumulada (GPA) entre los ratones del grupo

Discusion | 54



C, DAG+LDB y DAG+LAF no registro diferencia significativa. La DAG+LP no
registro una GPA estadisticamente diferente de la observada con la DAG.

Al analizar los registros de consumo de alimento, se destaca que los roedores
consumieron en menor proporcion la DAG respecto al resto de las dietas, lo que
sugiere que el peso ganado no fue proporcional al consumo de alimento sino a su
contenido energético. Al observar el porcentaje de eficiencia de conversion (EC)
se establece que la DAG produjo un mayor incremento de peso por cada 100
kilocalorias consumidas respecto al resto de las dietas altas en grasa y dieta
control. En este sentido, la eficiencia de conversidén de la ingesta energética en
masa corporal de las dietas DAG+LDB, DAG+LP y DAG+LAF no registrd
diferencia significativa (p<0.05) respecto a la dieta C a pesar de tratarse de dietas
de alta densidad energética y de producir una mayor GPA en los ratones del grupo
DAG+LP.

Por otra parte, la ingesta energética de la DAG fue igual al control dado que los
roedores regulan su consumo al satisfacer sus requerimientos energéticos (Hu et
al., 2018). Esto se puede correlacionar con lo reportado por Petro et al. (2004),
quienes concluyeron que el desarrollo de la obesidad depende en gran medida del
consumo de grasa y no del consumo energético. El consumo energético excesivo,
se observé en los grupos de las dietas DAG+LDB, DAG+LP y DAG+LAF. Estudios
han revelado que las dietas altas en grasa son consumidas en exceso en un
ensayo ad libtum, lo cual ha sido atribuido a fallas en la regulacion homeostatica
del animal y el efecto heddnico de la grasa (Petro et al., 2004; Hu et al., 2018;
Licholai et al., 2018). Un mecanismo regulatorio altamente estudiado es el de la
leptina, dado que una falla en la sefalizacion de esta hormona induce hiperfagia;
ésta anomalia se relaciona con el alto contenido de grasa en la dieta, lo que
favorece un aumento en la cantidad de tejido adiposo (TA); es decir la secrecion
de leptina aumenta proporcionalmente con la cantidad de TA favoreciendo una
resistencia al efecto supresor del apetito por esta hormona en el hipotalamo
(Enriori et al., 2006; Khan y Awan, 2016; Wei et al., 2015; Licholai et al., 2018).
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VIIl.2 Evaluacion de la composicion corporal

Al evaluarse la composicidn corporal de los ratones de los distintos grupos, se
encontré que los ratones que consumieron una DAG sin leche caprina presentaron
la mayor acumulacién de masa grasa, en contraste con los ratones alimentados
con DAG+LDB los cuales registraron la menor cantidad de grasa, incluso menor a
la registrada en los animales alimentados con la dieta control, siendo este ultimo
grupo similar a los grupos DAG+LP y DAG+LAF. Este resultado descarta que
exista una falla autoregulatoria por resistencia a la leptina debido a un exceso de
TA en la DAG y que el consumo excesivo de las dietas DAG+LDB, DAG+LP y
DAG+LAF se deba a este efecto, lo que indica que éste ultimo puede ser atribuido
al efecto hedonico de la dieta. Hollis y Mattes (2007), encontraron que el consumo
habitual de productos lacteos en humanos aumenta la ingesta energética y dado
que estas dietas contenian mantequilla y leche, puede existir un efecto de estas
sobre el consumo del alimento por los roedores. Por otra parte, se sabe que las
proteinas lacteas de la leche de cabra inducen la saciedad mediante mecanismos
que aun se encuentran en investigacion No obstante, la influencia de estas
moléculas no se observo en este ensayo (Hollis y Mattes, 2007; Rubio-Martin et
al., 2017).

Los resultados de la composicion corporal indican que a pesar de que los
animales fueron alimentados con dietas altas en grasa, la adicion de LDB, LP y la
LAF tuvo un efecto positivo sobre la reduccion de grasa corporal y por
consiguiente, una mayor acumulaciéon de masa magra. Estos efectos se han
estudiado como consecuencia de la ingesta de proteinas en la leche, acidos
grasos y de calcio, ya que en algunos estudios se ha revelado que el consumo de
productos lacteos juega un papel importante sobre el mantenimiento del peso
corporal (Zemel, 2003; Jacobsen et al., 2005; Hollis y Mattes, 2007; Luhovyy et al.,
2007; Anderson et al., 2011).
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Se sabe que la leche esta constituida por dos grupos de proteinas (Belitz et al.,
2009): séricas (B-lactoglobulina, a-lactalbumina, albumina sérica,
inmunoglobulinas, enzimas, entre otras) y las caseinas (a-, B-, y-, K-). En conjunto
estas proteinas tienen una eficiencia proteinica de 2.5 en leche de vaca (Canadian
Food Inspection Agency, 2018) y entre 2.57-2.8 para la leche caprina (Sawaya et
al., 1984). Este factor indica que existe una buena calidad de la proteina, es decir,
que permite una alta formacion de proteina corporal, lo que pudo influir sobre la
formacion de masa muscular y en el mantenimiento de un peso corporal mas bajo
que aquel de los ratones del grupo DAG aun cuando se incorporaron insumos

densamente energéticos sin desencadenar la acumulacion de grasa.

Los efectos del calcio sobre el mantenimiento del peso corporal ha sido
investigado ampliamente. Muchas investigaciones han revelado que existe una
relacion inversamente proporcional entre el consumo de calcio y la ganancia de
peso (Jacobsen et al., 2005; Zemel, 2003), observandose un efecto mas profundo
cuando el calcio proviene de productos lacteos que cuando se obtiene a partir de
los suplementos. Se ha observado que el calcio favorece la excrecion de grasa en
las heces fecales mediante la formacién de complejos con los acidos grasos lo
que evita la absorcion (Jacobsen et al., 2005). Otro estudio en ratones C57BL/6
sefiala que la asociacion con el calcio del calcitrol (DCI) o 1-alfa,25-
dihidroxicolecalciferol (1,25-(OH);D3), la cual es la forma activa de la vitamina D,
induce apoptosis (fragmentacién oligonucleosomal de la cromatina) en adipocitos
maduros a través de la activacion de proteasas apoptoticas (calpaina y caspasa-
12) dependientes de Ca?*, lo cual previene el desarrollo de la obesidad en ratones
alimentados con DAG (Sergeev y Song, 2014). Se sabe que la leche es una fuente
natural de calcio y vitamina D, compuestos que quiza jugaron un papel importante
sobre la reduccion de la cantidad de grasa corporal. Sin embargo, es importante
reconocer que en el ensayo de Sergeev y Song (2014), se emple6 una dosis diez

veces mayor a la dosis recomendada de vitamina D (1000Ul/kg).
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De acuerdo con estudios realizados en té verde, donde los componentes fendlicos
principales son las catequinas, se ha observado que estos compuestos favorecen
la disminucion de la acumulacion de grasa mediante la expulsidn de ésta en las
heces fecales (Murase et al., 2005; Klaus et al., 2005; Wolfram et al., 2005;
Ikarashi et al., 2011). El estudio de la transferencia de compuestos bioactivos
provenientes del forraje a la leche mediante analisis instrumental es limitado. De
acuerdo con Delgadillo et al. (2018), los compuestos reconocidos en extractos de
A. farnesiana son de naturaleza fendlica, mientras que Ramirez (2017) identifico a
los acidos galico, ferulico, clorogénico y a la catequina en los extractos de leche
caprina. A pesar de ello, el efecto de los polifenoles transferidos a la leche del
forraje puede ser menor debido a una baja cantidad de ellos en la leche y dieta de

los ratones.

Ademas de los componentes anteriormente sefialados, se ha identificado la
presencia de acidos grasos poliinsaturados como el acido linoleico conjugado
(conjugated linoleic acid, CLA), el acido eicosapentaenoico (eicosapentaenoic
acid, EPA), el acido docosahexaenoico (docosahexaenoic acid, DHA) y el acido o-
linolénico (a-linolenic acid, ALA) en los distintos tipos de leche caprina (Ledn,
2017), de los cuales se reconocen efectos positivos sobre el mantenimiento del
peso corporal (Sebedio, 2007; Sorhede Winzell y Ahrén, 2007). Se ha observado
la represion de la expresion de genes que codifican para enzimas involucrados en
la sintesis de lipidos como la lipoproteinlipasa, produciendo una menor
acumulacion de acidos grasos en tejido adiposo y la estearoil-CoA desaturasa
durante la diferenciacién de los adipocitos, teniendo como consecuencia una
reduccion en la sintesis de los acidos grasos 16:1 y 18:1, lo cual se ve reflejado en
un tamafio menor del globulo de grasa en los adipocitos. Como se menciono, el
tamafo del adipocito es importante, ya que las células hipertroficas liberan una

mayor cantidad de AGL y son resistentes a la insulina (Choi et al., 2000).

Los acidos grasos poliinsaturados no son los unicos que se encuentran en la leche

caprina y tampoco los que estan presentes en una alta proporcién. Los acidos
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grasos de cadena media acido caprilico (C8:0) y caprico (C10:0) se metabolizan
rapidamente gracias a que una vez liberados de los TG por enzimas intestinales,
éstos pasan directamente al torrente sanguineo y son rapidamente oxidados en el
higado, lo que evita su acumulacién en el tejido adiposo (Sanz-Sampelayo et al.,
2007; Raynal-Ljutovac et al., 2008; Aluko, 2012). Al observar el Cuadro 5, debido
al alto contenido de lipidos totales en la leche caprina del tratamiento DAG+LDB,
no se afadié manteca o mantequilla para inducir obesidad, lo que indica que los
acidos grasos saturados presentes en la dieta provienen de este alimento,

evidenciando este efecto.

Los resultados del agua total fueron similares a los de tejido magro, dado que esta
determinacién incluye el agua presente en este tejido. Se observa que el grupo
alimentado con la DAG tuvo una menor cantidad de agua en los tejidos, lo cual
puede deberse a una mayor acumulacion de grasa. El agua libre es un parametro
que no mostré diferencia entre los grupos dado que refleja la cantidad de agua en

vejiga y todos se encontraban bajo las mismas condiciones (Kovner et al., 2010).

Muchos de los efectos producidos sobre la acumulacion de grasa por los distintos
componentes de la leche caprina han sido estudiados como consecuencia de un
aumento en la oxidacion de lipidos y el gasto energético, por ello estos

parametros fueron determinados en este ensayo.

VIIl.3 Evaluacién del gasto energético y coeficiente de intercambio
respiratorio

La composicidén corporal presenta efectos sobre el gasto energético. En individuos
obesos la falta de actividad fisica y un contenido menor de masa magra, produce
un GET bajo, ya que la contribucién del musculo al GER (20%) es marginal en
estos sujetos (Carneiro et al.,, 2016; Ireton-Jones, 2017). Por consiguiente, los
ratones del grupo DAG presentd el menor gasto energético medido como el

volumen de oxigeno consumido (VO); no obstante, los grupos DAG+LDB,
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DAG+LP y DAG+LAF presentaron la mayor masa magra y por consiguiente un

mayor gasto energético, incluso mayor al control.

El coeficiente de intercambio respiratorio (respiratory exchange ratio, RER) indica
el tipo de sustrato se esta utilizando en un periodo, donde los valores bajos indican
oxidacion de lipidos lo que puede evitar su acumulacion. Con base en los
resultados en ayuno, el volumen de oxigeno fue bajo, dado que en ese momento
no se estaban metabolizando activamente nutrimentos provenientes de la dieta,
por lo que no hay contribucion de la termogénesis alimentaria al GET sino que se
utilizan las reservas energéticas provenientes de los lipidos para formar glucosa y
en consecuencia, el RER se mantiene bajo en valores cercanos a 0.8. Adicional a
esto, existen mecanismos hormonales como el de la leptina que actuan a nivel
cerebral disminuyendo el gasto energético en esta condicidén (Enriori et al., 2006;
Khan y Awan, 2016).

Al consumir alimento, aumenta el gasto energético debido a la oxidacion de los
nutrimentos, por lo que el consumo de oxigeno se incrementa al igual que el RER.
La capacidad de los ratones de incrementar su gasto energético y cambiar el tipo
de sustrato oxidado refleja su flexibilidad metabdlica (Galgani et al., 2008). Por
otra parte, los resultados de estas pruebas revelaron que el sustrato metabolizado
principalmente en los ratones obesos del grupo DAG fueron los lipidos y no se
observo flexibilidad metabdlica entre ayuno y posprandio. La alta disponibilidad de
acidos grasos provenientes de la DAG, ademas de promover su acumulaciéon en
otros érganos distintos del tejido adiposo, favorece la preferencia por este sustrato
con respecto a la glucosa en distintos érganos como el musculo y el higado y por
esta razon, el RER se mantuvo bajo en el grupo de DAG (lbrahim, 2010). En los
grupos de ratones alimentados con DAG+LDB, DAG+LP y DAG+LAF, se observo
que los ratones presentan flexibilidad metabdlica, lo cual se evidencia al aumentar
el VO, y el RER, siendo significativamente diferente del grupo DAG aunque de

igual manera indica oxidacion de grasas primordialmente.
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Con estos resultados se observd que los compuestos presentes en la leche de
cabra pudieron influir sobre un aumento en el gasto energético y disminucion el
RER, lo cual contribuyé a una menor acumulacion de grasa tal y como se observo
en la composicion corporal. Se sabe que el calcio evita la acumulacion de la grasa
gracias a la activacion de la expresidn de la proteina mitocondrial (conocidas como
uncoupling proteins, UCPs) UCP-2 que al ser activada por ciertas moléculas como
los acidos grasos puede ser termogénica) lo que puede explicar el incremento en

la oxidacion de grasa (Zemel et al., 2004; Brand y Esteves, 2005).

Con respecto a las proteinas lacteas, especialmente las del suero, éstas
aumentan la termogénesis alimentaria y disminuyen el valor del RER indicando la
oxidacion de grasas después de ingerir alimento. Estos efectos son observados
también en proteinas de la soya, aunque existe un mayor efecto con las proteinas
lacteas (Alfenas et al., 2010; Acheson et al.,, 2011). Se sabe que el metabolismo
de las proteinas requiere mayor energia, ademas de que los aminoacidos
presentes en las proteinas del suero como la leucina incrementan el GET al
incrementar la termogénesis alimentaria al estimular la formacion de masa
muscular (Jakubowics y Froy, 2013). En consecuencia, la acumulacion de grasa

posprandial no se ve favorecida.

El efecto de los polifenoles sobre el gasto energético involucra un incremento en
éste, asi como un aumento en la expresion de enzimas que participan en la
oxidacion de grasas en higado y musculo y una disminucion en la lipogénesis en
el tejido adiposo (Murase et al., 2005; Hursel y Westerterp-Plantega, 2010). Se ha
reportado que los polifenoles activan a los receptores activados por los
proliferadores de peroxisomas (peroxisome proliferator-activated receptors,
PPARs) como a PPARa, el cual codifica enzimas involucradas en el metabolismo
de lipidos como la acil-CoA oxidasa, UCP-3 y carnitinpalmitoiltransferasa-1 lo que
incremento la actividad oxidativa en el musculo e higado (lkarashi et al., 2011). De
igual manera se ha estudiado que los polifenoles activan el conjunto enzimatico de

la proteina cinasa activada por AMP (AMP-activated protein kinase, AMPK) que
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controla la actividad metabdlica, logrando que aumente el catabolismo de lipidos
en el musculo y el higado, asi como un incremento en la biosintesis de
mitocondrias, aunque estos ultimos efectos siguen en estudio (Shabrova et al.,
2011). Se ha observado que la adiponectina puede activar AMPK y promover la
transcripcion de genes regulados por PPARa, disminuyendo la lipogénesis e
incrementando la B-oxidacion en el higado. Estudios realizados por Stern y
colaboradores (2016) revelaron que las catequinas provenientes de Acacia bark
favorecieron la expresion del RNA mensajero (mMRNA) de adiponectina en tejido
adiposo blanco en ratones obesos y diabéticos. Para poder comprobar este efecto,
es menester la medicion de adiponectina en el suero de los ratones del presente
estudio, esperando niveles elevados en aquellos que ingirieron dietas con leche
caprina. Adicional a estos efectos sobre el metabolismo de grasas, se ha
estudiado que los polifenoles aumentan el gasto energético mediante la inhibicion
de la enzima catecol-o-metiltransferasa (COMT) que es responsable de degradar
moléculas que estimulan al sistema nervioso simpatico como la norepinefrina
(NE). Al no ser degradada, la NE estimula continuamente al unirse a los
receptores [(-adrenérgicos en el sistema nervioso, lo que aumenta el gasto

energeético y la oxidacion de lipidos (Hursel y Westerterp-Plantega, 2010).

Otro de los componentes relevantes en la leche caprina son los acidos grasos. Se
ha documentado que los acidos grasos de cadena media provocan el aumento en
el gasto energético en animales acoplado a un incremento en la expresion de
enzimas lipoliticas. Esto produce una mayor actividad oxidativa en el musculo y un
aumento en la 3 oxidacion en el higado (Huth et al., 2010). Ademas de estos, los
acidos poliinsaturados n-3 promueven la oxidacion de lipidos favoreciendo la
expresion de genes de algunas proteinas involucradas en el metabolismo de
lipidos, actuando sobre los factores de transcripcion PPARa el cual esta
involucrado en la expresién de enzimas como la acil-CoA sintetasa, proteinas
transportadoras de acidos grasos, la carnitinpalmitoiltransferasa-1, UCP-1 y la acil-
CoA oxidasa en el higado. No obstante, el mecanismo de regulacion genética

involucra a los productos derivados de estos acidos como las prostaglandinas, los
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eicosanoides, etc. (Sampath y Ntambi, 2005). Otro mecanismo que esta
involucrado es la produccion de UCP-1 ubicada en el tejido adiposo pardo (TAP),
que al identificar un incremento en la expresion de su mRNA se registra actividad
termogeénica, es por ello que el estudio de la expresion de esta proteina en el TAP

en este ensayo se hace relevante (Takahashi e Ide, 2000).

La importancia de conocer si existe un cambio de sustrato al pasar de un estado
de ayuno al posprandio es relevante. Como se observa en individuos obesos, no
existe un cambio en el sustrato lo que implica un exceso en la oxidacion de acidos
grasos (principalmente saturados) que puede causar lipotoxicidad y generar
resistencia a la insulina debido a la produccién de ceramida o diacilgliceroles u
otras sustancias que atrofian la sefializacion en los receptores de insulina (Galgani
et al., 2008). Se sabe que la alta oxidacion de lipidos provoca una produccion
elevada de especies reactivas de oxigeno (reactive oxygen species, ROS), de los
cuales se sabe que en el musculo se relaciona con el desarrollo de la resistencia a
la insulina mediante la disrupcion en la sefalizacion del receptor de insulina,
ademas de la disminucion de la expresion de GLUT 4 o aumentando la
intolerancia a la glucosa mediante el incremento en la actividad de la proteina
mitocondrial UCP-2, la cual esta asociada con una baja secrecion de insulina
(Martins et al., 2012). De igual manera, se producen moléculas tipicas de la
oxidacion como malondialdehido y 4-hidroxinonenal, considerados aldehidos
mutagénicos, citotoxicos y hepatotdxicos (Esterbauer y Cheeseman, 1990).
Ademas de estas sustancias, se ha estudiado que los acidos grasos disminuyen la
actividad y el contenido de mitocondrias, lo cual se ha observado en individuos
obsesos y diabéticos (Martins et al, 2012). Asi mismo como se discutid
anteriormente, el exceso de tejido adiposo promovera el desarrollo de resistencia

a la insulina mediante la liberacion desmedida de AGL.
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VIIl. 4 Prueba intraperitoneal de tolerancia a la glucosa (PITG) e insulina
(PITI)

Para poder establecer si es posible que la inflexibilidad metabdlica asi como la
acumulacion de grasa en distintos 6rganos produjeron resistencia a la insulina (RI)
e intolerancia a la glucosa se observaron los resultados de las pruebas PITG y
PITI. Los resultados obtenidos en este ensayo revelaron que la DAG produjo
intolerancia a la glucosa, lo que se debe a la probable Rl dado que los valores de
glicemia se encontraron elevados durante la PITG y PITI. Es decir, la glucosa en
sangre no disminuy6 debido al efecto de la insulina endégena como a la exdgena.
Por otra parte, la incorporacién de leche de cabra a las dietas altas en grasa
(DAG+LDB, DAG+LP y DAG+LAF) produjo valores de glicemia similares a los
registrados por el control, sin ser estadisticamente diferentes (p<0.05) para ambas
pruebas, indicando que no existid Rl en dérganos insulinodependientes. Las
similitudes entre las areas bajo la curva del grupo C y DAG se atribuyen a la alta

dispersion en los valores de este ultimo grupo.

La RI en el higado caracteristica del higado graso, promueve la produccion de
glucosa elevando sus niveles sanguineos mientras que el musculo falla en la
captacion de glucosa mediada por insulina contribuyendo también a este efecto.

Por esta razdn, es probable que los ratones de la DAG presentaran higado graso.

Los niveles de insulina y glucosa post mortem revelaron que los ratones de la
DAG presentaron hiperinsulinemia debido a la Rl y una ligera hiperglicemia con
respecto al resto de los grupos. Con este resultado se puede inferir que las células
B contindan con la produccion de insulina, aunque ésta no sea captada por la RI
en los organos diana. Los ratones alimentados con DAG+LDB, DAG+LP vy
DAG+LAF presentaron valores de glucosa e insulina estadisticamente iguales al
grupo C. Este efecto se esperaba ya que los ratones de los grupos presentaron
una menor cantidad de masa grasa, lo que significa que quiza exista una menor

secrecion de adipocinas, principalmente TNF-a e IL-6, que favorecen la resistencia
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a la insulina. De igual manera, en estos grupos si existié flexibilidad metabdlica

entre ayuno posprandio.

El indice HOMA-IR se utiliza ampliamente para predecir la resistencia a la insulina
en humanos, por lo que este método esta altamente estandarizado para su uso en
este modelo (Wallace et al., 2004). La pertinencia de su aplicacién en animales es
ambigua al compararse con estudios en humanos, pero es de igual manera
utilizado en otros estudios (Fraulob et al., 2010; lkarashi et al., 2011; Rodriguez-
Rodriguez et al., 2015; Leal-Diaz et al., 2016). Los resultados de esta ecuacion
indicaron que el grupo DAG present6 el valor mas alto con respecto al resto de los
tratamientos, lo que indicé mayor RI. Aunque el grupo control y el grupo DAG+LP
no fueron estadisticamente diferentes del grupo DAG, las similitudes pueden ser
atribuidas a una alta dispersion de los resultados. Se esperaba que los ratones del
grupo control no presentaran resistencia a la insulina lo cual se confirmé en los
ensayos PITG y PITI, por ello su valor de HOMA-IR (15.661£4.71) es considerado
como un parametro que indica ausencia de RI. Estos resultados confirmaron que
la leche caprina incorporada en una dieta alta en grasa produce una mayor
tolerancia a la glucosa gracias a que no existe Rl. De acuerdo con otras
investigaciones realizadas en ratones, es posible establecer que los ratones del
grupo DAG no eran diabéticos, ya que su valor de HOMA-IR de 34.9616.66 fue
mucho menor con respecto a ratones db/db (74.92+4.6) pero mayor al encontrado
en estudios en ratones con baja sensibilidad a la insulina (8.58+0.61), valor
tomado a las 3 semanas de alimentacion con DAG (Lee et al., 2008; Seo et al.,
2008).

Algunos estudios epidemioldgicos han revelado que el consumo diario de leche
reduce en un 9% el riesgo de desarrollar diabetes tipo Il, asi como favorecer una
glicemia posprandial menor (Choi, 2005). Las proteinas de la leche son
precursoras de compuestos bioactivos, es decir, durante la digestion de las
proteinas a lo largo del tracto gastrointestinal, éstas modifican su estructura y

comienzan a hidrolizarse, lo que produce fragmentos mas pequefios que pueden
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llegar a tener actividad biolégica (encripted bioactive peptides, BAPs). La
estructura primaria de las proteinas estad constituida por aminoacidos, de los
cuales también se reconoce actividad bioldégica (Clare y Swaisgood, 2000;
Luhovyy et al., 2007, Kekkonen y Peuhkuri, 2009; Anderson et al., 2011).

Se ha documentado que las proteinas lacteas estimulan la secrecion de insulina y
la disminucion de glicemia (Jakubowics y Froy, 2013). Los aminoacidos
ramificados presentes en leche, principalmente en el suero como leucina,
isoleucina, valina, lisina y treonina han sido estudiados por su efecto
insulinotrépico. Sin embargo, Liu y colaboradores (2008) documentaron la
estimulacién de la secrecion de insulina en células B pancreaticas causada por
una mezcla aminoacidos compuesta por arginina, lisina, alanina, prolina vy
glutamina. De igual manera, las proteinas séricas regulan la homeostasis de
glucosa mediante la activacion del sistema de la incretina. Este sistema involucra
dos hormonas: el polipéptido insulinotropico dependiente de insulina (glucose-
dependent insulinotropic polypeptide, GIP) y el péptido glucagon-1 (glucagon-like
peptide-1, GLP-1), las cuales estimulan la secrecion de insulina (Luhovyy et al.,

2007; Anderson et al., 2011; Bjornshave y Hermansen, 2014).

Otros péptidos opioides derivados de la caseina como las B-casomorfinas,
estimulan la liberacion de insulina a nivel cerebral, controlando los niveles de
glucosa sanguinea (Clare y Swaisgood, 2000; Anderson et al., 2011). Por esta
razon, es posible que las dietas que contenian leche caprina produjeran una
menor glicemia en la PITG. Dado que en los ratones alimentados con estas dietas
no se observdé una acumulacién alta de masa grasa, se puede sugerir que no
existio Rl en estos ratones, ya que en la PITI la respuesta a la insulina exdégena
por organos insulinodependientes se comporté igual al control. Para poder afirmar
esta aseveracion, se requiere analizar los tejidos histolégicamente y observar
adipocitos pequefios, pancreas e higado sin acumulacién de grasa, asi como una
cantidad sérica de AGL y glucosa bajas combinadas con una baja cantidad de

insulina.
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Los acidos grasos poliinsaturados n-3 presentan efectos sobre 6rganos
insulinodependientes en los que aumenta la sensibilidad por la insulina ademas de
promover la secrecion de esta hormona. Los mecanismos son la modificacion de
la composicion de las membranas celulares en las células de estos organos
aumentando su insaturacion, lo que se cree que esta relacionado con la expresion
de los receptores de insulina (Lombardo y Chicco, 2006; Sérhede Winzell y Ahrén,
2007). Ademas, la union a PPARy por estos acidos grasos promueve la
diferenciacion de adipocitos, evitando su hipertrofia y aumentando su capacidad
de almacenamiento de grasa (Xu et al., 1999; Sampath y Ntambi, 2005). No
obstante, los acidos grasos C8:0 y C10:0 son los de mayor abundancia en la leche
caprina, de los cuales se ha reportado que producen una disminucion en el area
bajo la curva en la prueba de PITG (Huth et al., 2010). Asi mismo se sabe que
estos acidos grasos activan el conjunto enzimatico AMPK produciendo una mayor
sensibilidad a la captacidn de glucosa en el musculo (Aluko, 2012). Cabe
mencionar que de acuerdo con Ledn (2017), uno de los acidos grasos que
componen mayoritariamente las leches caprinas es el acido palmitico. De acuerdo
con algunas investigaciones este acido graso disminuye la expresion del gen del
receptor de insulina en la masa muscular, lo que disminuiria la activacion de GLUT
4 culminando en la disminucion en el transporte de glucosa mediado por insulina.
Este mecanismo podria causar la intolerancia a la glucosa; no obstante, este
efecto no se observd en este estudio dado que en la prueba PITI los niveles de

glucosa fueron estadisticamente iguales al control (Dey et al., 2005).

La adiponectina es una adipocina que produce beneficios sobre la sensibilidad a la
insulina. Se cree que la forma de sensibilizar a los érganos insulinodependientes
es gracias a que favorece la oxidacion de los lipidos lo que reduce su
acumulacion, aumentando asi la captacion de glucosa en el musculo y
disminuyendo la gluconeogénesis en el higado. Esto puede lograrlo al unirse a los
receptores de adiponectina en los distintos érganos o activando la via de

sefalizacion de AMPK (Patané et al., 2013; Stern et al., 2016). Se reconoce que
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los polifenoles aumentan la expresion de PPARYy en el tejido adiposo, lo que esta
asociado a una mayor cantidad de adiponectina y una mayor diferenciaciéon de
adipocitos, evitando la hipertrofia y una mayor capacidad de almacenamiento de
grasa, lo cual previene la RI (Ikarashi et al., 2011). Por consiguiente, de acuerdo
con estudios previos se esperaria que los niveles de adiponectina se encontraran
elevados si hubiera algun efecto de las catequinas sobre la modulacién de las
anomalias metabdlicas en los ratones alimentados con la leche caprina. Si esto
fuera cierto, se observaria una mejor tolerancia a la glucosa e insulina a causa de
los polifenoles de Acacia. Adicionalmente, se sabe que los polifenoles producen
un decremento en la glicemia y en la insulinemia, asi como un aumento en la
expresion de GLUT 4 en el musculo, lo cual aumenta la captacion de glucosa
mediada por insulina. En este ensayo se observd que la disminucién de la
acumulacion de grasa causada por la leche caprina fue debido a un aumento en el
gasto energético y en la oxidacion de lipidos y esto a su vez evitd el desarrollo de

RI e intolerancia a la glucosa.

En la etapa adulta, el enfoque nutricional cambia debido a que ya se ha superado
la etapa de crecimiento y los requerimientos energéticos disminuyen (a excepcion
de la gestacion). Por consiguiente, es una etapa dedicada a la promocién de la
salud y la prevencion de enfermedades a partir de la nutricidn y el estilo de vida
(Dodd, 2017; British Nutrition Foundation, 2018), por ello la alimentacion juega un
papel importante en la prevencion de enfermedades cronicas. El grupo de
alimentos que ha ganado relevancia a través de las ultimas décadas es aquél que
ademas de cumplir la funcién de nutrir, provee un beneficio a la salud. El estudio
de las propiedades funcionales representa un sector importante gracias a que

pueden contribuir a la disminucion del riesgo de presentar enfermedades cronicas.

Este estudio provee la suficiente informacion para reconocer que la composicion
de la dieta determina el funcionamiento de organismo, sugiriendo un efecto
positivo de la leche caprina sobre la prevencion de la obesidad y sus

consecuencias.
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IX. Conclusiones

e La incorporacion de leche caprina en una dieta alta en grasa redujo la
acumulacion de grasa mediante el aumento en el gasto energético

previniendo la resistencia a la insulina.

e Las leches caprinas provenientes de tres sistemas de alimentacion: dieta
base, pastoreo y dieta base complementada con 30% de frutos de Acacia
farnesiana; dentro de dietas altas en grasa para ratén; modularon
positivamente las alteraciones metabdlicas de la obesidad mediante la
reduccion de masa grasa e incremento en la cantidad de tejido magro y
aumento en el gasto energético, asimismo se favorecié significativamente la
tolerancia a la glucosa en sangre y la disminucion de la resistencia a la

insulina.

e Los efectos producidos por las dietas con la leche proveniente de dieta
base complementada con 30% de frutos de Acacia farnesiana y de
pastoreo no se observaron en mayor proporciéon que aquellos producidos
por la dieta con leche proveniente de una alimentacion convencional o de

dieta base.

X. Perspectivas

El presente trabajo representa un primer acercamiento del estudio del efecto de la
leche caprina en general sobre el sindrome metabdlico en ratones con obesidad
inducida por dieta. Asi mismo ofrece las herramientas para la medicion de
parametros bioquimicos y hormonales, asi como genéticos de estos grupos de
ratones para poder dilucidar los mecanismos mediante los cuales estos

parametros in vivo se ven favorecidos.
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Es pertinente realizar mediciones séricas de glucosa, triglicéridos, colesterol y
acidos grasos libres para fortalecer la propuesta sobre la movilizacion de acidos
grasos para su oxidacion o para identificar si existe un riesgo de presentar
resistencia a la insulina. De igual manera, las mediciones de leptina y adiponectina
en el suero podran corroborar algunos mecanismos involucrados en la saciedad,
tolerancia a glucosa e insulina. También es importante evaluar la morfologia del
TAS y TAV para analizar el tamafio de los adipocitos; mientras que en el tejido
hepatico permitiria visualizar la deposicion de lipidos a través de la tincion de rojo
oleoso. De manera adicional es conveniente realizar la evaluacion
inmunohistoquimica del TAV para determinar la presencia de macréfagos y del
factor de necrosis tumoral (TNF alfa) como marcadores inflamatorios. Asi mismo
se sugiere evaluar la actividad de la enzima succinato deshidrogenasa (SDH) de
las mitocondrias de los musculos gastrocnemio y soleo, para determinar su
relacion con la actividad oxidativa del tejido muscular lo cual podria confirmar una
menor acumulacidén de acidos grasos en este musculo evitando el desarrollo de

resistencia a la insulina.

En el higado y en musculo podria realizarse la amplificacion de genes de factores
de transcripcion como los PPARs, los cuales corroboraran alta actividad lipolitica
en estos organos. Si se desea, pueden determinarse factores de transcripcion
lipogénicos para comprobar si existe una disminucion en estas como PPAR-a o
SREBP-1c. También podria evaluarse la expresion del transportador de glucosa
insulinodependiente GLUT 4 para observar si una de las vias moduladas por los

componentes de la leche caprina para evitar la hiperglicemia esta involucrada.

El conocimiento del perfil de acidos grasos en tejido adiposo o higado
proporcionaria informacion sobre su composicidon, ya que se he visto que algunos
de estos presentan efectos sobre la transcripcién de los receptores de insulina,

contribuyendo a la resistencia a la insulina.
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En el presente trabajo no existe evidencia que permita conocer los efectos de la
leche caprina sobre la inflamacion. Se sugiere la cuantificacion de interleucinas
inflamatorias en suero y 6rganos, ya que este proceso es un factor que contribuye

a la patogénesis de enfermedades croénicas.

Asi mismo, a pesar de contar con un primer acercamiento sobre la transferencia
de polifenoles del forraje a la leche, se requiere realizar un analisis instrumental
acompanado de técnicas espectroscopicas estructurales que permita la
identificacion de estas moléculas en la leche caprina y asi poder afirmar si los
efectos antes mencionados se deben a los polifenoles provenientes de Acacia

farnesiana.
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XIl. Anexos

Anexo |
Materiales y reactivos

.  Equipos

I.I Pruebas en modelo biolégico

Para llevar a cabo la mezcla de insumos para la dieta de los roedores se utilizé
una mezcladora marca Hobart.

La determinacién del contenido energético se realizé utilizando una bomba
calorimétrica marca Parr modelo 6400.

La determinacién de la composicion corporal se realizd en un equipo de
resonancia magnética EchoMRI con el software Body Composition Analyzer 2016.
La prueba de gasto energético se realiz6 haciendo uso de un equipo Oxymax
Laboratory Animal Monitoring System de Columbus Instruments con el software
Oxymax v4.87

Para la prueba de tolerancia a la glucosa e insulina se utilizaron tiras reactivas
Freestyle Optium Neo y un glucémetro marca Abbot Laboratories.

Para centrifugar las muestras de sangre posterior a la eutanasia se utilizd6 una

centrifuga Sorvall Legend Micro 21R marca Thermo scientific.

1. Reactivos

Il.1 Pruebas en modelo biolégico

Para la prueba de tolerancia a la insulina se utilizé insulina recombinante marca
Lilly Humulin® solucién inyectable a 100 Ul/mL.

Para la disolucion de glucosa se utilizé glucosa de la marca Sigma (Cat. NE)

Para la eutanasia se utilizo Sevofluorano al 100% de la marca Pisa, formaldehido
37% marca J.T. Baker (Cat. 2106-03) y cloruro de sodio marca J.T. Baker (Cat.
3624-01)
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Anexo Il
Preparacién de disoluciones

. Pruebas en modelo biolégico

Disolucion de glucosa (20% m/v). Para esta disolucion se pesan 4 g de glucosa y
se disuelven en 20 mL de agua destilada y se agita.

Disolucion de insulina (0.05 Ul/mL). Para la preparacion se tomaron 20 pL de
insulina Humulin® y se colocaron en 40 mL de solucion salina y se agito.

Solucion salina (0.9% m/v). Se pesaron 18 g de cloruro de sodio y se disolvio en
2000 mL de agua destilada.
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