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RESUMEN

Las principales fuentes de proteina en la dieta de los organismos
superiores, incluyendo al humano, son de origen animal o vegetal. La proteina de
origen vegetal que mas se ha estudiado es la de soya tanto en humanos como en
animales. Uno de los hallazgos mas importantes es el mecanismo de accién de la
proteina de soya sobre el metabolismo energético. Actualmente se sabe que la
proteina de soya disminuye la lipogénesis hepatica mediada por SREBP-1c. Es
por lo tanto necesario el conocer si otras proteinas provenientes de leguminosas u
oleaginosas son capaces de producir estos efectos benéficos a la salud. El
objetivo de este proyecto fue evaluar si la proteina aislada de ajonjoli, que es una
proteina de origen vegetal, es capaz de regular la lipogénesis hepatica a través del
mecanismo de expresidn génica similar al de proteina de soya. Se alimentaron
ratas Sprague Dawley con tres dietas diferentes: caseina (n=25), proteina de soya
(n=25) y proteina de ajonjoli (Sesaprot ®) (n=25) durante 21 dias en horario
restringido. El dia 21 se llevé a cabo la eutanasia a diferentes tiempos después de
haber consumido alimento: ayuno (n=5), 30 minutos (n=5), 60 minutos (n=5), 90
minutos (n=5) y 120 minutos (n=5). Se determinaron parametros bioquimicos y
lipidos en suero, la expresion génica de SREBP-1 y FAS y el andlisis
histomorfol6gico de higado y tejido adiposo. Se encontrd que al alimentar las ratas
con aislado de ajonjoli se compromete su crecimiento debido a una baja
calificacion quimica. Los parametros bioquimicos de los tres grupos
experimentales se mantienen en el rango normal. Las ratas alimentadas con
ajonjoli presentan una mayor relacion insulina/glucagon en comparacién con los
grupos control lo que ocasiona un incremento en la expresién de SREBP-1c y de
su gen blanco FAS y por lo tanto un aumento en la sintesis de acidos grasos y de
triglicéridos lo que sugiere un aumento en la lipogénesis hepatica. En los estudios
histolégicos no se encontrd ninguna anomalia en el higado ni en el tejido adiposo.
En conclusion, debido a que la proteina de ajonjoli no es de buena calidad y hay
un desequilibrio de aminoacidos, se favorece la lipogénesis por un incremento en
la expresion de SREBP-1c y su gen blanco FAS y se compromete el crecimiento
de animales de laboratorio.



INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

Recientemente con el uso de aceites vegetales como fuente de biodiesel, la
industria de alimentos y los productores de algunas proteinas de origen vegetal se
han enfrentado con la situacion de que existen grandes residuos de proteinas de
origen vegetal que queda después de la obtencién del aceite (Karp y Richter,
2011). Algunas de estas proteinas son de buena calidad, como la proteina de
soya, sin embargo existen otras proteinas como la del ajonjoli de las que no se
sabe si son de buena calidad y que se pudieran utilizar como fuente de proteina
en humanos. Existe una gran informacién sobre los efectos de la proteina de soya
sobre la salud tanto en ensayos clinicos como a nivel molecular (Velasquez y
Bhathena, 2007, y Michelfelder, 2009). Es importante estudiar proteinas con
diferente calidad, es decir, algunas de estas proteinas dietarias proporcionan
todos los aminodcidos indispensables en cantidad suficiente para llenar el
requerimiento de aminodacidos en el organismo (Young y Pellet, 1994). Las fuentes
de proteina en la dieta de los organismos superiores, incluyendo al humano son
de origen animal o vegetal. En general, se sabe que las primeras cubren el
requerimiento de proteinas y se les conoce como proteinas de buena calidad,
mientras que las proteinas de origen vegetal son muy heterogéneas en su calidad
quimica. Existen proteinas derivadas de algunas leguminosas, como la de la soya,
que tienen una calidad elevada, en tanto que algunas otras, como las proteinas de
cereales, presentan deficiencia de varios aminoacidos, lo que las hace proteinas
de baja calidad quimica. En la ultima década se ha demostrado en animales de
experimentacién que los cambios metabdlicos que genera el consumo de una
proteina animal son diferentes a los observados cuando se alimentan animales
con ciertas proteinas de origen vegetal (Kritchevsky, 1976). Particularmente se
han realizado estudios con la proteina de soya, en los que se ha demostrado su
efecto antihiperlipidemico que produce efectos benéficos al prevenir varias
alteraciones asociadas con el desarrollo de obesidad y resistencia a la insulina, a



pesar de consumir dietas altas en grasas (Ascencio et al, 2004, Torre- Villalvazo,
2008, Jahan-mihan et al, 2011).

Efectos metabolicos de la proteina de soya y de otras leguminosas

El frijol de soya es una leguminosa con alto contenido proteinico (35-40%)
en comparacion con otras leguminosas y contiene una proporcion de aminoacidos
indispensables que satisface el requerimiento diario de humanos y roedores.
Adicionalmente se ha demostrado que el consumo de proteina de soya ejerce
efectos benéficos en la concentracion de lipidos circulantes (Torre-Villalvazo,
2008). En un meta andlisis del efecto de la proteina de soya sobre el perfil de
lipidos en humanos se demostr6 que reduce el LDL-colesterol en un 13% en
comparacién con proteina de origen animal (caseina), y adicionalmente se
observé una disminucion en la concentracion de triglicéridos en un 11% (Wang et
al, 2003).

Los efectos benéficos de la proteina de soya no solo se pueden atribuir a su
perfil de aminoacidos, ya que la planta de soya sintetiza una serie de compuestos
fendlicos del grupo de los flavonoides. Los flavonoides mas abundantes de la soya
son las isoflavonas genisteina y dadzeina (Zhang et al, 2007). Las isoflavonas se
asocian fuertemente a la proteina y su concentracién en aislados de proteina de

soya es de aproximadamente de 2 mg/g proteina (Solae Company).

Se ha formulado la hipo6tesis de que el tipo de proteina dietaria puede
regular la secrecidn de insulina y de glucagon. Se cree que las proteinas de origen
animal son mas efectivas liberando insulina, mientras que las proteinas vegetales
liberan glucagon (Torres y Tovar, 2007). Estudios en islotes pancreaticos
incubados con el patron de aminoacidos similar al del consumo de proteina de

soya han demostrado que la secrecién de insulina es significativamente menor
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que los incubados con el patron de aminoacidos provenientes de la caseina
(Noriega-Lo6pez et al, 2007).

En estudios con animales alimentados con proteina de soya o caseina, que
es la principal proteina de la leche, se ha observado que la concentracion de
insulina en suero de ratas alimentadas con soya es menor (36%) en comparacion
con las ratas alimentadas con caseina (Ascencio et al, 2004). De igual manera se
han realizado estudios en donde se ha evaluado el efecto de las isoflavonas y con
la concentraciébn de aminoacidos presentes en la proteina de soya. Como
resultado de este estudio se observo que la secrecion de insulina en islotes
pancreaticos depende del tipo de aminoéacidos y de la presencia de las isoflavonas
(Noriega-L6pez et al, 2007). Los efectos benéficos del consumo de la proteina de
soya también se pueden observar en un modelo de obesidad en el tejido adiposo,
en estudios en los que se alimentaron ratas con dietas en base de caseina y soya
se vio que las ratas alimentadas con esta ultima presentan un tamano de adipocito
pequefo en comparacién con ratas alimentadas con caseina (Torre — Villalvazo et

al, 2008), lo que indica un adipocito mas funcional.

Generalmente las proteinas de origen vegetal tienen una mayor cantidad de
aminoacidos dispensables, como arginina, glicina y alanina, mientras que las
proteinas de origen animal tienen una mayor cantidad de aminoacidos
indispensables, como la lisina. Una baja relacion Lys/ Arg se relaciona con altas
concentraciones de glucagon en suero. Los cambios en la relacién
insulina/glucagon pueden también afectar la expresion de genes involucrados en

el metabolismo.

La insulina y el glucagon controlan la biosintesis de colesterol y triglicéridos
en suero mediante la modulacién de enzimas involucradas en la sintesis y

degradacion de colesterol asi como en la sintesis de acidos grasos (Torres y
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Tovar, 2007). Este proceso se logra a través del control transcripcional de los
genes correspondientes y que son regulados por una familia de factores de
transcripcion conocidos como proteinas de union al elemento de respuesta a

esteroles (SREBP Sterol Regulatory Element Binding Protein) (Horton et al, 2002).

Proteinas de union a los elementos de respuesta a esteroles (SREBP; Sterol
Regulatory Element Binding Protein)

Las SREBPs son factores de transcripcién proteinicos que pertenecen a la
familia cierre de Leucina hélice — asa — hélice (bHLH — ZIP). La familia SREBP
esta constituida por tres miembros: SREBP-1a, SREBP-1c y SREBP-2. En
humanos, SREBP-2 esta codificada por el gen SREBF2. Los otros dos miembros,
SREBP-1ay 1c son productos de un gen comun SREBF1 (Eberlé et al, 2004). Las
SREBPs se sintetizan como formas precursoras inactivas que se encuentran
ancladas a la membrana del reticulo endoplasmatico (RE) en una disposicion de
horquilla (Vernia Miralles 2007) (figura 1).



Figura 1. Representacion de la disposicién en la membrana del reticulo
endoplasmatico de SREBP.
SREBP: Proteina de union al elemento de respuesta de esteroles.
SCAP: SREBP-cleavage-activating-protein.
INSIG: Insulin induced gene.
RE: reticulo endoplasmatico.
bHLH-ZIP: regién basica hélice-asa-hélice.
Reg: region reguladora.

SREBP estéa organizado en tres dominios:

1. El dominio amino terminal, que esta orientado hacia el citosol y
consta de aproximadamente 480 aminoacidos, en los que acompana a la
regidbn acida amino terminal una region basica hélice-asa-hélice (bHLH -
ZIP) de dimerizacion y union al ADN.

2. El segundo dominio tiene unos 90 aminoacidos y consiste en dos
hélices transmembranales hidréfobas que estan unidas por un asa de unos
30 aminoacidos que se proyectan hacia el lumen del RE y

3. El tercer dominio es la regién reguladora carboxilo terminal de unos

590 aminoacidos que se encuentra orientada hacia el citosol.

El dominio carboxilo terminal de SREBP interacciona con el extremo
carboxilo terminal de la proteina SCAP (SREBP Cleavage-Activating Protein), otra
proteina de membrana del RE (ver fig. 1). SCAP consta de 1276 aminoéacidos

distribuidos en dos dominios: un dominio amino terminal de 703 aminoacidos,
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constituido por ocho hélices transmembranales hidréfobas unidas por asas
hidrofilicas que se proyectan a cada lado de la membrana, y el dominio carboxilo
terminal citosélico de 546 aminoacidos que interacciona con SREBP. Cuando hay
bajas concentraciones de insulina en sangre, el complejo SCAP-SREBP
interacciona con proteinas de la familia Insig (Insulin Induced Gene) y es retenido
en el RE (Vernia Miralles, 2007).

La familia de proteinas Insig estd compuesta por dos miembros Insig-1 e
Insig-2, son proteinas de membrana que se encuentran en el RE y ejercen un
papel central en la regulacion de la sintesis de colesterol y acidos grasos. La
expresion de Insig-1 es controlada positivamente por SREBP nuclear, mientras
que la expresion de Insig-2 es regulada negativamente por insulina (Feramisco et
al, 2003).

A continuaciéon se explica como son regulados los tres miembros de la

familia SREBP por el tipo de proteina dietaria ingerida.

SREBP-2

El factor de transcripcién SREBP-2 se induce por bajas concentraciones de
colesterol. Después del consumo de proteina de soya disminuyen las
concentraciones de colesterol debido a su efecto hipocolesterolemico, y esto
aumenta la transcripcién de SREBP-2 (Torres y Tovar, 2007). SREBP-2 se une a
promotores de genes involucrados en la respuesta y biosintesis de colesterol
como la hidroxi metil — glutarii — CoA reductasa (HMG — CoA reductasa) y
receptores de LDL (LDLr) (Torres et al, 2006) para sintetizar colesterol



SREBP-1a y SREBP-1c

El SREBP-1a es la isoforma dominante en cultivos de lineas celulares,
mientras que SREBP-1c lo es en tejidos de mamiferos como el higado y el tejido
adiposo (Felder et al, 2005).Los factores de transcripcion SREBP-1a y 1c regulan
las enzimas involucradas en la biosintesis de acidos grasos y triglicéridos (Torres
et al, 2006). EI SREBP-1a activa genes para la sintesis de acidos grasos y los
genes involucrados en la sintesis y degradaciéon de colesterol y SREBP-1¢ activa
solamente genes para la sintesis de acidos grasos (Berdanier y Moustaid, 2004).
El SREBP1c esta regulado por los cambios de insulina en sangre, activa los genes
involucrados en la sintesis de acidos grasos, es decir, la actividad de SREBP-1c
aumenta cuando las concentraciones de insulina son elevadas (Berdanier y
Moustaid, 2004). Las primeras ideas sobre el control transcripcional de SREBP-1c
por insulina surgieron a partir de experimentos con roedores, en donde se
demuestra que cambios en el régimen nutricional, de ayuno a post-prandio,
regulan la expresion de SREBP-1c¢ en higado, tejido adiposo blanco y en musculo
esquelético. Por lo tanto la expresion de SREBP-1c disminuye durante el ayuno y
aumenta cuando se suministra una dieta alta en carbohidratos. En experimentos
subsecuentes en adipocitos y hepatocitos aislados se demuestra que la
transcripcion de SREBP-1c es inducida por insulina (Eberlé et al, 2004 y
Stoeckman y Towle, 2002).

La induccién de SREBP-1c en el higado es un proceso rapido. En ratas en
ayuno, después del consumo de caseina, la concentracién de insulina en suero
aumenta rgpidamente, alcanzado su concentracion maxima después de una hora.
En estos animales la concentracion hepatica de mRNA de SREBP-1¢ aumenta en
proporcién a los niveles de insulina en suero. Cuando las ratas se alimentan con
proteina de soya se observa una reduccion del 36% de la concentracién de
insulina en suero, que a su vez reduce los niveles de mMRNA de SREBP-1c en el
higado aproximadamente un 54% (Ascencio et al, 2004).
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Uno de los genes blanco de SREBP-1c es la sintasa de los acidos grasos
(FAS). Esta enzima cataliza el ultimo paso de la sintesis de acidos grasos, es una
enzima dimerica que se localiza en el citosol (Liu et al, 2010). Cuando hay una
expresion elevada y prolongada de FAS, se corre el riesgo de desarrollar
enfermedades relacionadas con la acumulacién de lipidos como la esteatosis
hepéatica. Ademas de la proteina de soya existen estudios en los que se ha
demostrado que la proteina de otra leguminosa como la del frijol también regula a
SREBP-1c y por lo tanto la lipogénesis, sin embargo existe escasa evidencia de
que la proteina de otras leguminosas u oleaginosas pudieran tener un efecto
semejante al de la proteina de soya o a la del frijol. Es por esta razén que es
necesario realizar mas estudios para caracterizar los efectos de estas proteinas.
En particular, el interés de la presente tesis se centra en el estudio de la proteina
de ajonjoli el cual se obtiene como un subproducto industrial que pudiera tener un
potencial importante sobre sus beneficios para la salud, y que por lo tanto pudiera
utilizarse en la generacién de nuevos productos con propiedades funcionales
importantes en individuos con problemas de obesidad y sindrome metabdlico.

Ajonjoli

Se eligié trabajar con la proteina de ajonjoli, porque es un subproducto
importante de la extracciéon de aceites del ajonjoli que se produce en México es
una torta de la cual se puede obtener un aislado con un alto contenido de proteina
(84.54%). Este proceso fue disefiado por el grupo de las Dras. Farrés, Quirasco y
Galvez en la Facultad de Quimica y se ha llevado a cabo a nivel industrial en la
empresa DIPASA de México quien registré el aislado con la marca Sesaprot®. El
ajonjoli es una semilla oleaginosa que contiene 25% de proteina y 50% de grasa
(Sen y Bhattacharyya, 2001). Es cultivado extensamente en varias regiones a nivel
mundial, que incluyen India, Indochina, Japén, Africa, la costa mediterranea y
actualmente, Estados Unidos, México y varios paises de América latina. Existen

diferentes variedades de ajonjoli, pero las mas cultivadas son Sesamum indicumy
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Sesamum radiatum; las cuales presentan diferencias en sus caracteristicas
quimicas Yy fisicas principalmente en el color de la semilla, que pueden ser blanco
crema, rojo oscuro, café y amarillo (Sato et al, 2004).

La semilla blanca de ajonjoli es la que se siembra principalmente en
México. En el afio 2000 la produccién de ajonjoli alcanzé las 40,773 toneladas
mientras que para el 2009 se obtuvieron, de acuerdo a la SAGARPA, 22,404
toneladas lo que significa que en diez anos la produccioén cayd un 45%. El estado
de Sinaloa es el mayor productor nacional de ajonjoli, con una participacion de
35.8% en la produccion. Otros estados productores son Guerrero con el 18.83%,
Oaxaca con 14.6% y Chiapas con 14%. El ajonjoli se adapta a distintas latitudes
con la condiciéon de que el clima sea caluroso. Todos los estados productores
tienen acceso al mar (Financiera Rural, 2010).

La semilla de ajonjoli es importante en la industria para la obtencién de
aceites, por su alto contenido de grasa (50%) y es en los residuos de la obtencién
del aceite de donde se puede obtener el aislado de la proteina de ajonjoli.
Actualmente existen pocos estudios sobre el efecto benéfico de la proteina aislada
de ajonjoli.

En un estudio realizado por Chen et al en 2005, se evalud el efecto de la
semilla de ajonjoli sobre la disminucién de lipidos en el suero y su capacidad
antioxidante en 21 pacientes hiperlipidémicos. Durante este estudio a los sujetos
se les dio una dieta experimental con 40 g de ajonjoli tostado durante cuatro
semanas y después su dieta regular por otras cuatro semanas. En la semana
cero, cuatro y ocho se determiné el peso y lipidos en sangre, y se observo que la
dieta con ajonjoli disminuye los niveles de colesterol total en suero. Mientras que

la oxidacion de LDL aumentd por la ingesta de ajonjoli disminuyendo su
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concentracion a valores deseables. En experimentos realizados en ratas
hipercolesterolémicas en donde se suministré harina de ajonjoli al 5 y al 10%
como suplemento alimenticio en dietas normales o hipercolesterolémicas, se
observé que las ratas alimentadas con el ajonjoli como suplemento presentan una
disminucion significativa en los niveles de lipidos, colesterol y LDL en plasma junto
con un aumento de HDL en plasma. Ademas, estos animales presentan en sus
excreciones esteroles neutros, un aumento en la actividad de la HMG - CoA
reductasa, y por ultimo el consumo de ajonjoli incrementd la capacidad
antioxidante disminuyendo la peroxidacién de los lipidos (Visavadiya vy
Narasimhacharya, 2008).

El ajonjoli tiene antioxidantes conocidos como lignanas, que tienen varias
funciones biologicas ademas de su capacidad antioxidante. El sesamin (ver Figura
2) y el sesamolin son las principales lignanas del ajonjoli. Se ha observado que las
lignanas suministradas en la dieta de ratas disminuyen colesterol en plasma y en
el higado, adicionalmente incrementan la excrecion de esteroles neutros (Sugano
et al, 1990). El efecto del sesamin en el metabolismo se ha evaluado en ratas
(Hirose et al, 1991) y se ha demostrado que cuando se afade 0.5% de sesamin a
la dieta de ratas, después de un periodo de 4 semanas se observa que la
concentracion de colesterol en suero e higado disminuye significativamente,
independientemente de la presencia de colesterol en la dieta y la actividad de la
HMG — CoA reductasa disminuye por el consumo de sesamin.
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Sesamin

Figura 2. Estructura quimica del sesamin

Fuente: Kushiro et al, 2002.

Como se mencioné anteriormente se han hecho estudios de la semilla total
de ajonjoli y demostrado sus efectos benéficos, sin embargo no se han realizado
estudios sobre el posible efecto benéfico de la proteina de ajonjoli. En el grupo de
trabajo de la Facultad de Quimica de la UNAM, se ha desarrollado con éxito un
aislado proteico del ajonjoli con propiedades fisicoquimicas funcionales utiles para
su aplicacién como emulsificante y espumante (Lopez et al, 2003). En el mismo
grupo de trabajo se ha caracterizado la harina residual posterior a la obtencién del
aislado de ajonjoli (Meza, 2002). En este trabajo se llevd a cabo una evaluacién
nutricional de la harina de ajonjoli en donde se determind la relacién de la
eficiencia de la proteina (PER) y relacion neta de la proteina (NPR). La
determinacién del valor de PER de la harina de ajonjoli y de caseina se llevd a
cabo de acuerdo con el método 960.48 del AOAC (Association of Official Analytical
Chemist) y consisti6 en alimentar ratas Sprague-Dawley, machos, recién
destetados que se distribuyeron por peso en lotes de 6 ratas por cada tipo de
proteina. Cada rata se mantuvo en una jaula individual de piso de rejilla y se le
administré agua acidificada y dieta ad libitum. Se determind el consumo neto de
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alimento y el peso de cada rata tres veces por semana y por ultimo el dia 28.
Adicionalmente, se calcul6 el valor de PER Relativo (R-PER) de la harina de
ajonjoli expresando el PER de a harina como porcentaje con respecto al de la

caseina.

Para calcular los valores de NPR de la harina de ajonjoli y de caseina se
utilizaron los datos registrados hasta el dia 14 de las ratas del bioensayo realizado
para determinar PER, pero incluyendo un lote adicional al cual se le administré
una dieta libre de nitrégeno. De igual manera se calcul6 el valor de NPR Relativo
(R-NPR) de la harina de ajonjoli expresando el valor NPR de la harina como
porcentaje con respecto al de la caseina. En la Tabla 1 se presentan los valores
obtenidos de PER, R-PER, NPR y R-NPR en este bioensayo.

Tabla 1. PER, R-PER, NPR, R-NPR de la harina de ajonjoli y caseina

PER PER R-PER NPR NPR R-NPR
(harina de caseina (harina (harina caseina (harina
ajonjoli) ajonjoli) ajonjoli) ajonjoli)
(%) (%)
2.10 3.09 67.75 3.34 4.38 76.22

Fuente: Meza, 2002

El resultado de R-PER no significa que la calidad de la proteina de ajonjoli
sea el 67.75% del valor de la caseina ya que PER no es un valor directamente
proporcional a la calidad, mientras que NPR, al acreditar la proteina usada para el
mantenimiento del organismo, si lo es, lo que indica que la calidad de la proteina
de ajonjoli es equivalente al 76.22% de la de caseina, de acuerdo al dato de R-
NPR.

Para caracterizar mejor el aislado de ajonjoli, se propone estudiar el efecto
de esta proteina a una concentracion de 20% en la dieta de las ratas ya que es la
que determina el American Institute of Nutrition (Reeves et al.,, 1993) en el
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crecimiento de los animales asi como en algunos parametros bioquimicos como
son insulina, glucagon, glucosa, triglicéridos, colesterol y los posibles factores de
transcripcion regulados por esta proteina y poderla comparar con otras proteinas
para poder hacer recomendaciones sobre su uso y su posible aplicacién en la
alimentacion humana. El aislado de ajonjoli empleado en este estudio, es un
aislado comercial conocido por el nombre de Sesaprot.

Por otra parte desde hace tiempo se sabe que la proteina es necesaria en
la dieta para proporcionar los aminoacidos esenciales. Todas las pruebas indican
que soblo ocho aminoacidos (metionina, triptéfano, fenilalanina, lisina, leucina,
isoleucina, valina y treonina) son necesarios para el sostenimiento humano,
aunque otros dos mas, la arginina y la histidina, pueden ser necesarios para el
crecimiento. En general, las proteinas de los alimentos de origen animal contienen
estos diez aminoacidos aproximadamente en las proporciones necesarias al
organismo animal para producir tejidos. Por lo tanto, los aminoacidos de la
proteina de origen animal usualmente son bien utilizados. Las proteinas de las
plantas, por el contrario, difieren ampliamente en la composicion de aminoacidos.
Algunas carecen completamente de uno o mas aminoacidos esenciales y todas
carecen de la conveniente distribucion de los mismos para la nutricion que
caracteriza a los alimentos de origen animal. La metionina es un aminoacido de
interés ya que a partir de esta se obtiene la homocisteina, la cual se considera
como factor aterogénico en diversas patologias (Sanchez et al, 2009, Ford et al,
2010). En la figura 3 se presenta la ruta de degradacién de metionina a

homocisteina.
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Figura 3. Degradacion de metionina a homocisteina
Fuente: Voet et al, 1992.
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JUSTIFICACION

Se ha demostrado en algunos estudios que existen diferencias en la
respuesta metabdlica que se producen cuando se consume una proteina de origen
animal en comparacion con una proteina de origen vegetal. Como se indicé
anteriormente las proteinas obtenidas de leguminosas como la soya o el frijol
disminuyen la lipogénesis hepatica mediada por SREBP-1c. Esto produce
beneficios, ya que en animales de experimentacién la reduccién de la lipogénesis
en el higado se asocia con una disminucién en la formacién de higado graso, el
cual ocurre frecuentemente cuando en humanos o0 en animales de
experimentacién se desarrollo sindrome metabdlico. Es necesario por lo tanto
conocer si otras proteinas provenientes de leguminosas u oleaginosas son
capaces de producir estos efectos benéficos a la salud. Ademas, es necesario
establecer si estos efectos benéficos se llevan a cabo a través de los mecanismos
moleculares establecidos para los efectos observados particularmente con la
proteina de soya. Es decir, si estas proteinas son capaces de reducir la expresién
del factor de transcripcion SREBP-1c, y en consecuencia reducir la expresion de
sus genes blanco, como la sintasa de los acidos grasos, lo cual disminuiria la

lipogénesis.

En esta tesis se estudiara si la proteina aislada de ajonjoli es capaz de
regular tanto las concentraciones de insulina como glucagon y si esto a su vez
regula al factor de transcripcion SREBP-1 a través del mecanismo de expresion
génica similar al de proteina de soya. El ajonjoli es una oleaginosa que se produce
en el pais y cuyo uso principal es la obtencién de aceite, como un subproducto de
este proceso se obtiene una pasta residual con un alto contenido proteinico. En la
actualidad no existe un estudio sobre cual podria ser el mecanismo de accién de
la proteina del ajonjoli, esto podria brindar la oportunidad de emplear una nueva

fuente de proteina que pudiera tener potenciales efectos benéficos para la salud.
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HIPOTESIS

De manera semejante a la proteina de soya, la proteina de ajonjoli
reducira la expresion de SREBP-1c y de su gen blanco FAS como consecuencia

de un cambio hormonal de insulina y glucagon generado por su consumo.

OBJETIVO

General

Conocer el efecto de la proteina de ajonjoli sobre el crecimiento de ratas,
asi como en la expresion génica de SREBP-1c y de la sintasa de los acidos
grasos (FAS), y sobre las concentraciones de insulina, glucagon, triglicéridos y

colesterol.
Particulares
Evaluar el efecto de la proteina sobre:

. El crecimiento de ratas alimentadas con diferentes tipos de proteinas
por un periodo de 18 dias en un horario restringido.

. La concentracion de insulina, glucagon, colesterol, triglicéridos,
glucosa y homocisteina después de la ingestion de la dieta correspondiente
durante 21 dias y posterior a su sacrificio.

J La expresion génica de SREBP-1c y FAS en higado de ratas
alimentadas con los diferentes tipos de proteinas en la dieta, en las mismas
condiciones.

o El efecto de la proteina dietaria sobre la morfologia de higado y tejido

adiposo.
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METODOLOGIA

Animales de laboratorio utilizados y esquemas de alimentacion

Se utilizaron ratas macho de la cepa Sprague-Dawley de 200-250 g. Se
trabaj6 con 3 grupos (25 animales por grupo) que se alimentaron con caseina al
20%, proteina de soya al 20% y proteina de ajonjoli al 20% (Tabla 2). En total se
utilizaron 75 ratas siguiendo el esquema que a continuacion se describe (figura 4).

Tabla 2. Grupos y tipo de proteina por grupo.

GRUPO | TIPO DE PROTEINA

1 Caseina
2 Soya
3 Ajonjoli
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75 ratas macho Sprague-Dawley (200-250g)

3 grupos experimentales

Ajonjoli Soya Caseina .
(25 ratas) | (25 ratas) | (25 ratas) |

Duracion de 21 dias.
3 dias alimentacion ad libitum
Dia 4 — 21 alimentacion en horario restringido 9:00am — 14:30pm

Dia 21 eutanasia

TiempoO | Tiempo 30 | Tiempo 60 | Tiempo 90 | | Tiempo 120
(5 ratas) | (5ratas) (5 ratas) (5 ratas) | (5ratas)

Suero Tejidos (higado, tejido adiposo)

Parametros bioquimicos: Eonny [ RT-PCR

: ﬁl:j?ns: | histomorfologicos | e SREBP-1c
+ Glucagon el e FAS

e Triglicéridos

e Colesterol

L ]

Homocisteina

Figura 4.Diagrama de flujo del experimento.
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Los animales se mantuvieron en jaulas individuales con agua ad libitum y
un ciclo luz/oscuridad de 12 horas. La formulacién de la dieta se realiz6 siguiendo
los lineamientos del American Institute of Nutrition (AIN-93) para dietas de
roedores de laboratorio. Por lo tanto la formulacién empleada (Tabla 3) para las
ratas de este experimento es la AIN-93G, ya que se trata de ratas en la etapa de

crecimiento (Reeves et al, 1993).

Tabla 3. Dietas basadas en la recomendacion AIN-93G*

. Proteina
Componente Caseina de soya Sesaprot
%
Proteina 22.08 22.2 23.66
Almidoén 39.75 39.75 38.75
Maltodextrinas 12.16 12.16 13.2
Sacarosa 8.96 8.96 10
Aceite de soya 7.00 6.8 6.38
Fibra 5.00 5.00 4.92
Mezcla de minerales 3.50 3.50 3.5
Mezcla de vitaminas 1.00 1.00 1
L-cistina 0.30 0.30 0.3
Citrato de Colina 0.25 0.25 0.25
Ter-butilhidroquinona | 0.0014 0.0014 0.0014

*AIN - 93 purified diets for laboratory rodents: Final report of the American Institute of Nutrition Ad Hoc Writing

Committee on the Reformulation of the AIN-76A Rodent Diet. J. Nutr.123: 1939-1951, 1993
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Protocolo experimental

El estudio tuvo una duracion de 21 dias por grupo. Las ratas se
mantuvieron en jaulas individuales con piso de malla. La composicién de las dietas
experimentales esta referida en la Tabla 4. Las dietas tuvieron el mismo contenido
energético y proteinico; sélo se ajustd la cantidad de proteina a afnadir conforme a
la pureza del aislado o la fuente proteinica a utilizar. Las dietas se administraron
ad libitum los tres primeros dias en comederos de acero. A partir del dia cuatro
hasta el dia 21 se alimentaron en un horario restringido introduciendo la comida a
las 9:00 hrs y retirandola a las 14:30 hrs. Durante el estudio se registrd
diariamente el consumo de alimento y la ganancia de peso se registré cada dos
dias. Al dia 21 del estudio, se sacrificaron cinco animales a los tiempos 0, 30, 60,
90 y 120 minutos después del consumo de alimento. La eutanasia se realizd
colocando los animales en una camara saturada con CO, para sedarlos, para su
posterior decapitacion. Se recolectdé la sangre de las ratas en tubos con gel
separador (BD Vacutainer ®, REF 368159, BD Franklin, Lakes NJ, USA) para la
determinacién de parametros bioquimicos y hormonales (glucosa, insulina,
glucagon, triglicéridos y colesterol). A los animales se les realizé necropsia para
obtener el higado para la extraccion de RNA total. El tejido se coloc6 en tubos de
microcentrifuga Eppendorf (Microtube, REF 311-08-051, Axigen, Union City, USA)
y se congeldé inmediatamente en nitrégeno liquido y se mantuvo a -70°C
(ultracongelador, ULT-1685-A, Revco, Rielsa, México). Se tomaron paralelamente
muestras frescas de higado y tejido adiposo de aproximadamente 1 cm x 1 cm y
se colocaron en cassetes para histologia (Shandon Cassete, REF 1000957,
Thermo Fisher Scientific, Runcorn Cheshire, UK). Los cassetes con el tejido se
conservaron en un frasco de vidrio que contenia formalina al 10%, con el propdsito

de prevenir la autolisis del tejido.
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Determinacion de parametros bioquimicos y hormonales en suero

Las determinaciones de los todos los parametros hormonales se hicieron en
suero. La concentracién de insulina (Millipore Rat Insulin RIA KIT, #Cat RI-13K,
Millipore, St Charles, Missouri, USA) y glucagon (Millipore Glucagon RIA KIT, Cat.
# GL-32K, St Charles, Missouri, USA) se determinaron por medio de
radioinmunoensayos, los cuales contienen un antigeno con marca radiactiva. En
esta prueba se mezcla una cantidad constante de antigeno marcado
radioactivamente y una cantidad constante de un anticuerpo para ese antigeno, se
produce la reaccién antigeno (Ag) anticuerpo (Ac) y se cuantifica en un contador
de gamas (Quantum D5002, Packard, Lumant, USA) (ver Anexo ).

Las concentraciones de glucosa sérica se analizaron por el método de
glucosa oxidasa con el analizador YSI 2700 SELECT Biochemistry Analyzer (YSI
Life Science, Ohio, USA). La concentracion de colesterol se determin6 con la
prueba enzimatica fotométrica CHOD-PAD (Cholesterol FS, Diagnostic System
International, Germany). El principio de esta prueba es la determinacion de
colesterol después de su hidrélisis enzimatica y oxidacion. El indicador
colorimétrico es la quinoneimina, que se genera a partir de la 4-aminoantipirina y
fenol por el peroxido de hidrégeno, bajo la accién catalitica de la peroxidasa, y que
se produce en cantidades proporcionales a la oxidacion enzimatica de colesterol
(ver Anexo I).

La determinacién de triglicéridos se llevd a cabo por medio de un ensayo
colorimétrico enzimético que utiliza glicerol-3-fosfato-oxidasa (Triglycerides FS,
Diagnostic System International, Germany). El principio de esta prueba es la
determinacién de los ftriglicéridos después de la catélisis enzimatica con
lipoproteina lipasa. El indicador es la quinoneimina la cual se genera a partir de la
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4-aminoantipirina y el 4-clorofenol por el peréxido de hidrégeno bajo la accién
catalitica de la peroxidasa (ver Anexo I).

La homocisteina se cuantificd por el Homocysteine kit para el equipo Axsym
System del laboratorio Abbott (lllinois, USA). Es un inmunoensayo de polarizacién
fluorescente (FPIA) que emplea la homocisteina en su forma oxidada para
reducirla con ditiotreitol (DTT) a homocisteina libre y la cual es convertida
enzimdticamente con adenosil-L-homocisteina hidrolasa a S-adenosil-L-

homocisteina (ver Anexo I)

Obtencion de mRNA

El RNA total de higado se aislé por el método de Chomczynski y Sacchi
1986, que tiene una duracién de tres dias, de la siguiente manera: Dia uno: 500
mg de tejido congelado en 8 mL de solucion de tiocianato de guanidina/B-
mercaptoetanol se homogenizaron con un politrén a maxima velocidad (Polytron,
MOD. PT 2000, USA). Se agregaron 400 pL de N-laurilsarcosina 10% y se
centrifugé por 15 minutos, 18°C, 14,000 rpm (23 665 g) (Centrifuga Beckman J2-
MC, USA, rotor JA-20). El sobrenadante se transfirid a un tubo de polialomero con
4 mL de cloruro de cesio y se someti6 a ultracentrifugacion por 18 horas, 18°C, 29
000 rpm (149 309 g) (Ultracentrifuga Beckman XL-90, USA, rotor SW 40Tl). Dia
dos: Después de las 18 horas, se elimind el sobrenadante de los tubos y se
disolvié la pastilla de RNA con 300 uL de agua DEPC (dietilpirocarbonato),
posteriormente se agregaron 30 pL de acetato de sodio 3M pH 5.2 y 750 uL de
etanol 100% frio para precipitar el RNA y se almacenaron por un minimo de 24
horas a -70°C. Dia tres: Se descongelaron las muestras en hielo y se centrifugaron
30 minutos, a 4°C y 14,000 rpm (20 817 g) (Eppendorf, Centrifuge 5804R, USA,
rotor F45-30-11). Se desechd el sobrenadante y se dejaron escurrir los tubos por
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inversién sobre una toalla de papel. Se afadié 1 mL de etanol 70% frio y se
mezcld hasta que se desprendiera la pastilla. Se centrifugé 15 minutos, a 4°C y
14,000 rpm (20 817 g) (Eppendorf, Centrifuge 5804R, USA, rotor F45-30-11) se
tird el sobrenadante y se suspendi6é la pastilla en 500 pL de agua DEPC y se
almacend a -70°C (ver anexo |).

Cuantificacion de RNA. Para la cuantificacion de RNA total de higado se
descongelaron las muestras en hielo y se cuantificaron con un espectrofotémetro
Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, USA) empleando como blanco de la
cuantificacion agua DEPC. Electroforesis de RNA. Para evaluar la integridad del
RNA total de higado se analizaron 15 ug de RNA por electroforesis en gel de
agarosa al 1%.

PCR tiempo real cuantitativo (RT-PCR)

Para el analisis del contenido de mRNA, es necesario sinterizar el transcrito
reverso (RT) de RNA total de higado. Se realizé por PCR en tiempo real usando
ensayos fluorogénicos Tagman de Applied BloSystems cuyos numeros de
identificacién aparecen en la Tabla 4 y el equipo ABI prism 7000 SDS (AB, Foster
City, CA, EUA) siguiendo las instrucciones del fabricante (Applied Biosystems,
User Bulletin no.2).
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Tabla 4. Ensayos fluorogénicos Tagman de Applied Biosystem

No. de
Tipo de gen Nombre del gen Tejido Identificacion del
Ensayo Tagman

Genes SREBP-1c Higado Rn01495769 m1
lipogénicos FAS Higado Rn00569117_m1
Estructural Actina Higado Rn00667869_m1

Las muestras se corrieron por triplicado. En la curva de amplificacion se
determind el ciclo al corte (Ct) y se determiné el valor de la expresién con la

2-AACt (

férmula User Bulletin no.2). Los valores obtenidos se normalizaron

empleando el valor de amplificacién del gen estructural (ver anexo ).

Estudios histomorfologicos

Las muestras de higado y tejido adiposo que se encontraban en los
cassetes conservados en formalina 10% se embebieron en parafina (Paraplast
Plus, Cat-23-021-400, Fisher Scientific Company, Houston, Tx). Este proceso se
inicia con la deshidratacién del tejido mediante lavados de alcohol, posteriormente
se removié el agente deshidratante con xilol que es miscible con la parafina que se
utiliza al final para embeber el tejido. Se realizaron cortes con el micrétomo (Leica
RM 2235, Leica Biosystems Nussloch GmbH, Germany). Los cortes son de
diferente grosor dependiendo del tejido a estudiar: para el tejido adiposo se hacen
cortes de 10 um y para el higado de 4 um. Los cortes se tifieron por el método

hematoxilina-eosina (Ver anexo |).
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Analisis estadistico

Los resultados de las pruebas bioquimicas lo largo de todo el estudio se
expresaron como el valor promedio de cada experimento hecho por duplicado *
error estandar de la media (SEM). Para cada tiempo de alimentacién de los
animales de laboratorio se tuvo una n = 5, y cada determinacién realizada por RT-
PCR se hizo por triplicado. La diferencia entre los valores de ganancia de peso,
consumo de alimento, asi como los valores obtenidos de los parametros
bioquimicos y hormonales se evaluaron por un analisis de varianza (ANOVA) para
multiples tratamientos con un nivel de significancia de p<0.05 .
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RESULTADOS

Para la formulacién de la dieta fue necesario conocer la composicion
quimica proximal del aislado de ajonjoli (Sesaprot®) que fue llevada a cabo por
Departamento de Nutricibn Animal y Bioquimica de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la UNAM. Para conocer los andlisis proximales de
caseina y la soya se emplearon los datos de la ficha técnica de los aislados
comerciales (ver Tabla 5)

Tabla 5. Analisis quimico proximal.

Caseina* Soya** Ajonjoli***
Componente i
Porcentaje
Humedad 6 5.5 4.24
Proteina cruda 90.6 90 84.54
Extracto etéreo 0.5 0.5 2.61
Cenizas 1.9 4.5 8.25
Fibra cruda 0.0 0.0 0.35

* Andlisis quimico proximal de la caseina (Harlan, Teklad. Catalog No.160040)

** Andlisis quimico proximal de proteina aislada de soya (Protein Technologies International SUPRO® 710,
proteina aislada de soya)

*** Analisis quimico proximal del aislado de ajonjoli (Sesaprot®) de acuerdo a los métodos de ACOAC 1990

Analisis de aminoacidos.

Se ha descrito que la naturaleza de la fuente de proteina dietaria puede
influir en los niveles de colesterol en suero. En experimentos con animales se ha
demostrado que las proteinas de origen vegetal presentan actividad
hipocolesterolémica y las proteinas de origen animal hipercolesterolémicas (Vega
— Lépez et al, 2010). Por lo tanto resulta importante conocer el perfil de
aminoacidos de las fuentes proteinicas ya que la disponibilidad de los aminoacidos

puede regular la expresién de genes de transportadores de aminoacidos, de
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factores de transcripcion y de proteinas involucradas en la transduccion de
sefnales. Para este trabajo los aminogramas se mandaron a hacer al laboratorio
Silliker Ibérica y se presentan en la siguiente Tabla, donde se comparan con los
valores estandar de la FAO para la proteina ideal para la alimentacion de
preescolares y se presenta su relacién Lys/Arg.
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Tabla 6. Analisis de aminodcidos de diferentes proteinas utilizadas en el presente

trabajo.
PROTEINA
< EINA YA | AJONJOLI | AJONJOLI
AMINOACIDOS FAO ?SAiﬁiker) (g’ifl)iker) (JS(i)IIiI‘(JSr) (I‘;fI)DAJSOA)
mg /g proteina
Acido Aspartico 73.95 115.67 92.03 101.4
Acido Glutamico 224.72 187.78 224.51 225.2
Serina 58.94 55.56 55.36 76.7
Histidina 19 26.60 24.78 26.73 27.0
Glicina 19.32 41.00 54.77 62.6
Treonina 34 44.70 38.11 39.03 28.4
Arginina 37.31 76.33 149.40 13.3
Alanina 32.01 43.22 52.40 38.3
Tirosina 56.95 36.67 43.29 32.0
Valina 35 56.84 39.00 40.81 43.7
Metionina 26.16 12.67 34.07 34.1
Metionina +
cistina 25 29.36 23.22 52.99 50.2
Fenilalanina 5717 54.44 54.29 58.1
Fenilalanina +
tirosina 63 1141.28 911.11 97.59 90.1
Isoleucina 28 45.47 38.44 33.36 37.8
Leucina 66 95.58 77.00 72.51 69.6
Lisina 58 77.70 61.11 24.49 22.2
Prolina 116.45 54 .11 41.28
Cistina 3.20 10.56 18.93 16.1
Triptéfano 11 12.36 12.00 16.44 31.22
Lys/Arg 2.1 0.8 0.2 1.7

Una baja relacion Lys/Arg se asocia con una concentracién elevada de
glucagon en suero, lo que a su vez disminuye la relacién insulina/glucagon vy
puede influir en la expresion génica de SREBP-1c (Torres et al, 2006). Otro
aminoacido de interés es la metionina ya que se cree que esta contribuye al

desarrollo de hipercolesterolemia en modelos animales (Blachier et al, 2010). De
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acuerdo a los aminogramas (Tabla 6) se observa que la caseina y el ajonjoli
presentan la mayor concentracién de metionina 26.26 mg/g proteina y 34.07 mg/g
proteina respectivamente, lo que nos indica que al alimentar ratas con estas
proteinas, estas presentarian la mayor probabilidad de desarrollar riesgo
aterogénico.

De acuerdo a los resultados obtenidos del aminograma (Tabla 6), el aislado
de ajonjoli es deficiente en lisina. En la tabla 8 también se presenta el aminograma
para el aislado de ajonjoli de la empresa DIPASA, el cual no presenta similitud con
el perfil de aminoacidos reportado por laboratorio Silliker Ibérica. Para los fines de
evaluacién de los resultados se tomaron los aminogramas de la compariia Silliker
ya que los aminogramas de las otras proteinas, como la caseina y soya que se
analizaron, concordaban con lo reportado en la literatura. Los perfiles de
aminoacidos del aislado de soya y caseina cumplen con el estandar de la FAO
para preescolares en edad de 2-5 anos,

Cuando existe una deficiencia prolongada de varios aminoacidos en la dieta
de roedores se presenta un menor crecimiento y desarrollo en comparaciéon con
los alimentados con dietas control (Canfield y Chytil, 1978). Por lo que se
esperaria que esta deficiencia pudiera afectar el crecimiento de los animales en
este experimento. A continuacién se muestra la ganancia de peso y consumo de
alimentos de los grupos alimentados con caseina, proteina de soya y proteina de

ajonjoli.
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Ganancia de peso y consumo de alimento.

Los animales consumieron las dietas antes descritas durante 21 dias ad
libitum (tres dias). A partir del cuarto dia se inici6 la alimentaciéon en un horario,
restringido entre las 9:00 am y las 2:30 pm, esto con la finalidad de sincronizar el
consumo de alimento y asi obtener mediciones de parametros bioquimicos con
menor variabilidad tanto en el ayuno como a diferentes tiempos después de
consumir el alimento. En la figura 5a, se observa que durante el tiempo de
alimentacion ad libitum los animales aumentaron de peso, sin embargo al iniciar la
alimentacion restringida los animales no consumen suficiente alimento por que
estan acostumbrados a tenerlo ad libitum y a comer en el ciclo de oscuridad.
Mientras aprenden a comer, en el periodo impuesto se observa una disminucién
en el peso, que recuperan después de un periodo de adaptacion, el cual para las
ratas alimentadas con proteina de ajonjoli fue mayor a cinco dias, mientras que las
ratas alimentadas con las dietas control, caseina y soya, tuvieron un periodo de
adaptacién al horario de alimentacion de tres dias. A partir del dia 11 las ratas
alimentadas con ajonjoli consumen suficiente alimento, que compensa la
deficiencia de lisina de este aislado y presentan una mayor ganancia de peso; a
pesar de la compensacién, si el experimento se hubiera prolongado por mas
tiempo las ratas alimentadas con ajonjoli probablemente no hubieran alcanzado el
mismo nivel del crecimiento que el de las ratas alimentadas con las dietas control.
Este comportamiento de las ratas alimentadas con la proteina de ajonjoli se
explica por su bajo contenido de lisina (Ver Tabla 6), lo que resulta en un bajo
crecimiento de la rata (Canfield y Chytil, 1978).

En la figura 5b se observa la gréafica de la seccidn lineal de crecimiento de
los animales, esta seccidn se consideré a partir del dia 11 de experimentacion,
junto con estas graficas se presentan las ecuaciones de la recta en donde la

pendiente nos indica la ganancia de peso en gramos por dia de los animales y es



importante resaltar que la ganancia de peso por dia de los tres grupos de animales
presenta diferencia altamente significativa (p<0.05) (ver figura 5c) siendo las ratas
alimentadas con ajonjoli las que presentaron una menor ganancia de peso por dia
(3.19 g/dia) en comparacion con las ratas alimentadas con proteina de soya (3.38

g/dia) y las ratas alimentadas con caseina (3.71 g/dia).
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Figura 5. Ganancia de peso (g) durante el experimento (a), seccion lineal de la
ganancia de peso durante el experimento (b) y analisis estadistico de la ganancia
de peso (c). n=25, a>b las letras indican diferencias significativas con las
diferentes proteinas.
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Con respecto al consumo de alimento, en la figura 6a se presenta el

consumo de alimento durante el experimento, como se observa al cuarto dia de

experimento (cuando inicia la alimentacién restringida) los tres grupos presentan

una notable disminucién en el consumo de alimento, que después del horario de

adaptacién se recupera. De las tres dietas el consumo de proteina de ajonjoli fue

significativamente menor (Ver figura 6b) durante el experimento (12.42 g/dia), en

comparaciéon a la dieta de proteina de soya (15.09 g/dia) y la dieta de caseina
(15.70 g/dia).

Consumo de alimento (g)
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@ Caseina
-
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Consumo de alimento
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b

Figura 6. Consumo de alimento (g) durante el experimento (a), analisis estadistico
del consumo de alimento (g) durante el experimento (b). n=25, a>b las letras
indican diferencias significativas con las diferentes proteinas.
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Parametros bioquimicos y hormonales en suero.

Para determinar los cambios metabdlicos que se producen por el consumo
de una proteina dietaria especifica es necesario realizar la determinaciéon de
parametros bioquimicos en suero. Antes de comenzar el analisis de los
parametros observados es importante conocer cuales son los valores normales de

referencia en animales sanos, los cuales se presentan a continuacion.

Tabla 7: Valores normales de diferentes parametros bioquimicos en ratas

Parametro bioquimico | Intervalo
Glucosa 80 — 150 mg/L
Insulina’ 0.5 —2.0 ng/mL
Glucagon' 50 — 150 pg/mL
Colesterol? 200 mg/dL
Triglicéridos? 150 mg/dL
Homocisteina® 5 — 12 pmol/L

Fuente: 1 Thorell, 1979. 2 Rifai, 1999. 3 Sanchez, 2009

Concentracion de insulina en suero.

Para evaluar si la proteina de ajonjoli era capaz de mantener la
concentracion de insulina en niveles normales se determind la concentracién de
insulina en suero. Como se puede observar en la figura 7 la concentracion de
insulina de los tres grupos experimentales se encuentran dentro de los rangos
normales para animales sanos, es importante resaltar que las ratas alimentadas

con caseina alcanzan el pico maximo de concentracion a los 60 minutos de haber
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consumido alimento y posteriormente disminuye; siendo esta concentracién
37.08% mayor que el de las ratas alimentadas con proteina de soya y 28.15%
mayor que el de las ratas alimentadas con proteina de ajonjoli. Las ratas
alimentadas con soya mantienen la concentracién de insulina en niveles mas
bajos, con menor variacion y sin un pico tan marcado como lo muestra la caseina.
Las ratas alimentadas con proteina de ajonjoli presentan el maximo de
concentracion de insulina a las dos horas de haber consumido alimento siendo
esta concentracion 21,17% mayor que el de las ratas alimentadas con caseina y
73.72% mayor que el de las ratas alimentadas con soya. De acuerdo a la
tendencia que presenta la grafica posiblemente tienda a mantenerse elevada por
mas tiempo. En el higado la transcripcion de la mayoria de los genes que
sintetizan enzimas metabdlicas, son inducidos por la insulina (Foufelle y Ferré,
2002). De acuerdo a lo anterior probablemente las ratas alimentadas con proteina
de ajonjoli presenten una lipogénesis mas activa en comparacion con las ratas

alimentadas con las dietas control.
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Figura 7. Concentracién de insulina en suero de ratas alimentadas con caseina,
soya y ajonjoli. n=5, a>b las letras en un tiempo dado indican diferencias
significativas con las diferentes proteinas.

Concentracion de glucosa en suero.

En la figura 8 se presenta la concentracién de glucosa en suero. En este
figura los valores de glucosa de los tres grupos se encuentran en concentraciones
normales, sin embargo los animales alimentados con ajonjoli presentan una
tendencia mayor a elevar el valor de glucosa en sangre de forma significativa a los
30 minutos, comparado con caseina y soya, siendo la ultima la que mantiene en

menor concentracion la glucosa. La tendencia en la concentraciéon de glucosa que
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presentan las ratas alimentadas con ajonjoli se relaciona con la concentraciéon de
insulina. Cuando la glucosa llega a la sangre desde el intestino, tras una comida
rica en hidratos de carbono, el aumento de glucosa en sangre provoca la
secrecion de insulina y una disminucién de la secreciéon de glucagon. Debido a la
captacion acelerada de la glucosa sanguinea, la concentracion de glucosa en
sangre disminuye hasta niveles normales y también disminuye la liberacion de
insulina por las células B del pancreas. Por lo tanto hay una estrecha relacién
retroactiva entre la velocidad de secrecién de insulina y la concentracion de
glucosa en sangre (Nelson et al, 2000, Benyon, 2003). De acuerdo a lo anterior al
tener una concentracion elevada de glucosa en suero se liberara insulina,
comportamiento que se observa en las ratas alimentadas con ajonjoli, es decir,
tienen la concentracién mas elevada de glucosa de entre los tres grupos y por

ende presentan una concentracion alta de insulina.
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Figura 8. Concentracién de glucosa en suero de ratas alimentadas con caseina,
soya y ajonjoli. n=5, a>b las letras en un tiempo dado indican diferencias
significativas con las diferentes proteinas

Concentracion de glucagon en suero.

La insulina y el glucagon participan en la homeostasis de glucosa y lipidos,
produciendo efectos opuestos en las rutas biosinteticas y catabdlicas del higado
(Saltiel y Kahn, 2001). La concentracién de glucagon en suero depende de la

cantidad y composicion de la proteina ingerida, generalmente proteinas vegetales



tienen una mayor cantidad de aminoacidos dispensables, mientras que las
proteinas de origen animal tienen una mayor cantidad de aminoacidos
indispensables. Una relacién Lys/Arg (2.0) elevada se asocia con concentraciones
elevadas de glucagon en suero (Torres et al, 2006). En estudios realizados sobre
el efecto de la proteina dietaria se encontré que el consumo a largo tiempo de
proteina soya aumenta la concentracion de glucagon en comparacion con ratas
alimentadas con caseina (Torres et al, 2006). Como se observa en la figura 9 las
ratas alimentadas con proteina de ajonjoli y proteina de soya mantienen la
concentracion glucagon en los niveles mas bajos en comparacién a las ratas
alimentadas con caseina y es importante resaltar que estas elevan
significativamente la concentracion a los 60 y 90 minutos de haber consumido
alimento. Esto nos indica que la proteina de ajonjoli es efectiva para disminuir los
niveles de glucagon en suero al igual que la proteina de soya. Estas variaciones
en la concentracién de glucagon afectan la relacién insulina / glucagon en los tres
grupos. Es importante hacer notar que las concentraciones van a variar

dependiendo del tiempo de ayuno y del tiempo de postprandio.

Relacion insulina / glucagon.

Con los valores obtenidos de la concentracién de insulina y glucagon se
calcul6 la relacion insulina / glucagon la cual tiene injerencia sobre la expresion
génica de SREBP-1c, donde una baja relacion insulina / glucagon disminuye la
expresion de SREBP-1c (Torres et al, 2006). En la figura 10 se presenta la
relacion insulina / glucagon de las ratas alimentadas con caseina, proteina de
soya y proteina de ajonjoli siendo esta ultima la que presenta una relacién
significativamente mayor a los 30 minutos después de haber consumido alimento y
mantiene esta tendencia durante el tiempo. Es importante resaltar que las ratas
alimentadas con la proteina de soya presentan la menor relacién de entre los tres

grupos experimentales y que las ratas alimentadas con caseina presenta una
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relacion similar a la de soya y menor que la de ajonjoli. Esta relacién es un
indicativo de una posible elevada expresion del SREBP-1c, es decir mientras mas
alta sea esta relacién mayor hay mayor expresién de este factor de transcripcion,
por lo tanto probablemente las ratas alimentadas con la proteina de ajonjoli
presentan una mayor expresién de SREBP-1c.
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Figura 9. Concentracion de glucagon en suero para ratas alimentadas con
caseina, soya y ajonjoli. n=5, a>b las letras en un tiempo dado indican diferencias
significativas con las diferentes proteinas.
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Figura 10. Relacién insulina/glucagon de ratas alimentadas con caseina, soya y
ajonjoli. n=5, a>b las letras en un tiempo dado indican diferencias significativas
con las diferentes proteinas.

Concentracion de colesterol en suero.

En la figura 11 se presenta la concentracién de colesterol en suero de las
ratas alimentadas con caseina, soya y ajonjoli. Como se observa en esta figura la
concentracion de colesterol no varia entre los grupos experimentales, sin embargo
existe diferencia a los 60 y 90 minutos después de haber consumido alimento en
las ratas alimentadas con ajonjoli en comparaciéon a las ratas alimentadas con

caseina y soya. Se ha reportado el efecto hipocolesterolémica de la proteina de
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soya sin embargo este efecto solo se aprecia en animales con hipercolesterolemia
(Torres et al, 2006), es por lo anterior que no se observan variaciones en la
concentracion de este parametro bioquimico ya que para el presente estudio se
trabajo con animales sanos. El colesterol en suero no presenta cambios

significativos en estudios de corto tiempo, como en este caso.
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Figura 11. Concentracion de colesterol de animales alimentados con caseina,
soya y ajonjoli. n=5, a>b las letras en un tiempo dado indican diferencias
significativas con las diferentes proteinas.
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Concentracion de triglicéridos en suero.

En general, los tres grupos presentaron concentraciones de triglicéridos
dentro de los valores normales (figura 12). Sin embargo, las ratas alimentadas con
soya presentaron un aumento de la concentracion de triglicéridos a los 60 y 90
minutos después de haber consumido alimento que es significativamente mayor a
la concentracién de triglicéridos de ratas que consumieron caseina en los mismos
tiempos, y esta diferencia no se nota con las ratas alimentadas con ajonjoli ya que

no presentan diferencia con las ratas alimentadas con soya.
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Figura 12. Concentracién de triglicéridos de animales alimentados con caseina,
soya y ajonjoli. n=5, a>b las letras en un tiempo dado indican diferencias
significativas con las diferentes proteinas.

Concentracion de homocisteina en suero.

Como se mencion6é con anterioridad el perfil de aminoacidos de cada
proteina tiene un papel muy importante en el crecimiento y desarrollo de animales

de laboratorio. Un aminoéacido de interés es la metionina, ya que a partir de esta
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se obtiene la homocisteina, la cual se considera como factor aterogénico en
diversas patologias (Sanchez et al, 2009). De acuerdo a los aminogramas (Tabla
6) se observa que el ajonjoli presenta la mayor concentracién de metionina 34.07
mg/g proteina, mientras que para la caseina el contenido de metionina es de 26.16
mg/g proteina y para la proteina de soya es de 12.67 mg/g de proteina. Esto nos
indica que probablemente las ratas alimentadas con caseina presenten la mayor
concentracion de homocisteina en suero al igual que las ratas alimentadas con
ajonjoli. En la figura 13 se presenta la concentracién de homocisteina en suero en
donde se observa que las ratas alimentadas con caseina presentan la mayor
concentracion de homocisteina a los diferentes tiempos alcanzando su
concentracion maxima después de dos horas de haber consumido alimento,
mientras que las ratas alimentadas con soya y ajonjoli presentan la menor
concentracion de homocisteina. En el caso de las ratas alimentadas con ajonjoli

estas presentan una baja concentracién de homocisteina en suero.
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Figura 13. Concentracion de homocisteina en ratas alimentadas con caseina, soya
y ajonjoli. n=5, a>b las letras en un tiempo dado indican diferencias significativas
con las diferentes proteinas.

Expresion de genes lipogénicos hepaticos: SREBP-1c y FAS.

En la figura 14a se presenta la expresion relativa de SREBP-1c¢ para las
ratas alimentadas con caseina, soya y ajonjoli, en esta figura se observa que las
ratas alimentadas con ajonjoli presentan la mayor expresién relativa de este gen
durante el tiempo, mientras que las ratas alimentadas con soya presentan un
comportamiento esperado, es decir, la expresion relativa de las ratas alimentadas

con proteina de soya es menor que el de las ratas alimentadas con caseina. En la
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figura 14b se presenta la expresion relativa de FAS, en esta figura se observa que
existe correlacion entre la expresidon de SREBP-1c y FAS, es decir, las ratas
alimentadas con ajonjoli presentan la mayor expresion relativa durante el tiempo,
presentando su pico maximo de actividad a los 60 minutos de haber consumido
alimento. En el caso de las ratas alimentadas con soya presentan una baja
expresidén de este gen, mientras que las ratas alimentadas con caseina presentan
una expresion relativa mayor en relacién a las ratas alimentas con soya, sin

embargo ésta no sobrepasa la de las ratas alimentadas con ajonjoli.
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Figura 14. Expresién relativa de SREBP-1c (a) y expresion relativa de FAS (b).

Analisis histomorfolégico.

Los estudios histomorfoldgicos analizan la estructura microscépica de los
tejidos y es de interés en este proyecto realizar la histologia del higado y el tejido
adiposo de ratas alimentadas con las distintas dietas y asi de esta manera
observar si existe algun cambio en la morfologia de los tejidos por efecto de la
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fuente de proteina consumida. Para el higado s6lo se emplearon tejidos de dos
tiempos el cero y el 120 min. Se eligieron estos puntos por que son el punto inicial

y el punto final del protocolo experimental.

En el caso de tejido adiposo, se emplearon los tejidos de las ratas
sacrificadas en tres tiempos diferentes: cero (ayuno), 60 y 120 minutos después
de haber consumido alimento para observar si habia cambios significativos en el
tamano de los adipocitos. Fue necesario estandarizar el grosor del corte
histoldgico asi que se ensayaron cortes de 4 um, 6 um y 10 um; con el primer y
segundo grosor resultaba dificil manipular el corte y con el de 10 um se logré una

buena tincién en donde se pudo distinguir con facilidad los adipocitos.

o Higado

A continuacién, en las figuras 15 y 16, se presentan las fotografias de los
cortes histologicos de higado en ayuno y a los 120 minutos, de ratas alimentadas
con caseina, soya y ajonjoli. Un higado sano en mamiferos se caracteriza por la
disposicién radial de los hepatocitos en torno a una vena grande (vena central),
constituyendo pequenfas unidades histoldgicas, o lobulillos hepaticos. Los lobulillos
pueden estar separados unos de otros por tejido conjuntivo (Welsch y Storch,
1976). Estas caracteristicas se observan en las figuras 15 y 16 lo que indica que

las dietas suministradas no afectaron a las células del higado.
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Tinciéon HE, aumento 10x

, (B)

Ve

caseina

Figura 15. Histologias de higado de ratas sacrificadas en ayuno (A)

eosina

6n con hematoxilina-

7

soya y (C) Sesaprot. Tinci

~50~



Tinciéon HE, aumento 10x

Figura 16. Histologias de higado de ratas sacrificadas después de 120 minutos de
consumir alimento (A) caseina, (B) soya y (C) Sesaprot. Tincidon con hematoxilina-
eosina

o Tejido adiposo

El estudio histoldégico de este tejido permitié observar si la proteina
suministrada afectaba la distribucién del tamafno de los adipocitos. En las figuras
17, 18 y 19 se presentan las fotografias de los cortes histologicos de tejido
adiposo de ratas sacrificadas en ayuno, 60 minutos y a 120 minutos de haber
consumido alimento, respectivamente. En este caso se realizd un analisis de cada
fotografia empleando el programa Imaged que requiere la delineacion de las
células elegidas para ser medidas. Una vez delineados los contornos de 100
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células, el programa permite el célculo del area de cada célula en micras?® para
conocer la distribucién de los tamafios que presenten dichos adipocitos. En la
Tabla 7 se presentan los resultados de las mediciones hechas para 100 células,
de acuerdo con una serie de intervalos de aproximadamente 500 micras.

Tinciéon HE, aumento 10x

C

Figura 17. Histologias de tejido adiposo de ratas sacrificadas en ayuno (A)
caseina, (B) soya y (C) Sesaprot. Tincion con hematoxilina-eosina.
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Tincién HE, aumento10x

caseina, (B) soya y (C) Sesaprot.

)

A

(

Figura 18. Histologias de tejido adiposo de ratas sacrificadas después de 60

minutos de haber consumido alimentos

Tincidon con hematoxilina-eosina.
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Figura 19. Histologias de tejido adiposo de ratas sacrificadas después de 120
minutos de haber consumido alimentos (A) caseina, (B) soya y (C) Sesaprot.

Tincién con hematoxilina-eosina
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Tabla 8. Distribucion del tamafno de adipocitos de ratas alimentadas con caseina, soya y ajonjoli. La distribucién se

calculé sobre una base de 100 células para cada caso.

Tamafo Caseina Soya Ajonjoli
(um?)
TO T60 T120 TO T60 T120 TO T60 T120

1 | 200-500 5.6+0.64 |13.3+1.05|15.2+1.02 | 10£0.63 | 21.4+2.52 | 13.6+2.77 | 15.8+£0.56 | 23+1.35 | 13.2+0.53
2 | 500-1000 25.4+0.82 | 26.3+0.55 | 37£0.35 | 24.6+1.17 | 40.4+1.17 | 31.6£7.98 | 35.4+0.66 | 42.6+1.01 | 36.2+0.97
3 [1000-1500 | 23.4+0.57 | 25.0+£0.12 | 22.6+0.61 | 27.4+4.08 | 26+3.30 | 18.4+3.23 | 25.8+0.71 | 20.6+0.85 | 24+0.57
4 |1500-2000 |17.6+0.38 | 18.3+0.88 | 13.6+0.66 | 16£1.48 |9.8+1.32 | 9.2+3.60 | 12.2+0.47 | 8+1.28 13.8+0.84
9 12000-2500 | 11.8+£0.60 | 9.7£0.11 |5.2+0.47 | 10.4+1.78 | 1.4+0.24 |6.2+2.42 |5.4+0.44 |3+1.20 7.6+0.89
6 | 2500-3000 | 8+0.86 47+0.31 |2.6+0.46 |4.8+£0.97 |1+0.32 3.6+£1.21 | 2+£0.50 1.6+£0.47 | 2.4+0.56
7 |3000-3500 | 4+0.79 2.0£0.71 | 1.2£0.53 |2.4+0.81 |0 3.8+¢1.85 | 1.4+0.43 |0.8+0.41 |1.4£0.63
8 |3500-4000 |1.6+0.19 |0 0.6+£0.32 [2.4+093 |0 3.6£2.29 | 0.4+0.39 |0.4+0.39 |0.4+0.63
9 |4000-4500 | 1.4+0.34 | 0.3+0.58 |1+0.55 1£0.45 0 3.6£¢2.29 | 0.6+£0.52 |0 0.2£0.45
10 | <4500 1.2£0.53 [0.3£0.58 | 1+£0.55 1£0.45 0 6.4+4.12 | 1£0.77 0 0.8+0.42
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Abajo aparecen las graficas de la distribucién del tamafio de los adipocitos
de las ratas alimentadas con los tres tipos de dieta.

B Caseina TO
B SoyaTO
B Ajonjoli TO
Distribucion del tamano del adipocito
50 r TIEMPO 0
4.“ |
30 |
o]
=
=
&
]
o
20 |
10 |-
0

Rango

Figura 20. Distribucion del tamano de los adipocitos en el tiempo cero para

caseina, soya y ajonjoli.
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Figura 21. Distribucién del tamafio de los adipocitos en el tiempo 60 para caseina,

soya y Ajonjoli.
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Distribucion del tamanio del adipocito
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40 |-

30 |-
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20 |-

Figura 22.Distribucion del tamafo de los adipocitos en el tiempo 120 para caseina,

soya y Ajonjoli.

Para los tres tiempos de sacrificio (figuras 20, 21 y 22) se observo que el
mayor porcentaje de los adipocitos se encuentra siempre en el intervalo de 500-
1000 pm?. Para el tiempo cero en este intervalo las ratas alimentadas con ajonjoli
presentan el mayor porcentaje de células de tejido adiposo siendo 28% mayor que
el de las ratas alimentadas con caseina y 31% mayor que el de las ratas

alimentadas con soya. Esto indica que existe una mayor cantidad de células
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(hiperplasia) de tejido adiposo pequefno en las ratas alimentadas con ajonjoli en
ayuno del dia del sacrificio. Se observa el mismo tipo de distribucion para los
tiempos 60 y 120 posteriores al consumo de alimento para las tres dietas
ensayadas. De acuerdo a lo anterior se puede decir que las ratas alimentadas con
ajonjoli presentan un mayor porcentaje de tejido adiposo pequefo, factor que se
correlaciona con una menor ganancia de peso, es decir, las ratas alimentadas con
ajonjoli presentaron un menor crecimiento y por lo tanto su tejido adiposo es mas

pequeno.
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DISCUSION

En los ultimos afos se han presentado cambios en los patrones de
consumo de alimentos. Estos cambios se caracterizan en un aumento en el
consumo de calorias y en una preferencia a consumir alimentos de origen animal
como carne, huevos, productos lacteos y también mas grasas y aceites
(Schmidhuber, 2004), cuyo consumo excesivo puede causar problemas a la salud.
En las personas vegetarianas, se observa un menor riesgo de padecer
enfermedades cardiovasculares, diferentes tipos de cancer y una disminucion de
la tasa de mortalidad. En las dietas vegetarianas se consume principalmente
grandes cantidades de cereales, nueces, frutas y vegetales (Key et al, 2006). La
proteina dietaria proporciona aminoacidos esenciales, de los cuales ocho son
necesarios para el sostenimiento humano: metionina, triptéfano, fenilalanina,
lisina, leucina, isoleucina, valina y treonina, y dos mas pueden ser necesarios para
el crecimiento: la arginina y la histidina. En general, las proteinas de los alimentos
de origen animal contienen estos diez aminoacidos, por lo tanto al consumir este
tipo de proteina usualmente se cumple con el requerimiento necesario. Al contrario
las proteinas vegetales difieren ampliamente en la composicién de aminoacidos.
Algunas carecen completamente de uno o0 mas aminoacidos esenciales
(Scrimshaw y Young, 1993), lo que puede comprometer el crecimiento y
desarrollo. Dentro de las proteinas vegetales, se encuentran las provenientes de
las leguminosas. Una de las ventajas del consumo de leguminosas en
enfermedades como la diabetes es la disminucién de proteinuria e hiperfiltracion.
Las leguminosas son ampliamente recomendadas para personas con diabetes tipo
2 porque ademdas de reducir el riesgo de enfermedades cardiovasculares y
renales, son alimentos con un bajo indice glucémico lo que puede traer efectos
benéficos en el metabolismo de lipidos y en la regulacién de las concentraciones
de glucosa sanguinea (Barnard et al, 2009). La mayoria de los estudios que han
demostrado efectos benéficos del consumo de leguminosas, se han realizado
utilizando proteina de soya. Sin embargo existen pocos estudios relativos al efecto
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de otras proteinas de origen vegetal, como las provenientes de las oleaginosas.
Las oleaginosas son semillas con alto contenido de grasas, lo cual las hace utiles
para la extraccion de aceites comestibles y como subproducto de esta industria se
pueden obtener los aislados de proteinas; entre ellas estan el cacahuate, la
semilla de girasol y el ajonjoli.

El ajonjoli contiene 25% de proteina y 50% de grasa (Sen, 2009). Se cultiva
en Meéxico principalmente en los estados de Guerrero, Oaxaca y Chiapas
(Financiera Rural, 2010). Los estudios relacionados al efecto del ajonjoli se han
hecho con la semilla entera, ya que este tiene un alto contenido de lignanas como
el sesamin. Se ha observado que las lignanas suministradas en la dieta de ratas
disminuyen colesterol en plasma y en el higado, adicionalmente incrementan la
excrecion de esteroles neutros (Sugano et al, 1990). El efecto del sesamin en el
metabolismo se ha evaluado en ratas (Hirose et al, 1991). En este estudio se
anade 0.5% de sesamin a la dieta de ratas, después de un periodo de 4 semanas
se observa que la concentracién de colesterol en suero e higado disminuye
significativamente, independientemente de la presencia de colesterol en la dieta.
La actividad de la HMG — CoA reductasa disminuye por el consumo de sesamin.
En este trabajo se evallo el efecto del aislado de la proteina de ajonjoli (84.54%
de proteina), comparandolo con una leguminosa que es la soya y una proteina
patron que es la caseina. Los resultados del analisis de amino4cidos indican que
la proteina de ajonjoli tiene un perfil que no cumple con el requerimiento de
aminodcidos de acuerdo a la FAO , siendo deficiente en histidina, treonina, valina,
isoleucina y lisina, lo que indica que las ratas alimentadas con esta proteina no
van a tener un buen crecimiento y como se puede observar en la figura 5a
efectivamente las ratas alimentadas con ajonjoli presentan un menor crecimiento
en comparacion con las ratas alimentadas con las dietas de soya y caseina, de
igual manera la deficiencia de aminoéacidos en la dieta de ajonjoli ocasiona que el
consumo de alimento sea significativamente menor (12.42 g/dia) en comparacion

a las ratas alimentadas con caseina (15.70 g/dia) y soya (15.09 g/dia). En la figura
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5b se presenta la seccion de la grafica en la cual las ratas ya se adaptaron a la
alimentacion por horario y se observa que al dia 11 las ratas alimentadas con
ajonjoli presentan un buen crecimiento, esto se debe a que a este dia las ratas ya
han consumido el alimento necesario para cubrir sus requerimientos nutricionales
y, por lo tanto, asi se compensa la deficiencia de aminoacidos antes mencionada.
Se he sugerido, aunque no comprobado, que el consumo de proteinas de origen
vegetal inducen una mayor secrecion de glucagon a diferencia de las proteinas de
origen animal. Sin embargo, como se puede observar en la figura 9, las ratas
alimentadas con caseina presentan la mayor concentracién de glucagon a los 60 y
90 minutos después de haber consumido alimento, mientras que las ratas
alimentadas con ajonjoli disminuyen la concentraciéon de glucagon después del
minuto 30 del consumo de alimento y mantiene esa tendencia hasta los 90
minutos, que es cuando eleva ligeramente la concentraciéon. Nunca alcanza la
concentracion de las ratas alimentadas con caseina. Por otra parte, se ha
propuesto que el consumo de proteinas de origen animal promueve mayor
secrecion de insulina, al contrario que las proteinas de origen vegetal. Esta
hipotesis es valida para el grupo alimentado con la proteina de soya, que como se
puede observar en la figura 7, son los que presentan la menor concentracion de
insulina durante el tiempo. Sin embargo, es importante resaltar que el grupo
alimentado con ajonjoli no presenta este comportamiento: al contrario, alcanza su
pico maximo de concentracién a los 120 minutos después de haber consumido
alimento, mientras que las ratas alimentadas con caseina presentan su pico
maximo de insulina en suero a los 60 minutos de haber consumido alimento y
posteriormente disminuye. De acuerdo a lo anterior se puede decir, que la
concentracion de glucagon e insulina en suero postprandio, no depende del origen
proteico sino de otros factores como puede ser el perfil de aminoacidos. Otro
parametro bioquimico relacionado con la concentracidén de insulina en suero es la
concentracion de glucosa. El aumento de glucosa en sangre provoca la secreciéon
de insulina y una disminuciéon en la secrecién de glucagon. En la figura 8 se
observa que la concentracién de glucosa en suero para ratas alimentadas con

ajonjoli es elevada en comparacion a la de ratas alimentadas con caseina y soya,
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por lo tanto se esperaria que la concentracion de insulina también fuera elevada y
que la de glucagon se viera disminuida, situacién que efectivamente sucede con
las ratas alimentadas con ajonjoli, por lo cual no se puede asegurar que la
proteina de ajonjoli no es eficiente para controlar los niveles de glucosa en sangre
ya que tiende a elevarlos. Tomando en cuenta los parametros hormonales de
insulina y glucagon, se puede calcular la relacion insulina/glucagon, dicha relacién
tiene injerencia sobre la expresion de genes lipogénicos. En la figura 10 se
observa claramente que las ratas alimentadas con ajonjoli presentan una relacién
significativamente mayor a los 30 minutos después de haber consumido alimento y
mantiene esa tendencia a los 60, 90 y 120 minutos, mientras que las ratas
alimentadas con soya presentan la menor relacion. Por esta razon la expresion del
factor de transcripcion SREBP-1c (figura 14a) y de su gen blanco FAS (figura 14b)
esta elevada en los mismos tiempos ( 30, 60, 90 y 120 minutos) para las ratas
alimentadas con ajonjoli, las ratas alimentadas con soya presentan la menor
expresion de estos genes. Existe relacion en la expresion de SREBP-1c y FAS
con la concentracién de triglicéridos en suero, en la figura 11 se observa que las
ratas alimentadas con ajonjoli presentan un incremento en la concentracién de
triglicéridos a partir de los minutos 60, 90 y 120 después del consumo de la dieta.
Por lo anterior los resultados de este estudio indican que cambios en las
concentraciones de glucagon e insulina, por la proteina ingerida, afectan la
expresion de genes lipogénicos y por lo tanto hay un incremento en la sintesis de
triglicéridos; posiblemente si este experimento se hubiera prolongado por mas
tiempo y por la tendencia que presentan las ratas alimentadas con ajonjoli, estas
probablemente hubieran presentado las complicaciones relacionadas con la
acumulacion de triglicéridos en higado. La concentracion de colesterol en suero no
se puede relacionar con lo antes mencionado ya que la sintesis de este es
regulada por otra ruta. Como se puede observar en la figura 11, el consumo de los
diferentes tipos de proteinas produjo concentraciones muy similares de colesterol
en suero y los valores se encontraban dentro de los valores normales, ya que en

este proyecto se trabajé con animales sanos.
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Se determind la concentracién de homocisteina en suero, porque esta es un
indicativo de riesgo cardiovascular. La homocisteina se obtiene a partir del
metabolismo de le metionina (ver fig 3). Como se observa en la figura 13 las ratas
alimentadas con caseina presentan a los tiempo 90 y 120 una concentracién de
homocisteina en suero mayor a 15 umol/L, con esta concentracién se considera
que ya hay hiperhomocisteinemia, la cual se relaciona con la prevalencia de
aterosclerosis. Mientras que las ratas alimentadas con soya y ajonjoli presentan
una concentracién baja de homocisteina en suero. Lo que indica que las proteinas
de origen vegetal al tener un menor contenido de aminoacidos azufrados
presentan menor riesgo aterogénico en comparacién a las proteinas de origen

animal.

En lo referente a los estudios histomorfolégicos se observa que tejido
hepéatico no presento depdsitos de adipocitos en ninguno de los tres grupos
experimentales, sin embargo al ser este un estudio de corto tiempo estos
resultados no nos pueden indicar que la proteina de ajonjoli sea una proteina de
buena calidad ya que de acuerdo a la concentracion de triglicéridos en suero, se
podria hipotetizar que si este experimento se hubiera prolongado por mas tiempo

posiblemente el higado de estas ratas presentaria el desarrollo de higado graso.

El analisis del tejido adiposo abdominal en ayuno indica que el grupo
alimentado con ajonjoli presenta el mayor porcentaje de adipocitos pequefios
(500-1000um?) al tiempo cero (35.4 + 0.66), seguidas por las ratas alimentadas
con caseina (25.4 £ 0.82) y finalmente por el grupo de soya (24.5 £ 1.16). A los 60
minutos de haber consumido alimento el grupo alimentado con ajonjoli presenta el
mayor porcentaje de tejido adiposo pequefio, seguido por el grupo de soya y
posteriormente por el de caseina. Y de manera interesante a los 120 minutos se
observa que los tres grupos presentan un porcentaje similar de adipocitos
pequenos, lo que indica que los adipocitos se encuentran principalmente en
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estado funcional. Estudios previos realizados en el Departamento de Fisiologia de
la Nutricibn han demostrado que los adipocitos son mas disfuncionales al tener

mayor tamano.
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CONCLUSIONES
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Figura 23. Efecto del consumo de proteina de ajonjoli en el higado.

El consumo de la proteina de ajonjoli como unica fuente de proteina:
o Compromete el crecimiento de animales de laboratorio debido a una
baja calificacién quimica de la proteina.
o Mantiene dentro de los intervalos normales los diferentes parametros
bioquimicos, excepto la de triglicéridos ya que la proteina de ajonjoli eleva
la concentracién de triglicéridos en comparacion con las ratas alimentadas

con caseina y soya.
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o El consumo de proteina de ajonjoli incrementa la expresion de
SREBP-1c y de su gen blanco FAS, lo que sugiere un aumento de la

lipogénesis hepatica (ver figura 23).

o Genera una hiperplasia del tejido adiposo entre 500 y 1000 micras®
(hiperplasia).
o Posiblemente, si el consumo de ajonjoli se extendiera a un periodo

de tiempo mayor de 21 dias, podria presentarse obesidad en los animales y
el desarrollo de higado graso. Sin embargo se requiere mayor informacion.
o A pesar de la baja calidad de esta proteina, la combinacién de esta
con otra proteina de origen vegetal podria generar efectos benéficos, lo que

permitiria su uso en la industria de alimentos
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ANEXO |

MEDICION DE PARAMETROS BIOQUIMICOS EN SUERO

Medicion de insulina en suero por RIA Kit (Cat. # HI-14HK) MILLIPORE

La medicion de insulina en suero tiene una duracién de dos dias. A
continuacién se presenta el procedimiento que se debe seguir para realizar la
medicién.

Assay Procedure Flow Chart

Day One Day Two
Steps Step Step | Steps
Set-up Step 1 585 Step 4 Step 5 & Step 7 A 11
Tube Add Add Add I-125 |Add Human Add
Numb Assay Standard’ Human Insulin Precipitating
umaer Buffer QC Sample Insulin Tracer Antibody . Heagent E
1.2 - - 100 p - v - =]
o Q
3.4 300 - 100 u b 1.0mL 4 -
= a
5.6 200 u - 100 u 100 u = 1.0 mL = =
7.8 100 u 100 pl of 2 pl¥mL 100 p 100 u g 1.0mL ‘—E: i
9,10 100 p 100 ul of 5 plimL 100 100 E 1.0mL a8 3;
11,12 100 u 100 ul of 10 plW'mL 100 p 100 u 3 1.0mL g ‘_E:
13,14 100 u 100 ul of 20 pl'mL 100 p 100 u E 1.0mL 2 a
o £ A
15,16 100 100 ul of 50 plVmL 100 100 u & 1.0 mL % 2
17,18 100 p 100 ul of 100 plVmL 100 100 5 1.0mL E g
19,20 100 u 100 ul of 200 pl'mL 100 p 100 u E 1.0mL E E
21,22 100 u 100 ul of QC 1 100 p 100 u 'E_ 1.0mL '.E g
23-24 100 p 100 ul of QC 2 100 100 .g 1.0mL =
]
25,26 100 w 100 ul of unknown 100 100 p 1.0mL =
27-n 100 w 100 ul of unknown 100 100 p 1.0mL

Figura 24. Diagrama de proceso para la determinacion de insulina en suero.
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Dia 1

N o 0o &

Dia 2

. Las muestras de suero se descongelan en hielo.

Pipetear 300 uL de buffer de ensayo a los tubos de union no especifica (3 - 4) y
200 a los tubos de referencia (5 — 6) y 100 pL a los tubos 7 — al final del ensayo.
Anadir 100 pL del estandar y control de calidad a los tubos 7-20 (van por
duplicado).

Anadir 100 uL de la muestra de suero a los tubos restantes por duplicado.

Anadir 100 pL de l-insulina a todos los tubos.

Anadir 100 uL de anticuerpo de insulina de rata a todos los tubos excepto del 1-4.
Dar vortex, cubrir e incubar de 20-24 hrs a 4°C.

. Anadir 1 mL de reactivo precipitante a 4°C a todos los tubos excepto 1-2.

2. Dar vortex e incubar 20 min a 4°C.

3. Centrifugar excepto tubos 1-2.

e 4°C, 20 min, 2000-3000 xg.

4. Tomar el sobrenadante y drenar los tubos al menos de 15-60 seg 1 sola vez.

5. Contar por 1 minuto en un contador de gamma y calcular los ng/mL.

CALCULOS
1. Obtener el promedio de cada duplicado.
2. Restar el promedio de los tubos 3- 4 de cada uno de los demas promedios.
3. Calcular el % del marcador ligado (entre 35 y 50%).
e porcentaje de tubos 5-6/porcentaje de tubos 1-2.
4. Calcular el % de adherencia de cada muestra (B) y el estandar (Bo).
e  %B/Bo =(Muestra o estandar/tubos 5-6) x 100
5. Graficar él %B/Bo de cada muestra en el eje de las “y” asi como la concentracion
conocida en el de las “x”.
6. Construir la curva de referencia.
7. Calcular los pg/mL de cada muestra interpolando en la curva de referencia.
8. Los duplicados no deben exceder 10% CV entre ellos
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Valores normales de insulina en ayuno: 0.5 — 2.0 ng/mL.

Medlcion de glucagon en suero por RIA kit (Cat. # GL-32K) MILLIPORE

La medicién de glucagon en suero tiene una duracién de tres dias, a

continuacién se presenta el procedimiento para realizar la medicién.

Assay Procedure Flow Chart

Day Cne Doy Two Day Three
Setup Step 1 Shep 283 Siep 4 Skep 5 Sep b Skep 7 Skep 8 Steps 211
Ak _ P &y A 125
Tube ,;t'C:! Add Siandard /GQIC —~ Add ,i:ld - Add Precipitating o
_ Assay - i Glucagaon Gluzagan LT =
MNumbe B Sample R S Reagent
Auttar Antibody ace - 5
2 z 100 p B [$)
=T <t <z
7 200 o 10 m -
3.4 300 2 0 pl z 10ml 5
56 200 00 P 0 % 1.0ml E’ 5
- a =
78 o0 00 wl of 20 pg/m 00 = 8] = Om £
7, u 100 ul o pa ul 8o ul 20 1 | 5-2
- - £3 - £ 3 g
210 100 00 p el 10 e | 1.0ml "
37 I &
2 100w 00 2 0 o 1.0ml % g
3,14 100 ul 0 g 0 E 1.0ml c &
. 1 3 IS £E
15186 o0 10 & 10 o O m
5,1& 100 0 ul § 0 ul 3 1.0ml 9
17,18 100 100l of QC 1 0 S 0 2 10ml ©
- - = - - 3
G20 100 100 pl of @C 2 )0 10 1.0ml 2
p-
21,22 100 100 wl of unknown 10 10 1.0 ml

Figura 25. Diagrama de proceso para la determinacién de glucagon en
suero.

Dia 1

—

Las muestras de suero se descongelan en hielo.

Pipetear 300 pL del buffer de ensayo a los tubos 3 y 4, 200 pL a los tubos 5y 6 y
100 pL del tubo 7 en adelante.

N

3. Pipetear 100 uL del estandar y controles de calidad por duplicado.

4. Pipetear 100 pL de cada muestra por duplicado.

5. Agregar 100 uL del anticuerpo de glucagon a todos los tubos excepto al 1, 2, 3y 4.
6. Agitar en vortex, cubrir e incubar de 20-24 hrs a 4°C.

Dia 2
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Dia 3

0o~

. Hidratar el marcador 125|-Glucagon con 27 mL del Label Hydrating Buffer,

mezclar suavemente y agregar 100 uL a cada tubo.
Agitar en vortex, cubrir e incubar de 22-24 hrs a 4°C

Agregar 1 mL de agente precipitante frio (4°C) a todos los tubos excepto al 1y 2.
Agitar en vortex e incubar 20 min a 4°C.

Centrifugar 20 min a 4°C de 2,000-3,000 xg.

Drenar el sobrenadantes de todos los tubos excepto los tubos 1y 2 y analizar con
un contador gamma de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

CALCULOS

Obtener el promedio de cada duplicado.

Restar el promedio de los tubos 3- 4 de cada uno de los demas promedios
Calcular el % del marcador ligado (entre 35 y 50%)

e porcentaje de tubos 5-6/porcentaje de tubos 1-2

Calcular el % de adherencia de cada muestra (B) y del estandar (Bo)

* %B/Bo =(Muestra o estandar/tubos 5-6) x 100

Graficar él %B/Bo de cada estandar en el eje de las y la concentracién conocida
en el de las x

Construir la curva de referencia

Calcular los pg/ml de cada muestra interpolando en la curva de referencia
Concentracion normal de glucagon en ayuno: 50-150 pg/ml

Medicion de glucosa en suero mediante YSI 2700 SELECT Biochemistry Analyzer

Las muestras de suero se descongelan en hielo.

Mezclar en vortex.

3. Acercar la muestra a la aguja del aparato YISA hasta que llegue a la mitad del tubo

para que succione la muestra.
Calibrar el aparato cada 6 tomas con un estdndar de glucosa.
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Concentracion normal de glucosa en ayuno: 80 — 150 mg/dL

Medlcion de triglicéridos en suero con el kit Triglicéridos FS de Diagnostic System

International

1. Las muestras de suero se descongelan en hielo.
2. Pipetear en tubos eppendorf de 1.5 mL lo siguiente:

Tabla 9. Esquema de pipeteo para medicién de triglicéridos

Blanco Muestra/Estandar
Muestra/Estandar - 10 uL
Agua destilada 10 uL -
Reactivo 1000 pL 1000 pL

3. Incubar 10 min a 37°C.
4. Leer la absorbancia a una longitud de onda de 500 nm contra el blanco, dentro de

los 60 min posteriores a la mezcla de los reactivos.
5. Calcular la concentracion de cada muestra con base en la absorbancia vy

concentracion del estandar de triglicéridos.

~ 78 ~



CALCULOS

AAMuestra
AAEstd
Concentracion Estandar =200mg/dL

Triglicéridos[mg / dL] = * Conc.Estd [mg / dL]

Concentracion normal en ayuno de triglicéridos < 150mg/dL.

Medicion de colesterol en suero con el kit Colesterol FS de Diagnostic

System International

1. Las muestras de suero se descongelan en hielo.
2. Pipetear en tubos eppendorf de 1.5 mL lo siguiente:

Tabla 10. Esquema de pipeteo para medicion de colesterol.

Blanco Muestra/Estandar
Muestra/Estandar - 10 pL
Agua destilada 10 uL -
Reactivo 1000 pL 1000 pL

Incubar 10 min a 37°C.
Leer la absorbancia a una longitud de onda de 500 nm dentro de 60 min contra el
blanco.

5. Calcular la concentracion de cada muestra con base en la absorbancia y
concentracion del estandar de colesterol.
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CALCULOS

AAMuestra

AAEstd
Concentracion Estandar =200mg/dL

Colesterol [mg / dL] = *  Conc.Estd [mg /dL]

Concentracion normal en ayuno de colesterol < 200mg/dL

Medicion de homocisteina en suero mediante el kit Homocysteine para el equipo
Axsym System de Abbott.

1. Las muestras de suero se descongelan en hielo.

2. Se abre el paquete de reactivos para el kit (Homocysteine Reagent Pack,
100 test 5F51-20) que contiene:

Una botella (15.0 mL) de S-adenosil-L-cisteina

Una botella (12.4 mL) de hidrolasa S-adenosil-L homocisteina.

Una botella (15.6 mL) de anti-S-adenosil-L homocisteina.

a o o p

Una botella (15.3 mL) de solucion de pre-tratamiento que contiene

DTT y adenosina.

3. El kit también incluye los reactivos para calibrar el equipo y los controles, de
igual manera incluye las copas para las muestras de suero y los recipientes
de reaccion.

4. Se colocan las botellas de los reactivos en el equipo, ya que éste pipeteara
la cantidad necesaria para la medicién.

5. Se llenan las copas de las muestras con 150 uL de suero y se colocan en
los carriles para cuantificacion.

6. El equipo lleva a cabo la mezcla de reaccion y la intensidad de la luz
polarizada fluorescente de esta es medida por el lector 6ptico de FPIA del

equipo.

Los valores normales de homocisteina en ayuno: 5 — 12 umol/L
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EXTRACCION DE RNA

La extraccion de RNA total con tiocianato de guanidina y cloruro de cesio por este

método tiene una duracioén de tres dias.

DIA 1

. Limpiar el area de trabajo con etanol y DEPC.

Encender y ajustar las centrifugas.

e Centrifuga (Beckman J2-MC, USA): rotor JA-20: 15 min, 18°C, 14000 rpm.

e Ultracentrifuga (Beckman XL-90, USA): rotor SW-40TI no. de serie 10814: 18
hrs, 18°C, 29000 rpm.

3. Colocar 6 camisas para tubos Corex de 30 mL en el rotor de la centrifuga.

4. Colocar 40 tubos falcon en una gradilla y agregar 4.5 mL de agua DEPC a cada

uno.
Colocar tubos Corex de 30 mL en una gradilla y agregar 8 mL de tiocianato de
guanidina con una pipeta estéril desechable.

6. Agregar 56 uL de B mercaptoetanol a cada tubo (en la campana).

7. Tapar los tubos con papel aluminio y dejar en la campana.

8. Sacar tejidos del ultracongelador y ponerlos en nitrégeno liquido para evitar que se

11.

12.
13.

descongelen.
Cortar aproximadamente 500 mg de tejido y se depositan en los tubos corex.

. Limpiar la punta del rotor del politron (Polytron, MOD PT 2000, USA) con el agua

DEPC que se encuentra en los tubos falcon.

Homogeneizar con politron los tejidos en el tubo corex a maxima velocidad volver
a limpiar la punta del rotor del politron con el agua DEPC que se encuentra en los
tubos falcon.

Después de homogenizar todos los tubos.

Agregar 400 puL de sarcosil 10% por la pared del tubo corex.
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14,
15.
16.
17.

18.
19.

20.

DIA 2

Mezclar por inversion 1 vez (tapar con parafilm).

Centrifugar 15 min, 18 °C, 14000 rpm.

En tubos de polialdmero, agregar 4 mL de cloruro de cesio (no olvidar numerarlos).
Sacar los tubos de la centrifuga y tomar 8 mL de sobrenadante y verter
suavemente por las paredes del tubo de polialdmero para no romper el gradiente.
Colocar las muestras en las camisas de la ultracentrifuga y atornillar la tapa.
Enganchar las camisas al rotor y revisar que estén bien fijas para evitar
accidentes.

Encender el vacio de la ultracentrifuga y centrifugar 18 hr, 18 °C a 29000 rpm.

1. Apagar el vacio y retirar las muestras de la ultracentrifuga.

2. Destapar las camisas y extraer los tubos con la ayuda de una aguja.

3. Vertir el sobrenadante en un vaso y dejar invertidos en una gradilla en la que se ha

puesto una toalla de papel en la base.

4. Cortar los tubos de polialdmero a 2 cm de la base con una navaja.

5. Disolver la pastilla con 300 pL de agua-DEPC pipeteando suavemente.

6. Colocar el volumen final de la disolucién a un tubo eppendorf y agregar otros 300

uL de agua-DEPC.

7. Agitar vortex hasta disolver la pastilla por completo.
8. Agregar 30 pL de acetato de sodio 3M pH 5.2 y 750 pL de etanol 100% frio.
9. Dar vortex por 30 segundos y almacenar a -70°C un minimo 24horas.

DIA 3

. Encender la microcentrifuga (Eppendorf, Centrifuge 5804R, USA) y ajustar 30 min,

4 °C, 14000 rpm.

2. Sacar muestras del ultracongelador y descongelar en hielo.
3. Centrifugar 30 min, 4 °C, 14000 rpm.
4. Desechar el etanol cuidando de no desprender la pastilla y dejar escurrir por

inversion.

5. Anadir 1 mL de etanol 70 % frio y dar vortex hasta desprender la pastilla.
6. Centrifugar 15 min, 4 °C, 14000 rpm.
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7. Tirar el etanol y secar el borde del tubo.

8. Suspender la pastilla con 500 puL el DEPC y dar vortex hasta disolver
completamente.

9. Almacenar a-70°C

CUANTIFICACION DE RNA

Es necesario cuantificar las muestras de RNA, para posteriormente
comprobar su integridad y llevar a cabo la reaccién de RT-PCR.

1. El RNA total de higado se cuantifico en un espectrofotdmetro Nanodrop
2000 (Thermo Scientific, USA)

2. Descongelar las muestras en hielo.

3. Limpiar el pedestal del Nanodrop con 2 pL de agua libore de RNAasas.
Después de limpiar el pedestal absorber el agua de este con papel libre de
pelusa.

4. Leer el blanco (2 puL de agua libre de RNAasas).

5. Limpiar el pedestal del Nanodrop con papel libre de pelusa entre cada
lectura.

6. Agitar por 30 segundos en vortex las muestras.

7. Depositar 2 uL de muestra en el pedestal del Nanodrop y cuantificarla.

8. Después de leer todas las muestras limpiar de nuevo el pedestal del
Nanodrop con 2 pL de agua libre de RNAasas.

ELECTROFORESIS DE RNA

Se hace la electroforesis de RNA para comprobar que el RNA total se

encuentra integro, para esto se tiene que preparar un gel de agarosa 1%.

Para preparar 100 mL de agarosa al 1% se necesita:
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Tabla 11. Reactivos para preparar gel de agarosa 1%.

Reactivos Cantidad
Agarosa 19
Agua DEPC 72 mL
MOPS 10X 10 mL

Formaldehido 18 mL

1. Lavar la camara de electroforesis, el peine y la caja con agua DEPC y
colocarlos en la campana y equilibrar, esto es con la finalidad de que el gel
derecho.

2. Pesar 1 g de agarosa libre de RNAasas con papel aluminio, no emplear
espatula, y agregar a un matraz de 100 mL.

3. Adicionar 72 mL de agua DEPC al matraz.

4. Disolver la agarosa en el agua DEPC calentando en el microondas por un
minuto.

5. Dejar enfriar a 50°C y agregar 10 mL de MOPS 10x y 18 mL de
formaldehido.

6. Vaciar en la caja y dejar solidificar por una hora.

7. Cuando el gel empiece a solidificar agregar un poco de MOPS 1x frio sobre

la superficie del gel para evitar que se seque.
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PREPARACION DE LAS MUESTRAS PARA ELECTROFORESIS DE RNA

1. Descongelar las muestras de RNA en hielo.

2. Suspender el RNA en agua estéril a una concentracion de 15 pug/pl y mantener en
hielo.

3. En tubos eppendorf nuevos realizar la siguiente mezcla de reaccién

Tabla 12. Mezcla de reaccién para preparar muestras de RNA para

electroforesis.

Reactivo 1x
MOPS 10x 1.7 uL
Formaldehido 2.3 uL
Loading Buffer 2 uL
Bromuro de etidio 1 uL
Formamida Ajustar con RNA a 13 uL
RNA 15 pg/ pL
Volumen final 20 uL

4. Incubar 65°C por cinco minutos.

5. Llenar la camara de electroforesis con MOPS 1X frio hasta 1 mm por
encima del gel.
6. Cargar los pozos del gel con el volumen total de los tubos de reaccion y

correr 2.5 horas a 95 volts

FOTOGRAFIA DEL GEL

Después de las 2.5 horas se toma una fotografia del gel (Kodak, Digital
Imaging). En donde se deben observar don bandas, en donde la banda 28S debe
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ser dos veces mas brillante que la 18S, esto no indica que el RNA total no se
encuentra degradado.

SINTESIS DEL RT POR MMuLV

Es necesario sintetizar el RT a partir de RNA total para poder llevar a cabo
la reaccion de RT-PCR. Para sintetizar el RT se emplea el termociclador (Perkin
Elmer, Gene Amp PCR System 9600 USA) y se programan los siguientes ciclos 1
hora 42°C, 5 minutos 94°C y 30 minutos a 4°C. El RT que se va sinterizar va a
tener una concentracion final de 300 ng/pL.

1. Se descongelan las muestras en hielo.

2. Con los valores obtenidos de la cuantificaciéon de RNA total se tiene que
calcular el factor de dilucion (FD) para que al momento de sintetizar el RT
se obtenga una concentracion de 3000 ng/uL y posteriormente hacer una
dilucién 1:10 para obtener una dilucién 300ng/uL.

3. Ejemplo del calculo:

Tabla 13. Ejemplo de célculo para RT.
PARA RT
FD | uLde RNA L de H,0

Muestra | Conc ng/ul | Promedio

Caseina t0 3621.2
Caseina t0 3604.8

3613 3.82 20 76.35

FD = Conc ngluL _
750

FD = (%Bj - 1 =382
750
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Para que pipetear las muestras sea mas facil se van a tomar 20 pL de RNA
total, asi que tomando en cuenta el FD antes calculado sabemos que por 1 uL de
RNA vamos a poner 3.82 uL de agua DEPC. Por lo tanto si voy a tomar 20 uL de
RNA de agua DEPC para hacer la dilucion y tener el RNA total a una
concentracion de 3000 ng/uL necesitamos: (20 uL de RNA * FD) 76.35 pL de agua
DEPC.

Se va a realizar este célculo para todas las muestras a las que se les va a
sintetizar el RT. La dilucion del RNA total se hace en tubos eppendorf nuevos de
1.5 mL.

4. En tubos nuevos eppendorf de 0.5 mL con tapa plana se va a preparar la

siguiente mezcla de reaccion:

Tabla 14. Mezcla de reaccion para sintesis de RT.

Reactivo 1x
Buffer 5x 4 uL
Oligonucleétido dT 0.01ug/mL 2 uL
dNTP 2Mm 4 ul
DTT 0.1M 2 uL
Transcriptasa reversa M-MULV (Invitrogen, 0.5uL
Carlsbad, CA, USA)
Agua 4.5 L
RNA 4 ul
Total 22 uL

5. Agitar cada tuvo en vortex por 15 segundos y se da un mini spin por 15
segundos.

6. Colocar los tubos en la placa del termociclador y programar los ciclos antes
mencionados.

7. Al terminar el proceso se diluye en RT (que tiene una concentracion de
3000 ng/uL) para obtener una concentracién final de 300 ng/uL.
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REACCION DE RT-PCR

1.
2.
3.

Descongelar en hielo los tubos con el RT.

Colocar en hielo los reactivos para llevar el RT-PCR.

Realizar la siguiente mezcla de reaccién mas uno por triplicado (que va a
servir como blanco) en un tubo eppendorf de 1.5 mL, por ejemplo si tengo
tres muestras sumo uno por el blanco= 4 muestras en total; por triplicado
son 12. Asi que multiplo la cantidad de todos los reactivos por 12, excepto

el RT ya que este se va adicionar al ultimo.

Tabla 15. Mezcla de reaccion para RT-PC

Reactivo 1x
Master Mix 6 uL
H2O libre de RNAasas 4 uL
Ensayos fluorogénicos Tagman de Applied 0.6 uL
Biosystem inventariados*
RT 1.4 uL

*Se van a emplear los Ensayos fluorogénicos Tagman de Applied Biosystem

inventariados para SREBP-1c, FAS y actina.

4.
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Una vez ya preparada la mezcla de reaccion se divide en tubos de 0.5 mL,
uno por cada muestra. Y se afade 4.2 yL de RT.

Agitar en vortex y se mantienen los tubos en hielo.

Se toma una placa de 96 pozos de Applied Biosystem.

Pipetear 10 uL por triplicado en los pozos de la placa.

Cubrir la placa con una cubierta plastica adhesiva de Applied Biosystem.

Leer en equipo ABI prism 7000 de Applied Biosystem.

ESTUDIOS HISTOMORFOLOGICOS
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Para procesar el tejido fijado en formalina 10% se hacen los siguientes lavados

Tabla 16. Procesamiento del tejido fijado en formalina 10%

Reactivo Tiempo
Alcohol 95% 25 minutos
Alcohol 95% 25 minutos
Alcohol absoluto 20 minutos
Alcohol absoluto 20 minutos
Alcohol/ Xilol 30 minutos
Xilol 25 minutos
Xilol 25 minutos
Parafina 30 minutos
Parafina 30 minutos
Parafina 30 minutos

1. Después del ultimo bano en parafina, los cassetes se dejan 24 horas, para
que la parafina se solidifique.

2. Después de embeber los cassetes en parafina. Se incluyen (Leica EG 1160,
Leica Biosystems Nussloch GmbH, Germany) con la finalidad de obtener
bloques solidos de parafina en donde el tejido se encuentre en una cara de
este para su posterior corte, la inclusion se llevé a cabo de la siguiente
forma, los cassetes se colocan en una camara del incluidor que se
encuentra a 65 °C por 20 minutos para que se desparafinen, posteriormente
se abren los cassetes y se toma el tejido con pinzas metélicas y se colocan
sobre una placa de metal de 2 x 2 cm sobre estas se vierte parafina liquida,
se cubren con el cassete y se colocan sobre la placa fria del incluidor para
formar bloques soélidos de parafina en los cuales el tejido va a quedar en
una cara de estos para su posterior corte.

3. Para los cortes es necesario preparar un bafo de agua a 65 °C a la que le
va a anadir 0.1 g de grenetina para histologias.
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4. Los cortes van a ser de 4 um para higado y de 10 um para tejido adiposo.

5. Los cortes se van a depositar en el bafio de agua y se van a recoger de

este en portaobjetos previamente lavados con etanol.

. Una vez el tejido en el portaobjetos se va a fijar a este colocando en la
estufa a 65 °C por 20 minutos.

. Después de que se fija el tejido al portaobjetos se va hacer la tincion con el
método hematoxilina-eosina.

. En la tincién se tiene que revertir el proceso de inclusién, para eliminar la
parafina del tejido y permitir que los tintes penetren la seccion. Por lo tanto
antes de tenir se tiene que desparafinar la muestra a 61 °C por 30 minutos.
En la Tabla 23 se presentan los pasos de la tincion en hematoxilina-eosina.

~90 ~



Tabla 17. Tincidon con hematoxilina-eosina

Reactivo Procedimiento
Xilol absoluto 10 minutos
Xilol absoluto 10 inmersiones
Xilol: etanol | 10 inmersiones
(50:50)
Etanol absoluto 10 inmersiones
Etanol 96% 10 inmersiones
Agua Lavar hasta que los tejidos en las laminas estén de color
blanco.
Hematoxilina 6-7 minutos
Alcohol &cido 1 inmersion
Agua Lavar y tirar agua
Carbonato de litio | 1 inmersién
Agua Lavar
Etanol 80% 10 inmersiones
Eosina 5 inmersiones
Etanol 95% 10 inmersiones
Xilol-etanol (50:50) | 10 inmersiones
Xilol absoluto 10 inmersiones

9. Después de la tincién a las laminas se le anadieron 3 gotas de resina y se
cubrieron con un cubreobjetos para proteger los tejidos y para su posterior

revision al microscopio.

~91 ~




	Portada

	Índice

	Resumen

	Introducción y Antecedentes

	Justificación

	Hipótesis y Objetivo 
	Metodología

	Resultados
	Discusión

	Conclusiones

	Bibliografía

	Anexo


