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Abreviaciones utilizadas

PGC1a

Coactivador 1a del receptor activado
gamma del proliferador de peroxisoma

SREBP Proteinas de wunion a los elementos
regulatorios esteroles

UCP-1 Proteina desacoplante 1

Tissue lyzer Lisador de tejido

AGS Acidos grasos saturados

AGI Acidos grasos insaturados

A Desaturasas

PPARYy Receptor de peroxisoma-proliferador-
activado-gamma

C/EBP1 Proteina de unién al potenciador

MAPK Quinasas activadas por mitégenos

PKA Proteina quinasa

PPARE Elementos de respuesta de ppar




ARA

Acido araquidénico

DHA Acido docoxehanoico

EPA Acido eicosapentanoico

LDL Lipoproteinas de baja densidad

HDL Lipoproteinas de alta densidad

PGE Prostaglandinas

TXT Tromboxanos

RXR Receptor x reptinoide

(PGly) Prostaciclinas

LPL Lipoproteina lipasa

(GLUT4) Transportador de glucosa 4

(SCOAD) Esteroil coenzima desaturasa

(EAGS) Acido graso sintasa

KLF’S Factores KRUPPEL

(CHREBP1) Proteina de union al elemento regulador
esterol,

(PREF-1) Factor preadipocito, lipasa de lipoproteina

(CREB) Elemento de respuesta de camp

ZFP43 Proteina de dedo de ;inc

FAB4 Proteina de unién a Acidos grasos

PEPCK, Fosfoenolpiruvatoquinasa

RESUMEN

El intestino grueso es un nicho ecoldgico que esta colonizado por comunidades

de microorganismos que desempenan funciones importantes para la salud. Al

conjunto de estas comunidades se les denomina microbiota intestinal y las mas

estudiadas han sido las bacterias. En las ultimas décadas se ha visto que

algunos bacterias pertenecientes al filo de Bacteroidetes y Firmicutes tienen la

capacidad de participar en los procesos metabdlicos de obtencion de energia

dentro de las células; procesos de diferenciacion celular como el apardeamiento

(browning) y procesos inmunolégicos relacionados con la inflamacion. Existen

factores que alteran estos procesos (disbiosis), entre los que destacan la forma




de nacimiento, la higiene ambiental, pero de manera muy importante la dieta.
Algunos alimentos pueden provocar alteraciones en estos nichos ecologicos de
forma que se exacerben procesos de inflamacion provocados por las bacterias
patdgenas. Esto hace que se favorezcan las condiciones necesarias para el
desarrollo de ciertas enfermedades como la obesidad. En la obesidad, estas
comunidades ademas de favorecer estos cambios provocan ademas otras
alteraciones entre ellas, el desarrollo de resistencia a la insulina, higado graso y
dislipidemias, lo cual no se sabe si es provocado con certeza por el mismo
consumo de alimentos o sea un provocado por el conjunto de los dos, los
alimentos y la microbiota intestinal en conjunto. Por lo que se vuelve importante
estudiar la respuesta que tiene la microbiota intestinal ante el consumo de ellos
para comprender la influencia que tienen los alimentos sobre los mecanismos de
accion activados por las bacterias para favorecer procesos de inflamacion vy
captacion de energia que favorecen la acumulacion de adiposidad en el

organismo.

Diversos estudios han mostrado que cada uno de los componentes de la dieta
puede modificar de manera selectiva a la microbiota intestinal, y recientemente
ha cobrado importancia el hecho de que algunos tipos de grasas consumidas
pueden tener un efecto benéfico o perjudicial segun sea el origen de obtencién
de la grasa, que puede ser animal o vegetal. Uno de los aceites mas
consumidos en la dieta humana es el aceite de soya y el cual se caracteriza por
tener un elevado contenido de acidos grasos poliinsaturados, particularmente el

acido linoleico y el a— linolénico.

Por lo que el motivo de la presente investigacion fue el estudiar en ratones si el
consumo de una dieta con un contenido elevado de aceite de soya al 21%
genera cambios metabdlicos selectivos sobre la ganancia de peso; parametros
bioquimicos como la glucosa, triglicéridos, colesterol total, colesterol LDL y HDL,;
tolerancia a la glucosa y la sensibilidad a la insulina; asi como también sobre el
gasto energético, la morfologia del tejido adiposo blanco y la capacidad potencial
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de apardeamiento (browning) del tejido adiposo blanco en comparacion con una
dieta estandar que usa aceite de soya al 7%. Ademas, analizar si se el consumo
de este aceite genera cambios en la composicion de la microbiota como
respuesta ante su consumo, analizados por la secuenciacion del gen 16s
ribosomal, asi como la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), que

pudieran indicar una posible relacién con los cambios metabdlicos.

Los resultados mostraron con certeza que el consumir un exceso de aceite de
soya generaba una ganancia significativa sobre el peso, el contenido de grasa
corporal, las concentraciones de colesterol total y LDL y todo esto aunado a una
menor tolerancia a la glucosa y a una significativa disminucién en la sensibilidad
a la insulina. Los estudios histolégicos, por otra parte, demostraron que el mayor
consumo de aceite de soya incremento el tamafio de los adipocitos del tejido
adiposo blanco y por otro lado generé una alteracion en la morfologia de los
adipocitos del tejido adiposo semejante al pardo (Beige). Estas alteraciones
observadas por el elevado consumo de aceite de soya se vieron acompafadas
por una disminucion del gasto energético (VO,). Parte de la explicacion de la
disminucién del VO, estuvo asociado a una disminucion en la expresion de
marcadores de termogénesis, l0 que indica una disminucion en la capacidad de
apardeamiento del tejido adiposo blanco. Finalmente, los datos del analisis de la
microbiota intestinal demostraron que el consumo de una dieta alta en aceite de
soya disminuye la diversidad de la microbiota intestinal y el analisis de beta
diversidad, indico que la microbiota intestinal del grupo alimentado con aceite de
soya al 21% es en parte diferente a la del grupo alimentado con 7% de aceite de
soya, lo cual se vio reflejado principalmente en la abundancia relativa de los
Firmicutes y de los Tenericutes, que se caracterizO por un incremento de
aproximadamente al 47% en la poblacién de Tenericutes de la muestra de
aceite de soya al 21% con respecto a la del aceite de soya al 7% mientras que la
poblaciéon de Fermicutes incremento en un 10 % en la dieta del 21% con
respecto a la del 7% . Por lo que se concluye que los efectos metabdlicos

benéficos que tiene el aceite de soya cuando se consume a la concentraciéon
9



recomendada que cubre el requerimiento (7%) se pierden cuando se consume

una dieta alta en aceite de soya (21%).

INTRODUCCIC’)N
1.1Acidos grasos

1.1.1 Propiedades quimicas de los acidos grasos

Los acidos grasos son biomoléculas que tienen una estructura en forma de
cadena y estan formados por atomos de carbono (C) que se unen entre si
mediante enlaces covalentes simples (-) y en la parte terminal de la cadena, se
encuentra un grupo carboxilo ( COOH), como el acido palmitico de la figura 1a.
La longitud de la cadena puede ser variable, siendo los acidos grasos cortos
aquellos que tienen menos de 7 atomos de C, como el acido pentanoico de la
figura 1b, mientras que los acidos grasos largos son los que estan formados por
mas de 10 atomos de C, como el acido palmitico de la figura 1a. Ademas, los
acidos grasos pueden presentar dobles enlaces (=) entre un atomo de carbono y
otro como el acido araquidoénico y el acido eicosapentanoico de la figura 1cy 1 d
(Lehninger, 2014).
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/\/\/\/V\/\/\)LOH = CCCCCCCCCCCCCCCC(0)=0

4cido palmitico

~

b

4cido pentanoico

OH
dcido araquidénico

(o}

NN OH

d 4cido eicosapentanoico

Figura 1. Representacion esquematica de los acidos
grasos: a) Acido palmitico, b) Acido pentanoico, c) Acido
araquidonico y d) Acido eicosapentanoico

Los atomos de carbono y el grupo carboxilo son regiones muy diferentes dentro
de la molécula, siendo los atomos de carbono la parte hidrofébica, esto es, la
parte que no se disuelve en agua y el grupo carboxilo la parte hidrofilica, es
decir, se puede disolver en agua. Esto hace que los acidos grasos sean
amfipaticos, siendo esta propiedad lo que hace que sean los bloques de
construccion adecuados para la formacion de membranas celulares ya que se
necesita que por un lado el medio extracelular no pueda transitar al citoplasma,
lo cual es posible por la hidrofibicidad para evitar la entrada de sustancias
toxicas y por otro lado se necesita que el contenido de la célula no pueda
escapar, a menos que se necesite, lo cual es realizado por la parte hidrofilica.
(Clayden 2001, Lehninger, 2014).

Los acidos grasos puedan realizar diversas funciones a nivel celular. Pueden

servir de precursores para la sintesis de mensajeros celulares, pueden formar
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parte de las membranas celulares o servir como fuentes de energia en periodos

prolongados de ayuno (Lehninger, 2014; Unger, 2001).

1.1.2 Biosintesis de acidos grasos saturados en animales

La sintesis de los acidos grasos tiene principalmente lugar en el higado y en el
tejido adiposo. El primer paso de la sintesis inicia con la produccion de los
precursores acetil-CoA y malonil -CoA, a través de las enzimas acetil -CoA
carboxilasa y atp- citrato liasa. Este paso es activado por la acumulacion de

citrato en el citosol (Lehninger, 2014; Tovar et al., 2005).

El malonil-CoA y el acetil-CoA inician el siguiente paso de la sintesis, que
consiste en anadir dos atomos de carbono al acetil-CoA, para obtener un
intermediario de cuatro atomos de carbono, el butiril-CoA a través de la enzima
acido graso sintasa. La enzima acido graso sintasa anade atomos de
carbono mediante la descarboxilacion de una molécula de malonil-CoA. Este
proceso continua hasta sintetizar un acido graso de 16 atomos de carbono,
denominado acido palmitico (figura 2). Los inhibidores de la sintesis de acidos
grasos son el glucagén y epinefrina, cuando son concentraciones son altas que

usualmente se presenta en periodos de ayuno largos (Lehninger, 2014 ).

1.1.3 Formacién de Acidos grasos insaturados

La formacion de acidos grasos insaturados a nivel celular comienza con el acido
palmitico como precursor, es transformado en acido estearico que es un acido
graso formado por 18 atomos de carbono y sintetizado a través de la acido

graso sintasa y malonil-CoA. El acido estearico es convertido después a un
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Sintesis de dcidos grasos

Citrato
ATP-Citrato liasa
Acetll—CoA
Acetil-CoA+ CarboxiBiotina
) Acetil-CoA carboxilasa
Biotina 7 ¥y
Malonil-CoA
&
(7
Cag()[]
&,
Illef .
171;(?

Palmitoil-CoA Y Butiril CoA

Tetradecanoyl-CoA ) Hexanoil-CoA

Dodecanoyl-CoA Acido Grasa sintasa

Octanoyl-CoA
NADH

Decanoyl-CoA

4cido palmitico

Figura 2. Ciclo de sintesis de 4cidos grasos
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acido graso insaturado que tiene un doble enlace en la cadena y sintetizado por
las desaturasas (Lenhninger,2012). Las desaturasas tienen tres is6formas, que
se conocen como desaturasa 9, desaturasa 12 y desaturasa 15 (A9, Al2y
A15). Deshidrogenan al acido estearico para formar un acido graso con producir
enlaces dobles en la cadena. Por su parte, la desaturasa 9 forma un doble
enlace en la posicion 9 para producir acido oleico, un acido graso con un enlace
doble y 18 atomos de carbono. (figura 3, Oleato) ( Lenhniger 2012; Tovar, 2005;
Torres et al 2006).

Los siguientes dos dobles enlaces son insertados por la Al2y AlS. Estas
enzimas no las poseen los humanos, sino mas bien se localizan en bacterias y
plantas. Como consecuencia, insertan dobles enlaces en las posiciones 12y 15
de la cadena. Sus productos son el acido linoleico que tiene dos dobles enlaces
en las posiciones 9 y 12 contando a partir del carboxilo terminal, y el acido
o— linolénico que presenta tres dobles enlaces en las en las posiciones 9, 12y
15, los cuales son intermediarios para la sintesis de prostaglandinas y

tromboxanos (figura 3) (Nelson, 2000; Specher et al.,1992).
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Instaruracion de dcidos grasos
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Figura 3. Proceso de sintesis de acidos grasos insaturados
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1.1.4 Clasificacion de acidos grasos insaturados

Los acidos grasos insaturados que tienen dobles enlaces en las posiciones 12 y
15 como el acido o~ linolénico y el linoleico son llamados acidos grasos omega 3
y omega 6 respectivamente. Esta denominacion es porque se cuenta la cercania
que tienen los dobles enlaces con el carbono omega de la cadena, que es el
carbén mas alejado del grupo carboxilo (figura4). En cambio los dobles enlaces
se encuentran a 12 carbonos de distancia y 15 del carboxilo terminal en el acido
o— linolénico(figura 4) (Diaz Villasenor 2002; Ooi et.al, 2015).

Los acidos grasos insaturados que presentan un solo doble enlace se
denominan acidos grasos monoinsaturados y los que presentan mas de uno se

denominan poliinsaturados (Diaz-Villasefior et al 2013; Carey,2012).

Pueden existir acidos grasos omega 3 y omega 6 monoinsaturados pero también
poliinsaturados (Tovar et al., 2005). Los acidos grasos omega 3 y omega 6, son
importantes precursores de prostaglandinas y tromboxanos, compuestos que
participan en los procesos de inflamacioén y coagulacion del organismo (Tovar,
2015) .
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dcido alfa linolenico (omega 3)

dcido linoeico (omega 6)

Figura 4. Forma de conteo para clasificar a los 4cidos grasos insaturados
como omega 3 y omega 6.

1.1.5 Acidos grasos esenciales.

Como se indicé anteriormente, el organismo sintetiza por medio de la acido
grasa sintasa como principal producto al acido palmitico el cual contiene 16
carbonos. A partir de ese acido graso por medio de una elongasa se sintetiza el
acido estearico y posteriormente por medio de la estearoil-CoA desaturasa 1 se
sintetiza el acido oleico, el cual presente una doble ligadura entre el C-9 y C-10,
por lo que los acidos grasos mas abundantes en los 6rganos de un mamifero
incluyendo a los humanos son el acido palmitico y el acido oleico (Hodson L,
2009). La sintesis de los acidos linoleico y alfa linolenico no puede ser
sintetizados como se indicd anteriormente en el organismo debido a que el
linoleico agrega una doble ligadura en el carbono 12 y no existe enzima en el
organismo que pueda llevar acabo esta insaturacion. De manera semejante para
la sintesis del alfa linolenico se genera una doble ligadura entre el carbono C14

y C15, la cual tampoco puede ser generada en la célula. De esta manera estos
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dos acidos grasos se les denomina acidos grasos esenciales, pues deben de
consumirse atreves de la dieta, siendo las principales fuentes los aceites de
origen vegetales como el aceite de maiz, el aceite de soya o el aceite de chia

entre otros (Diaz-Villasefor, et al, 2013; Ooi et. al, 2015).

El acido a-linolénico es un precursor de acidos grasos omega 6 de cadenas
superiores a 20 atomos de carbono y el acido a-linolénico es un precursor de
acidos grasos omega 3, precursor de acidos grasos de cadena superior a 20
atomos de carbono (Tovar et al., 2005; Leslie., 2015). A partir de los acidos
grasos esenciales, se pueden sintetizar moléculas mensajeras que participan en
las cascadas de sefalizacion, que intervienen en la activacion de los procesos
de inflamacién, y en los procesos de coagulacion, asi mismo pueden ser usados
como fuentes de energia cuando las reservas de ATP son deficientes. Entre
estos acidos grasos se encuentran el acido araquidénico (Ara), el acido
docohexanoico (DHA) y el acido eicosapentanoico (EPA) (Vazquez-Vela et al.,
2008). El acido araquidénico puede ser convertido a prostaglandinas (PGE),
compuestos que son mediadores inflamatorios; o a prostaciclinas (PGly),
responsables de la dilatacion de los vasos sanguineos; o a tromboxanos (TX),
responsables de la agregacion de plaquetas. El acido eicosapentanoico (EPA)
produce prostanoides y leucotrienos, que se movilizan durante la respuesta anti-
inflamatoria (Wiktorowska et al., 2015; Leslie et al., 2015; Nepelska., 2017; Ooi
et al., 2015).

Ademas, estos acidos grasos poliinsaturados esenciales mejoran la fluidez de la
membrana celular; disminuyen los niveles de triglicéridos y colesterol-LDL. Por
ello, los acidos grasos esenciales son nutrimentos importantes para el
funcionamiento correcto del organismo (Kenedy et al., 2005; Rodriguez et al.,
2017).
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1.1.6 Acidos grasos y efectos en la salud

Los acidos grasos que no presentan dobles enlaces entre los atomos de
carbono, son acidos grasos saturados y estan asociados al aumento de los
niveles de ftriglicéridos en la sangre, asi como al aumento del riesgo de
desarrollar enfermedades cardiovasculares (Rodriguez et al., 2017). Los
individuos que presentan este estado suelen ser considerados como

hiperlipidémicos o hipertrigliceridémico (Rodriguez et al 2017; Tovar et al., 2005).

Los acidos grasos insaturados suelen disminuir los niveles de triglicéridos en la
circulaciéon cuando se consumen (Guilherme et al 2008). En estudios han
encontrado que los acidos grasos polinsaturados, entre ellos el acido
eicosanoico, el acido linoleico y el acido araquidénico pueden actuar como
antagonistas de los procesos de inflamacién, que se activan por el consumo
desmesurado de acidos grasos saturados(Leslie et al., 2015). El Instituto de
Medicina de Estados Unidos (IOM, Institute of Medicine), asi como la American
Hearth Association (AHA) recomiendan el consumo de &acidos grasos
polinsaturados como medida de prevencion contra las enfermedades cronico-

degenerativas. (Institute of medicine, 2017; American Hearth Association 2017).

1.1.7 Los acidos grasos esenciales pueden regular procesos a nivel

genético.

Las grasas que consumimos en los alimentos tienen diferentes funciones en el
organismo. Se clasifican en acidos grasos saturados, acidos grasos insaturados,
colesterol, triglicéridos y fosfolipidos. Su composicién varia segun el tipo de
alimentos. En la tabla 1 se muestra la composicion tipica de dos alimentos, la
carne de res y el aceite de soya, para comparar la composicion de acidos grasos
saturados e insaturados que tienen cada uno de estos alimentos
(Spiegelman,1996; Mohamed, 2012)
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Los acidos grasos polinsaturados son mas abundantes en alimentos de origen
vegetal como la soya mientras que los acidos grasos saturados son mas
abundantes en los alimentos de origen animal, como la carne de res. En
estudios se ha visto que los alimentos de origen animal aumentan el riesgo de
contraer enfermedades cronico degenerativas debido a que se estimulan varias
alteraciones metabdlicas del organismo. Entre ellas la adipogénesis y el

metabolismo de los lipidos (Spiegelman,1996; Azain et al, 2004).

Ademas pueden favorecer el desarrollo de hiperplasia e hipetrofia, dos estados
patologicos que estan asociados a la obesidad y sobrepeso cuya etiologia es el

consumo de acidos grasos (Spiegelman, 1996; Jump et al, 1999).

Tabla 1. Composicion de 4cidos grasos de la carne y el aceite de olivo

Alimentos de origen animal Alimentos de origen vegetal

(res) (soya)
Lipidos % de cantidad total % de cantidad total
Acido miristica 1.6 0.13
Acido palmitico 15.94 11.45
Acido estearico 8.29 3.85
Grasas saturadas 25.88 15.43
Acido palmitoleico 3.44 0.22
Acido oleico 18.44 18.78
Acidos grasos monosaturados 21.89 19
Acido linoleico 0.582 54.90
Gama linoleico 0.016 0
Acido o - Linolénico 0.53 8.31
Acido araquidénico 0.34 0
Acido eicosapentanoico 0 0.24
Acido docoxohexapentanoico 0.001 0.13
Total de acidos grasos 1.48 63.58

poliinsaturdos

(Torres et al, 2005; Carnevale et.al 2006)

20



1.1.8 Acidos grasos y Diferenciaciacién celular

Los acidos grasos saturados (AGS) favorecen la maduracién de los adipocitos
en lineas celulares. En diversas lineas celulares como la linea celular 3TL3, un
modelo de adipocito no maduro, se ha visto que los AGS pueden diferenciar a
esta linea celular, transformando los preadipocitos a adipositos blancos
maduros. Los adipocitos blancos en su forma madura se encargan de absorber
los acidos grasos que circulan en la sangre y almacenarlos en forma de
triglicéridos, siempre y cuando sean consumidos de manera adecuada
(Spiegelman, 1996; Kubota et al 1999).

1.1.9 Mecanismo Molecular de Maduracion de adipocitos blancos

A nivel genético el proceso de maduracidon de los adipocitos es regulado por el
Receptor de peroxisoma-proliferador-activado-gamma (PPARY) que es un factor
de transcripcion versatil, que modula la trascripcion de varios genes entre ellos,
los de la maduracion de los adipocitos. El proceso de maduracién de adipocitos
es conocido como adipogénesis. Los acidos grasos saturados son agonistas del

receptor PPARYy (Spiegelman, 1996).

La unién de un acido graso con PPARy provoca que este factor de transcripcion
se una con el receptor X retinoide( RXR) para formar un heterodimero € iniciar la
transcripcion de varios genes implicados en la adipogenesis, entre ellos los
genes de diferenciacion CEBPB, y SREBF1, que codifican a los factores de
trascripcion: a) proteina de unién al potenciador CCCCAAT (C/.EBP) y b) a la
proteinas de unién a los elementos regulatorios esteroles (SREBP1). Los
factores de transcripcion (C/.EBP) y (SREBP1) activan la expresion de mas

enzimas de la adipogenesis, entre las que se encuentran la lipoproteina lipasa
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(LPL), el transportador de glucosa 4 (GLUT4), la steroill-CoA desaturasa (SCDI)
y la acido graso sintasa (EAGS) (Spiegleman, 1996, Hassan 2012).

Preadipocitos Expansion clonal Adipocitos blancos
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Figura5. Factores de transcripcién involucrados y proteinas: ( KLF’s) Familia de factores tipo Kriippel,
(PPARY) Receptor de peroxisoma-proliferador-activado-gamma, (C/EBP) proteina de unién al potenciador
ccccaat, (SREBP-1) proteina de unién al elemento regulador esterol, (ChREBP1) proteina de unién al
elemento de respuesta a carbohidratos, (Glut4) transportador de glucosa 4, (PREF-1) factor preadipocito,
lipasa de lipoproteina, (FABP4) fosfoenolpiruvatocarboxiquinasa, (SCDI) esteroil-CoA desaturasa, (CREB)
elemento de respuesta de cAMP, (ZFP43) proteina de dedo de zinc. En esta figura se esquematiza como
ocurre la regulacién a nivel transcripcional del proceso de adipogenesis. Las flechas punteadas indican los
factores que inducen el proceso de adipogenes mientras que la flechas planas indican los factores de
trasncripcion que lo inhiben. La familia de factores de trasncripcion de Kriippel activan a PPARy para
comenzar con la traduccion de las proteinas SCD1, FAB4, PEPCK,GLUT4 Y LPL que a su vez estan
involucradas en esta diferenciaciéon. Asi mismo los factores de transcripcion C/EBP, SREBP1, CREB y
ZFP423 activan el proceso.
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1.1.10 Salud y consumo de acidos grasos.

Los acidos grasos consumidos de manera cronica inducen primero un estado
patolégico conocido como hiperplasia. Cuya fisiopatologia se caracteriza por el
aumento de adipositos por un trasntorno de la adipogenesis. Esto trae a

consecuencia la ganancia de peso y acumulacion de tejido adiposo visceral .

Si el consumo de estos acidos grasos saturados continua, se genera un
segundo estado cronico, la hipertrofia. La hipertrofia es una estado crénico cuya
fisiopatologia se caracteriza por el ensanchamiento anormal de adipocitos a
causa de una acumulacion excesiva de lipidos, en forma de ftriglicéridos, y
secundario a esto se produce inflamacién y resistencia a la insulina en el tejido

adiposo.

La hiperplasia en conjunto con la hipertrofia son los responsables de los signos
tipicos de la obesidad. Esto es, resistencia a la insulina, niveles altos de

triglicéridos y particulas VDL (Spiegleman, 1996, Hassan 2012)..

1.1.11 Mecanismo molecular del proceso de hipertrofia.

El mecanismo molecular por el que ocurre la hipertrofia es por activacion de
PPARy a través de los AGS de forma alterada. A diferencia de la adipogénesis,
en la hipertrofia, PPAR y aumenta mas los niveles de la enzima lipasa (LPL) con
respecto a a las demas enzimas, esto favorece la absorcion de lipidos que viajan
en la sangre en forma particulas VDL hacia el interior de los adipocitos por la
acumulacion de la actividad lipasa de estas enzimas. Lo cual favorece que haya
mas acidos grasos disponibles y promueven la transcripcion de mas PPARY, lo

que altera el proceso de adipogénesis por retroalimentacion positiva,
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aumentando la cantidad de adipocitos y la formacion de tejido adiposo, asi como
aumento de obesidad (Madsen et.al,2004;Natarajan 2005) .

Los acidos grasos insaturados (AGI), pueden revertir esta fisiopatalogia y
disminuir la formacién de tejido adiposo visceral, ya que actuan como
antagonistas de los Acidos grasos saturados (Zoubir et al, 1991). Los &cidos
grasos insaturados que favorecen mayoritariamente esta disminucion de tejido
adiposo son los acidos grasos polinsaturados Q3 y los acidos grasos Q2 6 (Zoubir
et al, 1991).

1.1.12 Mecanismo molecular de la inhibicion del proceso de

hipertrofia a nivel genético.

Los Acidos Grasos Poliinsaturados inhiben la formacién de tejido adiposo en el
organismo por la desactivacion del proceso de adipogénesis, mediante
modificacidon covalente. La inhibicion de adipogenesis se realiza mediante unas
cinasas, cinasas de proteinas activadas por mitégeno” (MAPK, Mitogen activated
protein Kinases,) que forsforilan a PPAR y en el residuo de Serina 112, y
provocan un cambio conformacional que impide a PPAR y unirse a sus
elementos de respuesta conocidos como PPARre (pparre), que estan
localizados en las regidnes promotoras de los genes que estan involucrados en
este proceso de adipogenesis. entre ellos, los genes de las proteinas C/EBP1 y
SREBP. Lo cual impide la maduracion adipocitos y retarda parcialmente la

formacion de tejido adiposo visceral (Madsen et al 2004) .

EL estudio con acidos grasos insaturados es aun un tema de investigacion en

vias de encontrar un ligando que antagonize los efectos PPARy en su totalidad.
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Hasta el momento la informacién no es controversial debido a que se han
presentado resultados controversiales, sobre los efectos producidos por los
acidos grasos polinsaturados. Estos efectos dependen de la longitud de la
cadena, numero de instauraciones, la fuente de acidos grasos, y la proporcién

de acidos grasos saturados con respecto a los insaturados (Madsen et al 2004) .

1.2 Microbiota Intestinal

1.2.1 Aspectos generales

La microbiota intestinal es un conjunto de microrganismos comensales que
habitan en el intestino grueso, y establecen una relacion hospedero-
microoganismo. Las bacterias han sido las mas estudiadas (Fung et al., 2017).
Mediante estudios de secuenciacion masiva del gen ribosomal 16S, han
encontrado que el colon esta habitado aproximadamente por 100 trillones de
bacterias, que ejercen diversas funciones en el organismo, entre ellas la
degradacion de oligosacaridos, la sintesis de vitaminas y la sintesis de
bactericidas. Asi mismo, protegen la integridad de la barrera intestinal. Es vital
para la maduracion del sistema inmunolégico en el intestino. (Backhed et al.,
2004; Holmes et al., 20012; Charbonneau et al., 2016; Turnbaurg et al., 2013).

La poblacién de estos microorganismos aumenta progresivamente conforme se
avanza de una regién anatomica a otra. Desde el eséfago hasta el recto, habitan
aproximadamente de 10% a 10® bacterias, y en el intestino grueso se puede
encontrar hasta 10" bacterias. La diferencia en el tamafio de las poblaciones, se
debe principalmente a que el flujo laminar es mas rapido , a un pH menory a la
secrecion de sustancias microbicidas como las sales biliares en el intestino
delgado. Hasta el momento 1057 especies de bacterias han sido identificadas,

de las cuales, 160 especies diferentes habitan en el colon de cada individuo y
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estas especies no son equiparables entre un individuo y otro. (Weinstock, 2012;
Hunt et al., 2013).

En estudios filogenéticos han encontrado que a nivel de filo, la microbiota esta
compuesta por 6 grupos principales: Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria,
Proteobacteria, y Verrucomicrobia ((Koliada 2017; Holmes et al., 2012). Esta
composicion bacteriana depende de varios factores, tanto exdégenos como
enddgenos, los exdgenos la dieta, el uso de antibidticos, asi también la higiene
personal y la presencia de tdéxinas, mientras que en los los factores enddégenos
se cuentra la genética. En un estudio realizado con ratones deficientes del gen
de leptina (ob/ob) para estudiar el papel que juega la genética en la microbiota ,
se encontrd que tuvieron los ratoes deficientes de leptina presentaron un mayor
abundancia de especies pertenencientes a la phyla de Bacteroidetes, en

contraste con una disminucioén de Firmicutes (Koliada 2017).

La diversidad varia de una sitio anatomico a otro, en el estbmago y el intestino
delgado, hay mayor poblacion de especies pertenecientes a la phyla de
Firmicutes (Lactobacillaceae) y a las Proteobacterias (Enterobacteriaceae). Por
otro lado, en el intestino grueso existen especies que pertenecen a los
Bacteroidetes (Bacteroidaceae, Prevotellaceae, Rikenellaceae), especies que
pertenecen a los Firmicutes (Lachnospiraceae, Ruminococcaceae) y especies
que pertenecen a los Verrucomicrobiales (Akkermansia muciniphila). Esta
diferencia esta dada principalmente porque en el intestino delgado hay mayor
cantidad de oxigeno y a que hay presencia de compuestos antimicrobianos en el
intestino delgado (Walters, 2011).

1.2.2 Microbiota y alimentacién

La microbiota del intestino grueso participa en la degradacion de alimentos que

que son dificiles de digerir, incluyendo particularmente hidratos de carbono
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complejos, fibra soluble e insoluble, entre otros. La degradacién por medio de la
microbiota de estos compuestos genera acidos grasos de cadena corta como
son el acetato, el propionato y el butirato (Diaz-Villasenor, 2016; Walters, 2011;
Backhed et al., 2004; Wiktorowska et al ., 2015), los cuales se ha demostrado
que aportan alrededor de un 10% extra de energia a partir de los alimentos

consumidos (Fava et al.,2006).

Los acidos grasos de cadena corta son rapidamente absorbidos en el colon y
utilizados por el huésped para diferentes funciones. Por ejemplo, el butirato se
utiliza principalmente como fuente de energia para las células epiteliales del
colon, y a dosis bajas, mejora la funcion de la barrera intestinal, y también regula
la sensibilidad a la insulina (murina). En contraste, el acetato puede ser utilizado

en la lipogénesis y el propionato en la gluconeogénesis hepatica.

Ademas, la microbiota proporciona vitaminas tales como vitamina K, biotina,
riboflavina (B2), cobalamina (B12) y posiblemente otras vitaminas del complejo B
(Morowitz et al; Aviv et al.,2016; Browne et al., 2017). Dependiendo el tipo de
alimento que se consuma se pueden favorecer especies que produzcan mas
butirato, en especial las que pertenecen a los Firmicutes. Esto puede favorecer
la produccion de precursores necesarios para la sintesis de acidos grasos que

pueden favorecer el proceso de adipogénesis.

1.2.3 Microbiota y respuesta inmunolégica

El intestino es el area superficial mas grande del organismo y por tanto es el
nicho principal de la microbiota. (Honda et al.,2016; Blander et al., 2017;
Mackos et al., 2017). Existen estudios en ratones libres de bacterias que senalan

que la microbiota tiene influencia sobre el desarrollo de la respuesta
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inmunoldgica (Blander et al., 2017; Takiishi et al., 2017; Fung et al., 2017). En un
estudio hecho con un modelo animal en ratones libres de gérmenes se observo
que los ratones tuvieron respuestas inmunoldgicas deficientes en comparaciéon
con aquellos que se colonizaron con bacterias. Estos animales presentaron
nodos linfaticos pequefos y un numero reducido de linfocitos T cooperadores (
CD4 ) asi como citotoxicos (CD8"). Esto hace evidente la intervenciéon de la
microbiota en los mecanismos de respuesta inmunoldgica. (Takiishi et al.,
2017).

En otro estudio se evalud la interrelacién de la genética del organismo con la
composicién de la microbiota intestinal sobre sistema inmunoldgico utilizando
ratones deficientes del receptor NOD32. Se encontré que hubo una disrupcién
de la barrera epitelial del intestino, aunado a un reducido numero de linfocitos T
cooperadores (CD4"), lo que les confiri® una menor respuesta inmunoldgica a
bacterias patdgenas (Zoete, 2013). Por lo que la microbiota actua en conjunto

con la genética del organismo (Mackos et al., 2017).

1.2.4 Microbiota y Obesidad

La microbiota intestinal en los ultimos afios ha sido considerada como un factor
etioldgico en el desarrollo de la obesidad. EI consumo de una dieta elevada en
grasa afecta la composicion de la microbiota intestnal, principalemnte disminuye
las especies de Bacteroidetes, productoras de butirato (Fung et al., 2017. Este
acontecimiento es conocido como disbiosis (Othman et al., 2016; Moreira, 2012).
La disbiosis es un estado en el cual el equilibrio ecolégico de las bacterias
comensales que se establecen en el intestino se altera, en especial disminuyen
las especies productoras de vitaminas y las que forman una barrera fisica contra
las bacterias patogenas. Este estado alterado provoca que los mecanismos de
respuesta inmunoldgica se activen y produzcan una respuesta inflamatoria que

afecta la integridad del intestino. En especial, aumentan los niveles de expresion
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de factores proinflamatoriso como son el factor de necrosis tumoral alfa (TNF «)
y de la interleucina 1L-B. Ademas, se alteran los niveles de claudina, una
proteina asociada con la permeabilidad intestinal. (Rial et al., 2016; Alcock et al.,
2015; Gilbert et al., 2016; Lee et al., 2017).

Muchos grupos a nivel internacional trabajan descifrando el genoma de la
microbiota. Las técnicas modernas de estudio de la microbiota nos han acercado
al conocimiento de un numero importante de bacterias que no son cultivables, y
que tienen relacién con algunas enfermedades. (Gilbert et al., 2016; Guinane et
al., 2013).

1.2.5 Consumo de acidos grasos y microbiota intestinal

La grasa es un nutrimento importante en la dieta de un individuo, se puede
sintetizar en el organismo a partir de hidratos de carbono y/o algunos
aminoacidos, particularmente la leucina (Araujo, 2017). Las grasas de la dieta
varian mucho en su composicion y su estructura, en especial, los acidos grasos.
Las grasas de origen animal como la manteca de cerdo, por lo general,
contienen acidos grasos saturados (AGS), pero el aceite de pescado, se
compone de acidos grasos poliinsaturados omega-3 (AGPI3) que son totalmente
diferentes (Rasnick, 2018). Estudios previos han demostrado que el consumo de
acidos grasos saturados aumentan la permeabilidad intestinal, la resistencia a la
insulina, y la adiposidad en el tejido adiposo blanco (Rasnick, 2018; Nagao et al.,
2016)

El consumo de acidos grasos en dietas altas en grasa (DAG) provoca un mayor

flujo de quilomicrones que deterioran las funciones de la barrera intestinal si no
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son removidos. Como consecuencia hay una disrupcion de la barrera intestinal y
un aumento de la permeabilidad del intestino. El posible mecanismo es por la
acumulacion excesiva de quilomicrones que generan un gradiente de presion
sobre la pared intestinal. Uno de los factores asociados a estos cambios es la
activacion de la expresion de genes involucrados con la inflamacion (Moreira,
2012; Sirisinha., 2017; Steimle et al., 2016; Strati et al., 2017). Como
consecuencia hay un incremento en la sensibilizacion de los mastocitos. Los
mastocitos bajo estas condiciones de estrés activan los mecanismos de
inflamacion a través de una respuesta inmunolégica. En un estudio, realizado
con modelos animales, usando ratones que alimentaron con una dieta al 40% de
grasa saturada, se observé que los niveles de expresion del factor de necrosis
tumoral (TNF)a, interleucina 1 (IL-1), Interleucina 4 (IL-4), e Interleucina 13 (IL-
13) aumentaron (Petar, 2017).

En otro estudio, utilizando ratones alimentados con una dieta alta en grasa como
modelo de inflamacion, se presentd una disminucidn de expresion de las
proteinas claudinas y cadherinas, las cuales son necesarias para la formacién
de los desmosomas, que son vitales para mantener unidas las células epiteliales

de la pared del intestino (Escobales, 2016).

Se ha demostrado que las grasas saturadas modifican la composicién de la
microbiota intestinal. Un individuo tiene una microbiota compuesta por cuatro
phylas bacterianas principales: Bacteroidetes, Fimicutes, Actinobacteria y
Proteobacteria (Wisnewsky et al., 2014). El porcentaje de estos grupos varia,
pero generalmente estd compuesto por 45 % de Bacteroidetes, 45 % de
Firmicutes y 10% de las filas restantes (Koliada, 2017). Una dieta alta en grasa
saturada perturba esta composicion y favorece que disminuyan las poblaciones

de cepas comensales, en especial las productoras de butirato.
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En el estudio de Tariq y colaboradores se administré una dieta al 40% en grasa
saturada a ratones C56BL6 durante 5 semanas. Se observé un cambi6 en la
composicién microbiana, incrementando la poblacion de Bacteroidetes de 50.4%
a 54.66% y disminuyendo la poblacion de Firmicutes de un 44% a un 41%. Sin
embargo, en otro estudio se observé que el consumo de una dieta alta en grasa
produjo un efecto contrario, disminuyendo las especies de Bacteroidetes vy

aumentando las especies de Firmicutes (Tariq, 2018).

Hallazgos posteriores utilizando ratones alimentados con grasas saturada en la
dieta, mostraron cambios similares en la composicién de la microbiota asociados
con la presencia de inflamacion intestinal. EI cambio de la composiciéon estuvo
representado por una mayor abundancia de bacterias gram-negativas, que
indujeron la translocaciéon de la endotoxina LPS (lipopolisacarido) del lumen al
interior de la barrera epitelial. Esto provoco la activacion de los receptores TLR4,
que son receptores localizados en los enterocitos, y al reconocer este tipo de
moléculas se activo la cascada de senalizacion que promueve la expresion de
las citocinas proinflamtorias como IL-6 y el TNFa. Estas citocinas
proinflamatorias se presentan en pacientes con enfermedades como el sindrome
del intestino irritable y la obesidad (Nicole et al., 2012; Caitriona et al., 2013; Lee
et al., 2017; Cheng et al.,, 2017). Al parecer los alimentos y la microbiota
intestinal pueden en conjunto exacerbar el desarrollo de ciertas enfermedades
que tienen como sintomatologia la activacion de la respuesta inflamatoria (Nicole
et al 2012; Yang et al., 2017).

En estudios llevados a cabo por Nicole de Wit y colaboradores, se analizaron los
efectos metabdlicos y los cambios de la microbiota intestinal de acuerdo con el
consumo de diferentes aceites que tenian un diferente grado de instauracion.
Los aceites que emplearon fueron el aceite de palma, aceite de olivo y aceite de
cartamo cuya proporcion de acidos grasos saturados e insaturados (s:i) fue:

Aceite de palma (1:1), aceite de oliva (2:8) y aceite de cartamo(1:9). El aceite de
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palma por ser el mas saturado indujo mayores cambios en la composicion de la
microbiota intestinal. Promovidé que hubiera una menor diversidad bacteriana a
cambio de un aumento de Firmicutes, en especial de las especies Clostridium IV
y Clostridium VI. Ademas, se observd una mayor ganancia de peso en los
ratones, una mayor resistencia a la insulina y mayores niveles de triglicéridos
(Nicole et al., 2012). Esto sugiere una asociacion entre la microbiota intestinal, la

ganancia de peso y el consumo de acidos grasos saturados (Nicole et al., 2012).

Ademas, los acidos grasos saturados estan asociados a una mayor ganancia de
adiposidad en el tejido adiposo blanco y de inflamacién, mientras que los acidos
grasos poliinsaturados se asocian con menor inflamacion y promueven un
fenotipo metabdlicamente mas saludable. Por lo tanto, la dieta tiene un gran
impacto en la composicion microbiana del intestino (Scott et al., 2013), en las
propiedades inflamatorias del organismo y en la capacidad metabdlica de las
bacterias que conforman la microbiota intestinal (Tremaroli y Backhed, 2012;
Dias et al., 2017).

Estos efectos han sido mas notorios en ratones libres de gérmenes, que han
mostrado mas resistencia a la obesidad inducida por dieta, y una reduccion en la
inflamacion del tejido adiposo asi como una menor resistencia a la insulina
(Backhed et al., 2007; Caesar et al., 2012; Ding et al., 2010; Rabot et al., 2010;
Wong et al., 2017). Esto sugiere que estos factores microbianos pueden
contribuir directamente a la inflamacién del tejido adiposo blanco y a su vez, en

el desarrollo de hiperplasia e hipertrofia, figura 3.

De hecho, se ha mostrado que los cambios en la microbiota intestinal pueden
aumentar el riesgo de una persona al desarrollo de ciertas enfermedades, entre
ellas el sindrome del intestino irritable, la obesidad, el autismo y el cancer (Cao
et al., 2017; Kraneveld., 2016; Lee et al., 2017; Rajagopala et al., 2017; Strati et
al., 2011; Sutu et al., 2015).
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Figura 6. Interaccion de la microbiota intestinal, alimentos y tejido adiposo visceral

1.2.6 Microbiota y captaciéon de Energia de los Alimentos

La microbiota puede aumentar la captaciéon de energia de los alimentos en el
intestino. En un estudio, donde se usaron ratones de la cepa C56BL6 libres de
gérmenes que fueron tratados con una mezcla de antibiéticos de amplio

espectro, se observé un aumento de los Firmicutes y una disminucion de los
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Bacteroidetes. Esto promovié no solo un cambio en la funcién metabdlica de la
microbiota sino que alterd la capacidad metabdlica del intestino de captar
energia de los alimentos. Entre los cambios encontrados fueron un aumento en
la expresion de enzimas fosfotransferasas y enzimas del sistema de transporte
ABC, que promueven una mayor absorcién de alimentos. Como consecuencia,
se observdO un incremento en la ganancia de peso y de adiposidad
(Weinstock,2012).

1.3Aceite de soya

Se conoce que los aceites de origen vegetal incluyendo el aceite de soya tienen
un contenido importante de acidos grasos poliinsaturados. Dentro de estos, el
aceite de soya se caracteriza por tener acidos grasos omega 3 y omega 6.
Analisis por cromatografia de gases muestran que el aceite de soya tiene un
15% de acidos grasos saturados (13.1% de acido palmitico y 4.9% de estearico),
24% de acidos grasos monoinsaturados (22.2% &acido oleico y 0.18% acido
palmitoleico) y 61% de acidos poliinsaturados (52.1% acido linoleico que es
precursor de los acidos grasos omega 6 y un 6.2% de acido alfa-linolénico, que
es precursor de los acidos grasos omega 3). Lo que lo convierte en un aceite
ideal para estudiar los efectos que pueden producir los acidos grasos
poliinsaturados omega 3 y omega 6 en combinacién con los acidos grasos
saturados (Torres et al 2006). En la tabla 2 se muestran su contenido de grasas

saturadas, monoinsaturadas y polinsaturadas.

34



Tabla 2. Composicion de Acidos Grasos del Aceite de Soya

Tipo de Acido Graso

Porcentaje %

Grasa saturada (GS)

Acido Butirico 0.13
Acido Laurico 0.08
Acido Miristico 0.13
Acido Palmitico 11.45
Acido Estearico 3.85
Acido Araquiddnico 0.67
Suma 16.31
Grasa Monoinsaturada (GM)

Acido Palmitoleico 0.22
Acido oleico 18.78
Acido Vaccenico 1.19
Suma 20.19
Grasa poliinsaturada

Acido Linolieco 54.90
Acido a- linolénico 8.31
Acido Aracadonico -
Acido Eicosapentanoico -
Acido Docohexapentanoico -
Suma 63.58

(Torres et al 2006)

1.4 TEJIDO ADIPOSO
1.4.1 Tejido adiposo blanco y pardo

El tejido adiposo es un tejido conectivo caracterizado por almacenar

energia en forma de triglicéridos. Esta compuesto de adipocitos y células

estromales vasculares entre las que se incluyen leucocitos, macréfagos y
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fibroblastos. Existen dos tipos de tejido adiposo, el blanco y el pardo,
cuyas funciones son totalmente diferentes. Por una parte, el tejido
adiposo blanco se encarga de almacenar energia quimica en forma de
triglicéridos para luego enviarlos en forma de acidos grasos a érganos
periféricos para la obtencién de energia cuando los periodos de ayuno

son largos (Bartelt et.al , 2013).

El tejido adiposo pardo es un 6rgano diferente que funciona como aislante
térmico en condiciones de temperatura extremadamente bajas. Esto
ocurre a través de la B oxidacion con la proteina UCP-1 como agente
desacoplante y mediante el elevado numero mitocondrial que poseen. La
grasa parda también se conoce como grasa multilocular debido a que en
el citosol de este tipo de células los niveles de grasa son mas bajos y
hace que las vesiculas de grasa sean menos abundantes y mas

pequefias (Bartelt et.al,2013; Kusminki et.al,2016).

1.4.2 Morfologia del tejido adiposo

La morfologia de estos tejidos se distingue por varias caracteristicas. El
tejido adiposo blanco esta formado por adipocitos de color blanco, debido
a que tienen un numero bajo de mitocondrias y a que estan menos
irrigadas por vasos sanguineos. Tienen una vesicula lipidica grande de
triglicéridos y un nucleo que se encuentra localizado contra la membrana
plasmatica (Bartelt et.al , 2013).

Por otra parte el tejido adiposo café tiene este color debido a que esta
compuesto por adipocitos que tienen un elevado numero de mitocondrias
y esta ampliamente irrigado por vasos sanguineos. En estas células el
nucleo se encuentra mas proximal al centro debido a que los lipidos se

encuentran almacenados en vesiculas pequefos (Bartelt et.al , 2013).
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Los adipocitos de ambos tejidos estan inervados por nervios simpaticos
que controlan mediante regulacién hormonal los procesos fisiolégicos de

los dos tipos de tejido adiposo (Bartelt et.al , 2013).

1.4.3 Funciones del tejido adiposo blanco

Este o6rgano no solo almacena energia, sino que también secreta
hormonas o adipocinas y citocinas. Una de estas hormonas es la leptina
la cual esta asociada con el proceso de saciedad. Deficiencia en el
receptor de esta hormona provocan que exista un ingestion elevada de
alimentos y por lo tanto una acumulacion de energia, que se almacena en
forma de grasa. Cuando se supera la capacidad de almacenamiento del
tejido adiposo se presenta la hiperplasia e hipertrofia, que conducen a un
aumento en el numero y tamafo de los adipocitos. Esto provoca la
liberacién de citocinas proinflamatorias, entra ellas las interleucinas IL-6,
IL-B, IL- 4 y IL-11 (Bartelt et.al ; Kusminki et.al,2016).

Otra de las hormonas liberadas por este tejido secretor es la
adiponectina. Esta hormona modula la sensibilidad a la insulina y el
transporte de glucosa. Los niveles de esta hormona se elevan a través de
la estimulacion del receptor nuclear PPAR vy, y se ha encontrado que en
sujetos que presentan obesidad, los niveles de adiponectina son mas
bajos. Esto explica parcialmente la resistencia a la insulina, que es una

alteracion tipica en individuos con sobrepeso (Kusminki et.al,2016).
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1.4.4 Localizacion de tejido adiposo blanco y pardo

Las regiones anatdomicas donde se localiza el tejido adiposo son en las regiones
interescapulares, en las regiones gonadales, en las inguinales, en las regiones
surpraclavicularres y en las regiones nucales, las cuales conforman al tejido
adiposo subcutaneo, el cual no se considera peligroso. Sin embargo, existe
tejido adiposo en otras partes del organismo que se conoce como tejido adiposo
visceral. Este tejido adiposo se caracteriza por estar mas cercano a los 6rganos,
en especial el pancreas, el higado y el corazén. La acumulacion excesiva de
tejido adiposo visceral provoca inflamacién y aumenta el riesgo de desarrollar

enfermedades cronico degenerativas (Bartelt et.al , 2013).

1.4.5 Apardamiento del Tejido Blanco

El tejido adiposo blanco posee adipocitos que tienen la capacidad de
diferenciarse a adipocitos pardos, proceso conocido como apardamiento o
browning. Este proceso mejora el gasto energético, la sensibilidad a la insulina y
aumenta la lipolisis. Por lo que su estimulacion atenua las alteraciones

metabdlicas producidas por la ganancia de adiposidad (Bartelt et.al , 2013).

1.4.6 Mecanismo molecular

El proceso de apardeamiento es activado mediante el incremento de
monofosfato de adenosina ciclico (AMPc), que es una sefal quimica que actua
de mensajero intracelular y activa las cinasas PKA y AMPK que fosforilan al
factor de trascripcion ATF-2. Este factor de transcripcion ATF-2 activa la
traduccion de las proteinas PPAR yy PGC1a, reguladores del proceso de

diferenciacion y se unen a la region promotora de los genes involucrados en el
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proceso de apardeamiento, entre ellos los genes HOXC9, CITED1, TMEM26,
Tnfrsf9, PRDM16 y UCP-1 para activar su transcripcion. Este proceso ocurre por
retroalimentacion positiva, esto es, una vez que es activada la trascripcion de
PPARy, se activa la expresion genética de los demas genes necesarios del

proceso de apardeamiento. (Bartelt et.al , 2013).

Los niveles de (AMPc) aumentan mediante regulacion hormonal a través de los
receptores # adrenérgicos. El aumento ocurre por sehfalizacion quimica via
catecolaminas o proteinas morfogénicas éseas, las cuales se unen a sus

receptores e incrementan los niveles de (AMPc) (Bartelt et.al, 2013).

JUSTIFICACION

En los ultimos afos se ha demostrado que varios compuestos bioactivos pueden
modificar la microbiota. Estudios por Gordon y colaboradores mostraron que
inicialmente la proporcion de las principales phylas de bacterias de la microbiota
intestinal, que se define como la comunidad bacteriana que habita el intestino,
se asocian o no con el desarrollo de obesidad. Asi un aumento de Firmicutes y
una disminucion de los Bacteroidetes, que son las principales phylas de las
microbiota se asocian con el desarrollo de obesidad. Estudios recientes han
mostrado que el incremento especifico de ciertas especies bacterianas como la
Akkermancia muciniphila, mejoran la sensibilidad a la insulina. Adicionalmente
se ha sugerido, pero aun no se ha establecido, que la presencia de algunas
especies bacterianas pudieran influir de alguna manera en el proceso del

apardeamiento del tejido adiposo (Alcock, 2015).

Por otra parte, no se ha estudiado la relacién entre el consumo de los acidos

grasos polinsaturados, particularmente del aceite de soya, sobre posibles
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cambios en la microbiota intestinal. Por ello, es de gran interés estudiar los
posibles mecanismos que pudieran subyacer en esta interaccion. Por ejemplo,
en un estudio se observdé que el consumo de acidos grasos poliinsaturados
modificd la composicion de la microbiota y a su vez este efecto mejoré la salud
mental de individuos con depresion o ansiedad (Pusceddu et al., 2015; Leslie et
al., 2015; Alcock et al., 2015).

Hipotesis

El consumo de una concentracion elevada de aceite de soya (21% de la dieta),
incrementara la ganancia de peso y la grasa corporal por una disminucion en la
capacidad de apardeamiento del tejido adiposo blanco y una disbiosis de la
microbiota intestinal en comparacién con ratones que consumen una dieta con

un requerimiento adecuado de aceite de soya (7% de la dieta).

Objetivo general

Evaluar la respuesta sobre la ganancia de peso, composicién de la microbiota
intestinal y el proceso de apardeamiento en ratas alimentadas con una dieta alta
en grasa (aceite de soya al 21%) con respecto a ratas alimentadas con una

dieta que contiene el requerimiento de grasa (aceite de soya al 7%).

Objetivos especificos
1. Evaluar quincenalmente la composicidn corporal de ratones alimentados

con la dosis recomendable (7%); aproximadamente 4kcal/g de dieta y tres
veces la dosis (21%); aproximadamente 5 kcal/g de aceite dietario y hacer

una comparacion entre ellas.
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2. Comparar el gasto energético y el cociente respiratorio de los dos grupos
de ratones.

3. Estudiar la resistencia a la insulina por medio de una curva de tolerancia a
la glucosa y una prueba de sensibilidad a la insulina.

4. Cuantificar en suero, al finalizar el estudio, las siguientes variables
bioquimicas: glucosa, triglicéridos, colesterol total, colesterol LDL y HDL.

5. Estudiar en el tejido adiposo blanco, la expresién génica de marcadores
de termogénesis y de apardeamiento: UCP1, PPAR1y, PRDM16 y
PGC1a.

6. Realizar estudios histomorfolégicos de tejido adiposo pardo y blanco.

7. Evaluar la composicion de la microbiota intestinal en ratones C57BL6
alimentados con dieta que contenga aceite de soya al 7% o al 21%
mediante la secuenciacion del gen rRNA 16S ribosomal, utilizando la

plataforma MiSeq de lllumina.

Metodologia

Animales

Se trabajé con 14 ratones machos de la cepa C57BL6 (C57BL/6) con una edad
de 7 a 9 semanas, con un peso promedio de 22.9 £ 0.5 g que se alimentaron
usando una dieta estandar (AIN93) o con una dieta modificada de AIN93 alta en
grasa (AIN93-S). La fuente de grasa provino del aceite de soya, usando una
proporcién de 7% para la AIN93 y 21% para la AIN93-S.

Los ratones fueron alojados en el bioterio del Instituto de Ciencias Médicas y
Nutricion Salvador Zubiran bajo condiciones controladas de humedad vy
temperatura, con ciclos de 12 h luz y 12 horas de oscuridad teniendo libre

acceso a comida y agua.
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Dietas

Para la alimentacion de los roedores se usaron dos dietas diferentes; una control
con una relacién de grasa/carbohidratos (7/61) y una dieta alta en grasa con una
relacion (21/47). A continuacién, se describe en la Tabla 3 cada uno de los

componentes usados en las dietas.

Tabla 3. Pesos de los componentes usados en las dietas

Ingredientes AIN93
(9/Kg) HFD g
(9/Kg)
Caseina 220 220
Sacarosa 100 100
Almidén de maiz 367 263
Dextrosa 132 96
Fuente de grasa 70 210
Mezcla de vitaminas 10 10
Celulosa 50 50
Mezcla de Minerales 50 50
Citrato de Colina 1.7 1.7
Tert-butylhidroquinona(TBQH) 0.014 0.014

Las dietas suministradas a los animales se basaron en las guias para estudios
nutricionales en roedores del “American Institute of Nutrition Rodent Diets”.
Ademas, las dietas son flexibles a un rango amplio de modificaciones. La dieta
que se conoce como AIN93 fue usada para elaborar la dieta del grupo control.
La dieta experimental se realiz6 modificando el contenido de carbohidratos, a
través de modificar la cantidad de almidén de maiz y dextrosa. Adicionalmente
se agrega en la Tabla 4 tabla en porcentaje el contenido de macronutrimentos

expresado en kilocalorias.
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Tabla 4. Porcentaje kilocalérico de los macronutrientes.

Macronutrientes Usados AIN93 HFD % de
% de Kilocalorias
Kilocalorias

Carbohidratos 60% 40%

Protéinas 22% 19%

Grasas 18% 41%

Total 100 100%

Division de Grupos

Para realizar el estudio fueron formados dos grupos de 7 ratones, a partir de una
poblacién de 14. El primer grupo fue alimentado con una dieta con aceite de
soya al 7% y los nutrimentos que son enunciados en la Tabla 1. Este grupo fue
usado como grupo control. El segundo fue alimentado con una dieta con aceite
de soya al 21%. El periodo que duré el tratamiento fue de 3 meses con comida y

agua sin restriccioén de horario.

Pruebas Bioquimicas

En ratones, la determinacion en suero de los niveles de glucosa, triglicéridos,
colesterol total, colesterol-HDL y -LDL se realiz6 utilizando el analizador quimico
automatizado cobas 111 C (Roche Diagnostics GmbH, Manhein, Alemania). La
concentracion de insulina se determiné usando un kit de ensayo por inmuno
absorcion ligado a enzima (ELISA) para insulina (Alpco Diagnostics, Salem, NH,

USA). Los anadlisis se realizaron usando las especificaciones del fabricante.
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Analisis de sensibilidad a Ila Insulina y de tolerancia a la glucosa

Al final del periodo de los 3 meses se realizaron pruebas de sensibilidad a la
insulina y de tolerancia a la glucosa(GTC) a los ratones alimentados con las
dietas. Brevemente, los ratones se dejaron en ayuno de 6 horas y se administro
0.5 Ul Insulina/Kg o de D-glucosa por via intraperitoneal a una concentracion de
2g/Kg y se tomd una muestra de sangre a los 15, 30, 45, 60,90 y 120 minutos
posteriores a la administracion, por venopuncion de un corte superficial de los
vasos de la cola, y los niveles de glucosa se midieron utilizando un glucémetro
(FreeStyle, Abbott, CA, USA).

Gasto energético

El consumo de oxigeno (VO,), la produccion de diéxido de carbono (VCO,), el
gasto energético y el cociente de intercambio respiratorio (RER) se determinaron
a través de calorimetria indirecta. Las mediciones se realizaron después del
periodo de aclimatacién de un dia en el equipo de circuito abierto y monitoreo
metabdlico OXYMAX/Comprehensive Lab Animal Monitoring System (Oxymax
Columbus Intruments, Ohio, USA). La relacién (VCO,/ VO,) determina el RER y
brinda la informacién del sustrato metabdlico del cual se obtiene el aporte
energético. Las mediciones se realizaron durante un periodo de seguimiento de
un dia para identificar las variaciones en los estados de ayuno y post-prandio de

los ratones.

Extraccion de RNA

Para la extraccion de mRNA se tomaron 100mg de tejido adiposo blanco y se
homogenizé en el equipo Tissue Lyzer. Se extrajo el RNA total de las muestras
de tejido adiposo blanco utilizando el reactivo Trizol (Invitrogen). La pastilla de
RNA se resuspendio en 15 ul de agua estéril y se evaludé su concentracion y

pureza a 260nm. Se llevd a cabo la sintesis de cDNA utilizando la enzima
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transcriptasa inversa M-MLV y oligo (dT) 12-18 como cebador (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EE.UU.).

Cuantificacion relativa de PCR en tiempo real

El nivel de expresion relativa para cada gen se determiné usando un triplicado
de 12 ng de cDNA y el par de oligonucleétidos por cada gen obtenidos de Sigma
Aldrich Company. Para la evaluar la abundancia de la concentracion de un
MARN especifico se utilizo la reaccidén en cadena de la polimerasa o PCR por
sus siglas en ingles utilizando el fluréforo SYBR Green que es una cianina
asimétrica el cual se une a las moléculas de ADN de doble cadena mediante la
intercalacion entre las bases de ADN. En la PCR cuantitativa, la amplificacién
del ADN se monitorea en cada ciclo de PCR. Cuando el ADN se encuentra en la
fase lineal del registro de la amplificacién, la cantidad de fluorescencia obtenida
con el equipo aumenta por encima del fondo. De esta manera se puede
determinar, de forma relativa o absoluta, cuanto ADN ha sido amplificado. Las
mediciones se llevaron a cabo en placas de 96 pozos Opticos utilizando el
equipo Light Cycler 480 Multi Well 96/34 (Roche Applied Science Menhein,
Germany). Se uso el gen m36b4 como gen estructural. La secuencia de

oligonucledtidos sentido y anti sentido se presenta en la Tabla 5.
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Tabla 5. Secuencia de los cebadores empleados.

Gen Secuencia sentido o forward Secuencia anti sentido o reverse

PGC1a 5-AAGTGTGGAACTCTCTGG-AACTG-3’ 5-GGGTTATCTTGGTTGGCT-TTATG-3’

PPAR-y1 | 5-CGAGTCTGTGGGGATAAA-GC-3’ 5’-CCAACAGCTTCTCCTTCT-CG-3’

UCP-1 5-CTTTGCCTCACTCAGGAT-TGG-3’ 5-ACTGCCACACCTCCAGGTC-ATC-3’

M36B4 5’AGATTCGCGGATATGCTGCTGTTGG-3" | 5-AAAGCCTGGAAGAAGGAGGRC-3’

El esquema de amplificacion de la PCR fue de un ciclo a 50°C durante dos
minutos y 95°C durante 10 minutos, 45 ciclos de 94°C por 15 segundos seguido
por 60°C durante 1 minuto. La expresiéon relativa se calculé en base a la
eficiencia E= 10 1'/P*"¥e"e] de |os oligos y los valores del ciclo umbral (CT) de los
grupos alimentados con aceite de soya al 7% (control biolégico) con respecto a
los grupos alimentados con las diferentes dietas experimentales, vy
posteriormente se compard con las del gen de referencia m36b4 basado en la

siguiente ecuacion.

(E Gen de Interes) ACt1 (control—-muestra)
(E gen de referencia) ACt2(control-muestra)

Expresion relativa =
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Secuenciamiento del gen 16 S ribosomal

Para la extraccion del DNA del gen ribosomal 16S se usé el kit de extracciéon de
RNA mini kit extraction kit, debido a que es el recomendado por el protocolo de
llumina. Después de haber extraido el DNA, se verificé con el Nanodrop la
relacion DNA/Proteina para detectar el grado de la purificacion. Posteriormente
se verifico la integridad del ADN mediante una electroforesis en agarosa y se

llevo a cabo la construccion de bibliotecas de DNA.

Se utilizoé la plataforma MiSeq para la secuenciacion de las muestras obtenidas,
esta plataforma se basa en la secuenciacion por sintesis, y luego se generaron
bibliotecas gendmicas de las regiones V3 y V4 del gen 16S, utilizando
cebadores para aquellas regiones que contenian también un adaptador
especificado por llumina:
(F:5TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWG
CAG3'yR:5'GTCTCGTGGGCTCGGAGTGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGG
GTATCTAATCC-3").

Los amplicones de las regiones V3 y V4 se generaron mediante reacciones de
PCR con un volumen total de 25 ul, de los cuales 2.5 ul eran ADN gendmico (5
ng / pl en Tris 10 mM, pH 8,5), 12.5 ul de ADN polimerasa de Alta Fidelidad 2x
KAPA HiFi HotStart ReadyMix y 5 ul de cada cebador (1 uM). Esta mezcla se
colocd en el termociclador utilizando el siguiente programa: 3 min a 95 ° C,
seguido de 25 ciclos de amplificacidon que consistian en desnaturalizacion (30s a
95 ° C), alineacién (30s a 55 ° C) y extension (30s a 72 ° C). La extension final
consistié en 5 minutos a 72°C. Los amplicones se purificaron usando perlas
AMPure XP y su tamano se verificd en electroforesis capilar en el Agilent 2100
Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, California, EE.UU.), con un
tamano aproximado de 550 pb. Una vez pasado el control de calidad, las
muestras fueron indexadas usando el lllumina Nextera XT Index Kit (v.2, Set A).

Para este proceso se tomaron 5 ul del primer producto de PCR, 25 ul de ADN
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polimerasa de Alta Fidelidad 2x KAPA HiFi HotStart ReadyMix y 5 pl de cada
cebador (indice), teniendo un volumen total de 50 pl que se mezclaron y se
devolvieron al termociclador, utilizando las siguientes condiciones: 3 minutos a
95 ° C, seguido de 8 ciclos de amplificacion que consistieron en
desnaturalizacion (30s a 95 ° C), alineacion (30s a 55 ° C) y extension (30s a 72
° C). La extension final consistié en 5 minutos a 72°C. Este producto se purifico y
se analizé su integridad como se ha indicado anteriormente; los amplicones
tenian un tamafo aproximado de 610 pb. La concentracion de ADN bicatenario
se determiné por fluorometria (Qubit fluorometer 3,0, kit de alta sensibilidad). La
biblioteca final se mezclé equimolarmente y se secuencié en la plataforma
lllumina MiSeq (MiSeq Reagent Kit V.3, 600 ciclos) siguiendo las instrucciones
del proveedor, generando lecturas de 300 bases en cada direccion. Finalmente,

los datos obtenidos se analizaron utilizando QIIME (Version 1.9).

Siguiendo el protocolo de Mi-SEQ de illumina, se realizé la secuenciacion
masiva de los Filums presentes en las muestras. Con el programa QUIIME se

analizé la composicion de la microbiota a diferentes niveles taxondmicos.

PCR de los Filum de la microbiota

Para poder realizar los PCR de los Filum de Bacteroidetes, Prevotella y
Lactobacillus, primero se extrajo DNA de las heces de los ratones del grupo
control y experimental. Para la extraccion y purificacion de DNA, se pesaron
200g de heces, se colocaron en un tubo eppendorf de 1.6 ml y se agregaron 1.6
ml de buffer ASL. Se centrifugd durante 1 min a 13500 rpm y se transfirié el
sobrenadante a otro tubo eppendorf de 1.6 ml. Se agregé una pastilla especial
que tiene el kit de extraccion y que remueve impurezas restantes en la muestra.

Se separo el sobrenadante y se centrifugé a 18500 x g. En un tubo aparte se
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pusieron 600 ul de buffer Al y 25 pl de proteinasa K y al final se agregé 600 ul de
la muestra. Después este tubo se calenté a 70°C y se agreg6 etanol en frio. Se
paso6 esta solucidon a unos tubos con filtro de silice y se agregd 500 ul de buffer
Aw1, se centrifugo durante 1 min a 18500 x g y se agregd después 500 ul de
buffer Aw2. Se centrifugd durante 3 min y se agregé finalmente buffer AE para

obtener el DNA purificado.

Luego se pas6 a cuantificar la abundancia relativa de cada Filum por PCR. Para
hacerlo se estandarizo la concentracion de DNA a 60 ng/ml. Posteriormente se
preparo la muestra para medicion adicionando lo siguiente: en una placa de 96
pozos se agregaron 3 ul de SYBR Green, 2 ul de cDNA, 1 pl de oligonucleétidos
y 4 yl de HyO. Los oligos que se usaron estan en la tabla 6 asi como las

condiciones usadas.

Tabla6. Cebadores utilizados en los estudios de PCR

Filums tipo | Secuencia sentido Secuencia antisentido Tm

Bacteroidetes | 5-AACGCTAGCTACAGGCTT-3’ 5’ACGCTACTTGGCTGGTTCA-3' | 62

Lactobacillus | 5-AGCAGTAGGGAATCTTCCA-3’ | 5-CACCGCTACACATGGAG-3’ 67

Prevotella 5’-CACCAAGGCGACGATCA-3 5’-GGATAACGCCYGGACCT-3 67

Universal 5’-CGGTGAATACGTTCCCGG-3' | 5-TACGGCTACCTTGTTACG-3 62

Histologias

Para conocer los cambios morfolégicos en los tejidos estudiados, se llevaron a
cabo una serie de estudios histologicos en tejidos adiposos blanco. Con esta
finalidad se realizo la tincion de hematoxilina- eosina en estos tejidos, para lo

cual se llevaron a cabo los siguientes pasos:

Se tomaron segmentos de de tejido adiposo blanco y se fijaron en formol-fosfato,

para después incluirlos en bloques de parafina, para ello las muestras se
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deshidrataron en banos sucesivos de soluciones de concentracion crecientes de

alcohol etilico de la siguiente manera:

1) Alcohol etilico al 70%, 12 horas

2) Alcohol etilico al 70%, 12 horas

3) Alcohol etilico al 95%, 1 hora

4) Alcohol etilico al 100% (absoluto), 1 hora
5) Alcohol etilico al 100% (absoluto), 1.5 hora

Una vez que las muestras se estaban totalmente embebidas en alcohol etilico
absoluto, se procedio a la diafanizacion ya que la parafina no es soluble en
alcohol. La diafanizaciéon de los tejidos deshidratados se debe a que estas
sustancias poseen un alto indice de refraccion y al interactuar con los tejidos los
vuelven transparentes. El procedimiento de diafanizacion se realizé de la

siguiente manera:

1) Alcohol absoluto 50% - xilol 50%, 1 hora
2) Xilol, 1 hora
3) Xilol, 1 hora

Para poder realizar los cortes, las muestras se incluyeron en parafina, para lo
cual la parafina se disolvié usando una estufa y se colocaron en 3 recipientes, el
primero recibié las muestras embebidas en xilol. El ultimo de los recipientes
contenia a las muestras antes del proceso de formaciéon de los “bloques” de
parafina, los tiempos de este proceso fueron: primer bafio 1.5h, segundo bafio
1h y tercer bafo 30 min. La inclusion de parafina se efectio empleando moldes
de metal, con orientacion de las muestras adecuada, para facilitar los cortes.
Para la inclusion el molde elegido se llené con parafina caliente pura; con una
pinza calentada en un mechero se tomé una pieza de tejido del tercer recipiente

y se orientd una de sus se sumergid al interior del molde, una vez que la
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parafina empezo a solidificarse los moldes se enfriaron de inmediato para que la

parafina se solidificara de manera homogénea.

Una vez obtenidos los bloques de parafina, se realizaron cortes con un grosor de
6 micras para tejido adiposo de manera seriada. Las secciones se extendieron y
se recogieron al adherirse al portaobjetos. Sobre dichas laminillas se realizaron
tinciones de hematoxilina-eosina. Los cortes se tifieron primeramente con una
solucién de hematoxilina durante 8 minutos. Luego se hicieron cuatro lavados
con agua de grifo. Después, se hizo una lavado con PBS 1x durante 1 minuto.
Mas adelante se hizo un lavado por triplicado con agua destilada. Finalmente se
hizo una tincion con eosina durante 1 minuto. Posteriormente se realiz6 una
deshidratacion que comenzé con 2 lavados de alcohol al 96%. Después se
hicieron 2 cambios de etanol 100% durante 1 minuto. Luego se hicieron 2
cambios en xilol y finalmente se usé la solucion de epdxido para colocar el

cubreobjetos.

Finalmente se montaron y observaron al microscopio (Leica DM750 Wetzlar,
Alemania), los cortes fueron fotografiados con una camara digital (Leica
DMC2900, Wetzlar, Alemania), y se procesaron con el software de imagenes
Leica LAS Core V4.5.

Analisis de cuantificacion de proteinas por western blot.

Se realiz6 el analisis por Western Blot para la determinacion del contenido de
proteina de UCP1 en tejido adiposo blanco. Para hacer la extraccion de proteina
se utilizd el amortiguador RIPA debido a que es adecuado para hacer la
extraccion de proteinas mitocondriales. Se agregaron 10 ml de amortiguador
RIPA sin activar en un vaso de precipitado y se le agregd una pastilla de
inhibidores de proteasas y 100 pl de fluoruro de sodio. Finalmente se agregaron

200 pul del Vanadato de sodio. Después, se paso a triturar el tejido en un equipo
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de Tissue Lyser, con las siguientes condiciones: 30.0 s durante 1 minuto.
Luego se agregaron 500 ul de buffer de lisis. Posteriormente se centrifugdé a 14
000 rpm a 4°C. Se tomod el sobrenadante y se coloco en un tubo eppendorf de
1.6 ml. Se homogeneizo con vortex y se almacend en alicuotas de 100 ul a -70

°C. Se determind la concentracién de proteina por el método de Lowry.

Para realizar el analisis de western blot, se utilizaron 30 ug de proteina, los
cuales se corrieron por electroforesis en geles de poliacrilamida al 10%. Las
muestras se prepararon previamente con amortiguador de carga que contenia
beta-mercaptoetanol y amortiguador de LAEMMLI 2X. Las muestras se
calentaron a 80 °C durante 5 minutos y posteriormente se cargaron en el gel
junto con el marcador de peso molecular y la electroforesis se llevo a cabo a 100
V durante 2:00 h. Posteriormente se transfirieron las proteinas a una membrana
de PVDF con un equipo transblot a 100 V durante 20 minutos. Se corroboro la
transferencia con el colorante de rojo Ponceu. Posteriormente se bloquearon las
membranas de PVDF con leche en polvo a una concentracion del 5% disuelta en
TBS-Tween. Se hicieron 3 lavados de 10 minutos con TBS-Tween vy
posteriormente se incubaron con el anticuerpo primario anti ucp-1 de conejo
(1:1000) obtenido de abcam (155157) . Se volvio a lavar la membrana tres veces
con TBS-Tween y se incubo con un anticuerpo secundario de conejo (1:3000).
Posteriormente se lavo tres veces la membrana y se aplicé la solucién sustrato
immobilon quimioluminicente de HRP de acuerdo a las especificaciones del
fabricante. Para la documentacion de las imagenes se utilizo el
fotodocumentador Chemidoc TM MP SYSTEM de Biorad. La densitometria se

realizé con el programa Image j ®.

Analisis estadistico

Los resultados se reportan como promedio £ error estandar de la media. Para

realizar las comparaciones entre los grupos se realizé una prueba de t-student
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de dos colas en donde se considerd una diferencia estadisticamente significativa
cuando P< 0.05

RESULTADOS

Ganancia de peso e ingesta energética.

Lo primero que se evalud fueron los cambios en la ganancia de peso de los
ratones alimentados con las dos dietas experimentales. Los dos grupos
experimentales iniciaron con el mismo peso que era de aproximadamente 22 g.
Como era de esperarse, los animales alimentados por 3 meses con la dieta con
un contenido de 21% de aceite de soya tuvieron una ganancia de peso de 18 g,
mientras que los que consumieron una dieta con 7% de aceite de soya solo
ganaron 7 g. Al final del estudio los ratones alimentados con 21% de aceite de
soya tuvieron un peso de aproximadamente 40 g, el cual fue significativamente
mayor que los que consumieron aceite de soya al 7%, los cuales alcanzaron un
peso de 29 g. A pesar de que los ratones alimentados con 7% de aceite de
soya tuvieron un peso 61% menor al final de estudio con respecto al grupo
alimentado con aceite de soya al 21%, esta diferencia no fue proporcional en
magnitud con respecto al consumo de energia de la dieta, sugiriendo que
posiblemente la diferencia en ganancia de peso pudiera estar modulada por el

gasto energético de cada uno de los grupos (figura 7).
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Figura 7. a) Ganancia de peso; b) Peso final; c) Ingesta calorica de los grupos de
soya 7% y soya al 21%.

PESO RELATIVO DE LOS ORGANOS.

Como consecuencia de la diferencia en la ganancia de peso entre los dos
grupos, se observé que en los animales alimentados con una dieta con 21% de
aceite de soya tuvieron un mayor porcentaje de peso en el higado, en la grasa
epididimal y en la grasa perirenal comparado con aquellos animales
alimentados con un dieta de aceite de soya al 7%. Se ha establecido que el
incremento en la cantidad de grasa corporal genera adipocitos disfuncionales, lo
cual se asocia con el desarrollo de anormalidades en los parametros
bioquimicos. En la grasa parda no se observaron cambios significativos, porque

no es un organo de almacenamiento de grasa sino mas bien de metabolizacidn
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de ella (figura 8). Se conoce que la activacion de la grasa parda ocurre
principalmente por via adrenérgica, es particular por estimulacién con el frio,
pero los resultados del presente trabajo muestran que la concentracion de la

grasa en la dieta en forma de aceite de soya no altera a este tipo de grasa.
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Figura 8. Medicion porcentual de los pesos relativos de los 6rganos con respecto al
peso corporal del ratén de los grupos soya 7% y soya 21% : a) higado; b) gonadal; c)
grasa perineal y d) grasa parda.

DETERMINACIONES BIOQUIMICAS

Debido al incremento en los depdsitos de grasa blanca, se determinaron
diversos parametros bioquimicos en los ratones alimentados con las dos dietas

experimentales, para evaluar el metabolismo de hidratos de carbono y el de
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lipidos. A pesar de la diferencia en peso entre los dos grupos experimentales,
los resultados mostraron que no hubo una diferencia significativa en las
concentraciones de glucosa en el ayuno. En cuanto al metabolismo de lipidos,
los datos experimentales tampoco mostraron una diferencia en las
concentraciones de triglicéridos circulantes entre los dos grupos en ayuno. Sin
embargo, el consumo de una dieta con 21% de aceite de soya incrementd
significativamente el colesterol por un 27% y el colesterol HDL y el colesterol
LDL también incrementaron significativamente por un 24% y un 44%,

respectivamente (figura 9).
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Figura 9: a) nivel de glucosa en suero; b) nivel de triglicéridos; c) nivel de colesterol; d) nivel

de HDL y e) nivel de LDL de los grupos de soya al 7% y 21%.
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CURVAS DE TOLERANCIA A LA GLUCOSA

A pesar de que no se observaron diferencias significativas entre los dos grupos
experimentales en relacion a las concentraciones de glucosa en ayuno, es bien
conocido que el desarrollo de la obesidad se asocia con una intolerancia a la
glucosa. Por lo que, para evaluar si existian cambios en la tolerancia a la
glucosa se realizaron curvas de tolerancia a la glucosa en los animales
experimentales en ambos grupos. Los resultados mostraron claramente que
aquellos animales alimentados con dieta al 7% de aceite de soya presentaron
una menor elevacion en los niveles de glucosa sanguinea cuando se inyectaron
intraperitonealmente con una carga de 2g de glucosa por kg de peso corporal
con respecto a los ratones alimentados con una dieta que contenia 21% de
aceite de soya. De hecho cuando se cuantifico el area bajo la curva, se observo
un incremento significativo de aproximadamente un 50% en los animales
alimentados con dieta al 21% de aceite de en comparacién con los alimentados

con una dieta al 7% de aceite de soya (figura 10).
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Figura 10. Curva de Tolerancia a la Glucosa: a) curvas de sensibilidad; b) areas bajo la
curva de los grupos al 7% y 21%.
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SENSIBILIDAD A LA INSULINA

Las curvas de sensibilidad a la insulina miden que tan eficiente es un organismo
para disminuir los niveles circulantes de glucosa cuando se le infunde insulina.
Entre mas rapido y mayor sea el decaimiento de los niveles de glucosa en suero,
mayor es la sensibilidad del organismo a la accién de la insulina. Se ha
observado que con el desarrollo de obesidad se genera un aumento gradual de
resistencia a la accion de la insulina. Los resultados del presente estudio
concuerdan con la evidencia previa, ya que a aquellos que consumieron un dieta
con aceite de soya al 7% ganaron menos peso, y estos fueron mas sensibles a
la accion de la insulina con respecto al grupo alimentado con aceite de soya al
21%, el cual desarrollo una mayor ganancia de peso y tuvo una menor
sensibilidad a la insulina. De hecho, el area bajo la curva fue un 28% menor para

el grupo de soya al 7% con respecto a el grupo de soya al 21% (p<0001).
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Figura 11. Sensibilidad a la insulina: a) curvas de sensibilidad a la insulina de soya al
21% y 7%; b) area bajo la curva.
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ANALISIS HISTOLOGICO DEL TEJIDO ADIPOSO BLANCO Y PARDO

Como se indicé anteriormente, los resultados mostraron claramente que los
animales alimentados con dieta al 21% con aceite de soya tuvieron una mayor
ganancia de peso y de grasa corporal que los alimentados con dieta con aceite
de soya al 7%. Para evaluar si estas diferencias en peso corporal modificaban el
tamafno de los adipocitos del tejido adiposo blanco, se realizaron analisis
histolégicos utilizando la tincion de hematoxilina/eosina. Como se muestra en la
figura 12, los animales alimentados con dieta al 21% de aceite de soya
mostraron adipocitos de un mayor tamarno tanto en el tejido adiposo epididimal
como en el retroperitoneal con respecto a los de aceite de soya al 7%. En
particular, los ratones alimentados con 7% de soya mostraron un mayor numero
de adipocitos por area. Por otro lado, también se realizé la evaluacion histoldgica
del tejido adiposo pardo, y los resultados mostraron que con una dieta al 21%
con aceite de soya se pierde la morfologia tipica del tejido adiposo pardo, los
cuales tienden a convertirse en un tejido con caracteristicas de tejido adiposo
blanco. Mientras que aquellos alimentados con aceite de soya la 7% mostraron
una morfologia tipica del tejido adiposo pardo, indicativo de que este mantiene

su capacidad termogénica.

Adicionalmente, en afos recientes se ha demostrado que el tejido adiposo
blanco puede diferenciarse a un tejido adiposo con algunas caracteristicas
semejantes a las del tejido adiposo pardo, el cual se ha denominado tejido
adiposo beige o brite, el cual tiene una mayor actividad termogénica que el tejido
adiposo blanco. Por lo que posteriormente se llevaron dos tipos de analisis para
estudiar si la capacidad termogénica entre los dos grupos experimentales estaba
modificada. El primero fue el estudio de calorimetria indirecta y el segundo el
analisis de expresion de marcadores de apardeamiento del tejido adiposo

blanco.
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Figura 12. Histologias de los tejidos epididimal, retroperineal y pardo. Del lado
izquierdo se muestran los respectivos tejidos con soya al 7% y en el lado derecho
estan las histologias con aceite de soya al 21%.

CALORIMETRIA INDIRECTA

Para determinar el gasto energético, se realiz6 un ensayo de calorimetria
indirecta. Los ensayos de calorimetria indirecta permiten la evaluacion del
metabolismo respiratorio que determina el volumen de oxigeno (VO;) consumido
y de diéxido de carbono (VCO;) producido, parametros con lo que se determina

el coeficiente de intercambio respiratorio (RER).

RER = VCO,
VO,

La relacion entre el VCO,/VO; es un indicador del tipo de sustrato (hidratos de
carbono, proteinas, o grasas) metabolizado por el organismo como fuente de

energia. Los hidratos de carbono, lipidos y proteinas son los principales
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sustratos energéticos que son oxidados para producir energia. Asi las
proporciones de VO,/ VCO,y la cantidad de energia liberada es diferente para

cada uno de los tres sustratos-

Para los hidratos de carbono la proporcién de VCO,a VO, es 1.0 y la ecuacién
general:

1g de glucosa + 746ml O, = 746 ml de CO, + 0.6 g de H,O + 15.7 kJ
Para los lipidos la proporcion de VCO,a VO, es 0.705 y la ecuacion general es:
1g de palmitato + 2.029 ml O, = 1.430 ml de CO, + 0.45 g de H,O + 37.7 kJ

Para las proteinas a pesar de la variabilidad en la composicion de los
aminoacidos se utiliza una ecuacion general para la oxidacion aproximada de
una proteina estandar en la cual la proporcién de VCO, a VO, es 0.81 asumiendo

que la urea es el principal producto de desecho.

1g de proteina + 966 ml O, = 782 ml de CO; + 0.45 g de H,O +0.50 g de urea +
16.7 kJ

Entonces un RER de 0.7 es indicador de que la grasas son la fuente de energia
predominante, mientras que un RER de 0.85 sugiere que esta siendo
metabolizada una mezcla de grasa e hidratos de carbono, mientras que un valor
de 1 o mayor indica que los carbohidratos estan siendo utilizados como la fuente

de energia predominante.

Para realizar las calorimetrias indirectas, los dos grupos de ratones alimentados
con aceite de soya con concentraciones de 7% y 21% se colocaron en caja
metabdlicas individuales durante un periodo de 48 horas. Durante el tiempo que
duro el estudio se mantuvo a los ratones con acceso libre a comida y agua, y

con ciclos de luz oscuridad de 12 horas.
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Los resultados mostraron que los animales alimentados con una dieta al 7% de
soya tuvieron un mayor gasto energético durante la fase diurna y la nocturna
comparado con aquellos animales alimentados con aceite de soya al 21%. El
analisis del area bajo la curva mostré que los animales alimentados con una
dieta al 21% tuvieron un gasto energético significativamente menor de
aproximadamente 21% (figura 13) . Estos datos juntos con el analisis histoldgico
son indicativos de que posiblemente el tejido adiposo blanco presentara una
mayor diferenciacion a tejido adiposo beige, por lo que el segundo propdsito fue
el de demostrar la presencia de marcadores del proceso de apardeamiento en

el tejido adiposo blanco.

Ayuno Post-prandio

O soya7 %
4% soya21%

0 5 10 15 20 25
Tiempo(h)

Figura 13. Consumo de Oxigeno de acuerdo a la cantidad de aceite de soya usada.
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Figura 14. Area bajo la curva del consumo del volumen de oxigeno de aceite de soya.

Adicionalmente a partir del analisis de calorimetria indirecta se determind
también el RER. Se ha demostrado que el RER cambia substancialmente del
paso de ayuno a realimentacion. Cuando existe lo que se denomina flexibilidad
metabdlica, el RER que tiene un valor entre .7 a .8 y que indica que el principal
substrato energético es los acidos grasos principalmente provenientes del tejido
adiposo, cambia a un valor cercano a 1 lo que se asocia con la utilizacién

preferencial de glucosa como fuente de energia.

Como se puede observar en la figura 15 los ratones alimentados con dieta al 7%
de aceite de soya presentaron una clara flexibilidad metabdlica ya que su RER
en ayuno de alrededor de 0.8 cambio a un RER de 1, mientras que los ratones
alimentados con una dieta al 21% de aceite de soya presentaron una clara

inflexibilidad metabdlica ya que su RER en ayuno de 0.8 subido ligeramente
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alrededor de 0.85 en la fase de realimentacion, lo cual es indicativo de la

disfuncionalidad del tejido adiposo.
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Figura 15. Mediciones de RER de los grupos de soya al 7% y al 21% durante un periodo de
24 horas en un segmento dividido en ayuno y post-prandio.

RT-PCR

Expresion de marcadores de apardeamiento a nivel de ARNm en tejido
adiposo blanco.

En los ultimos afios se han establecido la presencia de un grupo de proteinas
que han sido consideradas como biomarcadores del proceso de apardeamiento.
La principal proteina que se asocia con el incremento en la capacidad
termogeénica del tejido adiposo beige es la proteina desacoplante 1, conocida por
sus siglas en ingles UCP1 (Uncoupling protein 1). Esta proteina se asocia con la
disipacion del gradiente de protones generados por la cadena respiratoria,
utilizando la energia de este gradiente para la producciéon de calor, lo que
disminuye la utilizacion del gradiente de protones a ser utilizado por la ATP
sintasa para la produccion de ATP. Los datos experimentales mostraron que el

consumo de una dieta al 21% con aceite de soya disminuyo la abundancia
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relativa del RNA mensajero de UCP1 y de marcadores del apardeamiento como
PGC1 alfa y PDRM16. La abundancia del RNA mensajero del receptor nuclear
PPAR gama no mostro una diferencia significativa (figura 16).

o
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niveles relativos de mRNA
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PRDM16

0.5+

niveles relativos de mRNA
de PGC1 alfa
niveles relativos de mRNA
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Figura 16. Niveles de expresion relativos de mRNA de los grupos de soya al 7 % y
21%: a) ppar 1y ; b) UCP-1; c)PGC1a y d) PRDM16.

DISMINUCION DEL MARCADOR UCP-1 DE APARDAMIENTO DE TEJIDO
ADIPOSO BLANCO.

Se ha demostrado que la abundancia de el RNA mensajero de UCP1 durante el
proceso de apardeamiento incrementa notablemente en los primero tres dias del
proceso y después decae hasta mostrar diferencias relativamente pequenas
comparadas con adipocitos no estimulados. Sin embargo, se ha mostrado que

los niveles de la abundancia de la proteina UCP1 tienden a incrementar de
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manera importante con el estimulo del proceso de apardeamiento. En el
presente estudio se observé claramente que el analisis por Western blot de
UCP-1 que la abundancia de esta proteina que incrementa la actividad
termogénica se incrementé de manera significativa en los animales alimentados
con dieta con aceite de soya al 7% comparada con aquellos alimentados con
dieta al 21% con aceite de soya. Estos resultados indican que el consumo
excesivo de aceite de soya reduce la sintesis de UCP-1 lo que disminuye la
capacidad termogénica del tejido adiposo blanco, o que se asocia con una
mayor ganancia de peso corporal como se indico anteriormente. Por otro lado,
se ha demostrado que los cambios en la capacidad termogénica se asocia con

modificaciones en la microbiota intestinal.
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Figura 17 Western Blots de UCP-1 y graficos de area bajo la curva

ANALISIS DE LA MICROBIOTAL INTESTINAL POR SECUENCIACION DEL
GEN RIBOSOMAL 16S.

Un Consumo Crénico de Aceite de Soya Genera una Menor Diversidad.

Al realizarse la secuenciacion masiva del gen ribosomal 16 s, el analisis de la a
diversidad (Rarefraction) en el grupo alimentado con aceite de soya al 7%,
identifico 540 otus ( especies) mientras que en el grupo alimentado con aceite de
soya al 21% identifico 480 otus. Este analisis de a diversidad revelé que el
consumo de aceite de soya en exceso promovido una menor diversidad de la

microbiota intestinal (Figura 18).
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Figura 18. Curva de a diversidad (rarefaccion) obtenida de la secuenciacién masiva
con el gen ribosomal 16s.

LA DIETA AIN93 G FAVORECE UN CAMBIO EN LA POBLACION
BACTERIANA DE LA MICROBIOTA.

Se realizé también un analisis de componentes principales para conocer el
grado de variacion que existe entre las comunidades microbianas de los
animales que consumieron aceite de soya al 7% con respecto a las que
consumieron aceite de soya al 21%. En la figura 19 se puede observar que
ambas comunidades se agruparon de manera diferente, mostrando que el
consumo de aceite de soya al 21% hizo que cambiara la comunidad bacteriana
en el intestino de las ratas con respecto a las que consumieron aceite de soya al
7%. Estos resultados indican que la ecologia de la microbiota intestinal cambio
en funciéon de la concentracién de aceite presente en cada una de las dietas
utilizadas. Esto indica que el porcentaje de aceite consumido es un factor
importante que puede provocar un cambio en la diversidad de la microbiota, la
cual se necesita mantener en un buen equilibrio debido a la importancia entre las
interacciones de la microbiota con el organismo. Segun estos resultados el

consumo elevado de aceite de soya de manera cronica puede causar cambios
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que son desfavorables a la diversidad de la microbiota y producir cambios no

benéficos a la salud a largo plazo (figura 19).

PCoA - PC1 vs PC2
020 T T T T T

015 L .

010 - -

005 L <

0.00

*
]

-0.05 1 -

-0.10 1 -

=015 L -

PCZ - Percent vanation explained I15.97%

-0.20 1 -

-0.25 1 L L L L
-03 -0.2 -0.1 00 01 02 03 04

PC1 - Percent vanation explained 43.74%

Figura 19. Analisis de componentes principales pCOA

Abundancia a nivel de Filum de la microbiota, el consumo de grasa
cronico genere el crecimiento del filo bacteriano Tenericutes.

Para poder medir la composicion de la microbiota a nivel de Filos se utilizo la
secuenciacion masiva utilizando el gen ribosomal 16s y los datos se analizaron
por medio del programa QIIME. En el grafico de abundancia relativa (Figura 20)
se encontré que los Firmicutes en el grupo alimentado con dieta con aceite de
soya al 21% tuvieron una abundancia de 36% mientras que el grupo con dieta
de aceite de soya al 7% | tuvo una abundancia de 34%. Los Tenericutes en el

grupo de aceite de soya al 21% tuvieron una abundancia de 18% pero en el
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grupo de aceite de soya al 7% tuvieron una abundancia de 10%. En el Filo de
Bacteroidetes no se observd que existiera una gran diferencia entre estos dos

grupos. Los demas filos en los dos grupos fueron comparables.
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Figura 20. Abundancia relativa a nivel de Filums

ANALISIS POR PCR DE LA COMPOSICION DE LA MICROBIOTA

Los analisis de PCR se realizaron para tener como objetivo principal una
perspectiva de la composicién de la microbiota a nivel de algunos géneros
bacterianos que incluian a los Bacteroidetes, Lactobacillus y Prevotella.
Mediante este analisis se evalud si la composicién a nivel de algunos géneros
bacterianos de la microbiota intestinal se puede alterar por el consumo cronico
de aceite de soya. Se evaluaron estos géneros tanto en el grupo alimentado con

dieta de aceite de soya al 7% y como en el alimentado con aceite de soya al
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21%. Con respecto al género Lactobacillus, se encontré que el grupo alimentado

con dieta al 21% de aceite de soya tuvo una mayor abundancia de Lactobacillus

que el grupo alimentado con dieta al 7% de aceite de soya (figura 21).
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Figura 21. Abundancia de el filo Lactobacillus en el grupo control y grupo tratamiento.

El segundo Género estudiado fue el de Bacteroides. El grupo con dieta al 7% de

aceite de soya tuvo una menor abundancia de este género con respecto al grupo

alimentado con dieta al 21% de aceite de soya. Este resultado indica que el

aumento en el con

sumo de aceite de soya disminuye la proliferacion de

Bacteroidetes (Figura 22).
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Figura 22. Abundancia de el Filo Bacteroidetes en el grupo control y grupo tratamiento.

Después, el tercer género estudiado fue el de Prevotella. Se encontré que el

grupo alimentado con dieta con aceite de soya al 7% tuvo una mayor

abundancia que el grupo con dieta de aceite de soya al 21% (Figura 23).
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Figura 23 Abundancia relativa del Filo Prevotella en los grupos estudiados

Discusion y conclusiones

En las dos ultimas décadas se ha extendido, lo que se considera, una epidemia
de obesidad alrededor del mundo, la cual varia en una mayor 6 menor grado
entre paises (Reilly, El-Hamdouchi et al. 2018). Esto ha causado una
problematica de salud ya que se han incrementado las enfermedades crénico
degenerativas, particularmente la diabetes tipo 2 y las enfermedades
cardiovasculares, las cuales han incrementado la tasa morbi mortalidad de la
poblacién (Lazar 2005). Existen multiples factores asociados al desarrollo de
obesidad dentro de los cuales los estudios se han centrado principalmente
factores ambientales y genéticos (Speakman 2004). Sin embargo han aparecido
nuevos factores antes desconocidos como son la transferencia cambios
epigenéticos de la madre al producto en la etapa fetal, o por cambios iniciales de
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exposicion al medio ambiente en los primeros dias de vida, y por otro lado un
factor central que se ha demostrado que juega un papel central con el desarrollo
de la obesidad es la microbiota intestinal (Ley, Turnbaugh et al. 2006,
Turnbaugh, Ley et al. 2006, Herrera, Keildson et al. 2011, Ge, Liang et al. 2014,
Lopomo, Burgio et al. 2016).

No obstante, la dieta es un factor preponderante que determina de manera muy
evidente el desarrollo de la obesidad. En particular, un desequilibrio entre la
energia ingerida a través de la dieta y el gasto energético dado por la actividad
fisica, la accion dinamica especifica y de manera muy importante el metabolismo
basal (Romieu, Dossus et al. 2017). Dentro de los componentes energéticos de
la dieta, se ha establecido que el consumo excesivo de hidratos de carbono y de
grasas son principales responsables del problema de obesidad (Brown, Storlien
et al. 2010). En particular, dentro de las grasas existe una gran heterogeneidad
entre ellas, ya que los acidos grasos que contienen varian de manera
importante, dependiendo de su contenido de acidos grasos saturados,
monoinsaturados y poliinsaturados (Tovar, Diaz-Villasenor et al. 2011, Diaz-
Villasenor, Granados et al. 2013). Dentro de las grasas, los aceites de origen
vegetal son ampliamente consumidos por la poblacion, y uno de estos aceites, el
de soya. Se conoce que el aceite de soya es el aceite comestible mas
consumido en los Estados Unidos (Portal) 2017) debido a su disponibilidad,
costo y versatilidad en las aplicaciones de productos alimenticios . En México es
también uno de los mas utilizados. Por lo tanto, es necesario aumentar el
numero de estudios que utilizan animales de experimentacién y estudios clinicos
en humanos con el fin de obtener conocimiento de los posibles efectos que

tenga para la salud.

El presente estudio muestra varios aspectos importantes de los efectos
metabdlicos que se observan en el modelo experimental del raton. Asi mismo

demuestra que cuando se consume un exceso de este aceite, los beneficios
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metabdlicos desaparecen. Esto concuerda con evidencia previa que muestra
que al consumir grasa o aceite en exceso, se pierde la funcionalidad de varios
tejidos y érganos, particularmente el tejido adiposo (Tovar, Diaz-Villasenor et al.
2011, Diaz-Villasenor, Granados et al. 2013). Un tejido adiposo funcional permite
mantener un metabolismo de hidratos de carbono y lipidos adecuado en todo el
organismo. Dentro de las actividades de un tejido adiposo funcional se
encuentran el que sea capaz de almacenar el exceso de energia consumido en
la dieta en forma de ftriglicéridos, de manera que no exista un exceso
esencialmente de acidos grasos libres circulantes que puedan generar
lipotoxicidad en diversos 6rganos como el higado, el musculo esquelético, el
corazon y el pancreas entre otros (Unger and Orci 2001, Vazquez-Vela, Torres
et al. 2008). Ademas, el tejido adiposo funcional puede liberar acidos grasos
principalmente bajo condiciones de un déficit energético como ocurre durante el
ayuno. Finalmente, este tejido adiposo funcional puede oxidar un porcentaje de
la grasa para mantener un balance adecuado en la concentracion intracelular de
estos (Unger and Orci 2001, Vazquez-Vela, Torres et al. 2008). El balance de
estas funciones se pierde cuando se consume un exceso de grasa, lo cual se
observd en el presente estudio en donde, al consumir 3 veces el requerimiento
de grasa recomendado por el American Institute of Nutrition (Reeves, Nielsen et
al. 1993), los animales desarrollaron un aumento significativo en la ganancia de

peso, lo que concuerda con estudios previos experimentales.

Esta ganancia de peso, se asocié con un incremento en el tamafo del higado y
del tejido adiposo en sus diversos paniculos, excepto el de grasa parda, debido
a que no esta ocurriendo un proceso de apardeamiento. De hecho, a pesar de
que no se esta generando tejido adiposo pardo, la evidencia histologica lo que
muestra es que el fenotipo de este tejido, el cual se caracteriza por ser
multilocular, es decir que presenta multiples vesiculas lipidicas de tamafo
pequeino, esta cambiando a un tejido semejante al blanco, el cual es unilocular,

es decir que presenta una vesicula grande de lipidos. De hecho este cambio en
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el fenotipo se acompana de una disminucién de UCP-1, lo que reduce su
capacidad termogénica como se explica en mayor detalle mas adelante. Por otro
lado, se ha establecido que estos resultados se asocian con el desarrollo de
lipotoxicidad, y una de las condiciones que se incrementa durante este proceso
es la resistencia a la insulina (Yazici and Sezer 2017). Los resultados del
presente estudio muestran que el consumo excesivo de aceite disminuyo la
sensibilidad a la insulina en comparacion con el grupo que consumié aceite de

soya en la concentracion recomendada.

Por otro lado, es importante indicar que el consumo de aceite de soya de
acuerdo con la recomendacion de American Institute of Nutrition genero
beneficios metabdlicos importantes. El consumo de una dieta con aceite de soya
al 7% permiti6 que los animales de experimentacion tuvieran una buena
tolerancia a la glucosa, asi como una adecuada sensibilidad a la insulina. Estos
resultados estan de acuerdo con estudios previos en humanos en donde la
evidencia epidemioldgica y los estudios de intervencidn muestran claramente
que en los humanos las grasas saturadas empeoran significativamente la
resistencia a la insulina, mientras que el consumo de dietas con acidos grasos
poliinsaturados y monoinsaturados en una concentracion adecuada mantienen
una mejor sensibilidad a la insulina (Riccardi, Giacco et al. 2004). Por lo que se
ha recomendado para mejorar la sensibilidad a la insulina y las anomalias
metabdlicas asociadas a esta, una reduccion de la grasa saturada en la dieta, y
un reemplazo parcial de esta por grasa monoinsaturada y poliinsaturada en
concentraciones apropiadas, los cuales estan presentes en el aceite de soya
(Miller et al, 2016). Sin embargo, este trabajo muestra que un exceso de este
tipo de aceite en alta concentracion pierde sus efectos para la salud, como ha
sido demostrado previamente con este y otros aceites cuando se consumen en
exceso (Tovar AR, et al, 2011).
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Estudios en nuestro laboratorio han demostrado que el consumo de aceite de
soya de acuerdo con las recomendaciones de la AIN 93, produce un menor
aumento de peso que aquellos que consumen aceite de oliva o de coco sin
cambiar la grasa corporal. Ademas, dado que el aceite de soya, como se mostro
en el presente estudio, disminuye la sintesis de acidos grasos y estimula la
oxidacion de acidos grasos, este aceite mantiene el tamafo hepatico evitando la
acumulacion de grasa, mientras que el consumo de aceite de oliva y
particularmente el aceite de coco aumentan el tamafo del higado, y este
aumento del tamano del higado (hepatomegalia) se asocia con inflamacién
hepatica. De hecho, consumir la cantidad recomendada de grasa como aceite de
soya, no produce esteatosis hepatica que es la acumulacion de grasa en el
higado, mientras que el consumo de aceite de coco en el porcentaje
recomendado en la dieta, claramente produce acumulacion de grasa en el
higado. Por lo que el consumo de aceite de soya en las cantidades
recomendadas, tiene la capacidad de mejorar la tolerancia a la glucosa. Este
efecto no se observa en animales alimentados con aceite de oliva, pero
especialmente en aquellos alimentados con aceite de coco. Estudios
moleculares demuestran que este efecto benéfico del aceite de soya se debe
posiblemente a una mejora en la via de sefalizacion de insulina que permite un
aumento en el numero de transportadores de glucosa en la membrana de
diferentes células, en particular del musculo esquelético, lo que lleva a una
absorcion rapida de glucosa en las células, normalizando rapidamente las

concentraciones de glucosa en plasma(Pei, Xie et al. 2017) .

Por otro lado, se ha demostrado que con el desarrollo de obesidad se disminuye
la capacidad de apardeamiento del tejido adiposo blanco, a través de una
disminicion de UCP1 (Rodrigues, Pereira et al. 2018). La proteina desacoplante
1 (UCP1) es la proteina caracteristica responsable de inducir la termogénesis.
La UCP1 se expresa de forma ubicua en la membrana interna mitocondrial de

los adipocitos pardos. Su actividad principal es la disipacion del gradiente de
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protones generado por la cadena respiratoria, aumentando asi la permeabilidad
de la matriz mitocondrial y permitiendo la filtracion de protones. Por lo tanto,
reduce la eficiencia de la maquinaria respiratoria celular, lo que resulta en un
aumento de la disipacion de calor, que proporciona las propiedades
termogénicas del tejidos. Debido a la creciente tasa de obesidad y diabetes y los
riesgos metabdlicos asociados, como altos niveles de triglicéridos y colesterol en
el plasma, que imponen un riesgo de enfermedad cardiovascular (Hokanson and
Austin 1996), se estan explorando nuevas alternativas, como el apardeamiento
del tejido adiposo blanco, para contrarrestar el desequilibrio energia lo que
puede prevenir y/o atenuar la obesidad y sus alteraciones asociadas (Cypess
and Kahn 2010). De hecho, se ha demostrado en un modelo de ratén que la
induccion del apardeamiento por la exposicion al frio a corto plazo reduce la
hiperlipidemia y la resistencia a la insulina (Bartelt, Bruns et al. 2011). Los
resultados experimentales del presente trabajo muestran que al consumir una
dieta con un contenido adecuado en aceite de soya se expresan las proteinas
asociadas con el proceso de apardeamiento, incluyendo a la UCP1, PGC1a y
PDRM16 en comparacion de los que consumen un exceso de aceite de soya.
De hecho, el incremento en UCP1 se observo también a nivel de la abundancia

de su proteina.

Varios estudios han demostrado una estrecha conexion entre la dieta y la
microbiota que indica como la composicion de las diferentes dietas tiene un
impacto directo en la microbiota intestinal (Clarke, Murphy et al. 2012, Scott,
Gratz et al. 2013). Se ha observado en ratones que el cambio de una dieta baja
en grasas y rica en polisacaridos a una dieta rica en grasas y azucares, altera la
composicion de la microbiota en un solo dia (65). De forma similar, los ratones
alimentados con una dieta vegetariana, rica en fibras dietéticas, modifican la
microbiota intestinal en comparacion con los controles. Los primeros estudios en
ratones y en humanos obesos muestran que se presenta una composicidon

diferente de la microbiota intestinal en comparacion con los controles delgados.
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Varios estudios muestran un aumento en las bacterias del filo Firmicutes y una
disminucién en el filo Bacteroidetes que se cree que esta asociada con una
mayor absorcion de energia de los alimentos y un aumento de la inflamacion de
bajo grado (Ley, Backhed et al. 2005, Turnbaugh, Ley et al. 2006).

En el presente trabajo se observé que los beneficios metabdlicos al consumir
una cantidad adecuada de aceite de soya se asociaron con cambios en la
microbiota intestinal. El analisis de alfa diversidad, mostro que la microbiota
intestinal de los animales que consumieron una dieta adecuada en aceite de
soya tienen una mayor diversidad bacteriana con respecto a aquellos que
consumieron una dieta con un alto contenido de grasa. La pérdida de diversidad
de microbiota aparece como el hallazgo mas constante de disbiosis intestinal. La
mayoria de las enfermedades humanas que afectan a los paises
occidentalizados se asocian con disbiosis que se acompafia de una pérdida de

diversidad microbiana en la microbiota intestinal (Mosca, Leclerc et al. 2016).

Los beneficios metabdlicos de consumir una cantidad adecuada de aceite de
soya se asociaron con cambios en la microbiota intestinal. El analisis de alfa-
diversidad, muestra que la microbiota intestinal de aquellos animales que
consumen una dieta adecuada en aceite de soya tienen una mayor diversidad
bacteriana que aquellos que consumen una dieta con un alto contenido de
grasa. Asi mismo el analisis de beta diversidad indica que las poblaciones
bacterianas son diferentes entre las ratas alimentadas con dieta adecuada en

comparacion con aquellas con una dieta alta en aceite de soya.

En el presente estudio se observd que el consumo de una dieta alta en grasa
mostro una disbiosis en cuanto a la composicion de la microbiota, evaluada
mediante el uso del gen ribosomal 16 S, que se asocioé con una disminucién de

la diversidad microbiona intestinal. En particular los Firmicutes incrementaron su

79



abundancia en estos animales, asi mismo también el Filum de Tenericutes. En
cuanto a los analisis por RT-PCR se hicieron como complemento a los de
sequenciacion del gen 16S ribosomal. En ellos también se observaron cambios
de abundancia relativa. Aunque no estudiamos varios de los Filums que se
analizaron en la microbiota obtenida por secuenciacion, si se analizaron los mas
importantes como Bacteroidetes, firmicutes y Lactobacillus. Los incrementos del
filo Bacteroidetes se observaron tanto en los estudios de PCR como en los
estudios de gendmica bacteriana evaluada por secuenciacion del gen 16S
rRNA.

CONCLUSIONES

1) El consumo de la cantidad recomendada de aceite de soya por el American
Institute of Nutrition tiene algunos beneficios: atenua la ganancia de peso, el
tamano del higado y del contenido de grasa perirenal y gondal, con respecto a

los que consumen 3 veces la recomendacion.

2) El consumo de la cantidad recomendada de aceite de soya por el American
Institute of Nutrition mantiene algunos parametros bioquimicos dentro del rango
adecuado, particularmente el colesterol total y el colesterol LDL con respecto a

los que consumen 3 veces la recomendacion.

3) El consumo de la cantidad recomendada de aceite de soya por el American
Institute of Nutrition mantiene una adecuada tolerancia a la glucosa y
sensibilidad a la insulina con respecto a los que consumen 3 veces la

recomendacion.
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4) El consumo de la cantidad recomendada de aceite de soya por el American
Institute of Nutrition mantiene un tamano y caracteristicas adecuadas de los
tejidos adiposos blanco y pardo con respecto a los que consumen 3 veces la
recomendacion, los cuales desarrollan hipertrofia del tejido adiposo blanco y

blanquecimiento del tejido adiposo pardo.

5) El consumo de la cantidad recomendada de aceite de soya por el American
Institute of Nutrition mantiene la flexibilidad metabdlica evaluada por el RER con

respecto a los que consumen 3 veces la recomendacion.

6) El consumo de la cantidad recomendada de aceite de soya por el American
Institute of Nutrition estimula el apardeamiento del tejido adiposo blanco,
capacidad que se pierde cuando se consume 3 veces la recomendacion de

aceite de soya.

7) El consumo de la cantidad recomendada de aceite de soya por el American
Institute of Nutrition incrementa la diversidad bacteriana de la microbiota
intestinal y genera una microbiota con diversidad y abundancia diferente
estimulando la proporcion de Bacteroidetes con respecto a los que consumen 3

veces la recomendacion.

PERSPECTIVAS

e Realizar un estudio de secuenciacion de la metagendmica y de la
transcriptomica bacteriana para profundizar con mas detalles como estan
ocurriendo estos cambios en la microbiota del intestino por efecto del

consumo de aceite de soya.
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e Evaluar por medio de metabolomica si hay metabolitos que se produzcan
por la microbiota se observen en la circulacion sanguinea y sean en parte
responsables de los efectos en la salud por el consumo de aceite de

soya.
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Anexos

Extraccion de RNA

Limpiar el area de trabajo con etanol

Agregar 1ml de TRIzol® en un tubo ara Tissue Lyser

Colocar un balin de acero inoxidable

Los tejido se encuentran en el ultracongelador por lo que se deben colocar en
nitrégeno liquido

Cortar 250 pg de tejido, colocar el tejido en el tubo para tissue lyser con trizol
preparado en el punto 1

Colocar los tubos en el equipo Tissue lyser para homogeneizar la muestra a
300rpm

Sacar los tubos del equipo, agregar 200ul de cloroformo al 100%, y agitar en
vortex

Incubar 5 minutos a temperatura ambiente

Centrifugar a 10 000rpm durante 5 minutos

Recuperar el sobrenadante y transferir a un tubo eppendorf de 1.5 ml. Adicionar
en proporcién 1:1 de isopropanol al 100%

Mezclar por inversion e incubar 10 minutos a temperatura ambiente
Centrifugar a 10000 rpm durante 15 minutos

Decantar el sobrenadante

Agregar 1 ml de etanol al 75% frio. Homogeinizar en vortex

Centrifugar a 10 000 rpm x 15 min.

Desechar el etanol por inversiéon y dejar secar el tubo en posicion horizontal
Resuspender con 100ul e agua DEPC y homogeinizar en vortex

Calentar en 5 minutos, 65°C, homogeizar y mantener en hielo

Cuantificar en RNA en el Nanodrop®

Evaluar la integridad en el equipo de Qlaxen

Extracion de DNA para secuenciacion

Se pesaron 250 mg de heces fecales

Se agrego 1.6 ml de buffer ASL

Se centrifugo a 10000 rpm durante, 5 min a temperatura ambiente

Colocar una tableta de inhibitex en el tubo eppendorf

Tomar 1.5 ml del sobrenadante obtenido

Homogenizar completamente en vortex

Centrifugar a 10 000rpm

Tomar 700yl el sobrenadante y trasnferirlos a un tubo eppendorf de 1.5 mli
Centrifugar a 10000rpm x 3 min

Colocar en un tubo eppendorf de 2 ml, 25 ul de proteinasa K, agregar 600 ul de
sobrenadante del paso 9. Agregar 600 ul de buffer AL

Incubar a 70°c POR 10 MIN

Agregar 600 ul de etanol al 100% frio. Homogeneizar en vortex

Pasar el sobrenadante a través e una de las dos columnas para retencion de
ADN mediante centrifugacion (10 000 rpm)
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Lavar con 500 pl de buffer AW1. Centrifugar a 10 000 rpm

Lavar con 500 pl de buffer AW2. Centrifugar a 10 000 rpm

Dejar secar todo el buffer residual mediante centrifugacion a 10000 rpm
Colocar la columna en un tubo nuevo para centrifuga e 1.6 ml agregar 200 ul e
buffer AE 1x

Dejar incubar durante 20 minutos

Centrifugar durante 1 minuto 10 000 rpm para eluir y colectar el ADN
Conservar el ADN colectado a -70°C

Cuantificar el dna obtenido mediante nanodrop
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