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Resumen

La obesidad es una de las enfermedades de mayor prevalencia en México y a nivel mundial. Esta
enfermedad no solo trae consigo el aumento del tejido adiposo en el cuerpo, sino que conlleva
otras afectaciones cronicas, tales como el sindrome metabdlico, la hipertension y la diabetes tipo
2, por mencionar algunas. La diabetes se ha posicionado como uno de los retos mas importantes
en materia de salud publica pues afecta a un gran porcentaje de la poblacion. Asi mismo, se ha
identificado que una de las implicaciones mas recurrentes de estas enfermedades es la resistencia
a la insulina. Por otra parte, se ha visto que distintos nutrimentos tienen efectos favorables sobre
unas de las afectaciones mas importantes de la diabetes, la resistencia a la insulina; uno de ellos
es el TP. Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo es determinar el efecto que tiene el TP
sobre la sensibilidad a la insulina utilizando un modelo murino de obesidad inducido por la dieta.
Para lograr esto, se estudiaron 4 grupos de animales; en dos de ellos se indujo un cuadro de
obesidad y los otros dos grupos correspondieron a los controles; a un grupo obeso y a un grupo
control se les adicion6 TP en la dieta. La alimentacion se realizo durante 11 semanas. Al final del
periodo de alimentacion, se evaluo el peso corporal, el consumo de alimento, asi como el peso del
tejido adiposo. Por otra parte, para evaluar la sensibilidad a la insulina se emplearon las pruebas
de tolerancia a la glucosa y a la insulina. Asi mismo, se determind la concentracion de insulina por
un ELISA. Los resultados obtenidos en el presente trabajo revelan que los animales que
consumieron TP presentaron una tendencia a reducir el peso corporal, una disminucion
significativa en el peso del tejido epididimal y un mejoramiento de la tolerancia a la glucosa. Esto
sugiere que el acido graso trans-palmitoléico tiene efectos favorables sobre el metabolismo. De
esta manera, se concluye que el TP disminuye el tejido adiposo epididimal y mejora la tolerancia

intraperitoneal a la glucosa.



1. Introduccién y antecedentes
1.1 Obesidad y diabetes

La obesidad es definida como la acumulacion anormal o excesiva de tejido adiposo que es
perjudicial para la salud (1). Esta enfermedad tiene como caracteristica un IMC > 30 kg /m? en las

personas que lo padecen. Se trata de una enfermedad crénica y de caracter multifactorial (2).

La obesidad es uno de los principales factores de riesgo para el desarrollo de enfermedades
cronicas, como las enfermedades cardiovasculares y la diabetes tipo 2 (3). A este respecto la
prevalencia de diabetes se ha relacionado con el aumento de la poblacion que padece obesidad,

ya que se estima que un 60% de los diabéticos tienen algun grado de obesidad (4).

De acuerdo con la ENSANUT de Medio camino 2016, se encontrd que la prevalencia de diabetes
en nuestro pais pasé de 9.2% en 2012 a 9.4% en 2016, esto con base a un diagndstico previo de
la enfermedad (5).

La diabetes tipo 2 o diabetes no dependiente de insulina se presenta cuando el organismo es
incapaz de utilizar eficazmente la insulina (6). La etiologia de esta enfermedad est& relacionada
con la obesidad, poca actividad fisica y una alimentacion no adecuada (7). Este padecimiento se
debe a una combinacién de resistencia a la insulina y una incapacidad de las células B para

aumentar la liberacién de insulina (8).
1.2 Insulina

La insulina es una hormona anabdlica secretada por las células B pancréaticas, la cual es liberada
en respuesta a las concentraciones elevadas de nutrimentos en la sangre, controlando asi
funciones energéticas como el metabolismo de la glucosa y de lipidos. De esta forma, posterior a
la ingestion de una comida los niveles de glucosa aumentan en el plasma, activando las células B
y secretando asi la insulina. Los tejidos blanco (Fig. 1) de esta hormona son principalmente
higado, musculo esquelético y tejido adiposo (9,10). Cabe mencionar que todas las células poseen

receptores de insulina, sin embargo, cobra mayor relevancia en los tejidos ya mencionados.



La insulina ayuda a controlar la concentracion de glucosa postprandial de tres maneras.
Inicialmente, la insulina se une a los receptores de las células en los tejidos periféricos sensibles
(principalmente el masculo esquelético) aumentando asi la captura de glucosa. En segundo lugar,
la insulina actia sobre el higado inhibiendo la produccion de glucosa y promoviendo la

glucogénesis.

Finalmente, esta hormona inhibe la secrecion de glucagon, con lo cual se inhibe la produccion
hepética de glucosa mediante la inhibicion simultanea de la glucogendlisis y la gluconeogénesis
(11). Por otra parte, la insulina suprime la liberacién de &acidos grasos mientras que favorece la

sintesis de triglicéridos en el tejido adiposo (12).

La homeostasis a la glucosa en el organismo depende sustancialmente de la interaccion entre
las hormonas pancreaticas como glucagon e insulina secretadas por las células a y B,
respectivamente. Es por ello, que cualquier alteracion en la insulina afecta directamente a esta
regulacion.

Nutrimentos
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1.3 Resistencia a la insulina
La resistencia a la insulina es una alteracion definida como la incapacidad de las células blanco
como adipocitos, miocitos y hepatocitos de responder a su estimulo. Suele preceder a situaciones
claramente patolégicas como la diabetes tipo 2 o el sindrome metabdlico y estd asociada a

circunstancias como el sobrepeso o la obesidad (13).

De manera general, la resistencia a la insulina se manifiesta por:
v' Disminucion en el transporte de glucosa en adipocitos y musculo esquelético.
v Aumento en la produccion de glucosa hepatica.

v' Alteraciones en el metabolismo de lipidos en tejido adiposo y hepatico (14).

Las alteraciones antes mencionadas se presentan a nivel de tejido; sin embargo, los mecanismos
por los que se genera la resistencia a la insulina también se presentan a nivel molecular. En
algunos casos, la resistencia se debe a un defecto en la union de la insulina a su receptor, pero se
atribuyen mas a alteraciones posteriores a dicha union. Estas alteraciones van desde la
funcionalidad de su receptor hasta la actividad de proteinas que desempefian funciones

importantes en la sefializacion de la insulina (14, 15, 16).

También existen diversos factores patogénicos como, por ejemplo, la resistencia mediada por

inflamacion y por exceso de lipidos (12).

La resistencia a la insulina se puede determinar directamente si se evallUa la respuesta fisiologica
a la accion de una infusién de insulina exdégena que promueve la captacién de glucosa en los
tejidos insulino dependientes y de manera indirecta, a través de la relacion glucosa e insulina en el
estado de ayuno y/o después de haber recibido un estimulo por via oral o intravenosa. En
cualquiera de las evaluaciones anteriores, los modelos animales son cada vez mas empleados

debido a la informacion que se puede obtener de estos, asi como su practicidad, entre otros.

Por tanto, las pruebas in vivo se han convertido en una herramienta esencial para comprender
los mecanismos que provocan la resistencia a la insulina y de esta manera proponer tratamientos

alternativos para la prevencion de la misma.



1.4 Modelo murino para evaluar la homeostasis de la glucosa

La basqueda para conocer los mecanismos por los cuales se desarrolla una patologia humana ha
llevado a desarrollar técnicas estandarizadas en modelos animales para su entendimiento. Estos
modelos no sélo ayudan a la comprension de la patogénesis de muchas enfermedades, sino
gue también pueden ayudar en el desarrollo de tratamientos adecuados para las mismas (17).

Para la medicina experimental, el raton es un organismo modelo que ofrece muchas ventajas
con respecto a otros modelos genéticos como la mosca y la rata. Algunas de las ventajas
son: al tratarse de un mamifero, una gran parte de sus procesos bioquimicos son similares a los
del hombre. Ademas, tienen un tiempo generacional muy corto, son muy prolificos y se adaptan
facilmente a la vida en los bioterios, o que permite controlar de mejor manera las variables

ambientales en los experimentos (17).

Aun persisten multiples incognitas acerca de los mecanismos patogénicos y las implicaciones de
una enfermedad tan prevalente como es la diabetes tipo 2. El avance en la prevencion y el
tratamiento de la misma dependen en gran parte de la comprension de estos mecanismos y para

ello es imprescindible seguir utilizando estos modelos animales.

Al emplear un modelo murino en el que se pretende evaluar la tolerancia a la glucosa como es el

objetivo especifico de este trabajo, se deben tomar en cuenta los siguientes factores involucrados:

v' La sensibilidad de los tejidos a la insulina.

v' Lasecrecién de insulina de los islotes de Langerhans del pancreas.

El balance entre estos dos factores determina la fisiologia de la tolerancia a la glucosa, asi como
su capacidad para mantener la homeostasis de esta. De esta manera, para una valoracion integral
de la homeostasis de la glucosa en un modelo con ratones, se debe hacer una evaluacion de la
sensibilidad de los tejidos blanco a la insulina asi como la cuantificacion de la secrecion de la

misma, en respuesta a los cambios en la glucosa plasmatica.



Cabe sefialar que, la eleccion de una metodologia depende de los objetivos a evaluar. Por
ejemplo, existen estudios sobre la adaptacion y la funcidén de los islotes que pueden centrarse en
la liberacion de hormonas en respuesta a la glucosa y otros estimulos. En el caso de los estudios
sobre la obesidad y la diabetes tipo 2 como es el caso del presente trabajo, pueden centrarse en
la resistencia a la insulina caracteristica de estos estados (8).

Por lo anterior, resulta imprescindible realizar pruebas que permitan evaluar la tolerancia a la
glucosa, ya que de manera indirecta se puede conocer si existen alteraciones en la sensibilidad o

en la secrecién de insulina.

Existen técnicas que pueden aplicarse en los modelos murinos para medir diferentes aspectos
de la tolerancia a la glucosa y a la insulina, cada uno de estos métodos tiene ventajas y
desventajas. Por lo tanto, la metodologia apropiada puede variar de estudio a estudio,

dependiendo de los puntos finales deseados, asi como las consideraciones practicas (8).
1.5 Prueba de tolerancia a la glucosa

El método mas utilizado para evaluar la homeostasis de la glucosa en roedores es el test de
tolerancia a la glucosa (GTT). EI GTT evalta la eliminacion de una carga de glucosa administrada
por via oral (0GTT), por inyeccién intraperitoneal (ipGTT) o por inyeccién intravenosa (ivGTT)
(18). Un GTT proporciona una vision fisiolégica de cualquier cambio en la tolerancia a la glucosa
sin determinar los mecanismos causales (8). El presente trabajo se centr6 en la via

intraperitoneal; posteriormente se justificara el uso de la misma.

De manera general, técnicamente los ratones se someten a un periodo de ayuno antes de la
administracion de una dosis de glucosa por via oral. Previamente a la administracion de la
glucosa, se mide la glucemia basal (en ayunas) y posteriormente se realizan mediciones a 5, 15,
30, 45, 60 y 120 minutos, mediante la obtencion de una gota de sangre de la cola.

En un método relativamente simple como el GTT, se esta expuesto a distintas variables mismas

gue deben ser consideradas en el disefio del estudio, por ejemplo:

v Caracteristicas de los animales utilizados.
v' Dieta y composicion corporal.

v' Ladosis de glucosa y su via de administracion.



1.5.1 Caracteristicas de los animales.

Las caracteristicas de los animales como cepa, edad y sexo son de suma importancia debido a
gue, diferencias entre estas pueden generar resultados contrastantes. Por ejemplo, en algunos
estudios se ha visto que distintas cepas de ratdn presentan variaciones en el metabolismo de la
glucosa (19) asi mismo, se ha demostrado que existen diferencias dependientes de la cepa en la

accion y secrecion de la insulina (18).

Las cepas de ratbn comunmente utilizadas tienen variaciones en el metabolismo de la glucosa,
lo que complica ain mas las comparaciones directas entre los estudios (19). En los modelos
murinos para inducir obesidad y diabetes existen ciertas cepas que resultan convenientes para
utilizarlas en las pruebas. Tal es el caso de la cepa C57BL/6, la cual es de las mas utilizadas en
este tipo de estudios (20, 21).

Es importante sefialar que aun cuando se usa la misma cepa animal, es imprescindible que
provengan de la misma fuente, ya que se han informado diferentes niveles de secrecion de
insulina en ratones C57BL/6 de diferentes proveedores, esto debido a que pueden introducir
variabilidad (22).

Por otro lado, se ha observado que el envejecimiento de los ratones y las ratas aumenta la
resistencia a la insulina (23). Asi mismo, la tolerancia a la glucosa se deteriora con la edad del
animal (24). Por lo tanto, los experimentos metabdlicos deben llevarse a cabo en ratones de la

misma edad y también considerar el tiempo del estudio.

Otro de los factores que se deben considerar en este tipo de estudios es el sexo del animal. Se
recomienda que se realicen estudios en ratones del mismo sexo, debido a que este factor puede
influir en el fenotipo resultante de mutaciones genéticas (25) ademas de que existen diferencias

en el metabolismo de la glucosa entre animales machos y hembras (26).

Por todo lo anterior, es esencial que todos los estudios en los que se pretenda evaluar
homeostasis de la glucosa en modelos murinos se utilicen animales de la misma cepa, sexo, edad
y que procedan del mismo proveedor cuando sea posible. Estos factores se deben reportar en los

resultados presentados.



1.5.2Dieta y composicion corporal

En muchas investigaciones donde se han empleado modelos murinos de obesidad inducida se

han usado dietas conocidas como “chow”, “low fat” o high fat". Esto con la finalidad de obtener

una comparacion de los resultados a distintas condiciones al finalizar el estudio.

La composicion de las dietas varia de acuerdo con el fin que se quiere evaluar. Por ello, es
importante tomar en cuenta que uno de los factores a considerar en las dietas utilizadas en los

estudios es el porcentaje de energia proveniente de carbohidratos, grasas y proteinas.

Uno de los tipos de dieta méas utilizadas para el mantenimiento de los animales, son las dietas
con menor porcentaje de grasa también conocida como dietas control. Por otro lado, las dietas
ricas en grasa se usan regularmente para provocar cambios en la composicion corporal (por
ejemplo, aumento de masa grasa) y para precipitar la resistencia a la insulina en ratones (27). Al
utilizar dietas ricas en grasas, se deben tener en cuenta los efectos sobre la composicion corporal.
Las diferencias en el peso corporal no solo afectan el metabolismo de la glucosa, sino que
también influyen en la manera en que se realizan las pruebas metabdlicas y en cémo se

normalizan los resultados en estas pruebas (28).

La respuesta fenotipica a la alimentacién con alto contenido de grasa puede ser heterogénea
dentro de una cepa de ratones, como se informé en ratones C57BL/6J. Aunque lo ideal es
comparar ratones de peso equivalente, esto no siempre es posible (28). Por lo tanto, es
importante tener en cuenta las diferencias en el peso corporal en el disefio experimental y en la

interpretacion de los datos.
1.5.3 Dosis y vias de administracion

La dosis de glucosa administrada para los experimentos de GTT es una fuente adicional de
variabilidad. Cuando se realiza un GTT a humanos, se administra una dosis fija (estandar) de
glucosa, independientemente del peso del paciente. El enfoque estandar en ratones es basar la
dosis de glucosa en el peso del raton, generalmente a 1 o 2 g/kg (29,30). Lo anterior es razonable
siempre y cuando el peso, asi como la composicion corporal para diferentes cohortes sean

similares.

Sin embargo, en los modelos murinos con aumento de peso, comun en muchos modelos de

diabéticos, el aumento de peso corporal generalmente se debe a una mayor masa grasa, sin una



masa magra proporcionalmente mayor. Esta es una consideracion importante, ya que la masa
magra (musculo, cerebro e higado) es el sitio principal de eliminacion de glucosa. Si se administra
una dosis de glucosa segun el peso corporal total, entonces la dosis administrada a un ratén
obeso se verd influida por el aumento de la masa grasa. Por lo tanto, la cantidad de glucosa a la
que se expone el tejido magro en un ratdbn obeso serd altamente desproporcionada en

comparacion con la de un raton no obeso con una masa magra similar (18).

Lo anterior quiere decir que los ratones obesos pueden ser diagnosticados erroneamente como
intolerantes a la glucosa simplemente porque reciben mas glucosa por la misma masa corporal
magra. Este sesgo hacia la intolerancia a la glucosa en ratones obesos serd mayor al aumentar la

dosis de glucosa (por ejemplo, 2 g/kg frente a 1 g/kg) (19).

Si los datos de composicion corporal estan disponibles, entonces para un GTT es mas apropiado
basar la dosis de glucosa en la masa corporal magra (31). En caso contrario, se sugiere obtener

la media por cada grupo de alimentacién y asi de esta manera se evita el sesgo anterior.

Hasta este momento, se han abordado las caracteristicas experimentales que se deben
considerar al emplear un modelo murino en el cual se pretende evaluar la homeostasis a la

glucosa. A continuacion, se hablaran de las pruebas que se realizaron en este trabajo.

Los métodos mas comunes para administrar la glucosa en un GTT en roedores son las vias oral
(oGTT) e intraperitoneal (ipGTT). Ambas vias de administraciébn son aceptadas como métodos
apropiados para administrar la glucosa. Sin embargo, se sabe que la administracion oral de

glucosa genera otra informacion con respecto a la intraperitoneal (8).

Los GTT evalian la eliminacion de una carga de glucosa administrada por las vias ya
mencionadas. Los resultados de un GTT estan determinados por la secrecion y la accion de la
insulina (18). A continuacion, se describiran de una forma mas detallada en qué consisten estas

variantes del GTT.
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1.5.4 oGTT

La prueba oGTT es una variante del GTT, en la que la forma de administracién de la glucosa es
via oral. Esta forma de administracion permite evaluar la respuesta de la insulina y otras
hormonas, para mediar la concentracion de glucosa en sangre. Esta bien establecido que la
absorcion de glucosa a través del intestino conduce al efecto de las incretinas, que son hormonas
gastrointestinales que se liberan bajo el estimulo de este nutrimento. De manera general, estas
hormonas potencian la produccion de insulina (32, 33, 34). Por lo anterior, esta variante
representa de mejor manera la fisiologia de entrada de la glucosa al organismo (8).

En un experimento con ratones administrados con la misma dosis de glucosa (2 g/kg) por via
oral e intraperitoneal, se encontr6 que el GTT oral es significativamente menor en comparacion
con un ipGTT (Grafica 1).
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Figura 2 . Comparacién de vias de administracion de la glucosa (ipGTT y oGTT) en ratones con
una dosis de 2 g/kg. (Bowe J, 2014)

Lo anterior indica que la glucosa intraperitoneal produce una respuesta mas lenta a los 30 min
de administrar la glucosa (19). Por lo tanto, se puede constatar el efecto de las incretinas en la
administracion oral de glucosa ya que provoca un aumento en la secrecion de la insulina con la

consecuente disminucién de los niveles de glucosa en sangre con respecto a un ipGTT.
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1.5.5 ipGTT

Otra variante del GTT es la prueba de tolerancia a la glucosa intraperitoneal, la cual se diferencia
de un oGTT porque la via de administracion de la glucosa es intraperitoneal. Esta variante es una
de las formas mas aceptadas, ya que los resultados obtenidos representan exclusivamente la

respuesta de la insulina y no la de otras hormonas (18).

Como se presenta en la Gréfica 1, el ipGTT tiene una mayor concentracion de glucosa ya que no
existe el efecto de las incretinas. Por lo anterior, para fines del presente trabajo se considero

evaluar el efecto del TP sobre la sensibilidad a la insulina empleado esta variante.

La presentacién estandar de los resultados de los GTT (ya sea ipGTT u oGTT) es una
descripcion de los niveles de glucosa en sangre a lo largo del tiempo después de la
administracion de glucosa. En general, se presenta un curso temporal de niveles absolutos de
glucosa. Esto es valido siempre y cuando los grupos que se comparan tengan niveles de glucosa

en ayunos equivalentes.

Cuando los niveles de glucosa en ayunas difieren, como suele ser el caso con los modelos de
diabéticos o resistentes a la insulina, debe presentarse un curso temporal de los niveles de

glucosa junto con un célculo del area bajo la curva por encima de la glucosa de referencia.

La resistencia a la insulina contribuye a la fisiopatologia de la diabetes y es un sello de la
obesidad, sindrome metabdlico y muchas enfermedades cardiovasculares. Por lo tanto, determinar
la sensibilidad / resistencia a la insulina en humanos y modelos animales es de gran importancia
para estudios epidemioldgicos, investigaciones clinicas y de ciencias béasicas (32). Una de las
pruebas mas utilizadas para evaluar la sensibilidad a la insulina en modelos in vivo, es mediante

una prueba de tolerancia a la insulina.

1.6 Prueba de tolerancia a la insulina
La prueba de tolerancia a la insulina (ITT) es técnicamente muy similar al GTT, ya que implica el
seguimiento de los niveles de glucosa en sangre con el tiempo, pero en respuesta a la
administracion de insulina en lugar de la carga de glucosa. El grado en que los niveles de glucosa
en sangre caen en respuesta a la administracion de insulina es indicativo de la accion de la

insulina en todo el cuerpo.
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La convencion es realizar el ITT en ratones después de un ayuno corto (de 5 a 6 horas) (18). En
esta prueba, el ayuno cobra aun mas relevancia; debido a que la administracion de insulina en
animales en ayunas conlleva el riesgo de inducir hipoglucemia, por lo que se recomienda un

tiempo méaximo de ayuno de 6 h.

La concentracion de glucosa se determina cada 15 a 30 minutos durante 60 a 90 minutos
después de una dosis de insulina administrada por inyeccién intraperitoneal o intravenosa. Es
importante tener en cuenta que la vida media de la insulina es de aproximadamente 10 minutos
en ratones (35). Por lo tanto, las diferencias en la concentracion de glucosa después de la caida
inicial (es decir, mas de 30 minutos después de la dosis de insulina) podrian no reflejar un efecto

sobre la accién de la insulina.

Por lo tanto, si la Unica diferencia en los niveles de glucosa entre los grupos ocurre a los 120
minutos, esto no es indicativo de un efecto sobre la accion de la insulina. La interpretacion de

tales datos requiere la medicién de los niveles de insulina.

Al igual que en los GTTs, los resultados se pueden expresar como mediciones de glucosa en
sangre en el curso del tiempo. Algunas de las consideraciones que se deben tomar en cuenta al
realizar un ITT, ya sea en la practica como en la interpretacion de los resultados son la posibilidad
de hipoglucemia y los mecanismos homeostéticos contrarreguladores (30).

Es importante hacer mencién que tanto el GTT como el ipGTT proporcionan informacion util
sobre la tolerancia a la glucosa, pero no sobre la sensibilidad/resistencia a la insulina per se. En el
caso del ITT, la magnitud de la disminucion de la concentracion de glucosa en plasma en
respuesta a una inyeccion de la insulina proporciona una estimacion de la sensibilidad a la

insulina (30).

Otros métodos comunmente utilizados para determinar la sensibilidad a la insulina son: la
insulina en ayunas, la evaluacion del modelo de homeostasis (HOMA), la relacion insulina-glucosa
y el indice de Bennett (36). Sin embargo, por cuestiones de costos y practicidad, en el presente

trabajo se empleo una prueba de tolerancia a la insulina
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1.7 Efectos de los acidos grasos sobre la salud

En los ultimos afios ha cobrado relevancia la relacion de algunos nutrimentos con alteraciones en
el metabolismo. Un caso particular es el consumo de &cidos grasos, los cuales han generado

controversia por los diversos efectos sobre la salud.

Por ejemplo, los &cidos grasos saturados se asocian con mayor riesgo de cardiopatias
coronarias y resistencia a la insulina, mientras que los 4cidos grasos insaturados tienen multiples
efectos benéficos sobre la salud cardiovascular (37-39) y la sensibilidad a la insulina (40-42) en
estudios clinicos y en modelos animales. Por su parte, los acidos grasos monoinsaturados
promueven un buen perfil de lipidos en la sangre, mejoran la presion arterial, la sensibilidad a la
insulina y el control de la glucemia (43-46). Los &cidos grasos poliinsaturados impactan
positivamente en la sensibilidad a la insulina, la salud cardiovascular y mental, el desarrollo y la

reduccion de la hipertension y la inflamacién.

Asi mismo, la isomeria en los acidos grasos se hace notable debido a los riesgos pero también
posibles beneficios que pueden ofrecer. Un ejemplo de ello son los &cidos grasos trans, los cuales
son objeto de un debate continuo sobre las asociaciones positivas y negativas sugeridas con

factores de riesgos metabdlicos y cardiovasculares (47).

1.8 Acido graso trans-palmitoléico

El acido graso monoinsaturado palmitoléico o palmitoleato (16: 1n7) se encuentra como dos de los
isobmeros mostrados en la (Fig. 2) cis (16:1 c9) y trans (16:1 t9). Se ha demostrado que los efectos

en el organismo dependen de la isomeria de este acido graso.

La isoforma cis (CP) se ha asociado con la disminucion en la acumulacion de lipidos en el higado
y un incremento en la sensibilidad a la insulina (48), mientras que el isbmero trans (TP) se ha
asociado con efectos favorables en el metabolismo y una disminucion en la incidencia de la
diabetes. A pesar de lo anterior, aun existe una fuerte asociacion general de los acidos grasos
trans que se producen; entre otros procesos, al freir los alimentos; entre otros procesos con un
mayor riesgo de cardiopatias coronarias (49,50). Lo anterior sugiere que algun efecto positivo
causado por el TP no sea del todo viable; sin embargo, el presente trabajo se basé en los estudios

gue si han demostrados los efectos favorables.
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Fig. 3 Estructura quimica de los isomeros del 4cido graso palmitoléico:
cis- acido palmitoléico (16:1 c9) y trans-acido palmitoléico (16:1 t9)

1.8.1 Fuentes de obtencion de TP

Existen dos formas de obtencion de palmitoleato, la primera es por la sintesis endégena mediante
la lipogénesis de novo en seres humanos. La lipogénesis es mediada por la estearoil-CoA
desaturasa 1 (SCD1), esta enzima cataliza la sintesis de los acidos grasos monoinsaturados,
principalmente oleato y palmitoleato (51). En los seres humanos, la biosintesis de CP se produce
principalmente en el higado y en segundo lugar en el tejido adiposo, en la se incorpora mas tarde
en ésteres de colesterol, fosfolipidos, triglicéridos y ceras. Algunos autores han asumido que la
produccion enddgena de palmitoleato esta representada solo por el CP. Sin embargo, existen
descubrimientos recientes que demuestran que el TP podria también generarse endégenamente

por el acortamiento de la cadena del acido vaccénico (18:1 t11) (52).

La segunda forma de obtencién es mediante fuentes dietéticas. Por ejemplo, el salmdn, el aceite
de higado de bacalao y el aceite de macadamia contienen una alta concentracién de palmitoleato.
Hasta ahora, la mayor concentracién informada de este &cido graso es en alimentos
correspondientes al espino amarillo (Hippophae rhamnoides L.) nativo de Asia y Europa. El aceite
de pulpa del espino amarillo contiene de 32-42% de acido palmitoleico (53,54). Otras fuentes

naturales donde se puede encontrar son el aceite de oliva, el chocolate y los huevos.

El TP, también se puede encontrar en aceites parcialmente hidrogenados; sin embargo, se
deriva principalmente de las grasas trans de la leche de rumiantes (55). Las concentraciones
plasmaticas de TP se correlacionan positivamente con el consumo de leche entera, mantequilla,

margarinas y postres al horno (56). En un estudio prospectivo se correlacioné la concentracion de
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TP en circulacién con biomarcadores de &cidos grasos provenientes de la ingesta de grasa lactea,
pero la correlacion con marcadores de aceites parcialmente hidrogenados fue débil (57,58),

sugiriendo que el TP se encuentra principalmente en grasas naturales.
1.8.2 Efectos en el metabolismo

Existen evidencias que apuntan hacia los efectos favorables de las dos isoformas en las que se
presenta el palmitoleato. A continuacion se presentan algunos de los estudios referentes a ambos

isbmeros.

Uno de los estudios enfocados al isbmero cis del palmitoleato es el realizado por Cao y
colaboradores (48). Este estudio consistid en realizar una infusion de triacilgliceroles con el CP
como acido graso sustituyente a ratones; se observd una mejora de la sensibilidad a la insulina in
vivo, potenciando fuertemente la accién de la insulina en musculo e higado. Ademas, se observo la
supresion de la sintesis de grasa hepatica. La supresion de la sintesis de grasa hepética resulta
importante ya que existen evidencias experimentales de que el aumento de la sintesis de grasa
hepética contribuye a la resistencia a la insulina (57,58). Los ultimos hallazgos sugirieron que el
palmitoleato circulante (derivado de fuentes no hepaticas), podria proporcionar una funcion

contrarreguladora en la sintesis de grasa hepatica.

Por lo anterior, este trabajo concluyé que el CP actia como una hormona sensibilizadora de
insulina que mejora el metabolismo de la glucosa. Este estudio resulta importante debido a que
sirve como antecedente de los siguientes estudios realizados con TP

Para el caso del TP existen controversias por la naturaleza de su estructura quimica y los efectos
sobre la salud. Se conoce muy bien que los &cidos grasos trans que se producen al cocinar y freir
comercialmente, estan relacionados con un mayor riesgo de disfuncion endotelial y enfermedades
coronarias. Sin embargo, existen estudios que demuestran un efecto positivo en el metabolismo
de este tipo de grasas provenientes de otras fuentes. Por ejemplo, el TP que se deriva
principalmente de las grasas trans de los lacteos producidas de forma natural por los rumiantes
(59), no se ha asociado con un mayor riesgo cardiovascular (60). De hecho, varias cohortes han
observado asociaciones inversas entre el consumo de lacteos y el riesgo de resistencia a la

insulina, el sindrome metabdlico y la diabetes (61). A continuacion, se abordaran estas evidencias.
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Uno de los trabajos a este respecto, fue el realizado por Mozaffarian et al. (56) en adultos de
E.U.A. En esta gran cohorte prospectiva, los niveles de trans-palmitoléico de fosfolipidos se
asociaron con un menor riesgo metabdlico. Entre los riesgos metabdlicos se encontraron: niveles
mas bajos de triacilglicéridos, de colesterol total y de resistencia a la insulina; asi como un inicio de
diabetes sustancialmente menor (con un riesgo casi 3 veces menor). Este trabajo relaciona
especificamente el consumo de productos lacteos, el TP y la diabetes incidente, representando el

primer trabajo que vincula estos tres aspectos.

Los resultados obtenidos en este estudio para TP se relacionan con efectos paralelos a la
proteccion metabdlica del CP circulante, mencionados por Mozaffarian et al (48). Uno de los
efectos del CP producido por el tejido adiposo es que mejora directamente la resistencia a la
insulina del masculo hepéatico y esquelético, asi como la supresion de la sintesis de grasa hepética.
Este ultimo efecto mencionado resulta importante ya que, existen evidencias experimentales de
gue el aumento de la sintesis de grasa hepatica contribuye a la resistencia a la insulina (57,58). Los
ultimos hallazgos sugirieron que, el palmitoleato circulante (derivados de fuentes no hepaticas),

podria proporcionar una funcién contrarreguladora en la sintesis de grasa hepatica.

Por toda la informacién anterior, se sugirié que el TP circulante derivado de fuentes exdgenas y
no hepéticas podria proporcionar una supresion de la sintesis de grasa hepatica, asi como un
aumento de la captacion de la glucosa en musculo esquelético. La evidencia limitada sugiere que
las grasas trans de los rumiantes pueden regular la sintesis de grasas. Por ejemplo, en modelos
bovinos, el acido linoléico conjugado trans-10 / cis-12 de la dieta inhibio la sintesis de la grasa de la
glandula mamaria. Esto se demostré al disminuir la expresion de los genes lipogénicos (46) con
una regulacién positiva compensatoria de los genes del tejido adiposo involucrados en la sintesis

de grasas.

Los hallazgos de Mozzafarian et al (56) sugieren que el trans-palmitoléico, el cual es
relativamente exclusivo de los alimentos para rumiantes, podria contrarrestar en parte los efectos
adversos de otras grasas trans en los alimentos para rumiantes. Ademas, varias cohortes grandes
han informado recientemente sobre asociaciones inversas entre el consumo de productos lacteos y
el riesgo de obesidad, los factores de riesgo metabodlico o la diabetes tipo 2 (53-55). Por tales
motivos, este trabajo respalda los posibles beneficios metabodlicos del consumo de lacteos y

sugiere que el TP puede ser un candidato de los efectos benéficos encontrados.
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Dentro de los resultados de este estudio, también se encontrd una asociacion significativa con el
TP y una adiposidad menor, la cual se refleja en un IMC ligeramente bajo, ademas de una

circunferencia menor de la cintura.

Finalmente, con base en las asociaciones positivas del TP y el consumo de productos lacteos asi
con respecto a cambios benéficos en el metabolismo, se ha sugerido que los esfuerzos para
promover el consumo exclusivo de productos lacteos bajos en grasa y sin grasa, podrian reducir la

exposicion de la poblacion a este acido graso y, por tanto, eliminar los efectos benéficos.

En resumen, todos los hallazgos encontrados en este estudio en E.U.A por Mozzafarian et al
(56), apoyan el papel del TP en los beneficios metabdlicos observados previamente en el consumo
de lacteos, con vias potencialmente relacionadas con la resistencia a la insulina, la regulacion de

la sintesis de grasa hepatica, entre otros.

En otro estudio realizado también por Mozzaffarian y colaboradores (49), se sugirio la relacion del
TP circulante con una menor prevalencia de diabetes en hombres y mujeres de origen multiétnico.
Esta relacion implicaria que, si se alteran las concentraciones circulantes de TP por medio de la

dieta seria posible reducir el riesgo de diabetes.

Aunque este estudio no deja claro si se observd un menor riesgo metabdlico relacionado con el
trans-palmitoléico por si solo o con otros componentes de la grasa lactea, se ha propuesto que los
hallazgos mas sdlidos relacionados con el TP podrian asociarse con su medicién objetiva como
biomarcador circulante, en comparacion con la ingesta de lacteos. En este estudio se observo que
el 15:0 y 14:0 otros biomarcadores del consumo de productos lacteos, se asociaron débilmente o
no se asociaron con la diabetes incidente, por cual sugieren que la asociacidon podria ser mas

especifica para el TP (49).

Cabe mencionar que hasta al momento, no se han realizados estudios con TP en un modelo
murino. Considerando que los modelos con ratones ayudan a comprender los mecanismos de
patogénesis de diversas enfermedades, entre ellas la diabetes, resulta conveniente realizar un
estudio de este tipo para conocer si cabe la posibilidad de que el TP tenga un efecto sobre la
sensibilidad a la insulina. Por lo tanto, la finalidad de este trabajo fue realizar un estudio sobre el

efecto del TP sobre la sensibilidad a la insulina utilizando un modelo murino.
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2. Planteamiento del problema

La obesidad, la resistencia a la insulina y la diabetes tipo 2 son enfermedades que tienen un
impacto sobre la salud y economia de la sociedad. La prevencion de éstas revierte el efecto

negativo en la poblacion.

Es posible que la incorporacion del acido graso trans-palmitoléico a la dieta tenga un efecto
sobre la sensibilidad a la insulina y, por tanto, resulte en un tratamiento alternativo para la diabetes
tipo 2. Por tanto, un modelo murino de obesidad inducido por dieta, puede ayudar a evidenciar el
efecto de TP sobre estos trastornos.

3. Justificacion

En el afio 2016, se estim6 que 1 de cada 11 de personas en el mundo sufrian diabetes. La
prevalencia de la diabetes ha aumentado de manera constante en los tres ultimos decenios, en

paralelo al incremento de la prevalencia de la obesidad y el sobrepeso.

El desarrollo de métodos de prevencion enfocados al manejo del estado nutricio ha tenido un
impacto positivo sobre enfermedades como la obesidad y el mejoramiento en la resistencia a la
insulina. Asi mismo, la estandarizacion de pruebas que ayuden a comprender y promover

estrategias para combatir estas enfermedades resulta de vital importancia.

La intencion del presente trabajo es aportar conocimiento sobre la funcionalidad del &cido TP
para probablemente utilizarlo como una estrategia nutricional, que prevenga el desarrollo de la

resistencia a la insulina asociada a la obesidad.

Este trabajo se realiz6 financiado parcialmente por el Instituto Danone y Fondos federales (HIM-
2016-079).
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4. Hipotesis
El acido graso trans-palmitoléico promueve una mayor sensibilidad a la insulina en un modelo

murino de obesidad inducida por dieta.
5. Objetivos

5.1 Objetivo general
Determinar la influencia del acido graso trans-palmitoléico sobre la sensibilidad a la insulina

en un modelo murino de obesidad inducida por dieta.

5.2 Objetivos particulares

o Determinar el peso corporal, el consumo de alimento y de energia en los animales
alimentados con las dietas experimentales.

o Medir el peso del tejido adiposo epididimal al término del tratamiento con las dietas
experimentales.

o Evaluar la tolerancia a la glucosa e insulina a través de las pruebas especificas al final del
tratamiento con las dietas experimentales.

o Determinar la secrecion de insulina en muestras de suero tomado durante la prueba final de

tolerancia a la glucosa.
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6. Metodologia

Diagrama de bloques

Alimentar a los ratones con las siguientes dietas:

Control (C) : 10% lipidos

Control + TP (CTP): 10% lipidos + TP (3 g/kg alimento)

Alta en lipidos (H): 45% lipidos

Alta en lipidos + TP (HTP): 45% lipidos + TP (3 g/kg alimento)

N

Dgtermingt d'urante las semanas de Determinar al final de las semanas de
alimentacion: alimentacion
Peso corporal Peso del tejido adiposo
Consumo de alimento epididimal
y de energia inGTT
ITT
ELISA
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7. Material y métodos
¢ Alimentacion de ratones

Se utilizaron 40 ratones C-57BL1 macho de 8 semanas, con peso inicial promedio de 22 gramos
aproximadamente provenientes del bioterio UAM-Xochimilco. El estudio se llevd a cabo en el
bioterio del Hospital Infantil de México “Federico Gémez”, con una duracion de 11 semanas. El
protocolo fue aprobado por los Comités de Etica, Bioseguridad e Investigacion del Hospital Infantil
de México, con clave HIM-2016-079. Los animales permanecieron en jaulas individuales con ciclos
de luz/oscuridad de 12 h con libre acceso a la dieta y agua. Fueron asignados a 4 distintos grupos

de alimentacion (10 animales por grupo). A continuacion, se presentan los grupos de estudio:
Grupo Control (C). Este grupo recibié una dieta de mantenimiento con 10% de lipidos.

Grupo Control + TP (CTP). Grupo experimental el cual se alimentd con 10% de lipidos y 3 mg/g
de TP en la dieta. Este grupo se empled para observar si en condiciones normales el TP pudiera

tener efectos en la sensibilidad a la insulina.

Grupo con alta concentracién de lipidos (H). Grupo experimental alimentado con una dieta con
45% de lipidos. En este grupo se gener6 obesidad por alta concentracion de lipidos y densidad de

energia (kcal/g) en la dieta.

Grupo con alta concentraciéon de lipidos + TP (HTP). Finalmente, este grupo se aliment6 con
una dieta con 45% de lipidos y adicionado con 3 mg/g de TP. En este grupo se observo el efecto

de TP sobre la obesidad y padecimientos subsecuentes.

La composicién quimica de las dietas que consumieron los animales se explica en el Anexo 1. Las

dietas fueron elaboradas por ResearchDiets, Inc. (Nueva Jersey, E.U.A).

¢ Peso de los animales y el consumo de alimento
Durante 11 semanas se registro el peso corporal de los ratones, asi como el alimento consumido.
Se empled una balanza analitica con la opcion de peso dinamico; esta funcion permite registrar el

peso varias veces con el animal en movimiento y calculando un peso promedio del mismo.
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e Ayuno
La finalidad del ayuno en este tipo de experimentos es obtener mediciones consistentes en la
glucosa plasmatica después de su administracion. El ayuno sirvio asi, para que no exista ninguna
otra fuente de glucosa y eso no intervenga en las mediciones posteriores. Es por ello que para

evaluar el metabolismo de la glucosa s6lo bastan con 4 horas de ayuno.
e Preparacion de los animales para GTT e ITT

Para obtener las muestras de sangre, se procedié a cortar la cola de 1-2 mm de tejido desde la
punta de la cola distal al hueso con tijeras afiladas. Posteriormente se obtuvo la sangre por flujo
directo o masajeando suavemente la cola y finalmente se recogi6 la sangre en un tubo capilar. La

primera muestra que se tomo debi6 ser descartada para evitar errores en la lectura.

e Prueba de tolerancia ala glucosa

* Prueba de tolerancia a la glucosa via intraperitoneal

Después de 11 semanas de alimentacion se realizé un ipGTT con los ratones después de 4 horas
de ayuno. Primero se determind la concentracion basal de glucosa y a continuacion se administro
una dosis (1.5 mg glucosa /g de peso corporal) via intraperitoneal. Posteriormente, a los minutos
15, 30, 45, 60 y 120 se midié la concentracion de glucosa en sangre, empleando el glucémetro
Accu-Chek ®.

Al medir la concentracion de glucosa en estado basal, a los 5 y 15 min se extrajo sangre en
otros tubos capilares, de la que posteriormente se separd el suero por centrifugacion y se
almacenaron a -80°C hasta su utilizacién para medir la concentracién de insulina en suero con la
prueba ELISA.

e Prueba de tolerancia a la insulina

Para llevar a cabo la prueba, se colocaron a los ratones en ayuno durante 4 horas. Después se
determind la concentracion basal de glucosa y posteriormente se administré una dosis (1 Ul de
insulina/ kg peso corporal). Finalmente, a los minutos 15, 30, 45 y 60 se midi6 la concentracion de

glucosa en sangre utilizando glucémetros Accu-Chek ®.
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¢ Obtencién de muestras
Los animales se decapitaron después de realizar una dislocacion. Se obtuvieron muestras de
sangre de todos los animales que de cada grupo. Las muestras de sangre se recolectaron en
tubos con gel separador.

e Determinacion de insulina en suero

La prueba ELISA se realizé con un estuche comercial de ALPCO Mouse Insulin ELISA tipo
sandwich, con un numero de catadlogo 80-INSMS-E01. La microplaca consta de 96 pocillos

recubiertos por un anticuerpo monoclonal especifico para insulina.

Los estandares, controles y muestras se agregan a los pozos de microplaca con el conjugado.
Posteriormente, la microplaca se incub6 a temperatura ambiente en un agitador. Después de que
se completd la primera incubacion, los pocillos se lavaron con amortiguador de lavado y se
secaron. Se agregoé el sustrato TMB y la microplaca se incubd por segunda vez a temperatura
ambiente. Una vez que se completd la segunda incubacion, se agrego la solucién de parada y se
midié la densidad optica (OD) mediante un espectrofotometro a 450 nm. En este ensayo, la

intensidad del color generado es directamente proporcional a la cantidad de insulina en la muestra.

Para la cuantificacién se procedié a hacer la medicion mediante espectrofotometria. Esto ocurre
mediante una reaccién en la que intervienen el sustrato peroxidasa y tetrametil bencidina en
cantidad proporcional a la cantidad de insulina de cada muestra. La intensidad del color generado

es directamente proporcional a la cantidad de insulina en la muestra (62,63,64).

La determinacién de la concentracion de insulina en el suero mediante un ELISA se realiz

con las muestras obtenidas en el ipGTT a los 0, 5 y 15 minutos.

¢ Peso del tejido adiposo

Se obtuvieron los tejidos adiposos de cada uno de los cuatro grupos para pesarlos en una balanza

analitica.
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e Analisis estadistico
Los resultados se expresan como la media de cada grupo +/- el error estandar de la media. Los
pardmetros de peso corporal, consumo de energia y las curvas de tolerancia a la glucosa e
insulina fueron tratados mediante el analisis de varianza (ANOVA) de dos vias. Mientras que, la
concentracion de insulina fue tratada mediante el analisis de varianza (ANOVA) de una via. Los
ANOVA se realizaron utilizando el programa estadistico GraphPad Prism 7®. Se realizaron
pruebas de Tukey para la comparacion entre grupos. Se sefalan las diferencias entre los valores

con letras distintas indicando diferencias estadisticamente significativas (a>b, p<0.05).
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8.Resultados
Consumo de alimento de los ratones alimentados.

Cada semana durante el periodo de alimentacion se peso el alimento consumido, lo anterior se
presenta en la grafica 1. Se puede observar que no existen diferencias significativas entre los
grupos controles y los grupos con alto contenido en lipidos en cuanto al alimento que

consumieron.

- C
-m- CTP
-4 H

-¥- HTP

Grafica 1. Ingesta de alimento (g) promedio por dia durante 11 semanas de alimentacion
de los cuatro grupos de estudio (N=40)
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Consumo acumulativo de alimento.

Se presenta la gréfica 2 la cual muestra el consumo acumulativo de alimento durante las 11
semanas de alimentacion. En esta grafica se muestra que no existen diferencias significativas
entre los grupos controles y los HF. Lo anterior concuerda con lo observado en la grafica 1, donde

el consumo de alimento no presenta diferencia.

- C
-m- CTP
&= H

-¥- HTP

Gréfica 2. Ingesta de alimento acumulado (g) promedio por dia durante 11 semanas
de alimentacién de los cuatro grupos de estudio (N=40)

Consumo de energia de los ratones alimentados.

La siguiente gréfica representa la energia consumida en las 11 semanas de alimentacién. Se
observan diferencias significativas entre los grupos controles y los grupos HF. Lo anterior se debe
a que, a pesar de que no hubo diferencias en cuanto al consumo de alimento, los grupos
alimentados con un alto contenido en grasa consumieron mas energia respecto a los grupos

controles.
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Grafica 3. Ingesta de energia (kcal) durante 11 semanas de alimentacion (N=40)
Las letras distintas designan diferencias estadisticamente significativas entre los grupos controles y
los grupos con alto contenido de grasa. (p<0.05)

Consumo acumulativo de energia.

La siguiente grafica presenta el consumo acumulado de energia en los cuatro grupos de
alimentacion. Se observan diferencias significativas, donde los grupos con alto contenido de grasa

en su dieta presentaron un mayor consumo de energia durante la experimentacion.

- C
a -m- CTP

i b —A H
-¥- HTP

Gréfica 4. Ingesta de energia acumulada (kcal) durante 11 semanas de alimentacion (N=40)
Las letras distintas designan diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
controles y los grupos con alto contenido en grasa (p <0.05)
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Peso corporal de los ratones alimentados.

A continuacién, se presenta la grafica de la ganancia de peso para los cuatro grupos de
alimentacion. Los resultados revelan una tendencia a disminuir el peso corporal con la adicion del
acido graso trans-palmitoléico sin presentar diferencias significativas. En la grafica 5 se observa la
ganancia de peso para los animales que se alimentaron con una dieta alta en lipidos y los grupos

controles; como se esperaba.

- C
a -m- CTP
b —— H
-¥- HTP

Grafica 5. Ganancia de peso durante 11 semanas de alimentacion (N=40)
Las letras distintas designan diferencias estadisticamente significativas entre los grupos controles y los
grupos con alto contenido en grasa. (p<0.05)
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Peso del tejido adiposo.

Al evaluar el peso del tejido adiposo epididimal, se observdé que los grupos controles no
presentaron ninguna diferencia. Sin embargo, el grupo HTP presentd una disminucion en el peso
del tejido adiposo respecto al grupo H, demostrando que el consumo de TP previene la
acumulacion de tejido adiposo epididimal como indicador de adiposidad (Grafica 6). En la figura 4

se puede observar las diferencias ya mencionadas.

Grafica 6. Peso de tejido adiposo epididimal después de las 11 semanas de alimentacién (N=40)
Las letras distintas designan diferencias estadisticamente significativas entre C, CTP, HTP
y H. ( p<0.05)

Figura 4. Tejido adiposo de grupos: Control, Control + TP, High fat y High fat + TP
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Prueba de tolerancia a la glucosa intraperitoneal.

La siguiente grafica representa la prueba de tolerancia a la glucosa intraperitoneal la cual permite
evaluar si el TP tuvo un efecto sobre la homeostasis a la glucosa. Se observa que la concentracién
de glucosa en el grupo HTP fue menor a través del tiempo respecto al grupo H en los minutos 15,
30, 45y 60 min.

Cabe seialar que la curva de HTP presenta un comportamiento similar a los grupos controles, lo
cual indica que el TP no solo disminuye la concentracion de glucosa en la sangre, sino que lo hace

hasta niveles de concentraciones normales.

Lo anterior sugiere que la disminucion en la concentracion de glucosa en la sangre se debe a un

aumento en la secrecion de insulina o una mayor sensibilidad de esta hormona.

. C
-m- CTP
- H

-¥- HTP

Grafica 7. Concentracién de glucosa en sangre después de la administracion de una dosis
de glucosa intraperitoneal. Las letras distintas designan diferencias estadisticamente
significativas entre el grupo H y HTP. (N=40)
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Medicion de la concentracion de insulina.

Para conocer si aumento la secrecion de insulina, se realizo la prueba ELISA. La siguiente gréfica
presenta la concentracion de insulina en los sueros obtenidos en los minutos 0, 5y 15 en el
ipGTT. Se observa que el tratamiento HTP no presentd efectos sobre el aumento de la
concentracion de insulina. Con base en lo anterior, se puede descartar que la causa de la

disminucién de la concentracién de la glucosa en el ipGTT sea por un aumento en la insulina.

H C
CTP
e oH

5-
HTP
T
0 T T
T I T
0'-' |I T T
Q ) )

N

(3]
L

Gréfica 8. Concentracion sérica de insulina (ng/mL) estimulada por la administracion de glucosa via
intraperitoneal a los minutos 0,5, 15 min posteriores a la administracion. (N=40)
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Prueba de tolerancia a la insulina.

Con la finalidad de evaluar si el cambio en la tolerancia a la glucosa se debe a una mayor
sensibilidad de la insulina, se realiz6 la prueba de tolerancia a la insulina. A continuacion, se
presenta la Grafica 9, la cual presenta el cambio de concentracion de glucosa después de
administrar una dosis de insulina. Se puede observar que solo existe diferencia entre los grupos C
y H, pero no existen diferencia por adicién de TP, lo que sugiere que la adiciébn de TP presenta
cambios en la homedstasis a la glucosa, pero estos no se deben a una mayor secrecion de

insulina ni a una mayor sensibilidad de esta.

- C
-m- CTP
- H

-¥- HTP

Gréfica 9. Concentracion de glucosa a través del tiempo después de una administracion de insulina
Las letras distintas designan diferencias estadisticamente significativas entre los grupos controles
y los grupos con alto contenido en grasa (N=40).
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9.Resumen de los resultados

La adicidon de TP no indujo cambios en el consumo de alimento a través del tiempo.

El TP no alter6 el consumo de energia en el periodo de alimentacion; las diferencias se
deben al consumo de energia por los grupos que recibieron alimento con alto contenido en

grasa.

El TP no generd cambios en el peso corporal en los animales a lo largo de las semanas de

experimentacion.

El TP promovi6 la disminucién de la adiposidad.

El TP aumenté la tolerancia intraperitoneal de la glucosa.

La sensibilidad a la insulina no se vio afectada con la adicion de TP.

La incorporacion de TP a las dietas no promovié una mayor concentracion de insulina en

Suero.
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10. Discusion

México se ha posicionado entre los primeros paises con mayor prevalencia de obesidad y
alteraciones relacionadas a la enfermedad; particularmente resulta importante profundizar en el

estudio de distintos tratamientos para la prevencion de la diabetes tipo 2.

Los modelos murinos han sido ampliamente utilizados para el estudio de la obesidad, diabetes y
sus implicaciones. Este tipo de modelos representa una gran ventaja sobre otros, ya que como
bien se menciond, muchos de los procesos bioquimicos son similares a los de los seres humanos
(69). La simulacion de estos procesos ayuda a conocer e identificar los mecanismos por los cuales

acontece una enfermedad, ademas de proponer tratamientos alternativos.

En primera instancia se evalué el consumo de alimento en los cuatro grupos de alimentacién a
través del tiempo. Lo anterior se muestra en la Gréfica 1, en la que se observa que no se
presentaron diferencias significativas entre los grupos ni con la adicion de TP a la dieta. Esto

demuestra que el TP no modifica el consumo de alimento.

En la Grafica 2 se observa el consumo acumulado de alimento durante las semanas de
alimentacion. Se observa que no hay diferencias significativas, lo cual confirma que la adicion de

trans-palmitoléico no generd un cambio en los ratones al consumir las dietas.

Sin embargo, al evaluar el consumo de energia durante el experimento, se encontraron
diferencias significativas entre los grupos controles y los grupos que fueron alimentados con dietas
con un alto contenido en grasa. Esto se debe a que las grasas proporcionan mayor cantidad de
energia por gramo, lo que se reflejd en los resultados mostrados en la Grafica 3. Este
comportamiento también se observo al evaluar el consumo de energia acumulada, donde solo se
encontraron diferencias entre grupos controles y los grupos HF. Por tanto, la adicion TP no influyo

sobre la energia consumida.

En relacion al peso corporal, los resultados obtenidos a través de las semanas de alimentacion
se presentan en la Grafica 5, en donde se observan los cambios en el peso corporal de los cuatro
grupos a lo largo del tiempo. So6lo se encontraron diferencias significativas entre los grupos
controles y los grupos con una dieta alta en grasa. Sélo se presenta una tendencia no significativa

a disminuir el peso corporal en el grupo HP en comparaciéon al H. Esta tendencia puede sugerir
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que la implementacion del acido graso trans-palmitoléico puede ser util para disminuir el peso

corporal en animales obesos.

Con los resultados hasta aqui presentados, se puede indicar que las diferencias mencionadas
so6lo se deben a la obesidad inducida y no por la adicion del TP. Aunque la tendencia a disminuir el
peso corporal resulta prometedora, es necesario repetir las condiciones para confirmar esta
tendencia. Sin embargo, lo anterior no significa que no existan otros pardmetros que cambien

independiente del peso. Por ello, se procedid a evaluar el peso del tejido adiposo epididimal.

En la Gréafica 6 se presenta el peso del tejido adiposo epididimal de los cuatro grupos al final de
las 11 semanas; se observa una diferencia significativa entre el grupo Hy el HTP. Por lo anterior,
la adicion del &cido graso trans-palmitoléico provoca una disminucion en el tejido adiposo
epididimal. Estas diferencias de adiposidad también se pueden observar en la Figura 4, en la que
es evidente que el grupo adicionado con TP presenta una menor cantidad de tejido adiposo que el

grupo H.

Estos resultados pueden comparase con lo encontrado en el estudio clinico de Mozzafarian (56),
en el que se asocio significativamente al TP con una menor adiposidad manifestado por un menor
indice de masa corporal y de circunferencia de la cintura. EI mecanismo responsable de lo anterior

no se ha descrito, sin embargo, puede ser un objetivo de estudio posteriormente.

Por todo lo anterior, se puede sugerir que la adicion del TP en la dieta previene la acumulacion
de tejido adiposo en un modelo murino. Los resultados presentados hasta este punto resultan
controversiales, debido a que la adicion de TP tiene efectos favorables sobre la adiposidad,
muestra una tendencia a disminuir el peso corporal, aunque no presenta un efecto sobre el

consumo de alimento y energia.

Con la finalidad de evaluar si el TP produce cambios en la tolerancia a la glucosa y por tanto,
tenga un impacto sobre la sensibilidad a la insulina, se realizaron pruebas mas especificas para tal

fin.

Por lo tanto, se eligio realizar la prueba de GTT por la via intraperitoneal, debido a que esta via
muestra la respuesta Unicamente de la insulina (18). El ipGTT se realiz6 después de las 11

semanas de experimentacion.
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Los resultados obtenidos en el ipGTT se muestran en la Gréafica 7 en la que se observa que el
grupo HTP disminuyd significativamente la concentracion de glucosa en la sangre respecto al
grupo H. Estas diferencias se presentan en los minutos 15, 30, 45 y 60. Ademas, es importante
mencionar que el grupo HTP no solo disminuy6 la concentracion de glucosa respecto al grupo H

sino que, ésta disminucion llego a los niveles de los grupos controles.

Con este resultado se puede decir que la adicion de TP provoca cambios en la homeostasis a la
glucosay, por tanto, probablemente tenga un efecto sobre la sensibilidad a la insulina.

Con base en el resultado anterior, lo que concernié a investigar es, ¢,a qué se debe el cambio de
concentracion de glucosa? Lo anterior se puede deber, en primera instancia a una mayor

secrecion de insulina o bien, a un aumento en la sensibilidad de la insulina.

Para confirmar la primera propuesta, se realiz6 la prueba ELISA para la deteccion y
cuantificacion de la insulina. Durante el ipGTT se obtuvieron las muestras en los minutos 0, 5y 15
min, para llevar a cabo esta prueba. De acuerdo con la grafica 8, se observa que el tratamiento
con HTP no provocd una mayor concentracion de insulina a ningun tiempo del experimento. En la
grafica también se puede observar que al minuto 0, la concentracion de insulina del grupo HTP es
ligeramente mayor que la del grupo H. Sin embargo, esto no es significativo y se sugiere que se

realicen repeticiones a las mismas condiciones para confirmar los resultados obtenidos.

La segunda propuesta es que el cambio de concentracion de glucosa se deba a un aumento en
la sensibilidad de la insulina. Para conocer si existe una mayor accion de la insulina se realiz6 la

prueba de tolerancia a la insulina.

Con base a los resultados obtenidos en la Gréafica 9, se puede observar que sélo existen
diferencias en la concentracion de glucosa por obesidad, sin observarse diferencias significativas
con la adicién de TP. Los grupos obesos presentaron menor sensibilidad a la insulina, lo cual
confirma que el modelo se llevé a cabo correctamente, debido a que la obesidad si indujo

resistencia a la insulina.

Los resultados anteriores revelan una respuesta sistémica de la accién de la insulina, por lo cual
convendria evaluar la accion individual de los tejidos insulino dependientes para asi vislumbrar si

este cambio proviene de los drganos blanco.
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De acuerdo con lo obtenido en el presente trabajo, se pueden corroborar las suposiciones sobre
la adicion de TP. Mozzafarian et al (56) sugirieron que el palmitoleato proveniente de fuentes
externas puede mejorar la resistencia a la insulina periférica, proponiendo que el TP fue el
responsable de esta mejoria. Aunque en el presente trabajo los resultados relacionados con la
sensibilidad a la insulina y el consumo de TP no fueron significativos, es necesario contar con
alternativas para evaluar este parametro. Por ejemplo, para evaluar la sensibilidad a la insulina se
puede realizar un HOMA, que permite realizar estimaciones de resistencia insulinica y funcion de

las células beta mediante las concentraciones de la glucosa y la insulina plasmaticas en ayunas

Por otra parte, es importante recordar que hasta donde se tiene conocimiento, no se cuenta con
evidencias experimentales en modelos murinos que hayan evaluado el efecto del TP sobre la
homeostasis a la glucosa. Sin embargo, los resultados obtenidos en este trabajo pueden plantear
la posibilidad de tener mejorias en el metabolismo de la glucosa con el palmitoleato, tal como lo
expuso Cao (48) en su investigacion y posteriormente, se puedan confirmar que estas mejorias

estan directamente relacionadas con la isoforma trans.

El presente trabajo representa una de las primeras evidencias de que el acido graso trans-
palmitoléico provoca cambios sobre la homeostasis a la glucosa en un modelo murino. Los
resultados obtenidos también pueden ayudar para decidir si continuar con las pruebas realizadas o
bien elegir otras pruebas mas especificas como es la pinza hiperinsulinémica-euglucémica que es

considerada el estandar de oro para evaluar la accion de la insulina in vivo (69).
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11.Conclusiones

La adicion del &cido graso trans-palmitoléico mostré una tendencia a disminuir el peso corporal de
los animales alimentados ademas disminuyo el peso del tejido adiposo epididimal. EI TP mejoro la
tolerancia intraperitoneal a la glucosa. Por lo anterior, se sugiere que el TP puede tener un efecto

sobre la sensibilidad a la insulina.
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12. Perspectivas

Realizar estudios histolégicos para conocer y comprender los cambios en los tejidos;
principalmente tejido adiposo, que ocurrieron durante el experimento.

Realizar una réplica de las pruebas realizadas con
experimentacion para confirmar el modelo.

Evaluar la tolerancia a la glucosa por la via intravenosa.

las mismas condiciones de

Utilizar otras técnicas como un HOMA y/o la pinza hiperinsulinémica-euglucémica para

determinar la relacion insulina-glucosa.

Evaluar el comportamiento de los intermediarios de la sefalizacion de la insulina con la

adiciéon de TP.
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14.ANEXOS
Anexo 1. Composicion quimica de las dietas Control, Control + TP, Hight Fat y Hight fat TP

Control Control + | Hight Fat Hight Fat +

TP TP
Proteina 19.2 19 24 24
Hidratos de carbono | 67.3 67 41 41
Grasa 4.3 4.3 24 23

Ingredientes

Caseina 200 200 200 200
L-Cisteina 3 3 3 3
Maicena 452.2 452.2 72.8 72.8
Maltodextrina 10 75 75 100 100
Sucrosa 172.8 172.8 172.8 172.8
Celulosa BW200 50 50 50 50
Aceite de soya 25 25 25 25
Manteca de cerdo 20 20 0 0
Aceite de palma 0 0 177.5 174.92
Acido trans- 0 3.165 0 2.58
palmitoléico
Mix mineral S10026* | 13 13 13 13
Fosfato dicalcico 13 13 13 13
Carbonato de calcio 55 55 55 55
Citrato de potasio 16.5 16.5 16.5 16.5
Mezcla de vitaminas | 10 10 10 10
Bitartrato de colina 2 2 2 2
FD&C Amarillo 5 0.04 0 0 0.025
FD&C Rojo 40 0.01 0.05 0 0
FD&C Azul 1 0 0 0.05 0.025




	Portada 

	Índice General  

	Resumen 

	1. Introducción y Antecedentes 

	2. Planteamiento del Problema    3. Justificación 

	4. Hipótesis   5. Objetivos 

	6. Metodología 

	7. Material y Métodos 

	8. Resultados 

	9. Resumen de los Resultados  
	10. Discusión de Resultados 

	11. Conclusiones 

	12. Perspectivas 

	13. Referencias 

	14. Anexos

