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RESUMEN

Morales Cano, Karla Lizzeth. M. en C. en Ingenieria Bioquimica. Tecnolégico Nacional de México/Instituto
Tecnoldgico de Veracruz. Junio del 2018. Efecto del consumo de aceite esterculico y aceite de alga sobre el tejido
adiposo y tejido hepatico de ratas wistar con sindrome metab6lico. Asesores: Dra. Rosa Maria Oliart Ros, Dra.
Maria Guadalupe Sanchez Otero y Dr. Francisco Abelardo Cen Pacheco.

El sindrome metabdlico (SMet) es un conjunto de factores fisiolégicos, bioquimicos y clinicos
interconectados que conllevan a un mayor riesgo de desarrollar DM tipo Il y enfermedad cardiovascular. Es
considerado un problema de salud publica a nivel mundial. La A9-desaturasa es una enzima central del metabolismo
de los lipidos. Cambios en su actividad se asocian con el desarrollo de enfermedades: se han observado incrementos
en la obesidad, diabetes, cancer, y su inhibicion ha mejorado los perfiles metabolicos en modelos animales. Por lo
tanto, se ha convertido en un blanco terapéutico para el tratamiento del SMet. El aceite esterculico (SO) contiene
una alta concentracion de acido esterculico, que es inhibidor de la actividad de la A9-desaturasa, lo que sugiere su
utilidad en el tratamiento del SMet. Por otra parte, se ha demostrado el efecto benéfico de la ingesta de &cidos
grasos polinsaturados omega 3 (AGPI ®»3) en los diferentes padecimientos asociados con el SMet.

El propo6sito de este trabajo fue evaluar el efecto de la administracion simultanea de SO y aceite de alga
rico en AGPI ®3 (Aa) sobre los parametros bioquimicos y las caracteristicas histoldgicas del tejido adiposo y
hepético en un modelo murino de SMet inducido por sacarosa. Los aceites se administraron por via intragastrica
durante ocho semanas: mezcla maiz-canola como testigo, SO con mezcla maiz-canola, aceite de alga, y SO con
aceite de alga.

Tanto la inhibicién de la A9-desaturasa (SO) como la ingesta de AGPI 3 (Aa), por separado, tuvieron efectos
benéficos en el perfil lipidico, hepético y renal, asi como en las caracteristicas histoldgicas del tejido adiposo y
hepético en ratas con sindrome metabdlico inducido por sacarosa. La ingesta de los AGPI w3 aunada a la inhibicién
de la A9-desaturasa potencio el efecto benéfico de los aceites en la disminucion de niveles circulantes de

triglicéridos y en la disminucién de la hipertrofia de los adipocitos.






ABSTRACT

Morales Cano, Karla Lizzeth. M. en C. en Ingenieria Bioguimica. Tecnolégico Nacional de México/Instituto
Tecnoldgico de Veracruz. Junio del 2018. Effects of sterculic and algal oil consumption on the adipose and hepatic
tissue in a metabolic syndrome rat model. Advisors: Dra. Rosa Maria Oliart Ros, Dra. Maria Guadalupe Sanchez
Otero and Dr. Francisco Abelardo Cen Pacheco.

The metabolic syndrome is a genetically complex disorder that underlie a wide range of metabolic disorders
including visceral adiposity, dysglycemia, hypertension, dyslipidemia, hyperinsulinemia, insulin resistance,
amongst others. These are considered as risk factors for the development of diabetes and cardiovascular diseases
which are major causes of morbidity and mortality in the world. The A9-desaturase is a central lipogenic enzyme
that plays a significant role in regulating the fatty acid composition of tissues. Changes in its expression, activity
and substrate/product ratios are associated with various diseases. It has been observed that its activity is increased
in obesity and metabolic syndrome, diabetes, atherosclerosis, cancer and viral infection, and it has been reported
that the genetic deletion or pharmacologic inhibition of the enzyme improves most of the aspects of the metabolic
syndrome in rodent models. In consequence, the A9-desaturase is considered as a potential target for metabolic
syndrome treatment. Sterculic acid, a cyclopropene fatty acid contained in the seeds’ oil of trees that belong to the
order Malvales, inhibits the activity of A9-desaturase in vivo and in vitro. On the other side, the beneficial effects
of 3-PUFA on metabolic syndrome have been greatly demonstrated in recent years. The purpose of this work was
to analyze the effect of the simultaneous administration of sterculic oil and a ®3-PUFA rich algal oil, on the serum
biochemical parameters and the histological characteristics of adipose and hepatic tissues, in a metabolic syndrome
rat model. The following oils were administered for eight weeks: a corn-canola oil mixture as control group,
sterculic oil and corn-canola oil mixture, algal oil, and sterculic oil and algal oil. The desaturation index confirmed
the inhibition of A9-desaturase activity by sterculic oil, and the presence of a high activity of the enzyme in the rats
with the induced metabolic syndrome. Inhibition of A9-desaturase activity by sterculic oil, as well as the algal oil
administration, resulted in improvements in lipidic, hepatic and renal profiles, as well as on the histological
characteristics of adipose and hepatic tissues. Algal oil administration increased the beneficial effects found with

sterculic oil administration on serum tryglycerides and adipocytes hypertrophy.
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1. INTRODUCCION

El sindrome metabolico (SMet) se define como el conjunto de alteraciones simultaneas relacionadas con el riesgo
cardiovascular, tales como obesidad, hipertension arterial, hiperglucemia, nivel reducido de c-HDL e
hipertrigliceridemia.

La obesidad es una de las manifestaciones del SMet que se define como el exceso de acumulacién de grasa en el
cuerpo, es considerada una enfermedad crénica, multifactorial, resultado de la interaccién entre carga genética y
ambiente. Se caracteriza por la acumulacion excesiva de tejido adiposo (TA) en el cual, en personas sanas, se
secretan altas concentraciones de adipoquinas y hormonas anti-inflamatorias, tales como la adiponectina y la IL-
10. Por el contrario, en sujetos obesos el TA muestra un perfil mas proinflamatorio con elevada secrecién de
adipoquinas, tales como IL-6, IL-1p, proteina quimio atrayente de monocitos 1 (MCP-1, por sus siglas en inglés),
y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a por sus siglas en inglés). Este desequilibrio entre la secrecion de
adipoquinas pro vs anti-inflamatorias es una caracteristica de la inflamacion asociada a la obesidad, caracterizada
por la infiltracion de macrofagos en el TA, promoviendo la inflamacion sistémica.

La A9-desaturasa es una enzima clave del metabolismo lipidico, ya que cataliza la introduccién del doble enlace
entre los carbonos 9 y 10 de los acidos grasos, por lo que es responsable de la sintesis de los acidos grasos
monoinsaturados, principalmente del acido oleico (C18:1) y palmitico (C16:1), que son componentes mayoritarios
de los lipidos en el tejido adiposo. La elevacion de la actividad de la enzima A9-desaturasa se ha asociado con el
desarrollo de la obesidad y el SMet en los seres humanos y animales de experimentacion, mientras que ratones
transgénicos que carecen de ella estan protegidos de desarrollar obesidad inducida por la resistencia a la insulina
(RI). El aceite esterculico (SO) contiene cantidades importantes de acido esterculico (55%, aprox), que es un
inhibidor natural de la A9-desaturasa. En afios recientes, se ha sugerido a la inhibicién de esta enzima como un
blanco terapéutico para el tratamiento de la obesidad y/o SMet.

El proposito de este trabajo fue evaluar el efecto de la administracion de aceite esterculico sobre el tejido adiposo
en ratas Wistar con sindrome metabdlico. Para ello, se evalu¢ el efecto de la administracion de aceite esterculico
sobre los parametros del sindrome metabolico y sobre las caracteristicas histoldgicas y la composicion lipidica del

tejido adiposo.



2. ANTECEDENTES
2.1 SINDROME METABOLICO

Desde que se inici la transicion epidemiolégica y a partir de los primeros hallazgos sobre los estudios de poblacion
de Framingham, ha sido de sumo interés estudiar y determinar los factores de riesgo de diversas enfermedades,
principalmente las de origen cardiovascular. Desde un principio se evidencio la existencia de multiples factores de

riesgo que podian coexistir en individuos con enfermedades cardiovasculares (Cupples et al., 1987).

En 1761 se public6 «De Sedibus et Causis Morborum per Anatomen Indagatis», en el cual se describen las bases
anatomicas de muchas enfermedades, escrito donde Giovanni Battista Morgani identificd la asociacion entre

obesidad intra-abdominal, metabolismo anormal y aterosclerosis extensiva (Meisinger et al., 2006).

Por otro lado, en 1923 Kylin describid la presencia de hipertension, hiperglicemia y gota, dando lugar a la primera
correlacion de dichos factores en relacion al sindrome metab6lico (SMET). En 1947, Vague inform6 que la
obesidad se asocia con ciertas anormalidades metabdlicas. En 1963, Reaven et al. describieron en pacientes no
diabéticos con infarto de miocardio previo, mayores glicemias basales, tolerancia a la glucosa alterada e
hipertrigliceridemia comparados con controles (Reaven et al., 1963). Asi mismo, se ha demostrado que un defecto
comun en estas anormalidades es la resistencia a la insulina y la hiperinsulinemia compensatoria (Olefsky et al.,
1974).

En 1988, Gerard Reaven introdujo el concepto de sindrome X, en el cual diversos factores de riesgo como
dislipidemia, hipertension e hiperglicemia coexisten, reconociéndolo como factor de riesgo multiple para la
enfermedad cardiovascular. Posteriormente, Reaven y otros postularon que la resistencia de insulina es la base del
sindrome X (por tanto el sindrome también se ha denominado como sindrome de resistencia de insulina) (Reaven
etal., 1988).

En 1998 la OMS (Organizacion Mundial de la Salud) asigno el término “sindrome metabdlico” como entidad
diagnostica con criterios definidos Alberti et al., 1998). EI ATP IIl (Programa Nacional de Educacién sobre
Colesterol) en el 2001 usé dicho término en su informe, lo que la convirtié en la definicién mas utilizada (Third
report of the National Cholesterol Education Program (NCEP) expert panel on detection, evaluation, and treatment
of high blood cholesterol in adults (Adult Treatment Panel 111)).

El sindrome metabdlico se define como el conjunto simultaneo de alteraciones relacionadas con el riesgo
cardiovascular, tales como obesidad, hipertension arterial, hiperglucemia, nivel reducido de c-HDL e
hipertrigliceridemia. La presencia de tres 0 mas de estos componentes confirma el diagndstico de SMet, y asocia
el nimero de estos directamente con la gravedad del dafio y el riesgo de mortalidad cardiovascular (Ho et al., 2008).
El SMet aumenta en 1,5 mas veces en hombres y 2 veces en mujeres el riesgo de desarrollar un infarto coronario y

cerebral (McNeill et al., 2005). Se considera un estado patogénico intermedio en el que se incrementa la mortalidad



por enfermedades cardiovasculares (ECV), y es la causa nimero uno de defuncién en México (Instituto Nacional
de Estadistica y Geografia, 2012) y en el mundo (World Health Organization, 2012). El SMet se asocia con otras
comorbilidades incluyendo la enfermedad de higado graso no alcohélico, el estado pro-trombético, estado pro-
inflamatorio, y trastornos de la reproduccidn. Desde la primera definicion oficial del sindrome metabdlico por parte
de la OMS, se han propuesto una serie de definiciones alternativas (World Health Organization, 1999). Asi mismo,
se han propuesto diferentes criterios de evaluacion por la FID (Federacion Internacional de Diabetes) tales como
el que, adicional a la obesidad central, los pacientes presenten al menos dos de los siguientes cuatro factores:
aumento de los triglicéridos (TG), reduccion del colesterol HDL, aumento de la presidn arterial o aumento del nivel
de glucosa en ayunas, estos criterios son instrumentos de diagnostico universalmente aceptado para abordar las
necesidades clinicas y de investigacién y evitan la necesidad de mediciones que s6lo pueden estar disponibles en
entornos de investigacion. El uso de dichos factores para el diagnéstico de SMet establecidos por la FID hacen

posible estimar la prevalencia del sindrome metabdlico y hacer comparaciones entre las naciones (Tabla 2.1).

TABLA 2.1 Criterios definidos para el diagnéstico del sindrome metabdlico.

Medida Clinica OMS (1999) PNEC (2001) ATP 111 FID (2005)
Disminucion de la
RI sensibilidad a insulina - e
Radio de la cintura a la Radio de la cintura a la
cadera: cadera:
Peso Corporal CC>0.90 (H) CC>102 cm (H) Incremento CC (depende
CC>0.85 (M) CC>88 cm (M) de la poblacidn)

IMC> 30 kg/m?

TG>150 mg/D1 TG>150 mg/D1 TG>150 mg/Dl
Lipidos HDL-c <35 mg/DI (H) HDL-c <40 mg/DI (H) HDL-c <40 mg/DI (H)

HDL-c <39 mg/DI (M) HDL-c <50 mg/DI (M) HDL-c <50 mg/DI (M)
Presion arterial >140/90 mm Hg >130/85 mm Hg >130 mm Hg (S)

>85 mm Hg (D)
Glucosa >100mg/DlI >110 mg/Dl >100mg/Dl

IGT: Intolerancia a la glucosa; IFG: Alteracion de glucosa en ayunas; DM2: Diabetes Mellitus tipo 2; WC:
Circunferencia de la cintura; IMC: Indice de masa corporal; HDL-c: Colesterol HDL.

2.2 FISIOPATOLOGIA DEL SINDROME METABOLICO

El proposito principal de definir el SMet es identificar un agrupamiento de caracteristicas que se asocian con un

mayor riesgo de enfermedad cardiovascular. De forma complementaria, el término sindrome implica una etiologia



causal especifica para este padecimiento por ejemplo, la adiposidad abdominal y resistencia a la insulina parecen

estar en el centro de la fisiopatologia y sus componentes individuales.

Por tanto, continuacion se describe cdmo la adiposidad abdominal y la resistencia a la insulina pueden contribuir a

la fisiopatologia del sindrome.

2.2.1. Resistencia a la insulina

La insulina es una molécula pleiotrépica que tiene efectos sobre la absorcién de aminoacidos, sintesis de proteinas,
proteolisis, lipdlisis de triglicéridos del tejido adiposo, la secrecidn de triglicéridos, captacion de glucosa en el
musculo y el tejido adiposo, la sintesis de glucogeno muscular y hepatico, y la produccion de glucosa enddgena.
Los individuos se definen generalmente como sensibles a la insulina o resistencia a la insulina por su respuesta a
una glucosa oral, intra venosa o estimulo de insulina (Pacini, 2006). La RI es un fenémeno fisiopatoldgico
caracterizado por la alteracién accion bioldgica de la insulina en los diferentes tejidos, lo que eventualmente
provoca una hiperinsulinemia compensatoria. Cuando el organismo no puede mantener esta respuesta de
hiperinsulinemia, se desarrolla la Diabetes mellitus (DMII). Pero en el caso contrario, si la hiperinsulinemia se
sostiene, se desarrollan una serie de alteraciones, principalmente de tipo metabolico, que aumentan el riesgo de
sufrir ECV. La mayor parte de la poblacion con SMet tienen evidencia de RI, pero su relacion en los diferentes
criterios existentes no esta unificada, en algunos es directa, en otros indirecta y en otros no es obligatoria. La
medicion de insulina en ayunas, es el método méas usado para demostrar resistencia a la insulina, y se correlaciona
con la captacion de glucosa corporal total, pero puede alterarse por la variabilidad individual en la secrecion de
insulina. Otras medidas son indices derivados de la insulina en ayunas y la glucosa, como la evaluacién del modelo
homeotatico (HOMA, del inglés Homeostatic Model AssesSMetent), el indice cuantitativo de control de
sensibilidad a la insulina (QUICHI, del inglés Quantitative Insulin Sensitivity Check Index) y el indice de
Sensibilidad a la Insulina (ISI, del inglés Insulin Sensitivity Index). Se utilizan otros indicadores indirectos de RI

como la glicemia basal y la glicemia post-carga de glucosa (Katz et al., 2000).

Las caracteristicas que incluye el fenotipo sensible a la insulina son un peso corporal normalis sin obesidad
abdominal o viscerali7, 18, favorecido por ser personas moderadamente activas, y el consumo de una dieta baja en
grasas saturadas (Bravata et al., 2004; Despres, 1993; Carey et al., 1996; Mayer-Davis et al., 1998). Los individuos
resistentes a la insulina demuestran alteracion del metabolismo de la glucosa o con una respuesta anormal a niveles
elevados de glucosa en ayunas y la hiperglucemia, reducciones de accion de la insulina después de la
administracion intravenosa, reducciones en la supresién de la produccion de glucosa enddgena. En general, las
caracteristicas de este fenotipo incluyen a personas con sobrepeso u obesidad (St Onge et al., 2004), sedentarias,
consumidores de dieta alta en grasas totales o saturadas (Vassby et al., 2001), con baja sensibilidad a la insulina;
ademas, la capacidad del pancreas para secretar insulina en respuesta a una cantidad de glucosa refleja la resistencia

a la insulina a nivel de las células beta.



Bergman propuso, una medida cuantitativa que describe la relacidn entre células beta y la sensibilidad a la insulina
(Bergman, 1989) definida como indice de disposicion (Bergman et al., 2002). En individuos con metabolismo
normal los cambios en la sensibilidad a la insulina estdn acompafiados de alteraciones compensatorias en la
respuesta de las células beta a la glucosa. En la practica, el indice de disposicion se define como el producto del
indice de sensibilidad a la insulina y la funcidn de células beta tal como se mide por la respuesta aguda de insulina

a la glucosa.

La insulina es una proteina que se une a su receptor en la parte externa de la membrana celular y lo activa. La
porcidn citoplasmatica (interna) del receptor de la insulina activado recluta a una proteina adaptadora llamada IRS
(Insulin Receptor Substrate, por sus siglas en inglés). Cuando la insulina se une a su receptor, éste cambia su
conFIGURACiON, se autofosforila y también fosforila al IRS. Este proceso se lleva a cabo de manera exclusiva en
una tirosina. Inmediatamente el IRS fosforilado activa varias funciones tales como el aumento de la sintesis de
glucégeno (via activacion de la glucdgeno sintetasa), el aumento del transporte de glucosa al interior celular (via
translocacidn de la proteina transportadora GLUT4 a la membrana celular), la disminucién de la lip6lisis en el
tejido adiposo periférico (via inactivacion de la lipasa sensible a las hormonas (HSL, hormone sensitive lipase por
sus siglas en inglés), entre otras (Frigolet et al., 2008; Saltiel, 2001; Matheny y Adamo, 2009).

En el caso de que el receptor de la insulina y el IRS no se fosforilen en la tirosina, sino de manera atipica en un
aminodacido serina, se produce la inactivacion del receptor con el consecuente bloqueo de la cascada de sefiales
enzimaticas. El resultado es resistencia a la accion de la insulina. El receptor de la insulina también esta sometido
a otros controles como la ubiquinacién. La resistencia la insulina es un fendmeno complejo en el que se involucran

diversas moléculas y cascadas dentro de la célula (FIGURA 2.1).
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FIGURA 2.1 Mecanismo molecular de resistencia a la insulina.

2.2.2 La obesidad en relacion a la prevalencia de resistencia a la insulina.

La relacién de la obesidad con la RI dificulta la valoracion del aporte de cada uno de estos fenémenos con el SMet.
Desde el punto de vista epidemiolégico, la creciente epidemia de obesidad se ha conectado con el aumento en las
ECV y el SMet (Carr et al., 2004).

La obesidad se puede definir como un aumento en el porcentaje de grasa corporal total, por encima de un valor
estandar, que refleja a nivel celular un aumento en el nimero y/o tamafio de los adipocitos. Esta situacion es por lo
general producto de un desequilibrio entre las calorias que se ingieren y las que se gastan, se involucran una serie
de mecanismos bioldgicos (genéticos, hormonales, inmunolégicos, etc.), psicoldgicos y sociales, que la hacen un
fenémeno complejo. Existe evidencia que asocia la obesidad central o superior al riesgo cardiovascular y
metabdlico, por su alta relacion con grasa perivisceral. La grasa intra-abdominal o visceral es un factor de riesgo
independiente de RI, intolerancia a la glucosa, dislipidemia e hipertension, todos criterios del SMET (Weickert et
al., 2006). El aumento mundial de la prevalencia de la obesidad en las Gltimas décadas es probablemente una de
las causas de la creciente incidencia de la resistencia a la insulina (Ginsberg, 2000), las enfermedades
cardiovasculares y la DM Il (Lancet et al., 2008). Hoy en dia la obesidad es considerado un problema de salud
publicay si bien no todas las personas con sobrepeso u obesas son metabélicamente poco saludables, la mayoria
son resistentes a la insulina (Stefan et al., 2008; Eckel et al., 2005). En particular, la combinacion de la obesidad,

la inactividad fisica y el consumo de una dieta aterogénica conduce a la resistencia a la insulina (Grundy et al.,



2005). En este estado de resistencia a la insulina, la normo-glucemia se mantiene inicialmente por un aumento

modesto de células beta y/o un aumento de la capacidad secretora de insulina (Weir y Bonner-Weir, 2007).

Actualmente la obesidad se considera un proceso pro-inflamatorio debido a que se asocia con incremento de
marcadores de inflamacién, como la proteina C reactiva y la interleucina 6 (IL-6), factores pro-inflamatorios
regulados y producidos por el tejido adiposo, que actla como un drgano secretor y endocrino de gran complejidad.
El patrén de secrecion de las adipoquinas cambia con la obesidad disminuyendo las que ofrecen efectos protectores,
como la adiponectina, y aumentando aquellas con acciones pro-inflamatorias, como el factor de necrosis tumoral
o (TNFa), la resistina y la IL6, que favorecen el desarrollo del proceso ateroesclerético, que determinan disfuncion

endotelial que puede ser el vinculo entre obesidad y sindrome metabdlico.

2.2.3 Resistencia a la insulina en el tejido adiposo

El tejido adiposo es el depo6sito de energia primaria en el cuerpo y un importante 6érgano endocrino que juega un
papel en la homeostasis de la energia, la alimentacién, la sensibilidad a la insulina, y la inflamacion. Existen
diferencias en la funcionalidad del tejido adiposo de acuerdo a la diferenciacion de los adipocitos que componen
los diferentes depdsitos de grasa en el cuerpo. Las poblaciones de adipocitos diferenciados se generan a partir de
una serie de procesos durante y después del desarrollo, que incluyen la produccion de adipocitos a partir de
diferentes capas de células germinales, la formacion de poblaciones de pre-adipocitos distintas de progenitores
mesenquimales de origen mesodérmico, y la produccion de los adipocitos a partir de células troncales

hematopoyéticas de médula 6sea (Bays et al, 2008).

El exceso de tejido adiposo esta vinculado a la diabetes tipo 2, enfermedades cardiovasculares (hipertension y
aterosclerosis), pulmonares, trastornos hepaticos y renales y ciertas formas de cancer. Los aumentos en el tejido
adiposo visceral (IVA) son especialmente los relacionados con estas enfermedades que, en el almacenamiento de
grasa en el tejido adiposo subcutdneo (SAT) esta vinculado a un menor riesgo de estas condiciones (Guh et al,
2009).

2.2.4 Vinculo inflamacién-obesidad

Ya se ha establecido que la obesidad se considera un proceso pro-inflamatorio debido a que se asocia con
incremento de moléculas pro-inflamatorias reguladas y producidos por el tejido adiposo. Los niveles de secrecion
de adipoquinas cambia con la obesidad disminuyendo las que ofrecen efectos protectores (adiponectina) y
aumentan aquellas con acciones pro-inflamatorias (TNFa, la resistina y la 1L6), favoreciendo el desarrollo del
proceso ateroesclerético, los cuales determinan la disfuncion endotelial que puede ser el vinculo entre obesidad y

sindrome metabdlico (Wajchenberg et al. 2002).

La inflamacion constituye una respuesta fisiologica del organismo que tiene como fin el restablecimiento de la

homeostasis, en general se considera que dicha respuesta es beneficiosa ya que proporciona proteccion controlada



contra las infecciones. Sin embargo, en la obesidad se genera frecuentemente un grado de inflamacién, denominada
inflamacién crénica de baja intensidad a la que no se le ha encontrado un efecto positivo (Esposito y Giugliano,
2006). Se considera que las patologias que cursan con inflamacién crénica de baja intensidad, y que no se producen
como consecuencia de infecciones o dafios titulares, podrian deberse a eventos relacionados con el ambiente y las
condiciones de vida, tales como una dieta con alto contenido caldrico, el sedentarismo, la exposicion a
determinados compuestos toxicos y el envejecimiento (Hotamisligil, 2005). Esta respuesta aparentemente induce
respuesta inflamatoria secundaria que incluye aumento en la sintesis de reactantes de fase aguda por el higado,
como proteina C reactiva (CRP) y fibrindgeno que viajan al sitio de la lesidn arterial e incrementan la respuesta
inflamatoria la elevacion de los niveles de CRP pueden predecir la ocurrencia de eventos tales como el desarrollo
de enfermedad cardiovascular coronaria y de diabetes mellitus tipo 2 (Acosta, 2012. Por otra parte, los marcadores
de inflamacion sistémica son factores de riesgo para el desarrollo de diabetes tipo 2 y sus complicaciones
macrovasculares. El tejido adiposo, el higado, el musculo y el pancreas son en si mismos sitios de la inflamacion
en presencia de la obesidad. Una infiltracion de macrofagos y otras células inmunes se observa en estos tejidos
asociadas a un cambio de la poblacion de células de un antiinflamatorio a un perfil pro-inflamatoria (Medzhitov,
2008).

2.2.4.1 Marcadores de inflamacion en SMet

En pacientes obsesos y con DM Il se encuentran niveles elevados en el recuento de leucocitos y los niveles
plasmaéticos de los factores de coagulacion (fibrindgeno e inhibidor del activador del plasminégeno 1 (PAI-1)),
proteina C-reactiva (CRP) y la proteina amiloide sérica A (Aas), citocinas pro-inflamatorias (TNFa), interleucina
(IL-1) e (IL-6)), y quimiocinas; estos niveles son reducidos cuando los pacientes tiene un estilo de vida mas intensa
que tiene como consecuencia la pérdida de peso (Badillo y Flake, 2006). Estos marcadores pro-inflamatorias
también se correlacionaron positivamente con la resistencia a la insulina y las caracteristicas del sindrome
metabolico, en la mayoria de los casos, independientemente del grado de la obesidad (Pickup et al, 1997; Belalcazar
etal, 2013).

2.2.4.2 Citocinas pro- inflamatorias y tejido adiposo

Las citocinas son los principales reguladores del metabolismo del tejido adiposo, son un grupo de proteinas y
glucoproteinas producidas por diversas células y que acttan fundamentalmente como reguladores de las respuestas
inmunitaria e inflamatoria. Cada citosina tiene mdltiple participacion en la hematopoyesis, inmunidad,
enfermedades infecciosas, oncogénesis, homeostasia, reparacion tisular y desarrollo y proliferacion celular
(Phillips y Perry, 2013).

Las citosinas se han subdividido en grupos de acuerdo a las funciones comunes que desempefian, tal como se
muestra en la Tabla 2.2 (Diaconu, 2010).



TABLA 2.2 Clasificacion y funciones de las citocinas

Citocinas Funcién
INF-y, Inmunorreguladoras
IL-1, IL-6, TNFa, IFN Proinflamatorias
TGF-B, 1L-10, IL-11, IFNB Antiinflamatorias
Factor estimulador de colonias Crecimiento y diferenciacion

Las citocinas de interés por la relacién con el tejido adiposo son las pro-inflamatorias, las cuales son mediadoras
de la inmunidad natural y que son secretadas por fagocitos mononucleares, tales como el Interferén tipo 1 (IFN-1),

el Factor de necrosis tumoral o (TNF), la Interlecuina-1 (IL-1), Interlecuina-6 (IL-6), y las Quimiocinas.

Estas proteinas se originan en el tejido adiposo a partir de adipocitos, pre-adipocitos, y otros tipos de células.
Estudios de expresién de RNAm indican que los adipocitos pueden sintetizar tanto el factor de necrosis tumoral y
varias interleucinas, en particular IL-1b e IL-6. Otros productos de adipocitos con acciones inmunoldgicas incluyen
los productos del sistema del complemento y factor estimulante de colonias de macrdfagos. Las concentraciones
circulantes de TNF-a e IL-6 se elevan ligeramente de la obesidad. La mayoria de los estudios sugieren un aumento
de TNF- a la expresién del RNAm o la secrecion in vitro en tejido adiposo de sujetos obesos. Los factores que
regulan la liberacidn de citocinas en el tejido adiposo incluyen estimulos inflamatorios, tales como lipopolisacérido,

asi como el tamafio de las células de grasa per se y catecolaminas (Robb, 2007).

La importancia del sistema inmune en el balance de energia de todo el cuerpo proporciona una base para la relacion
estrecha entre citocinas y el tejido adiposo. EI TNF-o es un potente regulador autocrino y paracrino en tejido
adiposo. Otras citocinas, en particular la leptina, tienen acciones menores en el tejido adiposo. Estas citocinas

actiian como hormonas, informando el estado del tejido adiposo a través del cuerpo (FIGURA 2.2).

Los acidos grasos de las membranas celulares tienen papeles destacados en la regulacion de la respuesta
inflamatoria y en la sefializacion celular. EI cambio del perfil lipidico de los adipocitos en las personas obesas
podria generar lipidos mediadores de la inflamacién, haciendo a los adipocitos mas vulnerables y propensos a la

respuesta inflamatoria.
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FIGURA 2.2 Proceso de inflamacion en el tejido adiposo.

2.2.5 Infiltracién de macrofagos al tejido adiposo

El TA esta constituido en un 50% por adipocitos y el resto por constituyentes vasculares, fibroblastos, células
endoteliales, preadipocitos y macréfagos (MFGs) (Acosta, 2016). Los MFGs constituyen entre 5 y 10% del total
de las células presentes en el TA, pero la ganancia de peso inducida por la dieta genera una significativa infiltracion
de MFGs que contribuye con méas del 60% de las células halladas en dicho tejido. Xu et al y Weisberg et al,
informaron que el TA en ratones obesos esta caracterizado por la infiltracion de MFGs, y que estos son una
importante fuente de factores de inflamacién, asi mismo plantearon la posibilidad de que la fuente celular de los
cambios inflamatorios que se dan en el TA pudieran ser, ademas del adipocito, las células reticuloendoteliales o
los preadipocitos (Arkan, 2005).

Cuando existe obesidad, debido al exceso de grasa, y en particular el acimulo a nivel visceral, el TA segrega
cantidades mucho mas elevadas de adipoquinas, con lo que se crea un “ambiente inflamatorio”, con incremento en
especial en las concentraciones del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), interleucina 6 (IL-6), resistina,
inhibidor del activador del plasminégeno (PAI-1), leptina (Lp), fibrindgeno y componentes del sistema renina-
angiotensina-aldosterona (SRAA)sa. Algunas de estas adipoquinas, sobre todo la Lp, activan a las células
endoteliales y a la acumulacion de MFGs en el TA, los cuales liberan moléculas proinflamatorias, entre ellas el
TNF-a, lo que hace perpetuar el estado de inflamacion descrito en la obesidad (Brestoff, y Artis, 2015) (FIGURA
2.3).
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FIGURA 2.3. Infiltracién de macréfagos en tejido adiposo.

2.2.6 Adiponectina

La adiponectina es la proteina con un peso molecular de aproximadamente 30 kDa, constituida por 247
aminodacidos, con propiedades antiinflamatorias. Es sintetizada especificamente por el tejido adiposo, y constituye
el 0,01% de las proteinas plasmaticas totales (Maeda et al, 1996). La adiponectina actlia sobre distintos érganos y
tiene y regula la sensibilidad de la insulina, se le ha atribuido la un papel relevante en la prevencion del SMET, asi
como acciones antiaterogénicas y antiinflamatorias. Se han encontrado alteraciones en las concentraciones de
adiponectina asociadas a distintas patologias tales como la obesidad, DM II, hipertensién, SMet, y enfermedad
coronaria. Los niveles de adiponectina correlacionan inversamente con el grado de adiposidad, en este sentido se
han encontrado aumentos de hasta 42% en las concentraciones de esta hormona tras una reduccion del IMC en un
21% (Recasens, 2004).

2.2.7 Leptina

La leptina es una hormona de 146 aa, codificada por el gen OB, del cromosoma 7, es sintetizada y segregada por
el adipocito y en menor medida por los miocardiocitos, hepatocitos y las células endoteliales (Mayorga et al, 2006).
Los andrégenos, los acidos grasos de cadena larga y las catecolaminas inhiben la sintesis de leptina, al contrario de

los estrogenos, glucocorticoides e insulina, que son reguladores positivos de la misma. Es la hormona mas



importante en la fisiopatologia de la obesidad, aunque en la mayoria de los casos la obesidad humana responde en
mayor proporcion al modelo leptina-resistencia y no a alteraciones de la leptina. La leptina aumenta en la obesidad,
DM I, la hipertension y sindrome metabélico, es por ello que se ha sugerido a la leptina como un biomarcador
para la obesidad, la Rl y el SMet (Teran-Garcia y Bouchard, 2007).

2.2.8 Factor de necrosis tumoral alfa

El factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) es una citocina inductora de la respuesta inflamatoria y es producida por
monacitos, linfocitos, células endoteliales, y por macréfagos infiltrados en el tejido adiposo. Se ha comprobado su
relacion con las alteraciones lipidicas dentro de SMet ya que estimula la sintesis de TG y de VLDL. Posee mdltiple
funciones tales como accion proinflamatoria, proaterogénica, y como un factor que favorece la aparicion de Rl y
dislipidemia al alterar la funcion adipocitaria y su poder de expansién, por ello es considerado marcador

proinflamatorio por excelencia en la obesidad, Rl y de SMet (Whang et al, 2005).

2.2.9 Interleucina 6

La interleucina 6 (IL-6) es una citocina intermediaria en procesos inflamatorios y de estrés, producida por diferentes
tipos celulares, entre ellos los adipocitos. La produccién de esta molécula presenta una asociacion positiva con
respecto a la concentracion de TG, VLDL, y acidos grasos postprandiales, pues tanto la IL-6 como el factor de

necrosis tumoral alfa reducen la expresién de la LPL (Tilg y Moschen, 2006).

2.2.10 Proteina C reactiva

La proteina C reactiva (pCr) es secretada por los hepatocitos en respuesta a la IL-6, TNF-a y leptina, es inhibida
por la adiponectina, los niveles séricos se asocian directamente a parametros antropométricos tales como el IMC,
de igual forma se ha relacionado con el nivel de adiposidad, el perfil lipidico aterogénica y con otros factores de
riesgo cardiovascular, entre los que se encuentran la resistencia a la insulina y los valores de tension arterial

sistélica.

2.3 METABOLISMO EN TEJIDO ADIPOSO

El conocimiento de los procesos de sintesis y degradacion de lipidos es de gran interés en la nutricion y en la
clinica. EI metabolismo de los triglicéridos y su relacion con la obesidad, asi como el metabolismo del colesterol y
su relacion con la aterosclerosis, son dos aspectos de preocupacion social que pueden, en buena medida, controlarse

nutricionalmente.

2.3.1 Resistencia a la insulina en el higado

El higado juega un papel importante en el metabolismo de, el exceso de FFA deterioran la accion de la insulina

hepatica. Este incluye aumentos en la produccion hepatica de glucosa, la sintesis de citoquinas proinflamatorias, y



los grandes cambios en el metabolismo de las lipoproteinas. En condiciones fisiolégicas normales, la insulina
aumenta la expresién génica de una serie de enzimas centrales para biosintesis de triglicéridos, reduce la produccion
y la secrecion de VLDL, triglicéridos y apolipoproteina (APO) B, un efecto atribuible en gran medida a la reduccion
de la lipolisis del tejido adiposo. Otro efecto intrahepatico de la insulina es mejorar la degradacion de APO B. En
el higado de los pacientes resistentes a la insulina, los niveles de FFA se encuentran elevados, la sintesis y el
almacenamiento de triglicéridos se incrementan, y el exceso de triglicéridos se secreta como VLDL. En su mayor
parte, la dislipidemia asociada con la resistencia a la insulina es una consecuencia directa del incremento de la
secrecion de VLDL en el higado. La hipertrigliceridemia esta tipicamente asociada con la reduccion de C-HDL.
Esto en parte se refiere a la transferencia de de ésteres de colesterol desde el nlcleo de las lipoproteinas ricas en
triglicéridos a C-HDL, un proceso catalizado por la proteina de transferencia de ésteres de colesterol (CETP)
(Torres, 2006).

La esteatosis hepatica se relaciona no sélo con resistencia a la insulina, sino también a la excesiva deposicion de
los &cidos grasos hepéticos en forma de triglicéridos en el higado asi como con una lesién mas avanzada e
inflamatoria, la esteatohepatitis no alcohdlica (NASH). Se ha enfatizado el papel de la resistencia a la insulina, el

estrés oxidativo, la peroxidacion de lipidos, y citoquinas en el desarrollo de NASH (Cornier et al, 2008).

2.4 MANIFESTACIONES CLINICAS

2.4.1 Dislipidemia

El evento fundamental la resistencia a la insulina en tejido adiposo lo constituye un aumento en la liberacion de
acidos grasos libres a la circulacion sanguinea, los cuales estimulan la sintesis y secrecion de triglicéridos y
lipoproteinas de muy baja intensidad (VLDL) por el higado, éstas inducen el intercambio de sus triglicéridos por
esteres de colesterol tanto de las lipoproteinas de alta densidad (HDL) como de las de baja densidad (LDL). Todo
ello trae como consecuencia una disminucion de los niveles de HDL que junto con la disminucién de HDL, son
factores de riesgo independientes para el desarrollo de enfermedades cardiovasculares (Myers et al, 2002; Kahn,
2000).

La elevacion de los acidos grasos por alteraciones metabdlicas en el adipocito es el punto central en el desarrollo
de dislipidemias. Estas alteraciones corresponden a los transportadores de &cidos grasos de membrana y citoplasma,

asi como también a la alteracion en la ruta normal de la lip6lisis (Murray, 2000).

Los &cidos grasos que estan presentes en el plasma como producto de la lipélisis de triglicéridos almacenados en
el tejido adiposo, son la fuente principal de energia cuando los niveles de glucosa e insulina se encuentran en estado
basal o de ayuno, al aumentar la concentracion de la insulina en un estado postprandial, se suprime la liberacion de
acidos grasos no esterificados a la circulacion por una inhibicién de la lipolisis, a través de la activacion de la
enzima HSL, ademas de que esta hormona promueve la reesterificacion de los acidos grasos en triglicéridos para

el almacenamiento en el tejido adiposo. Sin embargo, en personas con resistencia a la insulina se ha observado



resistencia simultanea a la supresién de la lipolisis y por ende, a la inhibicion de la liberacion de los &cidos grasos,

que causa la elevacion de estos &cidos en la circulacién (Coppack et al, 1992).

2.4.2 Ateroesclerosis

La ateroesclerosis es un proceso inmunolégico inflamatorio cronico que lesiona las paredes vasculares arteriales,
en el cual, las células involucradas desempefian un papel fundamental para la expresion de los principales
mediadores (citocinas) de la accién proaterogénica y de la induccién de mecanismos antiaterogénicos de control.
En este fendmeno, el deshalance entre las citocinas proinflamatorias y antiinflamatorias es el principal determinante

de la formacion y fenotipo de la placa de ateroma (Igbal et al, 2008).

La ingesta de acido grasos trans (AGT) ha sido asociada con factores de riesgo aterogénicos, tales como los niveles
elevados de colesterol en plasma y los niveles de triglicéridos y marcadores plasmaticos de inflamacién y
disfuncion endotelialso. Se ha sugerido que los AGT pueden contribuir a la enfermedad cardiovascular mediante la
alteracion del metabolismo de los lipidos y la composicion de fosfolipidos de las membranas celulares, lo que
resulta en la alteracién de permeabilidad de la membrana celular, la produccién de ecosanoides e eicosanoides y la

expresion génica (Lopez — Garcia et al, 2005; Mozaffarian et al, 2004; Niu et al, 2005).

2.4.3 Microalbuminuria

La Microalbuminuria (MA) se define como la presencia de albumina en la orina con valores mayores a 30mg/dia.
La MA se considera no solo un indicador de complicaciones diabéticas, sino un factor de riesgo independiente para
desarrollar enfermedades cardiovasculares. La MA predice el desarrollo de eventos cardiovasculares isquémicos

relacionados con la ateroesclerosis (Viberti et al, 2000).

2.4.4 Diabetes mellitus tipo Il

La aparicién de diabetes, suelen ser precedida a la resistencia a la insulina y la hiperinsulinemia durante periodos
largos de tiempo. La mayoria de los pacientes con diabetes mellitus tipo Il tiene obesidad visceral, y
aproximanemente un 82% presenta resistencia a la insulina. Al momento de diagnéstico de diabetes, se estima que
el 50% de los pacientes tienen algun indicio de enfermedad micro o macro vascular y en general presentan un
elevado riesgo cardiovascular, con mayor morbimortalidad cardiovascular que en personas no diabéticas, por lo
que se estima que el 70% fallece por ECV. Haffner (2000), demostré que una persona diabética que no ha
presentado infarto de miocardio tiene el mismo riesgo de presentar un evento cardiovascular que personas no
diabéticas que ya han tenido un infarto. Esto ha llevado a que el ATP I11 asi como la FID, considere a los individuos
con diabetes con riesgo cardiovascular maximo. Entre los mecanismos que incrementan la ateroesclerosis de la
persona que padece diabetes, se han propuesto disfuncién endotelial, dislipidemia, hipercoagulabilidad, fibrindlisis
defectuosa, hiperagragabilidad plaquetaria, estrés oxidativo, neuropatia autondmica y efectos tdxicos de la

hiperglicemia (Grundy, 2008).



2.4.5 Hipertension arterial

La hipertension arterial (HA) es un importante factor de riesgo para las principales complicaciones cardiovasculares
como la cardiopatia isquémica y los accidentes cerebrovasculares. La frecuente asociacion entre HA y DM 1l ha
sido descrita por Grundy et al. (2004), pero la interrelacion con la obesidad u otra situaciones de riesgo, como las
alteraciones del metabolismo de la glucosa hacen pensar que la base de esta asociacion epidemiolégica podria
responder a vinculos fisiopatolégicos comunes. La resistencia a la insulina, lainflamacidn o la disfuncién endotelial
son algunos de los posibles mecanismos. EI SMet es una asociacion de factores de riesgos cardiovascular que
engloba todas estas situaciones y, ademas, la HA desempefia un papel clave en el manejo clinico de los pacientes
con SMet (Reaven, 1993).

Ademas de los factores de riesgo para desarrollar sindrome metabélico existen comorbilidades asociadas a este, las

cuales se describen a continuacion.

2.4.6 Estado protrombotico

La obesidad esta acompafiada por anormalidades en la coagulacidn y la fibrinolisis. Adicional al papel activo en la
manifestaciones caracteristicas de la resistencia a la insulina, se han identificado varias sustancias producidas por
el adipocito tales como PAI-1, el cual es el mas importante regulador de la fibrindlisis, el cual esta elevado en los
pacientes con SMet; Por lo tanto, la funcion plaquetaria se encuentra alterada, con un incremento de la agregacion

plaquetaria y en la generacion de trombina (Stepanova, 2010).

2.4.7 Estado proinflamatorio

Es un trastorno caracterizado por un nivel elevado en la proteina C reactiva y de diversas proteinas bioactivas tales
como el TNF a, la IL-1 y la IL-6, que contribuyen al mantenimiento de estados crdnicos de inflamacidn sistémica

y vascular local.

2.4.8 Higado graso no alcohélico

El higado graso es una de las enfermedades de mayor incidencia en la poblacion dado que una de cada dos personas
la padecen, se define como el depésito de grasa (triglicéridos) en el higado que excede el 5 % de su peso (Asociacion
Americana del Estudio de Enfermedades del Higado). En la préactica se lo valora como el porcentaje de hepatocitos
cargados de grasa que se observan al microscopio en una biopsia sin tomar en cuenta el tamafio de las gotas lipidicas
(més del 5% de hepatocitos con depositos de grasa es criterio diagnostico de higado graso). El higado graso esta
siendo reconocido como factor de alta relevancia en el desarrollo de enfermedad cardiovascular y/o diabetes. Se
tiene el falso concepto de que el higado graso solo involucra alteraciones a nivel hepatico, pero esto no es del todo

verdad, pues si bien es cierto que el higado graso puede complicarse con cirrosis, este hecho representa un



porcentaje minimo que solo ocurre en un 5% de casos, por el contrario las complicaciones cardiovasculares o
metabdlicas derivadas del higado graso varian entre el 50, 80 o 100% segun diferentes autores (Smorlesi et al.
2012).

La causa mas importante de higado graso es el exceso en la ingesta de calorias 0 yh/o la falta de activida fisica que
Ilevan a obesidad intra-abdominal, cuando estos factores son la etiologia, el padecimiento se denomina enfermedad
de higado graso no alcohdlico (EHGNA) o NAFL (Non alcoholic Fatty Liver Disease por sus siglas en inglés) Asi,
el higado graso se puede dividir en dos categorias de acuerdo a su asociacion con el consumo de alcohol: que al
evolucionar a diferentes fases patologicas se ha catalogue a este estado como:

*Enfermedad de higado graso alcohdlico (AFLD, Alcoholic Fatty Liver Disease).

*Enfermedad de higado graso NO alcohdlico (NAFLD).

Se estima que de cada cinco pacientes diagnosticados con higado graso, el padecimiento en cuatro de ellos esta
relacionado con una dieta hipercalérica y obesidad intra-abdominal y solo uno con ingesta de alcohol (Cousin et
al, 1992).

El NAFLD puede evolucionar desde la simple acumulacion de triglicéridos en los hepatocitos (esteatosis
macrovesicular simple) al desarrollo de la esteatohepatitis no alcohélica (NASH por sus siglas en inglés- Non-

Alcoholic Steato Hepatitis) que puede estar acomparfiada de fibrosis; hasta su evolucidn cirrosis (Brunt et al, 2010).

2.5 ESTRATEGIA TERAPEUTICA

El tratamiento del sindrome metabdlico se inicia abordando las afecciones subyacentes, es decir, el médico debe
controlar las variables asociadas a la diabetes, hiperinsulinemia, colesterol alto o presién arterial alta; este
tratamiento puede ser farmacoldgico y/o con modificaciones del estilo de vida del paciente, tales como tener una

alimentacion adecuada, dejar de fumar y consumir menos alcohol (Mendler et al, 2005).

En el tratamiento de los componentes individuales del SMet, se pretende reducir el riesgo o prevenir del riesgo de
ECV y DM Il tal como se indica en la Tabla 2.3. Sin embargo, la concentracion de esfuerzos terapéuticos en el
tratamiento del exceso de adiposidad y resistencia a la insulina asociada con la enfermedad, puede proporcionar el
mayor éxito general en la consecucion de estos objetivos. Ademas, ciertas opciones terapéuticas pueden afectar a
mas de un componente del sindrome reduciendo la patologia que se desencadena. La estrategia que se plantea es

la modificacion del estilo de vida (Brunt, 2001).



TABLA 2.3 Tratamiento de los componentes individuales del SMET
OBJETIVO TERAPEUTICO METAS Y RECOMENDACIONES

5- 10% pérdida de peso o0 mantenimiento.
Obesidad abdominal Modificacion del estilo de vida con dieta y actividad fisica.
Terapia farmacoldgica para pérdida de peso.
Cirugia bariatrica

Prevencion o retraso de la progresién a la DM 1I.
Modificacion del estilo de vida y pérdida de peso como se describi6
anteriormente.
Resistencia a la insulina / Farmacoterapia
hiperglucemia Tratamiento de la diabetes
Control glucémico adecuado

Objetivo principal: Disminucién de LDL-c

Dislipidemia metabdlica Objetivo secundario: < TG 200 mg/dL, HDL-c >30 mg/dL
Obijetivo terciario: HDL-c> 40 mg/dL en hombres y > 50 mg/dL en
mujeres.
Presion arterial elevada Presion <140/90 mm Hg (<130/80 mm Hg en DM II).
Estado protrombotico Considerar la dosis baja de aspirina para los pacientes de alto riesgo.
Estado proinflamatorio No hay objetivos especificos; Tratar todos los factores de riesgo
anteriores

2.5.1 Modificacién de la dieta en pacientes con SMet

La estrategia no medicamentosa de tratamiento de SMet es la modificacion en la dieta ya que esta bien establecido
que la pérdida de peso es beneficiosa para el tratamiento de todos los componentes del mismo, incluyendo excesiva
adiposidad, dislipidemia, hipertension, resistencia a la insulina e hiperglucemia (. Bellentani, 1997; Van Gaal et al,
1997: Pasanis et al, 2001).

La pérdida de peso no necesita ser drastica, ya que el reducir tan s6lo 5-10% del peso corporal puede reducir
significativamente los triglicéridos y aumentar el HDL-C y la presion arterial. Aunque la distribucion de
macronutrientes de las calorias eliminadas es de menor importancia, esta visto que el tipo de macronutrientes

consumidos habitualmente puede influir en la salud del individuo con SMet (Wing et al, 1997; Whelton et al, 1998).



Con respecto a los carbohidratos, se recomienda una ingesta de 45-65% de la ingesta calérica total. Esta
recomendacion es apropiada para la mayoria de las poblaciones debido a que no se ha demostrado que el consumo
total de carbohidratos esté asociado con el desarrollo de la DM Il 0 el SMet. Se ha reportado que la ingesta de
carbohidratos esta positivamente asociada con colesterol total, LDL-C vy triglicéridos y negativamente asociado
con HDL-C (McKeown et al, 2004; Ma et al, 2006).

El indice glucémico ha recibido considerable atencion en términos de clasificar qué carbohidratos son “buenos” o
“malos” para el riesgo de enfermedad. Los alimentos de bajo indice glicémico (es decir, los que se procesan
minimamente) mejoran los componentes del SMet incluyendo hiperlipidemia e hiperglucemia, mientras que un
indice glucémico mas alto se ha asociado positivamente con la resistenciaa la insulina y la prevalencia del sindrome
(Ford et al, 2004; Gardner et al, 2007).

Los datos relativos a la ingesta de proteinas adecuadas para los pacientes con el SMet son escasos. Con la excepcion
de los pacientes con nefropatia, una ingesta de proteinas dentro de las recomendaciones para la poblacion en general

es aceptable: una ingesta de proteinas de 10-35% de la ingesta calorica total es recomendado por la OIM.

Aunqgue una proporcién considerable de la poblacién ha reducido el consumo de grasa en la dieta, se ha observado
un marcado aumento de la obesidad y de la SMet en el mismo periodo de tiempo. Al igual que los carbohidratos,
el tipo de grasas que se consumen y no la cantidad total, tiene un mayor efecto sobre los componentes de la
enfermedad (Borkman et al, 1991).

No se ha probado ningln efecto del aumento de la ingesta de grasas (20 a 40% de la ingesta calorica) sobre la
sensibilidad a la insulina aunque se han reportado resultados contradictorios (Bisschop et al, 2005; Cornier et al,
2005).

Curiosamente, se ha demostrado que las mujeres obesas resistentes a la insulina perdieron mas peso en una dieta
de 16 semanas de alto contenido de grasa (40%), baja en carbohidratos (40%), mientras que las mujeres obesas

sensibles a la insulina perdieron mas peso en grasa (20%), dieta alta en carbohidratos (60%) (Maron et al, 1991).

Por lo tanto, el grado de resistencia a la insulina puede determinar qué composicion de macronutrientes es mas
apropiada para promover la pérdida de peso. La evidencia apunta hacia el tipo de grasa que se consume que tiene

un efecto sobre la sensibilidad a la insulina (Heine, 1993; Uusitupa et al, 19994).

En este sentido, la ingesta de grasa saturada esta positivamente asociada con los niveles de insulina en ayunas la
sustitucion de grasas insaturadas por las grasas saturadas en la dieta no tiene efecto sobre la sensibilidad a la insulina
(Schwab, 1993).



En virtud de la asociacion observada entre la ingesta de grasas saturadas y los niveles de insulina, se recomienda
una reduccién en el consumo de grasas saturadas de 7% aproximadamente del total la ingesta calérica por dia'y
un aumento de los &cidos grasos insaturados, especificamente linoleico (5-10% de la ingesta caldrica). Estas
directrices también son aplicables en el caso de las enfermedades cardiovasculares, debido a que se ha demostrado
que el colesterol sérico y el riesgo general de ECV se ve modificado de acuerdo al tipo de grasa en la dieta, es decir,
es beneficiosa una reduccion en la grasa saturada y un aumento en la grasa insaturada, mas que la reduccion de la

ingesta total de grasas (Krummel, 2001).

2.6 ACIDOS GRASOS POLIINSATURADOS

Los acidos grasos son compuestos organicos que juegan un papel fundamental en la alimentacién humana, el
desarrollo de algunas enfermedades puede verse acelerada o prevenida dependiendo del perfil de acidos grasos en
la dieta. Los acidos grasos insaturados poseen en su estructura al menos un doble enlace, y se denominan
poliinsaturados (AGPI) si contienen dos o mas de estos enlaces. De acuerdo al metabolismo en los mamiferos, los
acidos grasos se clasifican en dos grandes grupos, los esenciales y los no esenciales. Los esenciales son que no
pueden ser sintetizados a partir de otros precursores carbonados en los sistemas celulares y por ello deben ser
ingeridos en la dieta, al estar ausente el mecanismo enzimatico que introduce las dobles ligaduras en las posiciones

anteriores al carbono 9 contando a partir del grupo metileno terminal (Karst, 2008).

Los &cidos grasos saturados (AGS) de cadena larga no esenciales como el palmitico (16:0) y el esteérico (18:0)
pueden ser tomados de la propia dieta o sintetizados a partir de carbohidratos y son precursores de los &cidos grasos
monoinsaturados mayoritarios en las células tales como el &cido palmitoleico (16:1®-7) y el 4cido oleico (18:1m-
9). Cuando ambos &cidos grasos saturados se desaturan, se introduce un doble enlace en el carbono 9, por lo que la
desaturasa que cataliza este proceso se conoce como A9-desaturasa. Mediante procesos de elongacion y
desaturacion (A9, A6, A5 y A4) es posible llevar a cabo varios procesos de sintesis. Debido a que las células de
mamiferos no tienen las desaturasas capaces de introducir un doble enlace en los atomos de carbono 12 de los
acidos grasos (A12-desaturasa) y 15 (A15-desaturasa), éstas, no sintetizan el acido linoleico (18:2w-6) ni el acido
a-linolénico (18:3w-3), respectivamente, por lo tanto a estos acidos se les denomina como esenciales Asi, los AGPI
esenciales se encuentran agrupados en dos tipos de familias: la omega-3 (n-3) y la omega-6 (n-6) dependiendo de

la posicion de la primera doble ligadura (Karsten, 1969).

El &cido linoleico (AL) es el precursor de los AGPI ®-6, y sus metabolitos mas importantes son el acido
eicosatrienoico (20:3) y el acido araquidénico (AA; 20:4). Por su parte, el acido a-linolénico (ALN) es el precursor
de la familia de los AGPI ©-3 y su metabolitos son el &cido eicosapentaenoico (EPA; 20:5) y docosahexanoico
(DHA; 22:6) (FIGURA 2.4).



2.6.1 Regulacion del metabolismo en el tejido adiposo

El aporte de acidos grasos libres a los tejidos como consecuencia de la hidrolisis de triglicéridos esta regulado por
dos lipasas: la Lipoproteina lipasa y la Lipasa sensible a hormonas. La lipoproteina lipasa de la superficie de los
capilares hidroliza los triglicéridos de los quilomicrones y de las VLDL, produciendo glicerol y &cidos grasos libres

que pueden ser reensamblados en nuevos triglicéridos en las células adiposas.

i

N 16:0 18:0
Carbohidratos Palmitico Estearico
| |
L J
16:0 n-7 18:1n-9 18:2 n-6 18:3 n-3
Palmitoléico Qleico Linoléico a- Linolénico
| | | |
16:2 n-7 18:2 n-9 18:3 n-6 18:4 n-3
y- Linoléico
v v v v
18:2 n-7 20:2n-9 20:3 n-6 20:4 n-6
Dihomo y- Linolénico
v v v v
18:3 n-7 20:3n-9 20:4 n-6 20:5n-3
Araquiddnico Eicosapentaenoico
v v v v
20:3n-7 22:3n9 22:4 n-9/ Adrénico 22:5n-3
v v v v
20:4 n-7 22:4 n-9 22:5n6 22:6 n-3/ Docosahexanoico
| Familia | [N (N6

FIGURA 2.4 Biosintesis de acidos grasos poliinsaturados.

La lipasa sensible a hormonas del tejido adiposo cataliza el desdoblamiento de los triglicéridos almacenados en
glicerol y &cidos grasos, que pueden pasar posteriormente a la circulacion, la activacion de esta enzima se produce
por diversas moléculas que actlan como sefiales que conducen a un aumento de AMPc tales como las

catecolaminas, la hormona del crecimiento, la serotonina y el glucagon.



La inactivacion de esta enzima mediante una proteina-quinasa dependiente de AMPc., por ello la adrenalina,
noradrenalina, glucagén, la hormona adenocorticotrépica (ACTH) y la hormona estimulante tiroidea (TSH)
producen lipolisis, ya que son capaces de estimular la adenilato ciclasa de las células adiposas mediante la
activacion de sus receptores. Los niveles elevados de AMPc, se consideran un mensajero en la regulacion de la
lipdlisis en las células adiposas, Los glucocorticoides también incrementan la lipdlisis, pero por una via
independiente del AMPc.

Otras hormonas, por el contrario, inhiben la lip6lisis ejemplos de ello son la insulina, la prostaglandina E y el 4cido
nicotinico que disminuyen la actividad de la lipasa sensible a hormonas, posiblemente inhibiendo la formacién de
AMPCc, por accidn sobre la adenilato ciclasa.
La insulina también inhibe la lipdlisis por otras vias:

v/ Estimula la lipasa fosfatasa; que inactiva la lipasa sensible a hormonas.

v' Estimula la fosfodiesterasa; encargada de pasar el AMPc a 5’amp, produciendo una disminucion en la

concentracion de AMPc.

2.7 Sterculia apetala

Sterculia apetala es un arbol de gran tamafio, de la familia Malvaceae (Tabla 2.4), oriundo de América Central y
norte de Sudameérica, de tronco recto ramificado a gran altura y que se encuentra ampliamente distribuido desde

México hasta Venezuela, Colombia e inclusive en las Antillas (Mujumdar, 2000).

Es un arbol exigente en cuanto a suelos, sus raices son profundas y tiene vida larga. El tronco es recto y desarrolla
a menudo, sobre todo cuando es de gran tamafio, unos contrafuertes que le sirven del apoyo y soporte necesarios
por su corpulencia, ya que llega a medir de 25 hasta unos 50 m. Las hojas son acorazonadas y cuando son joévenes
presentan la cara inferior tomentosa. Las flores son moradas y poco vistosas. El fruto (FIGURA 2.5) esta compuesto
de 4 o 5 foliculos péndulos, dehiscente con 2 a 4 semillas aladas de color marrén. Los nombres de la planta méas
comunes en México son: Arbol del Bellote, Bellota (Tab.); Castafia, Castafio, Bellota (Chis.); Pepetaca, Petaca
(Oax.); Tepetaca (centro de Ver., norte de Oax.) (Tumbelaka, 1994).



FIGURA 2.5 Fruto, hojas y semillas de Sterculia apetala. Fuente: INECOL

Dentro de sus principales usos se encuentra la medicina herbolaria, donde las hojas son utilizadas como laxantes,

diuréticos y repelente de insectos. En México se encuentra en la vertiente del Golfo, desde el sur de la Sierra de
Naolinco en el centro de Veracruz y norte de Oaxaca, hasta el norte de Tabasco y Chiapas y en la vertiente del
Pacifico en Chiapas. Las semillas son comestibles: tostadas tienen sabor a cacahuate, molidas se usan para preparar

una bebida refrescante. Tienen un alto contenido de almidon y grasas Las semillas contienen acidos grasos

ciclopropenoicos, que deriva el aceite esterculico (SO) y malvélico (Tumbelaka, 1994).

TABLA 2.4 Taxonomia de Sterculia apétala.

Nombre cientifico

Reino
Subreino
Division

Clase
Subclase

Orden
Familia
Genero

Especie

Sterculia
apétala
Plantae

Tracheobionta

Magnoliophyta

Magnoliopsida
Dilleniidae

Malvales

Malvaceae
Sterculia

Apetala

Los aceites extraidos de las plantas del orden Malvales, contienen naturalmente acidos grasos ciclopropenoicos

(CPFA), los cuales forman un anillo ciclopropeno en el centro de su cadena de 18 carbonos llamado &cido



esterculico [acido 8-(2-octil-1-ciclopropenilo) octandico] y el de 19 carbonos llamado acido malvalico [acido 7-

(2-octil-1-ciclopropenilo) ambas estructuras se muestran en la FIGURA 2.6 (Bao, 2003).

2.7.1 Acido esterculico

Los acidos grasos ciclopropenoicos (CPFAs por sus siglas en inglés, Cyclopropenoid Fatty Acids) son &cidos
grasos insaturados que poseen un anillo ciclopropeno muy reactivoizs. Estos &cidos se encuentran abundantemente
en las semillas de plantas del orden de las Malvales (Malvacea y Sterculiaceae), en donde el esterculato y el
malvalato representan el 57.4% y el 14.5% del total de los &cidos grasos, respectivamente; sin embargo, también
estan presentes en el aceite de algodon (~1% del total de lipidos con ~65% y ~35% para acido malvalico y

esterculico respectivamente) (Arnaud et al, 2006; Zoeller, 1984; Ralaimanarivo, 1982).
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FIGURA 2.6 A) Estructura del &cido esterculico y b) &cido malvalico
Fuente: (Gémez et al., 2013)

En zonas tropicales es comun que dichas semillas sean tostadas y consumidas por humanos, no obstante, esto ha
generado preocupacion en los investigadores debido a los efectos adversos que producen los CPFAs. Se ha
establecido que la ingestion de los CPFAs causa diversos desordenes metabolicos en diferentes animales como:
disminucion en la produccion de huevos en gallinas pérdida de color en la yema de huevo, retardo en el crecimiento
de mamiferos, alteracion en el metabolismo de lipidos efectos co-carcinogénicos y antimicéticos (Schmid, 1998;
Lee et al, 2005)

2.7.2 Estearoil CoA desaturasa (SCD o A9 desaturasa)

La estearoil CoA es una enzima que interviene en la sintesis de acidos grasos monoinsaturados, regulando el paso
de los acidos palmitico (16:0) y estearico (18:0) a palmitoleico (16:1) y oleico (18:1), respectivamente. La
desaturacion de Cis tiene lugar en los &tomos de carbono 9y 10. La actividad de la SCD estéa reflejada no solamente
en la composicion de los triglicéridos, sino también en la de los fosfolipidos de las membranas celulares (Ntambi,
2004).



La estearoil desaturasa es un importante punto de control metab6lico en la regulacion del peso corporal, la SCD es
la enzima limitante de la velocidad en la biosintesis de &cidos grasos monoinsaturados, los cuales, son los acidos
grasos mas abundantes encontrados en triglicéridos, esteres de colesterol, esteres de cera y fosfolipidos (FIGURA
2.7).

Acetil- CoA

v
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ECL: Elongasa de cadena larga; Ag desaturasa: estearoil-CoA desaturasa; ECO: esteres de colesterol; TG:
triglicéridos; ECE: esteres de cera; F: fosfolipidos.

FIGURA 2.7 Funcion de la en el metabolismo lipidico.
Fuente: (Ntambi et al., 2004).

La asociacion de la obesidad con Rl 'y de la pérdida de peso con la mejora de la sefializacion de la insulina es debida
a que el exceso de lipidos, en particular lipidos que se depositan en tipos celulares sensible a la insulina que no
sean adipocitos, pueden inhibir la sefializacion de la insulina. Se observé que los ratones con una mutacion dirigida
en el gen SCD 1 muestran una mejoria en la tolerancia a la glucosa en comparacién con los ratones silvestres y asi
mismo en ratones Gko (knock out global), genéticamente modificados que carecen de la expresion de dicha enzima
en todos los tejidos, asi como el aumento en la sefializacion de la insulina en tejido del higado, tejido adiposo, y el
musculo; asi mismo se observé un aumento en la activacién de la glucdgeno sintasa, la glucdgeno fosforilasa, el
contenido de GLUT 4, y del receptor de insulina; de la termogénesis, la p-oxidacion, y la sensibilidad de insulina
en el musculo esquelético y en otros tejidos. Por lo tanto, se ha sugerido que la Agdesaturasa podria ser un blanco
terapéutico en el tratamiento de la obesidad y la diabetes (Unger, 2002; Natmbi et al, 2002).



2.8 ESTUDIOS PREVIOS DEL EFECTO DEL ACEITE ESTERCULICO EN SINDROME
METABOLICO

Ortinau y colaboradores en el 2012 evaluaron la inhibicion de la enzima estearoil-CoA desaturasa-1 (SCD1) en los
ratones ob/ob deficientes en leptina. Se uso al aceite esterculico como inhibidor natural de la SCD1, en un modelo
con ratones a los que se les administré una dieta AIN — 93G que contenia 0.5 % de aceite esterctlico durante 9
semanas. El aceite esterculico no alterd significativamente el peso corporal ni la ingesta calérica (Ortinau et al,
2012; Stamatikos et al, 2013.

Ortinau y colaboradores en el 2013 realizaron un estudio para determinar los efectos en las dietas con la
suplementacién de aceite esterculico, y observando el desarrollo de la obesidad y la resistencia a la insulina en las
ratas obesas Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty (OLETF) y ratas delgadas como otro control las ratas Lean
Long-Evans Tokushima (LETO). Las ratas recibieron una dieta AIN — 93G (control) o una dieta AIN — 93G con
0,5 % de aceite esterctlico durante 10 semanas. El aceite esterctlico no alterd significativamente el peso ni la
composicion corporal. En contraste, se observé una reduccién de la actividad de la enzima SCD1 la cual fue
asociada con la reduccion en las concentraciones de la glucosa en sangre, al igual que la grasa intraabdominal, el
tamafio de los adipocitos y un aumento en la expresion del gen de la glucosa GLUT1 en la grasa intraabdominal.,
entre otros. El estudio mostro valores de un fenotipo metabolico mejorado con la administracion del aceite

esterculico.

Herrera Meza y colaboradores en el 2013 evaluaron el efecto de la grasa de la leche anhidrida (AMF) natural
enriquecida con &cido linoléico conjugado (CLA) y &cido vaccénico (AV) en ratas espontaneamente hipertensas,
usando aceite esterctlico para evitar la conversion del CLA al AV. La dieta se les administr durante 7 semanas.
Al administrar el aceite esterculico algunos parametros tales como reduccién de insulina y aumento de la
adiponectina tuvieron una mejoria discreta, y se redujo significativamente el peso corporal y la adiposidad, asi

como la presidn arterial, el nivel de triglicéridos y la adiponectina.

Reyes Saldafia 2015 evaluacion el efecto de la administracion del aceite esterculico, obtenido de semillas de
Sterculia apetala, sobre los parametros caracteristicos del sindrome metabélico en ratas Zucker obesas. El aceite
esterctlico se administr6 a ratas Zucker obesas y delgadas durante seis semanas, logrando revertir, de manera
discreta, algunos de los pardmetros del sindrome metabolico en las ratas Zucker obesas, tales como niveles séricos
de triacilglicéridos, peso del tejido adiposo epididimal, y la severidad de esteatosis hepatica; a nivel genético
observaron la disminucion de la expresion del gen de leptina y del factor de transcripcion PPARY, por lo que los
efectos observados podrian explicarse a través del mejoramiento de la resistencia a la leptina presente en las ratas

Zucker obesas.



2.9 ACEITE DE ALGA

Las dietas de alta energia con un aumento de grasas saturadas y carbohidratos refinados aumentan el desarrollo de
la obesidad intraabdominal y los factores de riesgo metabdlicos como tolerancia alterada a la glucosa, resistencia a
la insulina, aumento de la presion arterial sistélica, dislipidemia, disfuncién endotelial y complicaciones
cardiovasculares. Un patron dietético saludable que incluya la ingesta de vegetales, frutas y fibra de grano entero
como parte de la restriccidn energética previene la obesidad, promueve la pérdida de peso en pacientes obesos y
revierten los factores de riesgo metabdlicos. Ademas de la actividad fisica, el control de la obesidad incluye una
alimentacion saludable con un consumo de alimentos bajo en grasas dietéticas totales, especialmente grasas
saturadas y trans , y baja en carbohidratos refinados, pero alta en proteinas y fibra, como una intervencion de estilo

de vida a largo plazo (Arum et al, 2015).

Las microalgas se han considerado como parte de una dieta saludable, ya que contienen &cidos grasos omega-3
(&cido eicosapentaenoico (EPA) y acido docosahexaenoico (DHA)), proteinas, aminoacidos, pigmentos, vitaminas
y minerales. Las microalgas también sirven como un depo6sito de compuestos biolégicamente activos, que presentan
estructuras y funciones Unicas. Ingredientes potencialmente activos que incluyen p-caroteno, astaxantina, luteina,
ficobiliproteinas y fibra insoluble, han sido reportados por sus efectos antioxidantes, cardioprotectores,

hepatoprotectores, antiinflamatorios y antihiperlipidémicos (Chao-Wei et al, 2016).

2.10 ESTUDIOS PREVIOS DEL EFECTO DEL ACEITE DE ALGA EN SINDROME METABOLICO

Arum y colaboradores en el 2015 investigaron las respuestas a una mezcla de algas verdes de Scenedesmus
dimorphus y Schroederiella apiculata (SC) que contiene proteina (46.1% de algas secas), fibra insoluble (19.6%
de algas secas), minerales (3.7% de algas secas) y omega- 3 acidos grasos (2.8% de algas secas) como una
intervencion dietética en un modelo de sindrome metabdlico alto en grasas y alto contenido en carbohidratos en
cuatro grupos de ratas Wistar machos. Dos grupos fueron alimentados con una dieta de almidén de maiz que
contenia 68% de carbohidratos como polisacéaridos, mientras que los otros dos grupos recibieron una dieta alta en
carbohidratos simples (fructosa y sacarosa en alimentos, 25% de fructosa en agua potable, 68% en total) y 24% de
grasas saturadas y grasas trans de sebo de carne. Las ratas con alto contenido de carbohidratos y alto contenido de
grasa mostraron obesidad visceral con hipertension, resistencia a la insulina, remodelacion cardiovascular y
enfermedad hepética grasa no alcoholica. La suplementacién con SC (5% de los alimentos) redujo la masa total de
grasa corporal y abdominal, aumento de la masa magra e hipertensién atenuada, intolerancia a la glucosa y la
insulina, disfuncién endotelial, infiltracion de células inflamatorias en el corazon y el higado, fibrosis, rigidez
cardiaca aumentada y no alcoholico enfermedad del higado graso en las ratas con alto contenido de carbohidratos
y alto contenido de grasas. Este estudio sugiere que la fibra o proteina insoluble en SC ayuda a revertir el sindrome

metabolico inducido por la dieta.



Magnusson y colaboradores en el 2015, investigaron las respuestas a dos algas verdes tropicales, Ulva chnoi (UO)
y Derbesia tenuissima (DT), en un modelo de rata con sindrome metabdlico. Las ratas macho Wistar (330-340 g)
se alimentaron con una dieta rica en almidén de maiz o una dieta alta en carbohidratos y alta en grasas con 25% de
fructosa en agua potable, durante 16 semanas. Las ratas alimentadas con dietas altas en carbohidratos y altas en
grasas mostraron los signos del sindrome metabolico que conduce a la obesidad abdominal, la remodelacion
cardiovascular y la enfermedad del higado graso no alcoholico. La comida se complementd con un 5% de UO o
DT seco solo durante las Gltimas 8 semanas. UO redujo la masa total de grasa corporal total en un 24%, la presion
arterial sistélica en 29 mmHg y mejord la utilizacién de glucosay la sensibilidad a la insulina. Por el contrario, DT
no modificd la masa grasa total del cuerpo, pero disminuy6 los triglicéridos en plasma en un 38% y el colesterol
total en un 17%. UO contenia 18.1% de fibra soluble como parte de 40.9% de fibra total, y aumentaba el magnesio,
mientras que DT contenia 23.4% de fibra total, esencialmente como fibra insoluble. La UO fue mas efectiva en la

reduccion del sindrome metabdlico que DT, posiblemente debido a la mayor ingesta de fibra soluble y magnesio.

Shang et al; en el 2017 utilizaron ratones C57BL / 6 J alimentados con dieta alta en grasas como modelo animal,
dietas de diversas proporciones de DHA / EPA (2: 1, 1: 1y 1: 2) con una relacion n-6 / n-3 de 4: 1 que prepararon
usando aceites de pescado y algas enriquecidas en DHA y/o aceites de semillas de girasol y EPA en pequefia
medida, en lugar de la dieta rica en grasas. Los resultados mostraron que la suplementacion con una relacion
DHAJ/EPA mas baja parece ser mas efectiva para aliviar el dafio hepatico inducido por dieta alta en grasas en
ratones, y una relacion DHA/EPA de factores de riesgo inflamatorios mitigados 1: 2. Estos efectos de los &cidos
grasos poliinsaturados n-3 (PUFA) sobre el metabolismo lipidico pueden estar relacionados con la regulacién
positiva de Fral y la actividad atenuada de c-Jun y c-Fos, reduciendo finalmente la gravedad del trastorno del

metabolismo lipidico y el dafio hepatico en algunos casos.

2.11 MODELOS INDUCIDOS EXPERIMENTALMENTE

Los modelos obtenidos experimentalmente se han generado a través de estimulos nutricionales, como aumentos en
la ingesta de carbohidratos y grasa. Se ha asociado a la ingesta de dietas ricas en grasa, particularmente de grasas
0 acidos grasos de la familia n-6, con el desarrollo de resistencia la insulina, elevaciones en las concentraciones

circulantes de triglicéridos, hiperinsulinemia e hipertension (Storlein et al, 1987; Kaufman et al, 1994).

2.11.1 Modelo inducido con sacarosa

Un modelo animal de resistencia a la insulina asociada con hiperinsulinemia, hipertrigliceridemia e hipertension
que ha sido ampliamente utilizado es el generado por la administracion de fructosa o sacarosa en ratas. La sacarosa
o fructosa ha sido administrada con la dieta en proporciones que van del 32 al 66%, o adicionada al agua de beber
al 30% (Bezerra et al, 2000; Hafidi et al, 2001).



En estas ratas se han reportado alteraciones metabdlicas similares a las encontradas en pacientes con el sindrome
de resistencia a la insulina, con hipertension, dislipidemia, la hiperinsulinemia, el aumento en la visceral, la
resistencia a la accion de la insulina, y han sido modificadas por las mismas manipulaciones que las llevadas a cabo

en humanos, por ejemplo; la disminucion de la presion y las concentraciones plasmaticas de insulinay TG.

Debido a las similitudes encontradas en ratas alimentadas con fructosa o sacarosa y en pacientes con Rl, este
modelo animal ha sido considerado como representativo del SMet y se ha utilizado para el estudio de su naturaleza.
En diversos estudios se ha descrito que en este modelo las ratas presentan ademas de tolerancia a la glucosa una
disminucion de la sintesis de glucogeno hepatico, perdida de la capacidad de insulina para suprimir la produccion
hepatica de glucosa, una disminucion en la absorcion de glucosa inducida por insulina, sobreproduccion de VLDL-
TG, disfuncién endotelial en aorta y arteria mesentérica, asi como aumentos en la liperoxidacion y en la
permeabilidad de las membranas celulares alteracion en la composicion de &cidos grasos de las membranas de
eritrocitos y del plasma, y una disminucion en la fosforilacidn del receptor de insulina, del IRS-1, y de su asociacion

con la PI-3-cinasa y con el SHP2 en higado y musculo (Tobey et al, 1982)

Aungue no se conocen aun los mecanismos por los cuales la alimentacidn con fructuosa o sacarosa produce las
alteraciones metabolicas mencionadas anteriormente, se ha sugerido que la hipertrigliceridemia inducida por esta
alimentacion es resultado de la sobreproduccion de VLDL-TG, ya que la fructuosa es utilizada en mayor grado
para la sintesis de acidos grasos y TG que la glucosa, y la actividad de las principales enzimas lipogénicas reguladas
por insulina (acetil coenzima A carboxilasa y enzima malica) se encuentra elevada después de la ingesta de dietas

ricas en sacarosa (Sebokovd, 1997).

Por otro lado, las elevaciones en la presion arterial, tanto en ratas normales como en ratas espontaneamente
hipertensas, producidas por la alimentacién con sacarosa o fructuosa parecen estar intimamente relacionada con la
presencia e hiperinsulinemia. Las elevaciones en la presion arterial solo se observan cuando hay también aumentos
en los niveles circulantes de insulina. La administracion de ciertos compuestos, como la somatostatina, que reducen
los niveles de insulina, proviene la elevacién en la presion arterial provocada por la sacarosa. Por otro lado, el
gjercicio, que incrementa la sensibilidad a la insulina y reduce la hiperinsulinemia inducida por sacarosa, también

atenua el incremento en la presion arterial observado en ratas alimentadas con la misma.

Ademas, debido a que la ingesta de sacarosa estimula al sistema nervioso simpatico, se ha también sugerido que el
incremento de la presién arterial que este provoca es por efectos mediados por sistema nervioso simpatico en

diferentes tejidos, como en vasos sanguineos, corazén y rifiones.

El desarrollo de la RI en este modelo se ha asociado con la disminucion en la capacidad de la insulina de suprimir
la produccion hepética y la absorcion periférica de glucosa, asi con alteraciones en la actividad de enzimas que
controlan el metabolismo de carbohidratos, atraves posiblemente de la disminucion en los niveles de fosforilacion

del receptor de insulina, del IRS-1 y de su asociacion con la PI-3-cinasa y con el SHP2 en el higado y musculo,



reduciendo asi la actividad de enzimas clave en sintesis de glucdgeno, glucogendlisis y gluconeogénesis, y el
transporte del acarreador de glucosa de membrana, GLUT-4, como lo reportado en el 2000 por Bezerra y
colaboradores. Dichos cambios se asocian con alteraciones en el metabolismo de &cidos grasos, los cuales provocan
cambios en la composicion de los fosfolipidos de membrana y por tanto cambian la viscosidad y la actividad de las

proteinas asociadas a ellas.

Por otro lado, hoy en dia, México ocupa los primeros lugares en obesidad y diabetes mellitus tipo 2, los cuales
forman parte de lo que se conoce como Sindrome Metabolico (SMet). Para prevenirlo y tratarlo, se han utilizado
estrategias terapéuticas farmacologicas y no farmacoldgicas; entre estas Gltimas se encuentra la administracion de
determinados acidos grasos como parte de la dieta o en suplementos, entre los que se encuentran los &cidos grasos

esenciales -3, -6, el acido oleico, linoleico conjugado (CLA), entre otros.

La obesidad y sus complicaciones metabélicas se asocian con una mayor expresion / actividad de estearoil-CoA
desaturasa-1 (SCD1), un importante regulador del metabolismo de los lipidos. La reduccién o ablacion de esta
enzima se asocia con un perfil metabolico mejorado y ha ganado atencion como un objetivo para el desarrollo

farmacéutico.

El aceite de esterculico (SO) es un inhibidor conocido de SCD1y puede proporcionar un acercamiento natural para
tratar obesidad o resistencia de insulina. Las semillas de Sterculia apetala pertenecientes al grupo de las Malvaceas
contienen en su aceite importantes cantidades de dos &cidos ciclopropenoicos: el acido malvalico (1.3%) y el acido
esterculico (56.3%), que son potentes inhibidores de la enzima A9-desaturasa. Existen reportes del efecto benéfico

que tiene la inhibicion de la actividad A9-desaturasa en la diabetes, la resistencia a la insulina y la dislipidemia.

El proposito de este estudio fue evaluar los efectos del consumo de aceite esterctlico y aceite de alga sobre el tejido

adiposo y tejido hepatico de ratas wistar con sindrome metabdlico

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la administracion simultanea del aceite esterctlico
y el aceite de alga, los parametros caracteristicos del sindrome metabélico, determinar el efecto de la administracién
sobre las caracteristicas histologicas del tejido adiposo y tejido hepatico, asi como evaluar la composicidn de lipidos

de membrana en ambos tejidos.



3. OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el efecto de la administracion simultanea de aceite esterctilico (SO) y aceite de alga rico en AGPI ©3 (Aa)
sobre los parametros bioquimicos y las caracteristicas histolégicas del tejido adiposo y hepatico en un modelo

murino de sindrome metabdlico inducido por sacarosa.

Obijetivos especificos

. Evaluar el efecto de laadministracion simultdnea de aceite esterculico y aceite de alga sobre los parametros
del sindrome metabdlico.

. Determinar el efecto de la administracion simultdnea aceite esterculico y aceite de alga sobre las

caracteristicas histologicas del tejido adiposo y tejido hepatico.



4. METODOLOGIA

Materiales y Métodos

4.1 ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se utilizaron 30 ratas Wistar machos de 21 dias de edad, adquiridas de la empresa DNA MEX, que fueron
mantenidos y alimentados ad libitum, bajo condiciones estériles y libres de patégenos en el bioterio del Instituto
de Investigaciones Psicologicas (IIP) de la Universidad Veracruzana. Todos los experimentos fueron realizados

bajo las leyes y normas mexicanas para el trato y proteccion de animales de laboratorio.
4.2 MODELO INDUCIDO EXPERIMENTALMENTE

Para la obtencion de un modelo inducido en el laboratorio se utilizaron 30 ratas Wistar macho recién destetadas
(21 dias de edad), las cuales fueron distribuidas en 5 grupos: 6 ratas al grupo testigo sano; y 24 ratas al grupo

experimental.

Ambos grupos recibieron una dieta de mantenimiento constituida por proteina cruda al 23%, grasa cruda 3%, fibra
cruda 6.0%, y minerales 2.5% (Nutricubos S. de C. V.); al grupo experimental se administr6 sacarosa al 30% en el
agua de beber, y el grupo testigo solo agua purificada; todo lo anterior ad libitum (FIGURA 4.1). Los murinos
fueron mantenidos en un ciclo luz/oscuridad de 12/12h, a 25°C, durante 18 semanas. Al finalizar la induccidn, se
evaluaron niveles séricos de glucosa, colesterol y triglicéridos, asi como el peso de cada una de las ratas para
comprobar el desarrollo del SMet (FIGURA 4.2).



> Agua x

> Sacarosa x

> Dieta normal x x

21 semanas, 12h luz/oscuridad, 25°C.

|

Determinacion de parametros séricos para evaluacion del SM

FIGURA 4.1 Metodologia para la obtencion de un modelo de sindrome metabdlico, inducido con sacarosa al 30%
en agua para beber.

FIGURA 4.2 Evaluacion del estado metabdlico después de la induccién del SMet. Sujecion del individuo
preparando el area peritoneal del cuadrante inferior derecho (a), administracion intraperitoneal de xilazina y
ketamina (b), individuo preparado para el procedimiento (c), corte de cola y obtencién de sangre (d), analisis rapido
en Accu Chek® (e), analisis colorimétrico para evaluar el estado metaboélico (f).



4.3 ADMINISTRACION DE LA DIETA EXPERIMENTAL

Una vez inducido el sindrome metabdlico, el grupo alimentado con sacarosa fue dividido en cuatro grupos, cada
uno con una n igual a seis ratas, que fueron alimentados con la dieta de mantenimiento, la sacarosa al 30% en el
agua de beber, y un bolo de aceite por via intragastrica del 3.5 % de la grasa de la dieta. Los grupos fueron: grupo
testigo con SMET (TSMet) que recibi6 aceite de maiz y canola relacién 1:1 (0.38 g de mezcla/rata/dia); grupo con
sindrome metabdlico que recibid aceite esterculico (SmSo) (aceite esterculico 1.15 % (0.126 g/rata/dia, y mezcla
maiz canola 2.3 % (0.258 g/rata/dia); grupo sindrome metabolico que recibi6 aceite de alga (SmAa) (aceite de alga
marca life’sDHA, presentacion liofilizado, 3.5 % (0.38 g/rata/dia); y grupo sindrome metabdlico que recibid aceite
estercilico y Aa (SmSoAa) (aceite esterculico 1.15 % (0.126 g/rata/dia, y aceite de alga 2.3 % (0.258 g/rata/dia).
La administracion de los aceites fue por via intragastrica mediante canulacion, durante 8 semanas. EIl grupo testigo
sano recibi6 la dieta de mantenimiento, agua sin sacarosa para beber, y aceite de maiz y canola relacion 1:1 (0.38
g de mezcla/rata/dia) (FIGURA 4.3). Posteriormente se realizo el sacrifico de cada individuo, se recolectd sangre

y Organos de interés para su posterior analisis, dichas pruebas se describen a continuacion.

Grupo Testigo

Sano (TS) Grupo SMet Modelo de

(n=6) (n=24) induccién por
sacarosa al 30%
(19 semanas)

SmSoAa Tratamiento
(n=6) (8 semanas)

FIGURA 4.3 Metodologia para evaluar el efecto de las dietas experimentales sobre murinos con SM.

4.3.1 Aceites administrados

Los aceites administrados a los grupos experimentales fueron: mezcla de aceite de maiz-canola 1:1 (marca mazola

en el primer caso y marca canoil en el siguiente), aceite esterctlico extraido como se detalla en la siguiente seccion,



y aceite de alga proveniente de un preparado comercial Life’ s DHAm S10-P200 de Grupo Harmony, que contiene
entre 30 y 40 % de aceite de alga, 30-40 % de sélidos de jarabe de glucosa, 20-25 % de almiddén de maiz y 5-10 %

de manitol. En la Tabla 4.1 se muestra la composicion de acidos grasos de los aceites utilizados.

Tabla 4.1 Composicion de acidos grasos de los aceites administrados a los grupos experimentales.

Acidos grasos Maiz-Canola Aceite Aceite de alga
% esterculico %
) %
Acido miristico (C14:0) nd Nd 5.06
Acido palmitico (16:0) 5.76 21.80 20.64
Acido estearico (C18:0) 1.40 17 1.11
Acido araquiddnico (C20:0) 0.010 Nd Nd
Acido palmitoleico (C16:1) 0.013 12.99 Nd
Acido oleico (C18:1) 56.19 18.70 16.92
(C18:1) isdmero nd 16.61 Nd
Acido ecosanoico (C20:1) 0.033 Nd Nd
Acido linoleico (C18:2) 33.71 8.94 Nd
Acido linolénico (C18:3) 2.85 Nd Nd
Acido eicosapentanoico-EPA (20:5) nd Nd 12.18
Acido docosahexaenoico-DHA (22:6) nd Nd 44.10
Acido malvalico nd 5.25 Nd
Acido esterculico nd 29.32 Nd
Dihidroesterculico nd 9.49 Nd

Total ciclopropenoicos nd 44.06 Nd



4.4 EXTRACCION DE ACEITE ESTERCULICO

Las semillas de Sterculia apetala fueron recolectadas en la carretera San Andrés-La Redonda-Rio Tuxtla,
Veracruz. La identificacion taxonémica y la ubicacion de los arboles fueron proporcionadas por la Estacion de
Biologia Tropical “Los Tuxtlas” del Instituto de Biologia de la UNAM.

Las semillas se limpiaron, se les retir0 la céscara y la testa, y se triturd la pulpa en un mortero. La masa obtenida
se mezcld con hexano durante cinco dias para extraer el aceite. El hexano se evapord completamente en un
rotaevaporador (Buchi R-100), y el aceite obtenido se almacen6 a -10 °C para su posterior analisis (FIGURA 4.4).
La determinacidn de acidos grasos del aceite se realizd de acuerdo a la técnica de Christie (1982).

FIGURA 4.4 Extraccidn del aceite de la semilla de Sterculia apetala. Identificacion taxonémica (a), obtencion de
la semilla sin testa (b), trituracion de la misma en mortero (c), maceracion en frio con n- hexano (d), eliminacion
de solvente y agua por medio de concentracién a vapor (e), extracto crudo del aceite esterculico (d).



4.5 DETERMINACION DEL PERFIL DE ACIDOS GRASOS.

Metilacion

La metilacion de las muestras se realizé conforme a la metodologia de Christie (1982). Para ello, 3 mg de aceite
esterctlico, de aceite de alga y de aceite maiz-canola se mezclaron con 2 mL de hexano en un tubo de vidrio.
Posteriormente se adicionaron 40 mL de metil acetato y 80 mL de metoxido de sodio a cada muestra, se mezcld y

se incub6 a 50 °C por 15 min.

Después de la metilacion, se adicionaron 2 mL de agua a cada muestra y se mezclo 'y centrifug6 a 3200 rpm durante

5 min a temperatura ambiente. Finalmente, el sobrenadante se transfirié a un vial para cromatografia de gases.

Cromatografia de gases

Los ésteres metilados de los acidos grasos (FAME) se analizaron mediante cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC/MS). Para ello se utilizé un cromatografo Agilent Technologies, modelo 6890N y un
espectrdmetro de masas marca Agilent Technologies modelo 5975 inert XL. Los espectros de masas se obtuvieron
mediante ionizacion por impacto electronico a 70 Ev. La identificacion de los picos de cada cido graso se realizé
por comparacion de los espectros que se obtienen de la biblioteca HP Chemestation- NIST 05 Mass Spectral
Research Program Version 2.0d y se confirman con sus respectivos estandares. Los FAME fueron eluidos
utilizando una columna capilar DB-5 (60 m x 0.25 mm x 0.25 pm). La temperatura de la columna se establecio de
la siguiente manera: la temperatura inicial fue de 40 °C durante 5 min, posteriormente se incrementé hasta 210 °C
a una velocidad de 30 °C/min, luego se aumentd a 213 °C a una velocidad de 1 °C /min. Finalmente, se alcanzd la

temperatura de 225 °C a una velocidad de 20 °C /min y asi se mantuvo por 40 min.

4.6 DETERMINACION DE LOS PARAMETROS DE ALTERACION METABOLICA.

A continuacion se detallan los parametros evaluados en las ratas y las técnicas por las cuales se llevd a cabo dicho

proceso.

4.6.1 Peso

Una vez por semana los animales se pesaron en una bascula marca OHAUS Mod. GT 2100, inmovilizandolos en

un cilindro para evitar interferencias en la lectura del peso.

4.6.2 Determinaciones séricas

En esta seccidn se detallan las determinaciones séricas de perfil lipidico, renal y hepatico.



4.6.2.1 Determinacion de glucosa plasmatica.

La determinacién de la glucosa se llevé a cabo con Glucosa LQ (SPINREACT), por la catélisis de la oxidacion de
glucosa a acido gluconico por la enzima glucosa oxidasa (GOD). El peroxido de hidrégeno (H202) producido se
detectd indirectamente por fenol y aceptor cromogénico de oxigeno, 4-aminofenazona (4-AF) catalizado por
peroxidasa (POD) (Kaplan, 1984).

p-D-Glucosa + O2 + H:0 === Acido glucénico + H GOD 202
H202 + FeNol + 4-AF  eeep Quinona + H POD 20
La intensidad del color es proporcional a la concentracion de glucosa en la muestra.
Para llevar a cabo las pruebas, se descongelaron las muestras, se tomé 10uL de suero o patrén y 1mL de reactivo
previamente atemperado a 25°C, y se incubaron a 25°C por 20 min. La lectura de la absorbancia se realizé en un

espectrofotometro a 505nm. Se utilizo la siguiente férmula para calcular la concentracion (SPINREACT 2017).

(A) Muestra — (A) Blanco

- -- X Concentracion de patron = mg/dL
(A) Patron — (A) Blanco

4.6.2.2 Determinacién de Colesterol

La determinacion de colesterol de realizé con el reactivo Colesterol LQ (SPINREACT), el principio de la prueba
se basa en la reaccion llevada a cabo por la enzima colesterol esterasa (CHE) con los ésteres de colesterol, liberando
colesterol y acidos grasos, seguidos de la reaccion de la enzima colesterol oxidasa (CHOD) con el colesterol,
liberando 4-colestenona mas H202, que reacciona con peroxidasa dando quinomina, que es un compuesto color
rosado (Meiattini, et al,. 1978).

CHE
Esteres colesterol + H20O s Colesterol + Acidos grasos

CHOD
Colesterol + 02  ——————p  4-Colestenona + H20:2

POD
2 H202 +Fenol + 4-Aminofenazona =———) Quinonimina + 4H20



Las muestras de suero y reactivos fueron atemperados antes de su uso y se utilizaron colocando 10 L de suero o
patron y 1 mL de reactivo, se mezclaron e incubaron a 25 °C por 10 min, la lectura de la absorbancia se realiz6 en

un espectrofotémetro a 505 nm. Se utiliz6 la siguiente férmula para calcular la concentracion (SPINREACT 2017):

(A) Muestra — (A) Blanco

-- x Concentracion de patron = mg/dL
(A) Patron — (A) Blanco

4.6.2.3 Determinacion de Triglicéridos

La determinacién de triglicéridos se realizd con el reactivo Triglicéridos LQ (SPINREACT). El principio quimico
del método es la liberacion del glicerol proveniente de los triglicéridos por la enzima lipoproteinlipasa (LPL),
después el glicerol es fosforilado por el glicerol quinasa (GK) y ATP, para producir glicerol- 3 — fosfato (G3P) mas
ADP. EI G3P y O:zes convertido a H202 mas hidroxiacetona (DAP) por el glicerol fosfato deshidrogenasa (GOP).
La ultima reaccion se lleva a cabo entre H202, 4-aminofenazonay p-clorofenol catalizado por peroxidasa resultando

en un compuesto color rosa (quinona) y agua (Bucolo y David, 1973; Fossati y Prencipe, 1982).

Lipoprotein lipasa )
Triglicéridos » Glicerol + Acidos grasos

Glicerol Kinasa

Glicerol + ATP » G3P + ADP
GPO
Glicerol + Oz —p H202 + DAP
POD
2 H202 + 4-AF + clorofenol » Quinona + agua

Las muestras de suero y reactivos fueron atemperados antes de su uso y se utilizaron colocando 10 pL de suero o
patron y 1 mL de reactivo, se mezclaron e incubaron a 25 °C por 10 min, la lectura de la absorbancia se realiz6 en

un espectrofotdmetro a 505 nm. Se utiliz6 la siguiente férmula para calcular la concentracion (SPINREACT 2017):

(A) Muestra — (A) Blanco
x Concentracion de patron = mg/dL

(A) Patron — (A) Blanco



4.6.2.4 Determinacion de 4cido Urico

La determinacion se realiz6 con los reactivos Acido trico LQ (R1y R2 SPINREACT). El principio del método se
basa en la oxidacién del &cido Urico por la enzima uricasa a alantoina y perdxido de hidrégeno, que se reduce en
presencia de 4- aminofenazona y 2-4 diclofenol sulfonato (DCPS), resultando en un compuesto rosaceo
(quinonaimina) (Fossati y Prencipe, 2010).

Uricasa

Acido Grico + 02+ 2H20  ee——— Alantoina + CO2 + 2H202
POD
2H202 + DCPS + 4-AF =e————)  Quininaimina + 4H20

En primer lugar se descongelaron las muestras y se atemperaron junto con los reactivos, los cuales se mezclaron
en partes iguales para formar una nueva solucién, se tomaron 25 pL de muestra o patron y se colocaron en un tubo,
después se agreg6 1 mL de la solucidn a cada tubo y se incubd por 10 min a 25 °C. Las muestras fueron leidas en

un espectrofotometro a 520 nm y se determind la concentracidon por la siguiente formula (SPINREACT, 2017):

(A) Muestra — (A) Blanco

x Concentracion de patrén = mg/dL
(A) Patron — (A) Blanco

4.6.2.5 Determinacion de creatinina

La determinacion de creatinina se realizo con los reactivos Creatinine J (Rly R2 SPINREACT). El principio se
basa en el metido de Jaffé descrito en el afio de 1886 donde la creatinina reacciona con el &cido picrico en solucion
béasica dando un compuesto rojizo. El método de Jaffé es un método colorimétrico que tiene algunos compuestos
que interfieren positiva o negativamente, sin embargo al medirlo en forma cinética se vuelve un método confiable
(Jaffé, 1886; Perazzi y Angerosa, 2011; Salerno, 2011).

Para ello se atemperaron los reactivos y las muestras. Los reactivos de &cido picrico e hidroxido sodico se
mezclaron en partes iguales. Se agreg6 100 pL de muestra o patrén a una celda de plastico y 1 mL de la mezcla de
reactivos, se midié la absorbancia a 492 nm en dos tiempos (30 seg y 10 seg) para la cinética. Se determiné la
concentracion por la siguiente formula (SPINREACT, 2017):

(AA) Muestra — (AA) Blanco
X Concentracion de patron = mg/dL

(AA) Patron — (AA) Blanco

4.6.2.6 Determinacion de urea

La determinacion de urea se realizé con Urea 37 (R1y R2 SPINREACT). La urea presente en la muestra reacciona

con o-ftalaldehhido en un medio acido dando un compuesto coloreado (Gindler y Daskalakis, 1984).



Se utilizé el método cinético. Para ello los reactivos se colocaron en una incubadora a 37 °C y las muestras se
dejaron atemperar a temperatura ambiente, se agregé 1mL de R1 (o-ftalaldehido) a una celda y después 50 L de
muestra 0 patron, se mezcld y se incub6 por 1 minuto, después se afiadié 1 mL de R2 (solucién &cida), se mezcld
y se midi6 absorbancia en un espectrofotdmetro a 510 nm a 1 min y 2 min. Se utiliz6 la siguiente férmula para
realizar los calculos (SPINREACT 2017):

(AA) Muestra — (AA) Blanco
X Concentracion de patron = mg/dL

(AA) Patron — (AA) Blanco

4.6.27 Determinacion de albdmina

La determinacion se realiz con el reactivo Albamina (SPINREACT). El principio quimico se basa en que la
albumina presente en la muestra reacciona con el verde de bromocresol, y al irse basificando en el medio por la
concentracion de proteina, cambia de amarillo verdoso a verde azulado (Webster, et al; 1974).

Para la realizacion de esta prueba se atemperaron reactivos y muestras, se afiadieron 5 UL de muestra o patrén a un
tubo y se agreg6 1 mL de reactivo (verde de bromocresol), se mezclé e incubd por 10 min a temperatura ambiente
para después leer la absorbancia a 630 nm. Para la obtencién de la concentracién, se utilizé la siguiente formula
(SPINREACT, 2017):

(A) Muestra — (A) Blanco

x Concentracion de patrén = g/dL
(A) Patron — (A) Blanco

4.7 ANALISIS EN ORGANOS

Se determiné la composicion de &cidos grasos y se analizé la histologia de los tejidos adiposo y hepatico.

4.7.1 Obtencion de membranas celulares del tejido adiposo y hepatico

Se utilizo tejido adiposo retroperitoneal. Los 6rganos obtenidos y almacenados a -70 °C, fueron descongelados; se
peso tres gramos de muestra, se colocaron en un homogeneizador de vidrio con pistilo de teflén sobre hielo,
adicionando un amortiguador de Bouskella-Krebs-Ringer-Tris pH 7.4 (NaCl 120 mm, CaCl 1.4mm, KCI 5.2 mm,
MgSO04 1.4 mm, Tris 5 mm) a 4°C. El homogeneizado se filtr6 a través de dos capas de gasa y se centrifug6 a 40
000 x g a 4 °C durante 40 minutos. El sobrenadante y la capa de grasa formadas se desecharon y el precipitado se
resuspendid, con la ayuda del pistilo de teflén sobre hielo, en 5 mL de amortiguador Krebs-Ringer-Tris pH 7.4 y
1.25 mL de Percoll.



La preparacion se centrifugé a 16 000 x g durante 20 min a 4 °C y se recuperd la capa blanca de la interface donde
se localizaban las membranas celulares. Esta fue diluida con un amortiguador Tris-Cloruro de Magnesio pH 7.5
(Tris 50 mm, MgCl 10mm) y centrifugada a 16,000 x g durante 10 minutos a 4 °C. El sobrenadante fue desechado

y el precipitado se almacené a -70°C para su posterior analisis.

4.7.2 Extraccion de los lipidos de las membranas celulares

Los lipidos fueron extraidos por el método de Folch (Folch et al., 1957). Las membranas celulares precipitadas se
descongelaron y se resuspendieron en 1 mL de amortiguador Tris-Cloruro de magnesio pH 7.5. A 1 mL de la
preparacion de la membrana se le afiadié 16 mL de la mezcla de Folch (cloroformo metanol 2:1 v/v). Se agité en
vortex durante 1 min y se afiadieron 3 mL de NaCl al 0.73 %. Se agitd vigorosamente en vortex durante 1 miny
posteriormente se centrifugd a 16 000 x g a 4°C durante 20 min. La fase superior se desech6 y se recuperé la fase
inferior en la cual se localizan los lipidos, sin arrastrar la interface de proteina formada. A la fase recuperada se le
adiciond 7.5 mL de una mezcla cloroformo-metanol-NaCl 0.73 % (3:48:47 v/v/v), con el fin de eliminar las trazas
de proteinas. Se agité vigorosamente durante 1 min y se dejo separar durante 4 h a 4 °C. La fase superior fue
desechada y la inferior fue filtrada a través de sulfato de sodio anhidro, colocado en un embudo de vidrio con papel
filtro Watman, para eliminar impurezas y restos de agua. El filtrado se recuper6 en un matraz balén (previamente
Ilevado a peso constante) y se evapord al vacio en un concentrador a 30 °C y posteriormente con flujo de nitrégeno.
El extracto se resuspendi6 con cloroformo (BHT 0.02 %) en una proporcion de 10 mg de lipidos por mL de
cloroformo y se congel6 a -20 °C para su posterior utilizacién. La diferencia en el peso del matraz vacio y después
de la evaporacion se utiliz para calcular la cantidad de lipidos extraidos. La determinacién de acidos grasos de las

membranas se realiz6 de acuerdo a la técnica de Christie (1982), descrita arriba.

Cromatografia de gases

Los ésteres metilicos de los acidos grasos (FAME) se analizaron mediante cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC/MS). Se utilizé un cromatografo de gases (Hewlett Packard Modelo 61800B, GCD
system). Con una columna capilar Carbo-Wax (30 m x 0.25 mm x 0.25 pm) usando un automuestreador 53 eber-
splitless.

La temperatura de la columna se programa de la siguiente manera: la temperatura inicial es de 80°C durante 5 min,
posteriormente se incrementa hasta 250 °C a una velocidad de 30 °C/min, y se mantiene por 25 min. Se utiliza
helio como gas acarreador y los espectros de masas se obtienen mediante ionizacion por impacto electrénico a 70
Ev.

La identificacion de los picos de cada metil éster se realiza por comparacién de los espectros obtenidos, con los
que contiene la biblioteca HP Chemestation- NIST 05 Mass Spectral Research Program Version 2.0 d y son
confirmados a través de un estandar de 37 FAME Mix (18919-1AMP Supelco FAME Mix). Todos los quimicos y

los solventes utilizados son de grado analitico.



4.7.3 Analisis histolégico

Para la realizacidon del andlisis histoldgico se obtuvieron los drganos de interés por medio de una incision
paramediana que se extendia desde el cartilago xifoides del esternén hasta el pubis y otra sobre cada arco costal
hacia dorsal permitiendo la observacidn de los seis lobulillos del higado. El higado se ubicaba sobre la cara caudal

del diafragma extendiéndose a ambos lados del plano mediano desde el arco costal derecho hasta el izquierdo.

Presentaba para su estudio las caras: parietal (craneal) de forma convexa relacionada al musculo diafragma y una
cara visceral (caudal) concava relacionada al estomago y parte craneal del duodeno. Se observé que estaba dividido
en los lébulos derechos (lateral y medial), izquierdos (lateral y medial), cuadrado (muy pequefio) y caudado el cual
presenta los procesos caudado y papilar (subdividido en parte dorsal y ventral). Se realiz6 una biopsia incisional
en el lébulo lateral derecho de cada higado por individuo. Se extrajo también el tejido adiposo abdominal,

epididimal e intercostal.

Para realizar los cortes histolégicos, primero se llevé a cabo la fijacion en formalina al 10%. Para la inclusion en
parafina, se realiz6 previamente la deshidratacién de los tejidos en alcoholes de concentracion creciente hasta llegar
a alcohol absoluto (60% - 100%). La metodologia seguida se muestra en la Tabla 4.2.

El proceso de infiltracion se realiz6 de forma manual con escuadras de acero inoxidable en la parafina fundida.
Finalmente, se realizaron los cortes histologicos en laminas delgadas de 7um en los microtomos (Leyca y Thermo
Scientific). Los cortes se recogieron de manera seriada, con ayuda de un pincel se depositaron sobre la superficie
de un bafio de agua caliente (40 °C) donde se colocaron por cada litro de agua cuatro gramos de proteina de cerdo;

luego se recogieron sobre portacbjetos y se dejaron secar en una estufa para que se adhieran al vidrio.

Para tefiir las laminillas se utilizé la técnica de hematoxilina y eosina, siguiendo el protocolo original descrito en
la seccién de anexos.



Tabla 4.2 Protocolos de deshidratacién, aclaramiento e impregnacion de tejido hepatico y tejido adiposo.

TEJIDO HEPATICO

Deshidratacion Tiempo
Alcohol 60% 15 min
70% 20 min
80% 20 min
96% 30 min
96% 30 min
100% 30 min
100% 30 min

Aclaramiento
OH — Xilol (1:1) 20 min
Xilol 20 min
Xilol 20 min

Impregnacion

Paraplast Xtra | 30 min
Paraplast Xtra Il 30 min
Paraplast Xtra Ill 3h
TEJIDO ADIPOSO
Deshidratacion Tiempo
Alcohol 70% 30 min
80% 30 min
96% 60 min
100% 60 min
Aclaramiento
OH — Xilol (1:1) 30 min
Xilol 30 min
Xilol 30 min

Impregnacion
Paraplast Plus | 2-3h
Paraplast Plus Il 18 — 20 h Recambio cada 6 h



Asi mismo, el andlisis de imagen se realiz6 en un microscopio Optico (ZEISS Axio) con camara adaptada
(PROGEST). Para las mediciones celulares (didmetro, nimero de células, volumen) se utiliz6 el programa AXIO
VISION.

4.7.4 Andlisis estadistico.

Los datos fueron presentados como medias * desviacion estandar (DE). El analisis estadistico se realizara mediante

estadisticas descriptivas basicas, analisis de varianza (ANOVA) y pruebas de Tukey p<0.05.



5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Obtencién del modelo de sindrome metabdlico

El sindrome metabdlico (SMet) es un conjunto de factores fisioldgicos, bioquimicos y clinicos interconectados,
que incluyen la dislipidemia aterogénica, hipertension, estado inflamatorio y obesidad, y que conllevan a un mayor
riesgo de desarrollar diabetes mellitus tipo 11 (DM 1) y enfermedad cardiovascular en el individuo.

El SMet se generd en las ratas a través de la administracion de sacarosa al 30 % en el agua de beber. En la FIGURA
5.1 se observa un nivel significativamente elevado de los niveles séricos de triglicéridos, colesterol y glucosa, asi
como del peso corporal del grupo SMet respecto al grupo TS, lo que confirma que el grupo de ratas TSMet

desarrollo sindrome metabélico.

La administracion de sacarosa o fructosa a animales de experimentacion ha sido ampliamente usado para generar
sindrome metabdlico, ya que se ha demostrado que causa obesidad, acumulacién de grasa visceral, esteatosis
hepatica, elevaciones en la presion arterial y en los niveles séricos de insulina, triglicéridos, glucosa, cidos grasos
libres, ademas de generar resistencia a la insulina e intolerancia a la glucosa (Dupas, et al., 2017, Reyes-Saldafia et
al., 2015, Herrera-Meza et al., 2013).
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FIGURA 5.1 Niveles séricos de triglicéridos, colesterol y glucosa, y peso corporal después de 18 semanas de
administracién de sacarosa al 30% en el agua de beber (induccién del SMet). Testigo sano (TS) y grupo de
induccidn con sacarosa al 30% (TSMet). ANOVA analizado por prueba de Tukey p<0.05; letras diferentes denotan
diferencia estadistica.



5.2 Administracion de los aceites por via intragastrica

Una vez obtenido el modelo de SMet, se administraron los aceites a los grupos experimentales y se analizé el efecto
sobre parametros del sindrome metabdlico.

Peso corporal

En la FIGURA 5.2 se muestran los pesos corporales después de las ocho semanas de tratamiento, en donde se
observa que el grupo TSMet tuvo un peso corporal significativamente mas elevado que el del testigo sano (600 g
vs 350 g; p>0.05), lo que representd una elevacion del 71% del peso corporal por efecto de la administracion de
sacarosa. La administracion de los aceites (aceite de alga, aceite esterculico, y la mezcla alga-esterculico) no tuvo
un efecto significativo sobre el peso corporal de las ratas, al no mostrar diferencia significativa con respecto a la
grupo TSMet. Estos datos coinciden con lo reportado por Reyes Saldafia (2015), Herrera-Meza et al. (2013), y
Ortinau et al. (2013), quienes no encontraron modificaciones en el peso corporal de ratas con sindrome metabolico
inducido por sacarosa, ratas hipertensas espontaneas SHR, y ratas obesas OLEFT, respectivamente, después de la

administracion de aceite esterculico.
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FIGURA 5.2 Peso corporal promedio de las ratas de los grupos experimentales, después de ocho semanas de
administracion de los aceites. Testigo sano (TS), Testigo con sindrome metabdlico (TSMet), sindrome metabdlico
con aceite esterctlico (SmSo), sindrome metabdlico con aceite de alga (SmAa), sindrome metabdlico con la mezcla
aceite esterculico-alga (SmSoAa). ANOVA analizado por prueba de Tukey p<0.05; letras diferentes denotan
diferencia estadistica.

Circunferencia abdominal

La circunferencia abdominal fue significativamente mayor en el grupo TSMet con respecto al grupo TS (25 cm vs
20; p<0.05) (FIGURA 5.3). En este caso, Unicamente la administracién de aceite esterctlico provocod una
disminucion en el valor de circunferencia abdominal, hasta el nivel encontrado en el TS, mientras el aceite de alga
y lamezcla de aceite esterculico-alga no tuvieron efecto. Estos resultados son similares lo reportado por Cerdernaes
y colaboradores en el 2013, quienes encontraron que la administracion de aceite estercdlico disminuy6 la

circunferencia abdominal en ratas alimentadas con una dieta rica en grasas.
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FIGURA 5.3 Circunferencia abdominal promedio de las ratas de los grupos experimentales, después de ocho
semanas de administracion de los aceites. Testigo sano (TS), Testigo con sindrome metabolico (TSMet), sindrome
metabdlico con aceite esterculico (SMSo), sindrome metabdlico con aceite de alga (SmAa), sindrome metabolico
con la mezcla aceite esterculico-alga (SMSoAa). ANOVA analizado por prueba de Tukey p<0.05; letras diferentes
denotan diferencia estadistica.

5.2 Analisis histolégico de tejido adiposo y tejido hepatico.

Actividad de la SCD

El efecto de los aceites administrados sobre la actividad de la enzima A9-desaturasa fue determinado por el indice
de desaturacién, considerado como la relacion de los acidos C16:1/C16:0 y C18:1/C18:0, en las membranas del
tejido adiposo y hepéatico. Como puede observarse en la Tabla 5.1, el indice de desaturacién fue mayor en las ratas
con sindrome metabdlico (TSMet) en comparacion con la de las ratas sanas (TS), demostrando que la actividad de
la enzima A9-desaturasa se incrementa en la obesidad y el sindrome metab6lico, como ya ha sido descrito
anteriormente (Ortinau et al., 2013; Alsharari et al., 2017). Por otra parte, se puede observar que la actividad de la
A9-desaturasa se vio disminuida en los dos grupos que recibieron el aceite esterctlico (SmSo y SmSoAa), que es
el objetivo de la administracion de este aceite, como ha sido reportado previamente (Herrera-Meza et al., 2013;
Ortinau et al., 2013).



Tabla 5.1 indice de desaturacion promedio del tejido adiposo abdominal y hepético de las ratas de los grupos
experimentales, después de ocho semanas de administracion de los aceites. Testigo sano (TS), Testigo con sindrome
metabdlico (TSMet), sindrome metabolico con aceite esterctlico (SmSo), sindrome metabdlico con aceite de alga
(SmAa), sindrome metabolico con la mezcla aceite esterculico-alga (SmSoAa). ANOVA analizado por prueba de
Tukey p<0.05; letras diferentes denotan diferencia estadistica.

Grupo Tejido Adiposo Higado
16:1/16:0
TS 0.193 £ 0.036 a 0.138 £0.010a
TSMet 0.523+ 0.064 b 0.513 +0.089 b
SmSo 0.389 + 0.069 ¢ 0.248 £ 0.085 ac
SmAa 0.552 £ 0.025 b 0.509 + 0.055 b
SmSoAa 0.431+£0.041 ¢ 0.353 £ 0.074 ¢
18:1/18:0
TS 4.160 + 0.966 a 3.267 £ 0.517 ac
TSMet 7.447 £2.602 b 4.802 £ 1.265 ab
SmSo 5.009 + 0.645 ab 3.651 + 1.050 acd
SmAa 5.935 £ 1.465 ab 5.427 £ 1.320 bd
SmSoAa 4.615 + 0.903 a 2.265+0.375¢

Pesos

En la Tabla 5.2 se observan los pesos del tejido adiposo abdominal, epididimal y del tejido hepatico, en donde se
puede observar que en el grupo con sindrome metabolico (TSMet), el peso de los tejidos adiposo y hepatico fue
significativamente mayor que en las ratas del grupo testigo sano (TS). Sin embargo, los pesos de estos tejidos no
se vieron modificado después de la administracion de los aceites. Esto concuerda con lo reportado por Major y
colaboradores en el 2008 y Cerdernaes y colaboradores en el 2013, quienes no observan diferencias
estadisticamente significativas en los pesos de 6rganos de ratas alimentadas con una dieta rica en grasas y en

hamster’s alimentados con una dieta rica en colesterol.



Tabla 5.2 Peso promedio del tejido adiposo epididimal, abdominal y hepatico de las ratas de los grupos
experimentales, después de ocho semanas de administracion de los aceites. Testigo sano (TS), Testigo con sindrome
metabdlico (TSMet), sindrome metabolico con aceite esterctlico (SmSo), sindrome metabdlico con aceite de alga
(SmAa), sindrome metabdlico con la mezcla aceite esterctlico-alga (SmSoAa). ANOVA analizado por prueba de
Tukey p<0.05; letras diferentes denotan diferencia estadistica.

Tejido TS (9) TSMet (g) SmSo (g) SmAa (9) SmSoAa (9)
Adiposo Abdominal 8.32 39.2b 36.4P 41.0° 38.1P
AdipOSO Epldldlmal 6.72 20.9b 18.7b 21.6P 19.7°

Hepatico 12.28 18.7° 17.8° 17.3° 16.9%®

Cortes histolégicos
Se realizaron cortes histoldgicos del tejido adiposo abdominal y del tejido hepético, y el andlisis de imagen se
realizd en un microscopio optico (ZEISS Axio) con camara adaptada (PROGEST). La determinacién del volumen

celular se Ilevé a cabo con el programa AXIO VISION.

En la FIGURA 5.4 se observan los cortes histolégicos del tejido adiposo en donde se puede apreciar
cualitativamente que el grupo TSMet muestra una hipertrofia de los adipocitos, en comparacién con el grupo TS.
Se determind el volumen celular promedio de cada grupo experimental, y puede observarse (FIGURA 5.5) que los
tres aceites provocaron una disminucion del volumen de los adipocitos: el aceite maiz-canola provocé una
disminucion del 45 %, el aceite de alga del 61 %, y en particular la mezcla de aceite esterculico-alga (Grupo

SmSoAa) genero la mayor disminucion, del 73 %, alcanzando los valores de las ratas sanas.
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FIGURA 5.4 Cortes histoldgicos del tejido adiposo abdominal de los grupos experimentales, después de ocho
semanas de administracion de los aceites. Testigo sano (TS), Testigo con sindrome metabolico (TSMet), sindrome
metabolico con aceite esterculico (SmSo), sindrome metabdlico con aceite de alga (SmAa), sindrome metabdlico
con la mezcla aceite esterculico-alga (SmSoAa). ANOVA analizado por prueba de Tukey p<0.05; letras diferentes
denotan diferencia estadistica. Software utilizado “AxioVision”.
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FIGURA 5.5 Volumen promedio de los adipocitos del tejido adiposo abdominal de los grupos experimentales,
después de ocho semanas de administracién de los aceites. Testigo sano (TS), Testigo con sindrome metabolico
(TSMet), sindrome metabélico con aceite esterctlico (SmSo), sindrome metabdlico con aceite de alga (SmAa),
sindrome metabdlico con la mezcla aceite estercllico-alga (SmSoAa). ANOVA analizado por prueba de Tukey
p<0.05; letras diferentes denotan diferencia estadistica. Software utilizado AxioVision.

En la FIGURA 5.6 se muestran los cortes histolégicos del tejido hepatico de los grupos experimentales.
Cualitativamente puede observarse que los hepatocitos del grupo TSMet muestran una clara presencia de esteatosis
hepaética, que es caracteristica del SMet. En los demas grupos se parecian también gotas de grasa en el tejido,



aunque en menor proporciéon que en el grupo TSMet. El volumen de los hepatocitos del grupo TSMet fue
significativamente superior al del grupo TS (FIGURA 5.7), y éste disminuyd con la administracién de los aceites:
21 % de disminucién con el aceite esterculico, 11 % con el aceite de alga, y 17 % con la mezcla esterculico-alga.
Se calcul6 el porcentaje de esteatosis en los cortes histologicos, y se encontré que los aceites esterculico, alga y
mezcla de esterculico-alga disminuyeron significativamente el porcentaje de esteatosis, en comparacion con el
grupo TSMet (FIGURA 5.8): 92% con el aceite esterculico, 44 % con el aceite de alga, y 85 % con la mezcla

esterculico-alga. En ambos casos, la disminucion fue mas notable en los grupos a los que se administro el aceite

esterculico, solo o con el aceite de alga.

FIGURA 5.6 Cortes histologicos del tejido hepatico de los grupos experimentales, después de ocho semanas de
administracion de los aceites. Testigo sano (TS), Testigo con sindrome metabdlico (TSMet), sindrome metabdlico
con aceite esterculico (SmSo), sindrome metabdlico con aceite de alga (SmAa), sindrome metabdlico con la mezcla
aceite esterculico-alga (SmSoAa). ANOVA analizado por prueba de Tukey p<0.05; letras diferentes denotan
diferencia estadistica. Software utilizado AxioVision.



800 b
700 db
600 c

500
400
300
200
100

Volumen (um3)

TS TSMet SmSo SmAa SmSoAa
Grupos

FIGURA 5.7 Volumen promedio de los hepatocitos de los grupos experimentales, después de ocho semanas de
administracién de los aceites. Testigo sano (TS), Testigo con sindrome metabolico (TSMet), sindrome metabdlico
con aceite esterculico (SmSo), sindrome metabdlico con aceite de alga (SmAa), sindrome metabolico con la mezcla
aceite estercllico-alga (SmSoAa). ANOVA analizado por prueba de Tukey p<0.05; letras diferentes denotan
diferencia estadistica. Software utilizado “AxioVision”.
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FIGURA 5.8 Porcentaje de esteatosis hepatica de los grupos experimentales, después de ocho semanas de
administracién de los aceites. Testigo sano (TS), Testigo con sindrome metabolico (TSMet), sindrome metabdlico
con aceite esterculico (SmSo), sindrome metabdélico con aceite de alga (SmAa), sindrome metabdlico con la mezcla
aceite esterculico-alga (SmSoAa). ANOVA analizado por prueba de Tukey p<0.05; letras diferentes denotan
diferencia estadistica. Software utilizado “AxioVision”.

Estos resultados enfatizan el papel central que juega la enzima estearoil CoA desaturasa (A9 desaturasa) en el
metabolismo de los lipidos. Una consecuencia importante de la inhibicion de la actividad de esta enzima por el
acido esterculico es el incremento de la oxidacion de los acidos grasos y la disminucion de la sintesis y
almacenamiento de los lipidos (Major et al., 2008), lo que se ve reflejado en la disminucién del tamafio de los
adipocitos, que son los principales sitios de almacenamiento de los lipidos, y de la esteatosis hepatica, como

consecuencia de la disminucidn del depdésito de grasa en el higado.



5.3 Determinaciones de metabolitos séricos después de la administracién de los aceites.

Se determinaron los metabolitos séricos de perfil lipidico, renal y hepatico caracteristicos del sindrome metabolico

en las ratas de los grupos experimentales, después de ocho semanas de administracion de los aceites.

Perfil lipidico

Triglicéridos.- Los niveles séricos de triglicéridos se muestran en la FIGURA 5.9. Puede observarse que en el grupo
TSMet los niveles séricos fueron 400 % superiores en comparacion con el TS. La administracion del aceite
esterculico provoco una disminucion significativa de los niveles circulantes de triglicéridos, en comparacion con
el grupo TS (disminucién del 30 %), al igual que el aceite de alga (disminucién del 33 %), y en particular la mezcla

esterctlico-alga (disminucién del 57 %).
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FIGURA 5.9 Niveles séricos promedio de triacilglicéridos de los grupos experimentales después de ocho semanas
de administracion de los aceites. Testigo sano (TS), Testigo con sindrome metabdlico (TSMet), sindrome
metabdlico con aceite esterctlico (SmSo), sindrome metabélico con aceite de alga (SmAa), sindrome metabdlico
con la mezcla aceite esterculico-alga (SmSoAa). ANOVA analizado por prueba de Tukey p<0.05; letras diferentes
denotan diferencia estadistica.

La disminucion de los niveles circulantes de triglicéridos después de la ingesta de aceite esterculico es un efecto
que ya se habia observado por el grupo de investigacion en ratas obesas Zucker (Reyes Saldafia, 2015) y ratas
hipertensas espontaneas SHR (Herrera-Meza et al., 2013), asi como por Ortinau et al. (2013) en ratas obesas
OLEFT. La disminucion de la actividad de la enzima A9 desaturasa provocada por el &cido esterculico debe ser la

razén por la cual los acidos grasos no son esterificados para su almacenamiento en forma de triglicéridos.

Colesterol.- En la FIGURA 5.10 se observa que los niveles de colesterol no se modificaron en el grupo TSMet en
comparacion con el testigo sano, tal como ha sido encontrado en otros trabajos (Herrera-Meza, et al., 2013). El

aceite esterculico provocd una ligera disminucion de los niveles de colesterol con respecto al TSMet (10 %), aunque



no significativa, y la administracion del aceite de alga, solo 0 en combinacion con el aceite esterctlico (29 %y 25

%, respectivamente), si result6 en una disminucion significativa de los niveles de colesterol.
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FIGURA 5.10 Niveles séricos promedio de colesterol de los grupos experimentales después de ocho semanas de
administracién de los aceites. Testigo sano (TS), Testigo con sindrome metabolico (TSMet), sindrome metabdlico
con aceite esterculico (SmSo), sindrome metaboélico con aceite de alga (SmAa), sindrome metabdlico con la mezcla
aceite esterculico-alga (SmSoAa). ANOVA analizado por prueba de Tukey p<0.05; letras diferentes denotan
diferencia estadistica.

Perfil renal

Creatinina.- Los niveles circulantes de creatinina se encontraron elevados en el grupo TSMet, en comparacién con
el grupo TS (FIGURA 5.11). La creatinina es un producto de desecho generado por la degradacion de creatina en
los musculos, y que los rifiones filtran para excretar en la orina. Niveles altos de ésta en la sangre se asocia con un
mal funcionamiento de los rifiones. La administracion de aceite esterculico provocd una disminucidn significativa
de los niveles de creatinina, con respecto al grupo TSMet, solo (28 %) o en combinacion con el aceite de alga (16

%). El aceite de alga por si solo no modificé los niveles circulantes de creatinina.
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FIGURA 5.11 Niveles séricos promedio de creatinina de los grupos experimentales después de ocho semanas de
administracién de los aceites. Testigo sano (TS), Testigo con sindrome metabolico (TSMet), sindrome metabdlico
con aceite esterculico (SmSo), sindrome metabdélico con aceite de alga (SmAa), sindrome metabdlico con la mezcla

aceite esterculico-alga (SmSoAa). ANOVA analizado por prueba de Tukey p<0.05; letras diferentes denotan
diferencia estadistica.

Urea.- En la FIGURA 5.12 se observa que los niveles séricos de urea se encontraron elevados con respecto al grupo
TS, en todos los grupos experimentales. Unicamente la administracion de aceite estercdlico provocé una

disminucion significativa de la urea sérica (11 %) con respecto al grupo TSMet.
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FIGURA 5.12 Niveles séricos promedio de urea de los grupos experimentales después de ocho semanas de
administracion de los aceites. Testigo sano (TS), Testigo con sindrome metabdlico (TSMet), sindrome metabdlico
con aceite esterculico (SmSo), sindrome metabdlico con aceite de alga (SmAa), sindrome metabdlico con la mezcla

aceite estercllico-alga (SmSoAa). ANOVA analizado por prueba de Tukey p<0.05; letras diferentes denotan
diferencia estadistica.

Acido drico.- En la FIGURA 5.13 se muestran los niveles séricos de 4cido Grico. Puede observarse que el acido
arico se encontrd significativamente elevado en el grupo TSMet con respecto al TS. El aceite esterculico provocéd
una disminucién del 34 % en los niveles circulantes de acido Urico, y el aceite de alga, solo 0 en combinacion con

el aceite esterculico, fue el aceite que causo6 la mayor disminucién (80 % solo y en mezcla con el esterculico).
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FIGURA 5.13 Niveles séricos promedio de acido Urico de los grupos experimentales después de ocho semanas de
administracion de los aceites. Testigo sano (TS), Testigo con sindrome metabélico (TSMet), sindrome metabolico
con aceite esterctlico (SmSo), sindrome metabdlico con aceite de alga (SmAa), sindrome metabdlico con la mezcla
aceite estercllico-alga (SmSoAa). ANOVA analizado por prueba de Tukey p<0.05; letras diferentes denotan
diferencia estadistica.

Perfil hepatico

Albdmina.- En la FIGURA 5.14 se muestran los niveles circulantes de alblmina, que se encontraron
significativamente elevados en el grupo que recibi6 el aceite esterculico (SmSo) Unicamente. En el grupo TSMet
los niveles fueron superiores a los del grupo TS, pero no significativamente. Los grupos que recibieron el aceite de
alga (SmAa 'y SmSoAa) mostraron los niveles mas bajos de albimina sérica (21 % y 25 % menores), alcanzando a
los niveles del grupo sano.
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FIGURA 5.14 Niveles séricos promedio de alblmina de los grupos experimentales después de ocho semanas de
administracién de los aceites. Testigo sano (TS), Testigo con sindrome metabolico (TSMet), sindrome metabdlico
con aceite esterctlico (SmSo), sindrome metabélico con aceite de alga (SmAa), sindrome metabdlico con la mezcla
aceite estercllico-alga (SmSoAa). ANOVA analizado por prueba de Tukey p<0.05; letras diferentes denotan
diferencia estadistica.

Fosfatasa alcalina.- En cuanto a la fosfatasa alcalina, el grupo TSMet mostrd niveles elevados significativamente

en comparacion con el grupo TS. La administracion de los aceites provocd una disminucidn de los niveles, hasta



valores semejantes a los del grupo sano en el caso del grupo tratado con aceite esterctlico (SmSo) (disminucion

del 33%), y del 25 %y 22 % en los grupos con aceite de alga y mezcla de esterculico-alga (FIGURA 5.15).
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FIGURA 5.15 Niveles séricos promedio de fosfatasa alcalina de los grupos experimentales después de ocho
semanas de administracion de los aceites. Testigo sano (TS), Testigo con sindrome metabolico (TSMet), sindrome
metabolico con aceite esterculico (SmSo), sindrome metabdlico con aceite de alga (SmAa), sindrome metabélico

con la mezcla aceite esterculico-alga (SmSoAa). ANOVA analizado por prueba de Tukey p<0.05; letras diferentes
denotan diferencia estadistica.



En la Tabla 5.3 se muestra un resumen de los resultados obtenidos, donde puede observarse que tanto la
administracién del aceite estercilico como el aceite de alga generaron efectos benéficos en algunos de los
parametros, mientras en otros, como los niveles séricos de triglicéridos y el volumen de los adipocitos del tejido

adiposo abdominal, la administracion simultanea de los aceites potencio el efecto de los aceites por separado.

TABLA 5.3 Resumen de resultados

EFECTOS SmSo (%) SmAa (%) SmSoAa (%)

Peso de la rata = = =
Circunferencia 133 18 L1
Peso del higado 5 17 110
Peso del tejido adiposo 11 13 16
epididimal

Peso del tejido adiposo 17 14 13
abdominal

En suero
Colesterol total 110 129 125
Triglicéridos 133 130 157
Creatinina 129 18 121
Urea | 14 16 =
Acido urico 133 190 190
Fosfatasa alcalina 132 130 122
Albimina 114 120 123
En tejido

Volumen de adipocitos 145 161 197
Volumen de hepatocitos 123 19 117
% de esteatosis 193 151 188

Entre las intervenciones dietarias que mas se han estudiado para reducir los desdrdenes asociados con el sindrome
metabolico se encuentra la administracion de aceites ricos en acidos grasos poliinsaturados n-3 (AGPI n-3), como
el aceite de pescado y de alga. Se han generado gran cantidad de evidencias a partir de estudios clinicos,
experimentales y epidemiolégicos que muestran que los AGPI n-3, particularmente el EPA (20:5 n-3) y DHA

(22:6 n-3), tienen efectos protectores ante las enfermedades cardiovasculares al reducir los niveles circulantes de



triglicéridos, colesterol, insulina, presion arterial, cidos grasos libres, mejorar la sensibilidad a la insulina, y
muestran acciones antioxidantes, antitromboticas y antiinflamatorias. Aunque los mecanismos precisos por los
cuales los AGPI n-3 ejercen estos efectos no se conocen con exactitud, se han relacionado con la produccion de
ecosanoides anti-inflamatorios, vasodilatadores, la modificacion de la fluidez membranal, y diversos efectos
relacionados con el metabolismo de lipidos como la disminucion de la lipogénesis, el incremento de la B-oxidacion,
la reduccidn de los acidos grasos libres en el higado, entre otros (Harris y Bulchandani, 2006; Mori, 2014). Estos
efectos se observaron en el presente trabajo tras la administracion del aceite de alga, rico en DHA (22:6 n-3), que
provocd la disminucion del deposito de grasa en el tejido adiposo y hepatico, en los niveles séricos de triglicéridos,

de colesterol, y de acido rico.

Por otro lado, la enzima A9-desaturasa juega un papel central en la regulacion del metabolismo de los lipidos, y la
regulacion de su actividad ha sido implicada con el sindrome metabdlico y la obesidad (Rodriguez-Cuenca et al.,
2016). La inhibicién de su actividad ha sido sugerida como una estrategia de tratamiento del sindrome metabolico
y sus desordenes metabdlicos asociados. En este trabajo se confirmé que la actividad de la A9-desaturasa esta
aumentada en las ratas con sindrome metabolico, y que ésta se ve disminuida tras la administracion del aceite
esterculico en el tejido adiposo y hepatico, en asociacién con la reduccion de los niveles circulantes de triglicéridos,
creatinina, urea, acido Urico, albmina, el volumen de los adipocitos y la esteatosis hepatica, lo que conlleva a un
aumento en la sensibilidad a la insulina (Issandou et al., 2009). Estos efectos han sido reportados también en otros
modelos murinos de obesidad (Ortinau et al., 2012; Ortinau et al., 2013; Gomez et al., 2003; Major et al., 2008).
La co-administracion del aceite de alga con el aceite esterctlico potencio los efectos de ambos aceites,

particularmente en cuanto a la adiposidad y los niveles séricos de triglicéridos.



6. CONCLUSIONES

La administracion de sacarosa al 30 % en el agua de beber generd un modelo de sindrome metabdlico en las

ratas Wistar macho.

La inhibicion de la enzima A9-desaturasa por el acido esterculico provoco efectos benéficos en el perfil lipidico
y hepético, y disminuy0 el dep6sito de lipidos en el tejido adiposo y en la esteatosis hepatica de las ratas con
sindrome metabdlico.

La ingesta de AGPI »3 del aceite de alga, aunada a la inhibicion de la A9-desaturasa, potenci6 el efecto
benéfico en la disminucion de niveles circulantes de triglicéridos y en la disminucidn de la hipertrofia de los

adipocitos.
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